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RESUMO

A palma [Opuntia dillenii (Ker Gawl). Haw.] ¢ uma cactdcea considerada como Planta
Alimenticia Nao Convencional (PANC) pertencente ao bioma Caatinga e encontrada
principalmente nas regides semidridas do Nordeste brasileiro. O. dillenii se destaca por conter
diversos compostos bioativos com propriedades anti-inflamatdrias e antioxidantes, de modo
que seus cladddios sdo avaliados como auxiliares no tratamento de doengas como gastrite,
diabetes e dislipidemia, embora ainda sejam escassos os estudos que buscam elucidar a sua
composicao nutricional e potencial funcional enquanto vegetal para consumo humano. Este
estudo teve como objetivo investigar pardmetros fisico-quimicos e o potencial antioxidante e
prebiotico do liofilizado de cladddios de O. dillenii (LCP) em sistema de fermentacgdo in vitro.
Para tanto, apos a elabora¢do do produto liofilizado, foram realizadas andlises para a
determina¢do de pardmetros fisico-quimicos e de indicadores de atividade prebidtica e
capacidade antioxidante em sistema de fermentagdo in vitro utilizando in6culo fecal humano.
De acordo com os resultados obtidos, o LCP apresentou elevados teores de fibras totais (52,63
g/100 g), fibras soluveis (33,36 g/100g) e fibras insoluveis (19,00 g/100 g), proteinas (16,84
g/100 g) e lipidios (4,98 g/100 g). Foram observadas altas quantidades de clorofila total (912,00
mg/100 g), clorofila a (565,00 mg/100 g) e clorofila b (349,00 mg/100 g), além da presenga de
nove minerais, com destaque para macroelementos como potassio (4415,49 mg/100 g), calcio
(1593,25 mg/100 g), sédio (1010,52 mg/100 g) e magnésio (853,55 = 10,69 mg/100 g), e
microelementos como manganés (8,92 mg/100 g), zinco (5,95 mg/100 g) e ferro (3,72 mg/100
g). Foram identificados 16 compostos fendlicos, com maior prevaléncia de miricetina (785
mg/100 g), acido caftarico (265 mg/100 g) e hesperidina (135 mg/100 g). Dentre os acidos
organicos detectados no LCP, apresentaram maiores quantidades os adcidos malico (16,84 g/L),
citrico (4,43 g/L) e succinico (3,26 g/L). A fermentag¢ao colonica de LCP por 48 h promoveu
reducdo (p < 0,05) nos valores de compostos fendlicos, como catequina, miricetina,
isorhamnetina e rutina, assim como de acidos organicos, como os acidos malico, férmico e
acético, indicando a ocorréncia de transformagdes bioquimicas e a metabolizacdo desses
compostos por microrganismos formadores da microbiota fecal. Houve aumento da atividade
antioxidante no meio de fermentacdo contendo o LCP quando avaliada pelos métodos de
ABTS"" ¢ FRAP, e redugdo (p < 0,05) quando avaliada pelo método de DPPH". Apos 48 h de
fermentacdo colonica, o meio contendo LCP apresentou maior diversidade bacteriana e maior
relacdo Firmicutes:Bacteroidetes (F:B) quando comparado ao controle positivo (meio contendo
frutooligossacarideos). Ademais, foram verificadas alteracdes na composi¢do da microbiota
intestinal no meio contendo LCP, com destaque para o aumento da abundancia relativa de
Ligilactobacillus e Lactiplantibacillus, em detrimento do decréscimo de Prevotella 9 e
Succinivibrio. Diversos metabodlitos foram detectados através da técnica de ressonancia
magnética nuclear no meio contendo LCP, incluindo acetato, propionato e butirato, além de
aminoacidos, como leucina, valina e isoleucina. Os resultados indicam que o LCP possui
elevado teor de fibras dietéticas, clorofila, minerais, acidos orgéanicos e compostos fenolicos,
além de capacidade antioxidante, podendo assim, exercer efeitos benéficos sobre a composi¢ao
e atividade metabodlica da microbiota intestinal humana através de propriedades prebidticas,
caracterizando-se como um potencial ingrediente para formula¢do de alimentos funcionais e
nutracéuticos.

Palavras-chave: Cacticea. Alimento funcional. Compostos fenolicos. Antioxidante.
Microbiota intestinal. Metabolitos.



ABSTRACT

The palm [Opuntia dillenii (Ker Gawl). Haw.] is a cactus considered as a non-conventional
food plant (NCFP) belonging to the Caatinga biome and found mainly in the semiarid regions
of the Brazilian Northeast. O. dillenii stands out for containing several bioactive compounds
with anti-inflammatory and antioxidant properties, so its cladodes are evaluated as aids in the
treatment of diseases such as gastritis, diabetes and dyslipidemia, although studies seeking to
elucidate its composition are still scarce. nutritional and functional potential as a vegetable for
human consumption. This study aimed to investigate physicochemical parameters and the
antioxidant and prebiotic potential of O. dillenii cladode freeze-dried (LCP) in an in vitro
fermentation system. To this end, after preparing the freeze-dried product, analyzes were
carried out to determine physical-chemical parameters and indicators of prebiotic activity and
antioxidant capacity in an in vitro fermentation system using human fecal inoculum. According
to the results obtained, the LCP presented high levels of total fiber (52.63 g/100 g), soluble
fibers (33.36 g/100g) and insoluble fibers (19.00 g/100 g), proteins (16.84 g/100 g) and lipids
(4.98 g/100 g). High amounts of total chlorophyll (912.00 mg/100 g), chlorophyll a (565.00
mg/100 g) and chlorophyll b (349.00 mg/100 g) were observed, in addition to the presence of
nine minerals, notably for macroelements such as potassium (4415.49 mg/100 g), calcium
(1593.25 mg/100 g), sodium (1010.52 mg/100 g) and magnesium (853.55 + 10.69 mg/100 g) ,
and microelements such as manganese (8.92 mg/100 g), zinc (5.95 mg/100 g) and iron (3.72
mg/100 g). Sixteen phenolic compounds were identified, with the highest prevalence being
myricetin (785 mg/100 g), caftaric acid (265 mg/100 g) and hesperidin (135 mg/100 g). Among
the organic acids detected in the LCP, the highest quantities were malic (16.84 g/L), citric (4.43
g/L) and succinic (3.26 g/L). Fecal fermentation of LCP for 48 h promoted a reduction (p <
0.05) in the values of phenolic compounds, such as catechin, myricetin, isorhamnetin and rutin,
as well as organic acids, such as malic, formic and acetic acids, indicating the occurrence of
biochemical transformations and the metabolization of these compounds by microorganisms
that form the fecal microbiota. There was an increase in antioxidant activity in the fermentation
medium containing LCP when evaluated by the ABTS™" and FRAP methods, and a reduction
(p <0.05) when evaluated by the DPPH" method. After 48 h of fecal fermentation, the medium
containing LCP showed greater bacterial diversity and a higher Firmicutes:Bacteroidetes (F:B)
ratio when compared to the positive control (medium containing fructooligosaccharides).
Furthermore, changes were observed in the composition of the intestinal microbiota in the
medium containing LCP, with emphasis on the increase in the relative abundance of
Ligilactobacillus and Lactiplantibacillus, to the detriment of the decrease in Prevotella 9 and
Succinivibrio. Several metabolites were detected using the nuclear magnetic resonance
technique in the medium containing LCP, including acetate, propionate and butyrate, in
addition to amino acids, such as leucine, valine and isoleucine. The results indicate that LCP
has a high content of dietary fiber, chlorophyll, minerals, organic acids and phenolic
compounds, in addition to antioxidant capacity, thus being able to exert beneficial effects on
the composition and metabolic activity of the human intestinal microbiota through prebiotic
properties, characterizing It is a potential ingredient for the formulation of functional foods and
nutraceuticals.

Keywords: Cactaceae. Functional food. Fenolic compounds. Antioxidant. Gut microbiota.
Metabolites.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a preocupacdo com a seguran¢a alimentar e nutricional tem
aumentado em todo o mundo (Farooq et al., 2020), de modo que tem sido dada maior atencao
anecessidade de diversificagdo das espécies de plantas consumidas, buscando ampliar as fontes
de nutrientes a disposi¢do das populagdes. As Plantas Alimenticias Nao Convencionais (PANC)
atendem a esse conceito e podem ser consideradas essenciais para a consolida¢do de praticas
alimentares que promovam a soberania e a segurang¢a alimentar (Tuler; Peixoto; Silva, 2019).

O termo PANC foi citado inicialmente por Kinupp e Lorenzi (2014) para descrever
espécies comestiveis nativas, exoticas ou naturalizadas, que muitas vezes sdo descartadas, e que
possuem uma ou mais partes possiveis de uso na alimentacdo e/ou produgdo de substancias
condimentares ou aromaticas. Grande parte dessas plantas concentra-se em regides da Caatinga,
bioma exclusivamente brasileiro, caracterizado por uma grande biodiversidade de espécies
vegetais adaptadas as condigdes climaticas locais, como a escassez de dgua e de nutrientes do
solo (Brand, 2017).

A familia Cactaceae ¢ uma das mais importantes familias de plantas xerofitas
encontradas na Caatinga, que abriga o terceiro maior centro de diversidade de cactaceas do
mundo, com aproximadamente 77 espécies localizadas em regides semiaridas (Fernandes et al.,
2020). Opuntia dillenii (Ker Gawl). Haw., popularmente conhecida como palma, apresenta-se
entre as espécies de cactaceas mais estudadas atualmente, embora ndo tenha sido muito
explorada para o consumo humano. Essa espécie vegetal possui diversas propriedades bioativas
benéficas ja relatadas, incluindo efeitos analgésicos, anti-inflamatdrios, antioxidantes,
imunomoduladores e hipoglicemiantes, se caracterizando, portanto, como potencial alimento
funcional (Shirazinia et al., 2019).

Entende-se por alimento funcional aquele que, além de apresentar caracteristicas
nutricionais e tecnoldgicas adequadas, exerce impactos positivos na saide e no desempenho
fisico de um individuo, além de auxiliar no aprimoramento dos mecanismos de defesa
bioldgica, na prevengdo de doencas especificas, no controle de disturbios fisicos e mentais e/ou
na desaceleracdo do processo de envelhecimento (Nataraj et al., 2020). Dentre os ingredientes
alimentares funcionais amplamente estudados atualmente, destacam-se os prebidticos, os quais
sdo caracterizados como substratos que, ao serem utilizados seletivamente por microrganismos

do hospedeiro, induzem beneficios a satde do individuo (Gibson et al., 2017).
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A microbiota intestinal, também referida como microflora intestinal, abriga
aproximadamente 10! células bacterianas, sendo um sistema dindmico que se modifica ao
longo de toda a vida (Ndoul; Paradis; Veilleux, 2020). A definicdo de microbiota saudavel ou
“eubiose” ainda ¢ variavel, podendo ser considerada o equilibrio da populacdo bacteriana
intestinal, com prevaléncia de espécies benéficas. Por sua vez, a disbiose representa um
ecossistema onde as populacdes bacterianas se encontram em desequilibrio, havendo uma
maior propor¢ao de bactérias potencialmente patogénicas (Zhang et al., 2015).

Embora O. dillenii possua nutrientes que se destacam em sua composicao, essa espécie
ainda ndo esta devidamente caracterizada como vegetal para consumo humano, nem quanto ao
seu potencial prebidtico e antioxidante, o que torna relevante o seu estudo mais aprofundado
(Pawar; Killedar; Dhuri, 2017; Santos, 2014). Os cladédios de O. dillenii sao considerados boas
fontes de fibras alimentares, o que tem sido associado a efeitos hipoglicemiantes e
hipolipidémicos (Diaz et al., 2017). Ainda, apresentam aminoécidos, vitaminas, minerais e
substancias bioativas, a exemplo de compostos fenodlicos, que podem atuar como antioxidantes,
o que confere potenciais efeitos prebioticos e antioxidantes, podendo repercutir em acao
moduladora sobre a microbiota intestinal (Pawar; Killedar; Dhuri, 2017).

A utilizagdo de fibras e prebiodticos representa uma abordagem dietética eficiente para
modular o microbioma intestinal humano (Maccaferri et al., 2012). No entanto, sua a¢ao pode
ser complexa e exige um modelo experimental capaz de considerar diversos pardmetros da
ecologia da microbiota do colon (Nissen et al., 2021). A fermentacdo fecal in vitro ¢
considerada padrao-ouro pela capacidade de avaliar o impacto dos alimentos e/ou nutrientes na
microbiota intestinal humana, concentrando-se na mudanga dos grupos microbianos e
alteracdes do perfil de producdo de metabolitos (Nissen et al., 2020).

A exploragdo de O. dillenii pode possibilitar a geracdo de produtos derivados de
cactaceas como insumos com propriedades bioativas, atendendo a crescente demanda dos
consumidores por produtos benéficos a saude e com base de produgdo sustentavel a partir da
biodiversidade regional, auxiliando na melhora dos indices de desenvolvimento social e
econdmico, principalmente na regido Nordeste do Brasil. Nesse sentido, o objetivo desse estudo
foi determinar as caracteristicas fisico-quimicas do liofilizado de cladddios de O. dillenii, bem

como os seus efeitos sobre a microbiota intestinal humana em sistema de fermentagao in vitro.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 BIOMA CAATINGA

O Nordeste brasileiro possui diversos biomas, sendo a Caatinga predominante na maior
parte da regido, particularmente no contexto do clima semidrido. Considerado o tinico bioma
exclusivamente brasileiro e ocupando aproximadamente 10% do territorio nacional (IBGE,
2019), a Caatinga foi assim chamada pelos indios, pois na estacdo seca a maioria das plantas
tinha suas folhas perdidas, prevalecendo na paisagem a aparéncia esbranquicada dos troncos
das arvores. O nome Caatinga se origina do tupi (caa: mata e tinga: branca), que significa “mata
ou floresta branca”, tendo seu tom esbranquigado alterado para verde em periodos chuvosos

(Figura 1 a e b) (Associagdo Caatinga, 2022).

Figura 1: Paisagem de uma regido representante da Caatinga em periodos chuvosos (a) e secos (b) do ano.

SR
v

Fonte: Associagao Caatinga (2022).

A vegetagdo da Caatinga ¢ composta, principalmente, por plantas xerofitas, que
desenvolveram mecanismos de sobrevivéncia em ambientes com baixa pluviosidade e umidade.
Nesse bioma s3o comuns plantas espinhosas, nas quais os espinhos sdo folhas modificadas que
diminuem a perda de agua pela transpiragdo, facilitando a sobrevivéncia as adversidades do
ambiente e constituindo uma importante defesa contra animais que poderiam utiliza-las como
alimento (Moraes, 2021). As plantas endémicas mais comuns pertencem principalmente a
familia Cactaceae, sendo o mandacaru, o xique-xique e a palma as espécies mais conhecidas
(Associacao Caatinga, 2022).

Apesar de ser um bioma rico em espécies endémicas vegetais e animais, a Caatinga

ainda ndo possui grande valorizag@o e conservagao, sendo o terceiro bioma mais degradado do
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Brasil, seguido da Mata Atlantica e do Cerrado (Bezerra et al., 2020; Pereira et al., 2017). A
Caatinga ainda tem muito a ser explorada em suas potencialidades, representadas pela vasta
biodiversidade vegetal e variedade de espécies para uso medicinal e como matérias primas para
industria quimica, alimentar, cosmética e farmacéutica (Maia et al., 2017).

A valorizagdo dos produtos locais ¢ uma das estratégias mais eficazes para alcangar os
objetivos principais de preservagdo dos recursos da Caatinga e assegurar o bem estar das
populacdes que nela vivem e dela dependem. A elaboragdo de produtos a partir de sua vegetagao
nativa garante a incorpora¢do de identidade territorial e cultural, e constitui alternativa de
grande potencial no semidrido, proporcionando a expansdo do potencial do bioma (Maia et al.,

2017).
2.2 PLANTAS ALIMENTICIAS NAO CONVENCIONAIS (PANC)

As Plantas Alimenticias Nao Convencionais (PANC) sdo plantas com crescimento
espontdneo e habitualmente cultivadas por meio da agricultura familiar de povos mais
tradicionais, com a finalidade de consumo proprio e, na maioria das vezes, sem fins comerciais
(Pedrosa et al., 2012). Por seu alto valor nutritivo e baixo custo, a Food Agriculture
Organization (FAO) as classifica como importante alternativa no combate a inseguranca
alimentar por serem de fécil cultivo e adaptacdo, ndo necessitando de muitos recursos como
adubo, agua e agrotoxicos (Abreu; Castanheira, 2017; FAO - OPAS, 2017). Entretanto, algum
cultivo de espécie vegetal tido como comum em uma regido pode ndo ser em outra, de modo
que o termo PANC pode ser utilizado para o que ¢ tido como nido convencional em uma
determinada regido (Kinupp; Lorenzi, 2014).

Aproximadamente 46 097 exemplares de espécies nativas fazem do Brasil o pais
continental com a maior biodiversidade vegetal do planeta, representando de 15 a 20% de todas
as espécies do mundo, sendo cerca de um ter¢o dessas espécies consideradas comestiveis
(Fioravanti, 2016). A falta de conhecimento do potencial alimenticio dessas plantas ocorre
devido a insuficiéncia de estudos sobre o seu cultivo, disseminacdo, técnicas de manejo e
processamento, bem como sobre as suas caracteristicas bioldgicas, reprodutivas e nutricionais
(Jesus et al., 2020). Conforme Barbieri et al. (2014), a diversidade alimentar brasileira ainda é
considerada pobre, visto que a produgdo agricola ¢ atualmente padronizada em menos de trinta
espécies de plantas diferentes e muitas plantas ainda ndo t€m recebido a devida importancia,

sendo pouco disponibilizadas no mercado.
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A maioria dessas plantas poderia fazer parte do cardapio de consumo didrio, porém, a
auséncia de conhecimento popular leva a sua caracterizacdo como ervas daninhas, podendo ser
facilmente encontradas na natureza e ignoradas (Liberato; Lima; Silva, 2019). Segundo Kinupp
e Lorenzi (2014), isso acontece porque, com o passar do tempo, o aumento do consumo de
alimentos industrializados devido ao estilo de vida acelerado trazido com a globalizacdo, tornou
o cultivo e a colheita de PANC algo dificil e pouco explorado, fazendo com que tenham caido
em desuso. Dessa forma, o aumento do seu consumo deve ser estimulado, pois pode favorecer
a melhora da condi¢do nutricional da populagdo nas areas urbanas e rurais em diferentes
regides, além de reduzir o desperdicio de alimentos, aumentando o combate a fome e ampliando

a obtengdo de produtos funcionais (Kinupp; Lorenzi, 2014).
2.2.1 Cactaceas

A familia Cactaceae ¢ a sexta familia com mais espécies encontradas na Caatinga
brasileira, sendo a terceira em diversidade (Ribeiro; Meiado; Leal, 2015). As cactaceas sdo
plantas frequentemente encontradas em regides com temperaturas elevadas, por isso sdo
proeminentes na Caatinga, possuindo mecanismos fisioldgicos para o armazenamento de agua,
de modo a fornecer recursos essenciais para a sua sobrevivéncia em tempos de seca (Magalhaes
et al., 2018).

As cactaceas sdo classificadas como PANC e constituem importante fonte alimentar
para a populacdo do semiarido brasileiro, podendo ser destinadas ao consumo proprio ou para
forragem animal (Kinupp; Lorenzi, 2014). A ndo utilizacdo ou subutilizacdo dessas plantas para
o consumo humano se deve muitas vezes a falta de informacgdes cientificas e conhecimento
popular acerca de suas propriedades nutricionais e biologicas (Chaves; Morais; Barros, 2017).
As cactaceas sdo consideradas fontes de diversos constituintes biofuncionais que conferem
atividade antioxidante e prebidtica, proporcionando beneficios a saude e reduzindo o risco de
doencas cronicas e degenerativas, além de apresentar potencial de uso na tecnologia de
alimentos, visando a diversidade de formulagdo de novos produtos como doces, geleias, bebidas

e farinhas (Aguilar et al., 2017; Bezerril et al., 2021).

2.3 Opuntia dillenii (Ker Gawl.) Haw.

Opuntia dillenii (Ker Gawl.) Haw. ¢ considerada uma das espécies selvagens invasoras
do género, conhecida popularmente como pera espinhosa ou palma-de-espinho. E nativa do

México e atualmente ¢ uma das espécies da familia das cacticeas mais utilizadas,
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principalmente, para o uso medicinal, e na produc¢ao de geleias, sucos, 6leos e chas (El-Mostafa,
et al., 2014). A espécie pode atingir cerca de 2 - 3 metros de altura e seus cladddios sdo ramos
achatados de cor verde com espinhos amarelados. Suas flores podem variar de amarelas a tons
mais alaranjados ou avermelhados, e podem ter entre 7 ¢ 8 cm de comprimento, enquanto seus
frutos, conhecidos comumente como figos da India, sdo rosados-avermelhados e comestiveis,

pesando geralmente entre 10 e 20 g (Figura 2) (Mossa-Ayoub, 2016; Sanchez, 2022).

Figura 2: Opuntia dillenii em meio a plantagdo nos periodos de frutificagdo (a) e floragdo (b), Cuité, Paraiba.

Fonte: Autoria propria (2023).

Por ser uma espécie silvestre, O. dillenii costuma ter seus cladddios cobertos de
espinhos, além de produzir frutos de tamanho menor que os de outras espécies do género,
fazendo com que seu uso seja muitas vezes desconsiderado para fins alimenticios ou comerciais
(Espinosa et al., 2022). Suas diferentes partes tém sido historicamente utilizadas como alimento
para animais de fazenda ou na constru¢do de cercas de pastos devido a sua capacidade de
adaptacdo a condi¢des climaticas extremas, com crescimento rapido em solos considerados
inférteis e de baixa necessidade hidrica (Torrero ef al., 2017). A FAO reconheceu o potencial
da palma e sua importancia na contribui¢@o para o crescimento das regides aridas e semiaridas,
especialmente nos paises em desenvolvimento, como o Brasil (Barbera; Inglese; Barrios, 2001;
Nobel, 1995).

Estudos relatam que O. dillenii contém elevados niveis de compostos bioativos,
incluindo polissacarideos, betalainas, compostos fenolicos, acidos organicos, lipidios,

vitaminas, minerais e aminodcidos, sendo tradicionalmente utilizada em diversos paises como
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medicamento fitoterapico. O género Opuntia apresenta altos teores de fosforo (62,2 mg/100 g),
sodio (9,1 mg/100 g), calcio (1,18 a 1,28 mg/100 g), ferro (3,0 a 3,8 mg/100 g), potassio (45 —
47 mg/100 g) e flavonoides (196,7 mg/100 g), podendo ser comparado a outros vegetais
tradicionais (Gao ef al., 2015; Kunyanga; Vellingiri; Imungi, 2014).

Outrossim, os cladodios da palma sdo ricos em mucilagem, um polissacarideo
caracterizado por alta viscosidade e capacidade de retencdo de agua, além de ser um ingrediente
natural e de baixo custo, o que os torna fortes candidatos para incorporagdo na industria de
produtos alimenticios, cosméticos e farmacéuticos, como agente emulsionante e estabilizante
(Dick et al., 2019; Quinzio et al., 2018). Seu fruto tem sido utilizado na produ¢do de sucos,
bebidas alcoodlicas, geleias e adogantes naturais, enquanto as suas sementes tém sido
investigadas por conter minerais como calcio, potassio, magnésio e fosforo em altos niveis
(Aragona et al., 2018). Suas flores tém sido valorizadas por seu efeito depurativo e diurético,
sendo também ricas em minerais como potassio e calcio e a presenga de polifenois, flavonoides
e taninos (Ammar et al., 2015).

A concentragdo de cada componente nutricional da palma depende de alguns fatores,
como o clima, pH, disponibilidade de 4gua, textura e composi¢do do solo onde ¢ cultivada,
além do grau de maturacdo da planta (Mounir et al., 2020). Cladédios mais velhos parecem
apresentar melhor perfil de dcidos graxos em relagdo aos cladodios mais jovens, sendo os acidos
linoleico, oleico e palmitico os mais abundantes. Os teores de agucares totais e carboidratos
também sdo maiores em claddédios mais maduros, porém, em contrapartida, 8 medida em que o
cladédio amadurece, os teores de proteina tendem a diminuir, indicando que as condigdes
fisicas, como a disponibilidade de dgua, a temperatura e a ilumina¢ao do ambiente, influenciam
na sua sintese proteica (Coll et al., 2019).

Diversos estudos vém sendo realizados para comprovar as propriedades e os efeitos
benéficos de Opuntia spp., que ¢ tradicionalmente utilizada na medicina popular para tratar
ulceras, disturbios gastrointestinais ¢ doengas como Diabetes Mellitus, além de possuir agdo
cicatrizante em feridas (Babitha et al., 2018), efeito hipotensor (Siddiqui et al., 2016) e
eliminagdo de radicais livres (Betancourt et al., 2017). Sabe-se também que os seus cladodios
foram avaliados como auxiliares no tratamento para gastrite, diabetes, aterosclerose,
dislipidemia e na regulag@o imunologica no trato gastrointestinal (El-Mostafa et al., 2014).

Estudo prévio avaliou a composicdo quimica de cladédios de O. dillenii e encontrou
elevados valores de fibras totais e insoluveis (Méndez et al., 2015). Considerando os teores de
compostos fenolicos encontrados em cactdceas como a palma, assim como sua capacidade

antioxidante, O. dillenii destaca-se como alternativa de interesse para a industria, a exemplo do
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desenvolvimento de nutracéuticos, podendo aumentar o seu potencial de mercado (Araujo et
al., 2021). Além disso, os constituintes fendlicos presentes em sua composi¢do podem exercer
acdo prebiodtica indireta, com efeitos na microbiota intestinal humana e conferindo beneficios a

satde do individuo (Siqueira et al., 2021).
2.4 MICROBIOTA INTESTINAL HUMANA

Entende-se por microbiota intestinal o conjunto de microrganismos que habita o trato
gastrointestinal humano, constituido por arqueias, bactérias, fungos e parasitas (Bello et al.,
2019). Em um individuo adulto saudavel, acredita-se que a microbiota seja composta por mais
de 10'* microrganismos (Thursby; Juge, 2017), sendo o intestino grosso, o 6rgdo que apresenta
a maior quantidade de microrganismos, em sua maioria anaerdbios (World Gastroenterology
Organization, 2017).

O trato gastrointestinal ¢ colonizado por um conjunto complexo de microrganismos que
contribuem significativamente para o metabolismo e o sistema imunolégico do hospedeiro (Vos
et al., 2022). Devido ao seu grande contetido gendmico e metabolico, a microbiota intestinal
fornece uma diversidade de propriedades benéficas ao hospedeiro, sendo algumas das fungdes
mais importantes a manuten¢do da integridade da barreira mucosa, o fornecimento de
nutrientes, como vitaminas e outros substratos, e a protecao contra patdogenos, considerado fator
crucial para o funcionamento imunologico adequado (Thursby; Juge, 2017).

Por possuir elevado grau de variabilidade, torna-se dificil a defini¢do de uma microbiota
normal ou saudavel. No entanto, alguns parametros, como a estabilidade, aumento da
diversidade, riqueza genética ou a abundancia de microrganismos produtores de acidos graxos
de cadeia curta (AGCC), sdo considerados como caracteristicas de uma microbiota intestinal
saudavel (Price; Ali; Huttenhower, 2016). Alternativamente, a resiliéncia microbiana pode ser
usada como um marcador de satide da microbiota (Fraccascia; Giannoccaro; Albino, 2018),
sendo definida como a capacidade de um ecossistema de resistir a mudancas sob estresse ou de
se recuperar rapida e totalmente de eventos adversos (Ingrisch; Bahn, 2018). A auséncia desta
resiliéncia dificulta o estabelecimento de um novo equilibrio e pode exercer impacto negativo
na saude do individuo (Sommer et al., 2017).

Acredita-se que o desenvolvimento da microbiota humana se inicia desde o nascimento,
embora alguns estudos relatem que determinados microrganismos podem ser detectados em
tecidos da placenta, ainda no periodo intrauterino (Aagaard et al., 2014; Rodriguez et al., 2015).

A via de parto também parece influenciar na composi¢ao da microbiota, sendo a microbiota dos
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bebés nascidos por via vaginal abundante em Lactobacillus spp. ainda nos primeiros dias de
vida, enquanto os nascidos por cesariana parecem possuir uma microbiota com maior
colonizacao de Clostridium spp. (Avershina et al., 2014; Jakobsson et al., 2014). Outro fator a
se considerar ¢ a importancia da amamentagdo nos primeiros seis meses de vida da crianga, o
que pdde ser constatado em resultados de uma metandlise, os quais demonstraram que o
aleitamento materno exclusivo mais prolongado esteve associado com uma composicao
bacteriana mais estavel nos primeiros meses de vida, com maior abundancia relativa de
bifidobactérias, enquanto em criancas ndo amamentadas exclusivamente houve aumento de
Bacteroidetes ¢ Firmicutes (Ho et al., 2018).

Estudos comprovam que a dieta € outro fator importante na composi¢do da microbiota,
sendo um dos principais contribuintes para a diversidade do microbioma intestinal, tanto a curto
como a longo prazo, podendo estar ligada a doengas provenientes de inflamagdo cronica de
baixo grau, como o Diabetes tipo II (Karl ez al., 2017). A alimentagdo ¢ fator fundamental para
a saide humana, de modo que a comprovacdo disso sdo os seus efeitos no surgimento de
doengas cronicas em populagdes que fazem a transicdo de uma dieta saudavel para uma dieta
de estilo ocidental, rica em alimentos altamente industrializados, implicando em alteracdes na
microbiota intestinal (Kopp, 2019).

A tipica “dieta ocidental”, composta por alimentos com alto teor de gordura e agucar,
também tem sido associada com inflamacao cronica, doengas metabodlicas e obesidade. Uma
alimentagdo rica em gorduras animais e saturadas tem o potencial de alterar a microbiota
intestinal, aumentando os lipopolissacarideos (LPS) e o N-oxido de trimetilamina (TMAO), e
diminuindo a producdo de AGCC (Singh ef al., 2017). Ja a chamada “dieta mediterranea”,
caracterizada por uma alimentacdo rica em vegetais, baixo consumo de carnes vermelhas e
gorduras saturadas, rica em 6mega-3 e elevado teor de fibras, esta associada com o aumento da
produ¢do de AGCC e tem a capacidade de alterar a composi¢do microbiana intestinal de

maneira positiva, mudando o microbioma intestinal (Figura 3) (Filippis ef al., 2016).
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Figura 3: Impactos da dieta na resposta da microbiota intestinal.

_ DIETA MEDITERRANEA

Resposta Fisiolégica

Bactérias
oportunistas e LPS e citocinas

Bactérias Bactérias Bactérias

oportunistas e =56 Gitocinas benéficas e 3 o benéficas e
metabdlitos inflamatérias AGCC metabélitos inflamatérias AGCC
bacterianos bacterianos

Diminuig&o do risco de
doengas crénicas
relacionadas & nutrigéo

Fonte: Adaptado de Filippis ef al. (2023). Legenda: LPS, lipopolissacarideos; AGCC, acidos graxos de cadeira
curta.

Alguns fatores ambientais também podem implicar na formacdo da microbiota
intestinal, incluindo a localizagdo geografica do hospedeiro, procedimentos cirirgicos ja
realizados, tabagismo, depressdo e condi¢cdes de moradia (urbana ou rural) (Rodriguez et al.,
2015).

Os desequilibrios patoldgicos cronicos na composicdo da microbiota intestinal,
denominados de disbiose, podem implicar na disfuncdo da barreira mucosa e nas respostas
inflamatorias que predispdem o hospedeiro a doencgas sistémicas, como doenca inflamatdria
intestinal, doenca celiaca, alergias alimentares, obesidade e doengas autoimunes (Levy et al.,
2017). As alteracdes na composicao da microbiota intestinal tém sido estudadas principalmente
a nivel individual, no entanto, cada vez mais evidéncias sugerem que as mudancgas no estilo de
vida e na dieta tendem a alterar a microbiota intestinal a niveis populacionais. Estudos
observaram que sociedades rurais e grupos agrarios que seguem uma dieta ndo-ocidental e ndo
usam comumente antibioticos apresentam uma microbiota intestinal mais diversificada,
incluindo espécies bacterianas que geralmente estdo ausentes na microbiota intestinal de
populacdes de regides mais desenvolvidas (Clemente ef al., 2015; Tito et al., 2015).

A mucosa intestinal é frequentemente exposta a uma variedade de antigenos externos,

patogenos de origem alimentar e microrganismos comensais que residem no lumen
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intestinal. Sabe-se que o intestino funciona como um tecido de bloqueio através do qual uma
monocamada de células epiteliais estabelece uma barreira fisico-quimica, contribuindo para a
manuten¢do da homeostase bioldgica ao separar os meios interno e externo, restringindo a
infiltracdo de antigenos externos e o vazamento de substincias endogenas, mantendo, assim, a
homeostase corporal (Kinashi; Hase, 2021; Peterson; Artis, 2014).

Algumas moléculas efetoras, como mucina, peptideos antimicrobianos e IgA dimérica,
constituem uma barreira entre os microrganismos luminais e o epitélio intestinal a fim de evitar
a adesdo microbiana ao epitélio. A disfunc¢do dessa barreira conduz frequentemente ao aumento
da permeabilidade intestinal (Ahmad et al, 2017), podendo conduzir a uma condicio
denominada Sindrome do Intestino Permeavel (SIP) ou Leaky Gut, que ocasiona respostas
inflamatorias intra e extraintestinal. A translocag¢do de microrganismos comensais também afeta
a homeostase imunoldgica ao induzir inflamacao sistémica. No entanto, a microbiota intestinal
¢ um importante fator modulador do sistema imunologico e digestivo (Figura 4) (Belkaid;

Harrisson, 2017; Mu et al., 2017).

Figura 4: Diagrama representativo das respostas autoimunes induzidas pela disbiose e sindrome do
intestino irritavel (SIP)
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Dentre os fatores causais da disbiose, o uso de antibidticos ¢ um dos que mais afeta
negativamente a diversidade da microbiota intestinal, de modo que o seu uso repetido dificulta
a restauragao dessa microbiota. O uso de antibidticos na infancia tem sido associado com maior
probabilidade de desenvolver doengas inflamatdrias intestinais e predisposicdo para asma e
obesidade na vida adulta (Korpela et al., 2016). O tratamento recorrente com antibidticos
modifica dramaticamente o equilibrio microbiano a curto e longo prazo, incluindo diminuigdes
na riqueza e diversidade da comunidade bacteriana do hospedeiro (Thursby; Juge, 2017).

Como alternativa, prebidticos podem estimular o crescimento de microrganismos
benéficos que compdem a microbiota intestinal e que promovem a saude e o bem-estar do
hospedeiro (Badilla ez al., 2020). A ingestdo de prebidticos em combinagdo com probidticos,
conceituados como microrganismos que, quando ingeridos em quantidades adequadas, podem
conferir beneficio a satde, pode proporcionar a recupera¢cdo da microbiota intestinal de forma
mais efetiva apos o uso de antibioticos, sendo, portanto, uma pratica de relevante de aplicagdo

em situagdes de disbiose (Yang et al., 2019).

2.5 PREBIOTICOS

A defini¢do de prebiotico foi adotada pela primeira vez por Gibson e Roberfroid (1995),
sendo conceituado como “um ingrediente alimentar nao digerivel capaz de conferir beneficios
ao hospedeiro, estimulando seletivamente o crescimento e/ou atividade de bactérias no c6lon e,
assim, melhorando a satde do hospedeiro”. De acordo com esta defini¢do, apenas alguns
compostos do grupo dos carboidratos, como os frutooligossacarideos (FOS), inulina, lactulose
e galactooligossacarideos (GOS) podiam ser classificados como prebioticos.

Em 2016, a Associacao Cientifica Internacional de Probioticos e Prebidticos (ISAPP —
International Scientific Association for Probiotics and Prebiotics) atualizou a defini¢ao de
prebidtico, conceituando-o como “um substrato utilizado de forma seletiva por microrganismos
hospedeiros para promover beneficio a saude”. Essa defini¢do incluiu substancias além dos
carboidratos, que podem ser encontradas em diversos alimentos, podendo conferir beneficios
ndo apenas ao trato gastrointestinal, mas também a outros microbiomas do hospedeiro (Gibson
etal., 2017).

Durante muito tempo, o conceito de seletividade de utilizagdo dos prebiodticos pelo
microbioma do hospedeiro se restringiu apenas a estimulagdo de crescimento de espécies de
Lactobacillus e Bifidobacterium no intestino humano. Porém, com os avangos tecnoldgicos de

metodologias de sequenciamento de acidos nucléicos e da bioinformatica, constatou-se que a
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alteracdo da microbiota local por prebidticos se dd por meio da modulacdo de todo o
microbioma do hospedeiro. Assim, o consumo de prebiodticos caracteriza-se como estratégia
dietética pela qual a microbiota intestinal pode ser modificada para beneficio a satde
(Vandeputte et al., 2017).

Para classificar um ingrediente alimentar como prebidtico co lavo na modulacido da
microbiota intestinal, alguns critérios precisam ser considerados: (I) deve ser resistente ao pH
acido do estomago, a hidrolise por enzimas e a absor¢ao no trato gastrointestinal; (II) pode ser
fermentado pela microbiota intestinal; e (III) deve ser capaz de estimular de forma seletiva o
crescimento e/ou a atividade de microrganismos associados a saide e ao bem-estar do
hospedeiro (Gibson et al., 2010).

Fibras dietéticas sdo definidas pelo Codex Alimentarius como polimeros de carboidratos
que ndo sdo digeridos nem absorvidos no trato gastrointestinal, e que sdo submetidos a
fermentacdo bacteriana, impactando na composi¢do das comunidades bacterianas e na sua
atividade metabolica, incluindo a formagio de produtos fermentativos (Howlett et al., 2010). E
importante destacar que nem todas as fibras podem ser classificadas como prebidticas, embora
grande parte dos prebiodticos podem ser classificados como fibras dietéticas (Slavin, 2013).

A baixa ingestao de fibras, caracteristica da dieta ocidental, ¢ considerada um dos fatores
responsaveis pelo desequilibrio da microbiota intestinal humana e pelo subsequente aumento
de doengas cronicas nao transmissiveis, como a obesidade, doengas cardiovasculares, Diabetes
tipo 2 e cancer de colon (Deehan; Walter, 2016).

O impacto do consumo de fibras na microbiota intestinal varia de acordo com o tipo
consumido. Além do grau de polimerizacao, a solubilidade das fibras dietéticas impacta o local
da fermentacdo no trato gastrointestinal humano. Fibras soluveis, como FOS e pectina, sdo
metabolizadas mais proximo ao ileo e ao coOlon ascendente por bactérias do trato
gastrointestinal, enquanto fibras insoliveis, como a celulose, podem ser parcialmente
fermentadas no célon distal, onde o tempo de transito ¢ mais lento e as densidades bacterianas
sao mais elevadas (Liu ef al., 2016).

A fermentacdo de prebidticos pela microbiota intestinal produz produtos como os
AGCC, sendo os mais importantes o butirato, propionato e acetato (Zhou et al., 2013). Esses
compostos podem ser encontrados em concentragdes mais altas no cdlon proximal e
concentragdes decrescentes no colon distal (Vadder et al., 2014) e podem se difundir para a
circulagdo sanguinea através dos enterdcitos, beneficiando ndo apenas o trato gastrointestinal,

mas também 6rgdos mais distantes (Besten ef al., 2013).
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Além de serem importantes produtos de alimentagdo cruzada, os AGCC também estdo
envolvidos na homeostase metabdlica, imunoldgica e na integridade da barreira intestinal, e,
por isso, sdo de interesse para o desenvolvimento de alternativas terapéuticas para uso nas
doengas inflamatdrias intestinais (Morrison; Preston, 2016; Venegas et al., 2019). Ainda, esses
metabolitos exercem diferentes efeitos benéficos no metabolismo energético humano, incluindo
o metabolismo da glicose, lipidios e colesterol em varios tipos de tecidos (Besten et al., 2013;
Venegas et al., 2019).

Os compostos fendlicos sdo amplamente encontrados em alimentos como frutas e
vegetais, e seus beneficios a saude s3o comumente relacionados as suas propriedades
antioxidantes e anti-inflamatorias (Hossen et al., 2017; Souza et al., 2018). Compostos como
os dacidos fenodlicos e seus metabolitos podem inibir o desenvolvimento de bactérias
patogénicas, ao passo que estimulam o crescimento de bactérias benéficas, incluindo
probidticos. Estes compostos podem, portanto, atuar de forma local na saide do trato
gastrointestinal, e, apds serem absorvidos, exercer efeitos benéficos a nivel sistémico,
prevenindo doengas cronicas, como obesidade, hipertensdo, aterosclerose e diabetes (Chen et
al., 2020; Cueva et al., 2017; Souza et al., 2018).

A maior parte dos compostos fendlicos ¢ metabolizada no colon intestinal pela
microbiota residente, podendo ser fermentados e biotransformados, resultando no aumento da
sua absor¢do e biodisponibilidade (Rossi et al., 2013). Os mecanismos que proporcionam 0s
beneficios dos compostos fenolicos a satde tém sido associados com sua capacidade de
modular a microbiota intestinal (Mosele; Macia; Motilva, 2015), que desempenha um papel
fundamental na sua absor¢@o e metabolizacdo (Ozdal et al., 2016).

As propriedades dos compostos fenolicos dependem nao apenas da sua concentragdo no
alimento, mas também da sua bioacessibilidade apds a ingestao, que sofre influéncia da matriz
alimentar e de suas interagdes quimicas com carboidratos, lipidios e proteinas (Jakobek, 2015).
Estudos in vitro constataram efeitos dos compostos fenolicos na diminuicdo do estresse
oxidativo local, indicando que, além do potencial prebidtico, os fenodlicos também podem
exercer efeitos antioxidantes e/ou antimicrobianos no intestino através da fermentagao desses

compostos no colon (Ribeiro et al., 2021; Zhang et al., 2023).

2.6 SISTEMA DE FERMENTACAO FECAL in vitro E A TECNICA DE LIOFILIZACAO

Embora modelos experimentais in vivo e ensaios clinicos permitam o estudo de

ambientes fisiologicos altamente complexos, tais abordagem sdo limitadas quanto a sua
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capacidade de estudar os efeitos e possiveis mecanismos de degradagdo microbiana de
ingredientes dietéticos funcionais no c6lon, além de possuirem limitagdes por razdes €ticas e
financeiras (Wang et al., 2019). Nesse contexto, os modelos de fermentacao in vitro oferecem
diversas vantagens, como a simulagdo aproximada da composic¢ao e atividade microbiana no
trato gastrointestinal, sendo considerados relativamente simples, com controle eficaz, evitando
a interferéncia de outros componentes e permitindo a amostragem dindmica ao longo do tempo
(Jonathan et al., 2012). Além disso, os modelos de fermentacao in vitro permitem medi¢des
quantitativas de metabolitos produzidos pela microbiota apds a fermentacdo de substratos
especificos, o que tem implica¢des importantes para a saude do hospedeiro (Wang et al., 2019).
A secagem representa um dos procedimentos de armazenamento mais importantes na
industria alimentar, contribuindo para prolongar a vida util dos produtos e reduzir os custos
associados a embalagem e transporte (Doymaz, 2007). Entretanto, alguns alimentos sdao
altamente sensiveis a aplicacao de oxigénio e calor, podendo resultar em alteragdes na qualidade
nutricional quando expostos a elevadas temperaturas (Orak ef al., 2012; Giimiisay et al., 2015).
A desidratagdo por ar frio destaca-se como uma das técnicas mais empregadas na
producdo de produtos em p6 de alta qualidade (Karam et al., 2016), sendo considerada o melhor
método para secar alimentos que contenham compostos termossensiveis e suscetiveis a
oxidagdo, tais como compostos fenolicos, carotenoides e vitamina C, por operar em baixas
temperaturas e sob elevado vacuo (Bhatta; Janezic; Ratti, 2020; Giimiisay et al., 2015).

A liofilizagdo utiliza o fendmeno da sublimagdo, ocorrendo em trés etapas: (a)
congelamento, onde ha a diminui¢cdo da temperatura; (b) secagem primaria, na qual o gelo ¢
sublimado, geralmente sob pressdo subatmosférica; e (c¢) secagem secundaria, quando ¢
fornecido calor para que a agua restante se converta em vapor por sublimacao (Bhatta; Janezic;
Ratti, 2020). Ao contrario da liofilizacdo, os processos que utilizam altas temperaturas de
desidratacdo podem causar a ativacdo de enzimas oxidativas, resultando na perda de contetido
fenodlico, atividade antioxidante e alguns compostos volateis (Kejing et al., 2016; Bhatta;
Janeciz; Ratti, 2020). Apesar do elevado custo e periodos de secagem prolongados, a
liofilizagao ¢ considerada a técnica de secagem padrao ou de referéncia na maioria dos estudos
de pesquisa atualmente, por preservar de forma mais eficaz a capacidade antioxidante de
alimentos, como frutas e vegetais (Bhatta; Janezic; Ratti, 2020; Kejing et al., 2016).

Diante do exposto, este estudo apresenta uma abordagem inovadora relacionada a
caracterizagdo fisico-quimica do liofilizado de cladédios de uma cactacea amplamente
encontrada no semiarido nordestino, de modo a poder caracterizd-la como matéria-prima para

a obtencao de ingrediente com potenciais propriedades funcionais (antioxidantes e prebidticas),
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de modo a fornecer contribuicdes cientificas e tecnologicas por meio da valorizagdo das

potencialidades regionais.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 CARACTERIZACAO DO ESTUDO

O presente estudo trata-se de uma investigacdo experimental em laboratorio do tipo in
vitro. Estudos in vitro sdo realizados com o objetivo de simular condi¢gdes biologicas reais em

laboratorio, fornecendo principios a serem estudados posteriormente (Freire; Pattussi, 2018).

3.2 LOCAIS DE EXECUCAO DA PESQUISA

As etapas de higienizag¢do e preparo da amostra foram realizadas no Laboratdrio de
Técnica Dietética, localizado no Centro de Ciéncias da Satde da Universidade Federal da
Paraiba (LATED/DCN/UFPB). O processo de liofilizagdo, assim como as analises fisico-
quimicas do material liofilizado, como pH, acidez, atividade de 4gua, cinzas, proteinas, lipideos
e fibras; e analise tecnologica de cor instrumental, foram realizadas no Laboratorio de
Bromatologia (CCS/UFPB). Os procedimentos para a quantificagdo de clorofilas foram
realizados no Laboratorio de Ambientes Recifais e Biotecnologia com Microalgas localizado
no Centro de Ciéncias Exatas e da Natureza (LARBIM/CCEN/UFPB), enquanto a analise do
perfil de minerais foi realizada no Laboratério de Alimentos Funcionais, do Instituto de
Nutrig¢ao Josué de Castro, da Universidade Federal do Rio de Janeiro (INJC/UFRYJ).

A digestdo gastrointestinal simulada, assim como a fermentacdo fecal e a avaliagdo da
capacidade antioxidante da amostra foram realizadas no Laboratério de Microbiologia e
Bioquimica de Alimentos (LMBA/CCS/UFPB). A determina¢do de acidos orginicos e
compostos fendlicos ocorreu no Laboratorio de Aguas e Bebidas, Departamento de Tecnologia
de Alimentos, Instituto Federal do Sertdo Pernambucano, Campus Petrolina (LAB/DTA/IF
Sertao-PE, Petrolina, Pernambuco). O perfil metabolico global foi realizado no Laboratério
Multiusuério de Caracterizagdo e Analises/Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos

(LMCA/IPeFarM/UFPB).

3.3 AQUISICAO DA MATERIA-PRIMA

A matéria-prima foi obtida de uma plantagdo rural de cultivo particular localizada no
municipio de Cuité, Paraiba, Brasil (latitude: 6° 28' 54" Sul, longitude: 36° 8' 59" Oeste) no
periodo de inverno, no més de julho do ano de 2022. Foram coletados 11 Kg de cladodios
jovens de ordem primaria, colhidos no periodo das 05:00 as 07:00 h da manha, e destes, foi

enviado um cladodio contendo espinhos, flores e frutos para a identificagdo da espécie por um
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botanico especialista. Apds estes procedimentos, os cladodios foram transportados devidamente
acondicionados em caixas de poliestireno em temperatura ambiente (25 °C + 2 °C) até o
Laboratério de Técnica Dietética (LATED/DCN/UFPB) para a sele¢ao, higienizagdo e preparo
da amostra. A planta foi identificada pelo Prof. Me. Valdeci Fontes de Sousa, botanico
colaborador do Herbario do Centro de Educagao e Saude da Universidade Federal de Campina
Grande - (HCES/UFCG), onde a espécie foi certificada (3060) e depositada (Anexo A). A coleta
do material vegetal foi registrada no Sistema Nacional de Gestdo de Patrimonio Genético e
Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN) com numero de processo (A1DDB62).

Os cladddios foram previamente selecionados de acordo com a sua integridade fisica.
Posteriormente, foram submetidos aos procedimentos de higienizagdo, que compreendem as
etapas de lavagem em &agua potavel corrente para remocdo das sujidades e sanitizagdo por
imersdo em agua clorada com hipoclorito de s6dio concentrado a 150 ppm por 15min, seguida
de enxague com agua potavel corrente, conforme recomenda a RDC n° 216, de 15 de setembro
de 2004, que dispde sobre as Boas Praticas para Servicos de Alimentacdo (BRASIL, 2004).

Com o auxilio de luvas e espatula de metal, foram retirados os espinhos e as cascas
manualmente, e, em seguida, foram realizados cortes em fatias de aproximadamente 1 cm. Ao
final desta etapa, os cladodios foram triturados utilizando liquidificador doméstico (modelo
PH900, Philco®, Sdo Paulo, SP, Brasil, velocidade baixa, 3 min), congelados a -18 °C, secados
em liofilizador de bancada (modelo L-101, Liotop®, Sdo Carlos, SP, Brasil, temperatura de -56
+ 2 °C, pressdo de vacuo de <170 pHG, velocidade de liofilizagdo de 1 mm/hora) por
aproximadamente 24 h, e triturados utilizando um mixer doméstico (modelo 42MIX2002000
Turbo Chef Vertical Elgin®, 200W, alta velocidade, 2 min). O material triturado foi tamisado
em peneira de malha ultrafina (modelo n° 16, Master Frita®, ago inoxidavel) para retirar os
residuos fibrosos, até se obter um p6 com tamanho médio de particula menor que 1,0 mm. Por
fim, o liofilizado dos claddédios de palma (LCP) foi armazenado em refrigerador a 4 + 0,5 °C
em frascos de vidro esterilizados que foram envolvidos com papel aluminio até o momento da
realizagdo das andlises posteriores. O processo até a obtencao do po liofilizado esté ilustrado

nas Figuras 5 e 6.
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Figura 5: Etapas de higienizagdo e pré-preparo para liofilizagao dos cladodios de palma.

Fonte: Autoria propria (2023). Legenda: a) cladodios de palma in natura em processo de higienizagdo; b)
cladddios de palma em processo de segmentacao; ¢) amostra em processo de liofilizagdo; d) amostra em
processo de trituragao.

Figura 6: Etapas do processamento para a obtengdo do liofilizado dos cladddios de palma

Fonte: Autoria propria (2023). Legenda: a) cladodio in natura sem espinhos; b) cladodio de palma in natura
liquidificado; c) cladodio de palma liquidificado e liofilizado; d) material liofilizado e triturado; e) material final
liofilizado, triturado e peneirado.

3.4 DESENHO DO ESTUDO

Apos a higienizacao dos cladodios, o material foi liofilizado e foram realizadas as etapas
de caracterizacdo fisico-quimica, nutricional e de cor instrumental. Em seguida, os processos
de digestdo gastrointestinal simulada e didlise foram executados. Os fluidos do processo final
da digestdo foram congelados e liofilizados para a utilizagdo em sistema de fermentagdo fecal
in vitro com inoculo fecal humano. Os processos de separagdo e quantificacdo de acidos
organicos e compostos fenolicos foram realizados, e os metabodlitos foram identificados por

meio de ressondncia magnética nuclear. As mudangas na atividade metabolica ao longo da
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fermentacdo, incluindo potencial prebiotico e capacidade antioxidante, foram monitoradas. As

etapas da execucdo do estudo estdo apresentadas na Figura 7.

Figura 7: Desenho experimental do estudo
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Fonte: Autoria propria (2023). Legenda: RMN: ressondncia magnética nuclear.
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3.5 CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DO LIOFILIZADO DOS CLADODIOS DE
PALMA

O LCP foi submetido as andlises de parametros fisico-quimicos e nutricionais. Todas as
andlises foram realizadas em triplicata, as quais foram: pH; acidez titulavel; atividade de agua
(aa); cinzas; quantificacdo do teor de proteina; determinacdo de lipidios; teores de fibras totais,
soluveis e insoluveis; perfil de minerais; quantificagdo dos teores de clorofila (total, a e b); cor;
acidos organicos; compostos fendlicos; e capacidade antioxidante.

Os valores de pH foram determinados pelo método eletrométrico com o uso de
potencidmetro de bancada (modelo Q400AS, Quimis®, Sdo Paulo, SP, Brasil), seguindo a
metodologia da Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 2019). A acidez total
titulavel foi realizada baseada na neutralizagdo da amostra com solu¢@o padrdo de NaOH 0,1N
determinada por titulometria, utilizando fenoftaleina como indicador (AOAC, 2019). A
atividade de agua (a,) foi determinada sob temperatura de 25 °C + 2 °C utilizando-se o
equipamento modelo AquaLab®, CX-2, (Decagon, Sdo José dos Campos, SP, Brasil) seguindo
metodologia descrita pelo fabricante.

Para a determinagdo dos teores de proteinas foi utilizado o método Kjeldahl e fator de
conversao de 5,75 recomendado para proteinas de origem vegetal, como descrito pela AOAC
(2019), enquanto a quantificagdo dos lipidios foi realizada pelo método de Folch, Lees e Stanley
(1957). Os teores de fibras totais, assim como os teores de fibra soltvel e insoluvel, foram
determinados utilizando um kit de ensaio enzimatico-gravimétrico (TDF 100A, Sigma
Aldrich®, St. Louis, MA, EUA), seguindo a metodologia da AOAC (2019).

A digestdo das amostras para a analise do perfil de minerais foi realizada de acordo com
métodos oficiais da AOAC (2019). As amostras foram carbonizadas em placa aquecedora, e,
em seguida, foram colocadas em mufla a 450 °C por 6 h. Ao final deste periodo, as cinzas foram
umedecidas com 4gua Milli-Q® (Sistema de Purificagdo Integral de Agua, EMD Millipore
Corporation, Billerica, EUA) e foi adicionado 1 mL de 4cido nitrico concentrado, aquecendo
em placa até completa secagem. As amostras foram reaquecidas em mufla a 450 °C, repetindo
a adi¢do de 4acido até a obtencdo de cinzas claras. As cinzas foram dissolvidas com solugdo de
10% de acido nitrico ultrapuro em agua Milli-Q. A quantificacdo dos elementos foi realizada
utilizando a técnica analitica de Espectrometria de Emissio Otica com Fonte de Plasma
Indutivamente Acoplado (ICP-OES), sequencial, com visdo radial, marca Horiba Jobin Yvon,
modelo Ultima 2 (Longjumeau, Franga), equipado com cdmara de nebulizacdo ciclonica,

nebulizador do tipo MiraMist (Mira Mist CE, Burgener Research Inc., Ontario, Canada),



34

amostrador automatico modelo AS 421 e software operacional Analyst 5.4 para aquisi¢do dos
dados. As condi¢des de operagao 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 gés auxiliar, 1,0 bar de pressdo do
nebulizador, 1,0 mL/min de vazdo de introducdo da amostra, e 1 segundo de tempo de
integracdo. A quantificagdo foi realizada por interpolacao utilizando curva analitica com quatro
solugdes-padrao para a calibracdo. As solugdes de calibracdo foram preparadas a partir da
dilui¢do de solucdo-padrao estoque SpecSol de concentragdao 1000 ou 10000 mg/L (Quimlab
Quimica & Metrologia®, Jardim California, Jacarei, SP, Brasil) até a obten¢do das
concentragdes desejadas, utilizando assemelhamento de matriz. Os resultados foram expressos
em mg/100 g.

A quantificagdo dos teores de clorofila (total, a e b) foi realizada utilizando a
metodologia preconizada pela AOAC (2019). Aproximadamente 50 mg das amostras foram
homogeneizadas com aliquotas de 2,5 mL de acetona 85% (v/v) a 5 °C durante 5 min. Em
seguida, outros 10 mL de acetona em concentracdo de 85% (v/v) a 5 °C foram adicionados,
homogeneizados, seguidos de centrifugacdo (1696 x g, 5 min). Posteriormente, os
sobrenadantes foram coletados, e as absorbancias lidas em espectrofotometro de UV/VIS (Bel,
modelo UV-MS51, Italia) nos comprimentos de onda de 660 nm e 642,5 nm. Os resultados foram
obtidos com o uso das Equagdes 01, 02 e 03, sendo expressos em mg de clorofila/100 g da

amostra.

Clorofila total = 7,12 Aeso + 16,8 Asa25 | (01)
Clorofila a = 9,93 Asso — 0,777 As42,5 (02)
Clorofila b = 17,6 Aea2,5— 2,81 Aeso (03)

Para a analise colorimétrica, a cor instrumental do LCP foi determinada com base no
sistema CIELAB (L*, a* e b*) (Comissdo Internacional em Iluminagdo Lab) utilizando um
colorimetro portatil Konica Minolta (CR/10 - Japao). As cores no LCP foram descritas por
luminosidade (L*) numa escala de variavel de 0 = preta a 100 = branca; a* representando a
intensidade de cor com valores variando de —a* = verde e +a* = vermelha; b* com variagdo de
—b* = azul e +b* = amarela (Boiteux, 2007).

Para a identificagdo dos acidos organicos (malico, citrico, succinico, férmico e acético)
foram preparados extratos aquosos do LCP. Para isso, misturou-se 1 g do LCP com 10 mL de

agua ultrapurificada (Milli-Q® Sistema de Purificagdo Integral de Agua, EMD Millipore
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Corporation, Billerica, EUA) usando um aparelho tipo Turratec (TE-102, Tecnal, Piracicaba,
SP, Brasil). A mistura foi centrifugada (centrifuga MPW-351R, MPW Medical Instruments,
Warsaw, Poland) (4000 x g, 15 min, 24 °C) e o sobrenadante foi filtrado duas vezes (papel de
filtro qualitativo e membrana de celulose regenerada, tamanho de poro de 0,45 pm; Whatman®,
GE Healthcare, Chicago, EUA) (Coelho et al., 2018; Lima ef al., 2019).

Para a identificagdo de compostos fendlicos (4cidos fenolicos: acido caftéarico, acido
clorogénico e acido cafeico; flavanodis: catequina, galato de epicatequina, procianidina B2,
galato de epigalocatequina e epicatequina; flavondis: miricetina, quercetina 3-glicosideo,
kaempferol 3-glicosideo e isorhamnetina; flavanonas: hesperidina e rutina; e estilbenos: cis-
resveratrol e trans-resveratrol) foram preparados extratos metandlicos do LCP. Para isso,
misturou-se 1 g do LCP com 10 mL de metanol a 80% a 30 °C durante 60 min com uso de
ultrassonicador (Ultrasonic, Tecnal, Piracicaba, SP, Brazil). As misturas foram centrifugadas
(4000 x g, 15 min, 24 °C) e os sobrenadantes foram filtrados (membrana de celulose regenerada
- hidrofilico, Filtrilo, SRFC-2545, poro de 0,45 pm, didmetro de 25 mm) (Padilha et al., 2017;
Moro et al., 2018).

A identificacao de acidos organicos e compostos fenolicos foram realizada por meio da
técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em cromatografo Agilent (modelo
1260 Infinity LC, Agilent Technologies, St. Clara, EUA) equipado com bomba de solvente
quaternario (modelo G1311C), desgaseificador, compartimento da coluna termostatica (modelo
G1316A) e amostrador automatico (modelo G1329B), acoplado a um detector de arranjo de
diodos (DAD) (modelo G1315D) e detector de indice de refragcdo (DIR) (modelo G1362A). As
outras condicdes analiticas foram as seguintes: coluna Hydro-RP C18 (150 x 4.6 mm, 4
micrometros); fase movel H2SO4 a 4 mM/L em dgua ultrapura e taxa de fluxo 0,7 mL/min. Os
dados foram processados usando o software OpenLAB CDS ChemStation Edition™ (Agilent
Technologies, St. Clara, EUA). Os picos da amostra observados na CLAE foram identificados
comparando seus tempos de retencdo com os respectivos padrdes para acidos orgénicos e
compostos fendlicos (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). O teor de acidos organicos foi

expresso em g/100 g e os compostos fenolicos foram expressos em mg/100 g.

3.5.1 Determinacio da capacidade antioxidante in vitro

Para a determinagdo da capacidade antioxidante equivalente a trolox por meio da captura
do radical 2,2-azino-bis(3-etilbenzotiazolina)-6-acido sulfonico (ABTS™) e a capacidade
antioxidante por meio da eliminag@o do radical DPPH" (2,2-difenil-1- picril-hidrazil), utilizou-

se as metodologias de Blois (1958) Re et al. (1999), respectivamente, com algumas
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modificac¢des, enquanto o poder antioxidante para a redu¢do do complexo TPTZ (2,4,6-tri(2-
piridil)-1,3,5-triazina) com Fe*" no ensaio de FRAP foi avaliado de acordo com a metodologia

adaptada de Benzie e Strain (1996).

3.5.1.1 Obteng¢ao do extrato

A obtencdo do extrato se deu por meio de hidrolise acida seguindo metodologia
adaptada de Massa et al. (2020). Pesaram-se 2 g do LCP, seguido de dilui¢do em 20 mL da
solugdo extratora de metanol a 80% (70:30, v/v) e ajustado o pH em 2 com HCl a 1 M em tubo
Falcon de 50 mL. Em seguida, o tubo foi envolto em papel aluminio para protecdo da luz e
armazenado sob refrigeracao (4 = 0,5 °C) por 24 h. O conteudo foi levado para uma centrifuga
refrigerada (MPW™) e centrifugado (1696 x g, 10 min, 4 °C) e o sobrenadante foi utilizado para

as analises.
3.5.1.2 Capacidade antioxidante in vitro - Método ABTS™

O método se baseia na geracao do radical monocation ABTS, que pode ser reduzido

(ABTS™) por meio de compostos antioxidantes presentes nas amostras. E um método
amplamente utilizado, com ensaio simples, rapido e sensivel, que pode medir a atividade de
compostos de natureza hidrofilica ou lipofilica. A medida que os antioxidantes se ligam ao
radical ABTS, a solugdo inicialmente verde torna-se incolor. A capacidade antioxidante ¢é
observada pelo decréscimo da absorbancia, ou seja, pela descoloragdo do ABTS™ (Blois, 1958).
O radical ABTS"" foi formado por meio da reagdo da solugdo ABTS a 7 mM com a
solugdo de persulfato de potassio a 140 mM, que foram incubados em temperatura de 25 + 1
°C no escuro durante 16 h. Apds a formacao do radical, foi realizada a dilui¢do em alcool etilico
absoluto até obter o valor de absorbancia de 0,70 = 0,05 nm a 734 nm. Para a analise, foram
elaboradas diferentes diluigdes do extrato, onde transferiram-se 50 pL de cada dilui¢do em uma
microplaca de 96 pogos e acrescentaram-se 250 puL do radical ABTS". O controle foi a mistura
da solugdo extratora (50 puL) e o radical ABTS™ (250 pL). Para o branco, foi utilizada apenas a
solugdo extratora (300 pL). As amostras foram mantidas na auséncia de luz por 6 min e feita a
leitura da absorbancia em comprimento de onda de 734 nm, usando espectrofotometro BioTek
Eon (Winooski, VT, USA) para medir a diminui¢ao na concentragao do radical livie ABTS™".
A atividade antioxidante foi calculada usando uma curva padrao de Trolox a 2 mM (50-2000

uM). Os resultados foram expressos em pmol de Trolox por g de amostra — (umol Trolox/g).
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3.5.1.3 Capacidade antioxidante in vitro - Método DPPH"

O método baseia-se na capacidade dos antioxidantes das amostras se ligarem ao radical
organico estadvel DPPH" (2,2-difenil-1-picrilhidrazila). Esse ¢ realizado por meio de um ensaio
simples, rapido e sensivel. No entanto, ndo determina agentes pro-antioxidantes, apenas o poder
redutor. A medida que os antioxidantes se ligam ao radical livre, a solugdo inicialmente violeta
torna-se amarelada, ou seja, a capacidade antioxidante ¢ observada pelo decréscimo da
absorbancia, causada pela descoloragdo do DPPH" (Re et al., 1999).

Elaborou-se uma solug¢do estoque de DPPH" (24 mg diluido em 100 mL de élcool etilico
absoluto), da qual foi preparada a solugdo de trabalho na diluicdo 1:10 em 4lcool etilico
absoluto. Preparou-se também uma solu¢do padrao de Trolox a 2 mM (25 mg em 50 mL de
alcool etilico absoluto) como referéncia. Para a andlise, foram elaboradas diferentes dilui¢des
do extrato, onde retiraram-se 50 pL de cada uma e acrescentaram-se 1950 pL da solucdo de
trabalho de DPPH". Em seguida, realizou-se homogeneizacdo em agitador de tubos tipo Vortex
(Technal®, modelo AP-56/1, Sio Paulo, Piracicaba, Brasil) e a mistura foi mantida sob repouso
por 30 min em temperatura ambiente (25 = 0,5 °C) no escuro. O controle foi a mistura da
solucgdo extratora (50 pL) e solugdo de trabalho de DPPH" (1950 pL). Para o branco foi utilizado
apenas a solucgdo extratora (250 pL).

Transferiram-se 250 pL da mistura para uma microplaca de 96 pogos e foi feita a leitura
em comprimento de onda de 515 nm usando um espectrofotometro BioTek Eon (Winooski,
VT, USA), para medir a diminui¢gdo na concentracdo do radical livre DPPH". A atividade
antioxidante foi calculada usando uma curva padrdo de Trolox a 2 mM (50-2000 uM). Os

resultados foram expressos em umol de Trolox por g de amostra — (umol Trolox/g).

3.5.1.4 Capacidade antioxidante in vitro - Método FRAP

Esse método tem por finalidade determinar a redu¢do do ferro em fluidos biologicos e
solugdes aquosas de compostos puros. Pode ser aplicado a uma grande variedade de alimentos,
bebidas e substancias puras. Seus resultados sdo comparaveis aqueles obtidos com
metodologias comumente utilizadas e mais complexas, sendo mais reprodutiveis e com elevada
correlagdo com os teores de grupos fendlicos. A medida que um composto apresenta atividade

antioxidante, ocorre a redu¢do do complexo TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina) com Fe?",
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passando de uma coloracao azul-claro para azul-escuro. A capacidade antioxidante ¢ observada
pelo acréscimo da absorbancia (Benzie; Strain, 1996).

O reagente FRAP foi preparado somente no momento da analise utilizando uma mistura
de 25 mL de tampao acetato (0,3M, pH 3,6), 2,5 mL de solugdo TPTZ (10 mM em HCI a 40
mM) e 2,5 mL de solugdo aquosa de cloreto férrico a 20 mM em 50 mL de 4gua destilada, na
propor¢ao 100:10:10. Para a analise, foram elaboradas diferentes dilui¢des do extrato, onde
retiraram-se 45 pulL de cada uma e acrescentaram-se 135 pL de 4gua destilada, seguido da adigdo
de 1,35 mL do reagente FRAP. Realizou-se homogeneiza¢do em agitador de tubos tipo Vortex
(Tecnal®) e a mistura foi incubada em banho ultratermostatizado (Splabor®, SP-152/10, Sio,
Paulo, Brasil) a 37 + 0,5 °C por 30 min no escuro.

A solugdo controle foi o proprio reagente FRAP. Transferiu-se 250 pulLL da mistura em
uma microplaca de 96 pogos e foi feita a leitura em comprimento de onda de 595 nm usando
um espectrofotometro BioTek Eon (Winooski, VT, USA), para medir a redu¢do do complexo
TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina) com Fe**. A atividade antioxidante foi calculada
usando uma curva de sulfato ferroso a 2 nM (em 50 mL de 4dgua destilada) como referéncia (50-
2000 uM). Os resultados foram expressos em pmol de equivalentes de sulfato ferroso por g de

amostra (umol FeSO4/g).

3.6 DIGESTAO GASTROINTESTINAL SIMULADA

O LCP foi submetido a uma digestao gastrointestinal in vitro a fim de se obter materiais
com caracteristicas semelhantes aqueles que alcangam o c6lon humano. As simula¢des foram
feitas continuamente em fases que simulam as condi¢des da boca, estomago, duodeno e ileo,
conforme adaptagdes da metodologia descrita por Sampaio et al. (2022). Inicialmente, 5 g do
LCP foram misturadas a 25 mL de 4gua destilada esterilizada e homogeneizadas por 15 min em
frascos de vidro previamente esterilizados em autoclave. Para a simulacdo da condigdo oral,
foram adicionados 1,2 mL de a-amilase (100 U/mL de a-amilase diluida em 1 mM de CaCl,),
com pH ajustado para 6,9 com solu¢do de bicarbonato de s6dio (NaHCOs3 a 1 M), com
exposicao sob agitacdo mecanica (34,04 xg, 2 min). Apos esta etapa, iniciou-se a simulacao da
condi¢ao estomacal, onde o pH da mistura foi ajustado para 2,0 com NaHCOz a 1 M, adicionado
de pepsina (25 mg de pepsina diluida em 1 mL de 0,1 M HCl) e mantido a 37 °C + 0,5 °C em
agitacdo mecanica (11,08 X g, 90 min). As condi¢des duodenais foram simuladas com adicao
de solugdo intestinal (2 g de pancreatina/L de NaHCOsa 0,1 M e 12 g de sais biliares bovinos/L
de NaHCOs a 0,1 M), na quantidade de 0,25 mL x volume total da etapa anterior. Em seguida,
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o pH foi ajustado para 5,0 com NaHCO; a 1 M e a mistura foi incubada a 37 °C + 0,5 °C por 30
min sob agitacdo mecanica (1,54 xg, 30 min). Por fim, as condi¢des do ileo foram simuladas
com pH ajustado para 6,5 com solu¢do de NaHCOs a 0,1 M, tempo de exposi¢ao de 60 min sob
mesma agitacdo da etapa anterior (Sampaio et al., 2022).

Os fluidos resultantes da digestdo simulada passaram pelo processo de didlise para a
retirada de produtos digestivos de baixo peso molecular (monossacarideos livres), simulando
condi¢des de absorcdo das células no intestino. Para tanto, os fluidos foram transferidos para
um tubo de didlise de celulose regenerada de 1 kDa de peso molecular (Spectra/Por 6, Spectrum
Europe, Holanda) e dialisados contra uma solug¢do de NaCl a 0,01 M a 5 £ 0,5 °C. Apos 18 h,
os fluidos de dialise foram substituidos e o processo continuado por um periodo adicional de 2
horas (Sampaio et al., 2022). Os fluidos dialisados foram liofilizados novamente (conforme
item 3.3) e armazenados sob refrigeracdo (5 + 0,5 °C) por até uma semana, até sua utilizacao
na fermentagao fecal.

A agitagdo mecanica foi usada para simular movimentos peristalticos e os experimentos
foram realizados em incubadora com agitacdo orbital e temperatura controlada (TE-424,

Tecnal, Piracicaba, SP, Brasil) a 37 = 0,5 °C, com ajuste de rota¢cdo em cada fase.

3.7 FERMENTACAO FECAL in vitro

3.7.1 Procedimentos éticos

Considerando as exigéncias do Conselho Nacional de Saude, este estudo foi submetido
a apreciacio e aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos do Centro de
Ciéncias da Saude/UFPB, tendo em vista a utilizagdo de material bioldgico proveniente de fezes
humanas, baseado na Resolucao n° 466/12 (Brasil, 2012), que aprova as diretrizes e normas
regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres humanos. O protocolo experimental foi
aprovado sob o numero 5.906.607, CAAE: 66.834.523.7.0000.5188, de acordo com o parecer
consubstanciado (ANEXO B). Para participar, os voluntirios assinaram um Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (APENDICE A) antes do inicio dos experimentos.

3.7.2 Coleta das amostras fecais

As amostras fecais frescas foram doadas por seis voluntarios adultos saudaveis, sendo

trés do sexo masculino e trés do sexo feminino, com idade variando entre 19 e 40 anos de idade.
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Os voluntarios foram recrutados na UFPB, onde foram informados previamente sobre os
procedimentos necessarios para a coleta, assim como esclarecidos sobre os objetivos da
pesquisa.

Como critérios de inclusdo, os doadores deveriam estar seguindo uma dieta onivora,
sem precedentes de doenga no intestino grosso, sem uso de probidticos ou prebidticos
concentrados, além do ndo uso de antibidticos ou qualquer outro medicamento de uso
controlado por, pelo menos, seis meses antes da coleta. Foram excluidos do estudo aqueles que
possuissem comorbidades que exigissem a utilizacdo de quaisquer substdncias citadas
anteriormente, assim como aqueles que por algum motivo ndo conseguiram realizar a coleta do
material fecal conforme previamente combinado.

Um kit para coleta foi disponibilizado para cada doador, contendo frascos coletores
esterilizados, luvas, prato e espatula descartavel, alcool a 70%, além de serem instruidos quanto
ao manuseio asséptico do material. As amostras foram coletadas no domicilio de cada doador
em até 60 min apds a excre¢do, sendo transportadas em sistema de anaerobiose (Probac®,
AnaeroBac, Brasil) até o laboratorio para as posteriores andlises (Menezes et al., 2021a). Para
o recrutamento dos participantes, foi solicitada Carta de Anuéncia a coordenacdo do Programa
de Pos-graduacao em Ciéncias da Nutrigdo/CCS/UFPB, aprovando a realizagdo dessa etapa da

pesquisa, assim como solicitada ao participante a assinatura do TCLE.

3.7.3 Preparo das amostras fecais

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 solu¢do salina com 0,5 g/L. de cisteina e 8,5
g/L de NaCl e homogeneizadas sob agitacdo (34,04 x g, 2 min). O indculo fecal diluido e
homogeneizado foi filtrado em frasco de vidro esterilizado com o uso de camada tripla de gazes
esterilizadas para remocdo de particulas grandes. Apos filtragdo, o inoculo fecal fresco foi

utilizado (Andrade et al., 2020; Menezes et al., 2021b).

3.7.4 Preparo do meio de crescimento e do sistema de fermentacio fecal in vitro

Para o processo de fermentagdo fecal in vitro foi utilizado 1 L de meio de crescimento
esterilizado em autoclave (121 °C, 1 atm, 15 min), com a seguinte composi¢ao: cloreto de sédio
(NacCl, 4,5 g), cloreto de potassio (KCl, 4,5 g), bicarbonato de sédio (NaHCO3, 1,5 g), sulfato
de magnésio (MgSOs, 0,69 g), sulfato ferroso (FeSOs4, 0,05 g), cloreto de calcio (CaCly, 0,08),
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fosfato de potassio monobasico (KH2PO4, 0,5 g), sal biliar (0,4 g), polissorbato (Tween 80, 1
mL), L-cisteina (0,8 g) e solucdo de resazurina (4 mL a 0,025%) como indicador anaerdbico de
oxirreducdo, diluidos em agua destilada esterilizada. Em seguida, o LCP foi submetido a
fermentacdo com o indculo fecal preparado. O volume final da fermentacao foi de 40% do meio
de fermentacdo, 40% do indculo fecal e 20% do LCP digerido e liofilizado novamente,
incubados anaerobicamente (AnaeroBac) a 37 °C por 48 h para posteriores analises (Hu et al.,
2013; Menezes et al., 2021a). Um meio de fermentagdo contendo FOS (20%) e sem substrato
adicionado (CN) foram utilizados como controle positivo e negativo, respectivamente, sendo
submetidos aos mesmos procedimentos citados acima. Os ingredientes usados para preparar o

meio de fermentacdo foram obtidos da Sigma-Aldrich.

3.7.5 Analise transcriptomica da microbiota fecal pela técnica de 16S rRNA

A andlise transcriptomica empregando o sequenciamento do gene 16S rRNA foi
realizada utilizando a técnica de Next-generation Sequencing (Neoprospecta Microbiome
Technologies, Florianopolis, SC, Brasil). Aliquotas de 2 mL foram coletadas nos tempos zero
e 48 h de fermentacgdo fecal, homogeneizadas, fracionadas em microtubos, e, em seguida, foi
realizada a extragdo do DNA gendmico usando o kit QlIAamp DNA Stool Mini (QIAGEN,
Hildren, Alemanha), de acordo com o protocolo do fabricante. A composi¢cdo da microbiota
intestinal foi analisada pela plataforma MiSeq (Illumina) (Illumina, San Diego, CA, EUA). A
andlise das sequéncias e a identificacdo das unidades taxonomicas foram avaliadas conforme
as metodologias propostas por Giongo et al. (2010) e Hong et al. (2006).

A amplificacdo da regido 16S rRNA 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 rRNA, iniciadores e os amplicons purificados,
quantificados e sequenciados usando o sistema [llumina MiSeq para produzir a sequéncia de 2
x 300 pb. As reacdes de qPCR foram realizadas em triplicata, em placa de 96 pogos com o
reagente SYBR™ Green PCR Master Mix (Applied Biosystems™). Cada reag@o 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 pL. de DNA molde. As amostras foram processadas no
termociclador Fast Real-time PCR System (Applied Biosystems, USA), sendo desnaturadas por
3 min 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 min a 60 °C, 15
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segundos a 95 °C). Uma curva padrio foi construida para cada experimento usando a dilui¢ao
seriada.

A filtragem de qualidade inicial das leituras foi realizada com o [llumina 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 > 1050.000 leituras mescladas, um
subconjunto de 1050.000 leituras foi selecionado, aleatoriamente, usando Mothur 1.32.1,
evitando grandes disparidades no numero de sequéncias. Apods, 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 quiméricas também foram
submetidas a classificacdo taxonomica 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 propor¢des percentuais com base no numero total de sequéncias em
cada amostra. Os indices de diversidade alfa e beta foram calculados usando o programa QIIME

(versdo 1.8.0), tamanho do efeito LDA foi calculado e plotado usando a analise LefSe.

3.8 MONITORAMENTO DE INDICADORES DE ATIVIDADE METABOLICA

Os valores de pH e teores de acidos organicos (malico, citrico, succinico, férmico e
acético) foram determinados em meios com LCP, FOS (controle positivo) e CN (controle
negativo) durante os tempos zero, 24 h e 48 h de fermentacao com técnica de CLAE, conforme
descrito na se¢do 3.5. Para a realizag@o da identificagdo dos acidos organicos foi preparado um
extrato aquoso contendo 2 mL de cada sistema de fermentacdo, diluido em 10 mL de 4gua
ultrapurificada (Milli-Q®) por 10 min com triturador (Tecnal). O conteudo foi centrifugado
(1696 x g, 15 min, 4 °C) e o sobrenadante foi filtrado através de um filtro de 0,45 pum
(Whatman®). Os picos e as areas médias de pico foram utilizados para quantificagdo dos
compostos por meio da comparacao dos seus tempos de retencdo com os padrdes de acidos
organicos (Coelho et al., 2018; Batista et al., 2018; Lima et al., 2019; Padilha et al., 2017). Para
a realizacdo dessas andlises, os padrdes de acidos foram obtidos da Vetec Quimica Fina (Rio

de Janeiro, RJ, Brasil), todos com pureza de > 99%. Os resultados foram expressos em g/L.
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Para a determinag@o dos compostos fendlicos majoritarios foram retirados 2 mL de cada
sistema de fermenta¢do em todos os tempos e seguiram-se procedimentos descritos conforme
descrito no item 3.5. Os resultados foram expressos em mg/L. Para a analise do potencial
antioxidante retirou-se 2 mL para o preparo do extrato utilizando os ensaios de ABTS™*, DPPH"
e FRAP, como descrito nos itens 3.5.1.2, 3.5.1.3, e 3.5.1.4, respectivamente.

Além desses ensaios, também foi realizada a determinacdo do perfil metabolomico
global a partir da técnica qualitativa de ressonancia magnética (RMN). Trata-se de um método
robusto que analisa qualitativamente amostras em nivel molecular sem exigir etapas de
separacdo e/ou purificagdo de amostras. Para tal, uma aliquota de 2 mL de cada amostra
fermentada foi diluida em 2 mL de uma solu¢do com metanol e dgua deuterada filtrada (9:1,
v/v) e a solugdo resultante (600 pL) foi colocada em um tubo de 5 mm de didmetro para andlise
de RMN. Os experimentos foram realizados em um equipamento Bruker Avance Neo 500
operando a 500 MHz para 'H e a 125 MHz para '3C (Bruker, Billerica, MA, EUA). Os seguintes
parametros foram usados para obter a sequéncia do espectro: lc1pngpf2; temperatura: 26 °C;
nimero de varreduras: 64; varredura dummer: 4; ganho do receptor: 36; tempo de aquisi¢do:
3,27 s. Os espectros foram processados usando o software Bruker TopSpin versdo 4.1.1.

(Hatzakis, 2018).

3.9 ANALISES ESTATISTICAS

Todas as andlises foram realizadas em triplicata em trés experimentos independentes e os
resultados foram expressos como média e desvio padrdo. O teste de normalidade Shapiro-Wilk
foi usado para determinar a distribuicdo normal dos dados. Para a determinagdo da diferenga
entre os dados obtidos, foi considerado o nivel de 5% de significancia (p<0,05) com o teste t de
Student ou Analise de Variancia (ANOVA) seguido pelo teste de Tukey. A analise estatistica
dos dados foi realizada utilizando o software Statistical Package for Social Sciences (IBM SPSS

Satistics, versao 22.0).
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4 RESULTADOS

De acordo com os resultados obtidos, o LCP apresentou elevados teores de fibras totais
(52,63 + 0,16 g/100g), fibras soluveis (33,36 = 0,12 g/100g) e fibras insoluveis (19,00 +
0,14g/100 g), proteinas (16,84 + 0,37 g/100 g) e lipidios (4,98 = 0,47 g/100 g). Além de
elevados teores de clorofila total (912,00 + 0,03 mg/100 g), clorofila a (565,00 + 0,10 mg/100
g) e clorofila b (349,00 + 0,08 mg/100 g), apresentando baixa luminosidade (L*: 32,91) e
coloragdo verde-amarela (a*: - 3.19; b*: 5.02). Foram identificados nove minerais no LCP,
sendo potassio (4415,49 mg/100 g), calcio (1593,25 mg/100 g), sédio (1010,52 mg/100 g) e
magnésio (853,55 + 10,69 mg/100 g) os macroelementos mais prevalentes, além de
microelementos importantes como o manganés (8,92 + 0,30 mg/100 g), zinco (5,95 + 0,24
mg/100 g) e ferro (3,72 + 0,02 mg/100 g). O LCP apresentou diversos acidos organicos, com
prevaléncia do 4cido malico (16,84 = 0,03 g/L), 4cido citrico (4,43 £ 0,08 g/L) e 4cido succinico
(3,26 £ 0,07 g/L), além de compostos fendlicos, como miricetina (785 + 0,09 mg/100 g), acido
caftarico (265 = 0,01 mg/100 g) e hesperidina (135 + 0,01 mg/100 g). No decorrer das 48 h de
fermentagdo fecal, houve diminui¢do no conteudo de 4cidos organicos como acido malico,
acido formico e acido acético. Ao longo da fermentacdo fecal foram detectados compostos
fenolicos como catequina, miricetina, isorhamnetina e rutina, que também foram reduzidos no
decorrer do tempo. Quando avaliada por FRAP ¢ ABTS™, a capacidade antioxidante do LCP
aumentou ao longo das 48 h de fermentagdo, e diminuiu quando medida por DPPH". Quando
comparado ao controle positivo (FOS), o meio contendo LCP apresentou maior diversidade
bacteriana ao longo da fermentagdo fecal, bem como maior relacdo entre
Firmicutes:Bacteroidetes (F:B). Importantes alteragdes na composi¢ao da microbiota intestinal
foram observadas no meio contendo LCP, tais como aumento da abundancia de microrganismos
benéficos a saude intestinal, a exemplo de Ligilactobacillus e Lactiplantibacillus, em
detrimento do decréscimo de Prevotella 9 e Succinivibrio, além da deteccdo de diversos
metabolitos importantes por meio da andlise do perfil metabdlico global, como o acetato,
propionato e butirato, e aminoacidos, como leucina, valina e isoleucina.

Os resultados da dissertagdo estdo apresentados e discutidos de forma detalhada como

artigo cientifico (apéndice B).
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APENDICE A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA NUTRICAO
CURSO DE MESTRADO ACADEMICO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Prezado (a) Senhor(a):

Esta pesquisa é intitulada como “CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA E AVALIACAO
DO POTENCIAL PREBIOTICO E ANTIOXIDANTE DO LIOFILIZADO DE CLADODIOS
DE PALMA [Opuntia dillenii (Ker Gawl). Haw.]”, o qual tem por objetivo investigar o
potencial antioxidante e prebidtico da palma através do po liofilizado elaborado a partir da polpa
dos seus cladodios, em sistemas de fermentacdo fecal in vitro. Essa pesquisa estd sendo
desenvolvida pela pesquisadora Sara de Sousa Rocha, aluna do Programa de P6s-Graduacao
em Ciéncias da Nutri¢do, da Universidade Federal da Paraiba, sob orienta¢do do professor Dr.
Evandro Leite de Souza.

A conducio deste estudo trard informagdes cientificas atualmente escassas no campo de
estudo de componentes com propriedades prebidticas, em especial provenientes de liofilizado
de cactaceas como a palma, utilizando indculo fecal de doadores saudaveis, o que ird colaborar
para a formulagdo de estratégias de utilizacdo desses produtos de forma a agregar valor e,
consequentemente, auxiliar no incremento do agronegocio familiar.

Solicitamos a sua colaboragdo para doacao de material fecal, o qual serd colhido em dia
e local previamente combinados e armazenado em frasco anaerobio cedido pelos envolvidos na
pesquisa, como também sua autorizacdo para apresentar os resultados deste estudo em eventos
da éarea de saude e, eventualmente, publicacdo em revista cientifica. Garantimos que seu nome
sera mantido em sigilo, e que os possiveis riscos envolvidos neste estudo sdo classificados como
riscos minimos, tais como, desconforto ou constrangimento no ato de expelir e/ou coletar o
material fecal, porém, se trata de um estudo no qual ndo se realiza nenhuma interveng¢ao ou
modificacdo intencional nas variaveis fisiologicas e sociais dos individuos participantes.

Dentre os beneficios oferecidos para os participantes do estudo, podemos citar: o exame
parasitologico de fezes que serd realizado anteriormente as andlises fermentativas, além do
exame de sangue oculto nas fezes, que podem ajudar a detectar alteragcdes ou inflamagdes
intestinais. Além disso, ficara clara a importancia da sua contribuicdo com o avango da ciéncia
a partir deste estudo.

Seus dados serdo manuseados somente pelos pesquisadores e ndo serd permitido o
acesso a outras pessoas.

Esclarecemos que sua participagdo ¢ voluntaria e, portanto, o(a) senhor(a) ndo ¢
obrigado(a) a fornecer as informagdes 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 disposicao
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 publicacdo dos resultados. Estou ciente que
receberei uma copia desse documento.
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Assinatura do Participante da Pesquisa

Caso necessite de maiores informagdes sobre o presente estudo, favor ligar para a pesquisadora:
Sara de Sousa Rocha - (83) 999935-4772.

Endereco (Setor de Pesquisa): Laboratorio de Microbiologia de Alimentos, Departamento de
Nutri¢ao do Centro de Ciéncias da Satide da Universidade Federal da Paraiba (UFPB), Campus
I - Cidade Universitaria — CEP 58051-900 — Joao Pessoa — PB Telefone: (83) 3216- 7807.

Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da

Paraiba Campus I - 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

Converting Opuntia dillenii (Ker Gawl). Haw (Cactaceae) cladodes in a novel

ingredient with potential prebiotic effects on human intestinal microbiota

Abstract

This study evaluated the physicochemical characteristics, antioxidant capacity, and potential
prebiotic effects on the intestinal microbiota of freeze-dried Opuntia dillenii (Ker Gawl). Haw]
(Cactaceae). FDOd had high levels of total fiber, especially soluble fiber, as well as minerals,
such as potassium, calcium, magnesium, and phosphorus, high total chlorophyll content,
antioxidant activity, and the presence of various phenolic compounds, such as catechin,
myricetin, isorhamnetin, and rutin. Fermentation of FDOd using human fecal inoculum
changed the composition and metabolic activity of the intestinal microbiota, with an increase
in the relative abundance of Ligilactobacillus (0.03% — 16.44%), Lactiplantibacillus (0.00% —
1.11%), and Agathobacter (1.80% — 4.23%), besides decreasing the relative abundance of
Prevotella 9 (25.08% — 0.15%) and Succinivibrio (24.77% — 1.54%). FDOd fecal fermentation
influenced the metabolic profile of the intestinal microbiota with the production of various
metabolites with health-promoting properties. The results indicate FDOd as a new ingredient

with prebiotic properties in the human intestinal microbiota.

Keywords: Cactaceae, palm, functional food, intestinal microbiota, modulatory effects,

antioxidant capacity.

1. Introduction
The emerging consumer awareness about the relationship between diet and health has led

to changes in dietary patterns and increased demand for healthier food products. In this context,
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the food industry has been seeking to reformulate and develop products that meet this growing
consumption trend that also involves the adoption of more sustainable production practices and
the valorization of local biodiversity (McClements et al., 2021). Cacti are nonconventional food
plant species considered underutilized sources of nutrients and bioactive compounds linked to
health benefits and with potential applications to formulate new food ingredients and
nutraceuticals aligned with a bioeconomy approach valorizing local biological resources
(Aguilar et al., 2017; Bezerril et al., 2021).

Opuntia dillenii (Ker Gawl.) Haw., Cactaceae, commonly known as prickly pear, is a wild
plant species occurring in the southern part of North America and the Caribbean, extending to
the northern region of South America. O. dillenii cladodes are covered with spines, and its fruits
are usually smaller than those from other cactus species, which often leads to its disregarded
use for food or commercial purposes (Espinosa et al., 2022). Different cacti have been
investigated as sources of various bioactive compounds, such as phenolic compounds, organic
acids, lipids, dietary fibers, vitamins, minerals, and amino acids (Gao et al., 2015). These
compounds act as antioxidants protecting the body against oxidative stress and conditions
associated with various non-communicable chronic diseases, such as diabetes, inflammatory
bowel diseases, and rheumatoid arthritis, besides acting as potential modulators of the intestinal
microbiota (Direito et al., 2021).

The intestinal microbiota is a complex and active community of microorganisms residing
in the gastrointestinal tract, with a recognized impact on host health (Feng et al., 2018). Diet is
the primary factor influencing the composition and metabolic activity of the human intestinal
microbiota throughout life, with a crucial role in shaping the bacterial communities in the
intestine (Gulbert et al., 2020). Several plants, including nonconventional food plant species,
possess high contents of dietary fibers and phenolic compounds, which may confer benefits to

the gut microbiota linked to prebiotic effects (Xu et al., 2017).
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Prebiotics are substrates that are non-digestible and selectively utilized by intestinal
microorganisms, resulting in host health benefits (Gibson et al., 2017). Besides contributing to
reducing the risk of non-communicable chronic diseases, dietary fibers can influence the
composition and metabolic activity of bacterial communities forming the intestinal microbiota,
including the production of short-chain fatty acids (SCFA), which classifies some dietary fibers
as prebiotics (Holscher, 2017). In addition to dietary fibers, phenolic compounds can also act
as selective substrates for beneficial bacteria in the intestinal microbiota, including
Bifidobacterium and Lactobacillus (Lordan et al., 2020). Previous studies have reported high
contents of fibers and phenolic compounds in products derived from cactus species, providing
high antioxidant and potential prebiotic capacity to these products (Martins et al., 2023;
Monteiro et al., 2023); however, investigations focusing on the potential prebiotic effects of O.
dillenii cladodes on human intestinal microbiota are still scarce.

This study hypothesized that O. dillenii cladodes are rich in constituents capable of
exerting modulatory effects on human intestinal microbiota linked to prebiotic properties. To
test this hypothesis, the physicochemical characteristics, the antioxidant capacity, and the
impacts of freeze-dried O. dillenii cladodes on the composition and metabolic activity of human
intestinal microbiota during an in vitro fecal fermentation were investigated.

2. Materials and methods
2.1 Sample collection and preparation of freeze-dried O. dillenii cladodes

Young primary order cladodes from O. dillenii (Ker Gawl.) Haw. were harvested in the
morning from a private rural cultivation area (Cuité, PB, Brazil, latitude: 6° 28' 54" S, longitude:
36° 8' 59" W) during the winter season. After species identification, an exsiccate was generated
and registered in the Herbarium of the Center for Education and Health of the Federal
University of Campina Grande (UFCG, Cuité, PB, Brazil) under number 3060. The collection

of the plant material was registered in the National System for Management of Genetic Heritage
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and Associated Traditional Knowledge (SISGEN - Brazil; number AIDDB62).
The cladodes were selected based on their physical integrity and absence of visible signs of
infections. The selected cladodes were washed under potable running water, sanitized by
immersion in chlorinated potable water (sodium hypochlorite, 200 ppm, 15 min), and rinsed
with potable water. The spines and peels were manually separated from the pulp, and horizontal
cuts (slices, 1 cm) were made. The cladode pulp was triturated using a domestic blender (model
PH900, Philco®, Sdo Paulo, SP, Brazil, low speed, 3 min) and dehydrated in a benchtop freeze-
drier (Liotop®, Sdo Carlos, SP, Brazil, temperature - 56 + 2 °C, vacuum pressure of < 170 uHG,
freeze-drying speed of 1 mm/h, 24 h). The dried material was triturated using a domestic mixer
(Turbo Chef Vertical Elgin®, 200W, high speed, 2 min) and sieved through an ultrafine mesh
sieve (Master Frita®, stainless steel, particle size < 1 mm) (Supplementary material data, Fig.
S1). Finally, the freeze-dried O. dillenii cladodes (FDOd) were stored in hermetically sealed
polyethylene bags under light protection and refrigeration (4 + 0.5 °C) until use in the
experiments in a maximum period of 15 days.
2.2 Determination of the physicochemical characteristics of FDOd

The physicochemical characteristics were determined using standard methods (Official
Methods of Analysis - AOAC, 2019). pH values were determined with a digital pH meter
(Q400AS, Quimis®, Sdo Paulo, SP, Brazil). Water activity (aw) was determined at 25 °C +2 °C
using an AquaLab® device (Series CX-2, Decagon, Sdo José dos Campos, SP, Brazil). Ash
content was determined by carbonization and incineration in a muffle furnace at 550 °C until
reaching a constant weight. Protein content was determined using the Kjeldahl method, with a
nitrogen-to-protein conversion factor of 5.75 as recommended for plant-based proteins (AOAC,
2019), and lipid quantification was performed using the Folch, Less & Stanley (1957) method
with extraction in chloroform-methanol solution (2:1, v/v).

The total, soluble, and insoluble dietary fiber contents were determined using an
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enzymatic-gravimetric method (TDF 100A, Sigma Aldrich®, St. Louis, MA, USA). Minerals
were quantified using Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry (ICP-OES)
technique (Horiba Jobin Yvon, Ultima 2, Longjumeau, France, 1200 W radiofrequency power,
12 L/min plasma gas flow, 0.2 L/min auxiliary gas flow, 1.0 bar nebulizer pressure, 1.0 mL/min
sample introduction flow rate, and s integration time), with results expressed in mg/100 g.
Chlorophyll (total, a and b) contents were determined using a standard method (AOAC, 2019).
The instrumental color was determined based on the CIELab system (L*, a*, and b*) using a
portable colorimeter (CR/10, Konica Minolta, Japan).

An aqueous extract was prepared (1 g of FDOd, 10 mL of ultrapure water, Milli-Q® Water
Purification System, EMD Millipore Corporation, Billerica, USA) for the determination of
organic acids (Coelho et al., 2018; Lima et al., 2019), while a methanol extract was prepared (1
g of FDOd, 10 mL of 80% methanol, 30 °C, 60 min) for the determination of phenolic
compounds (Moro et al., 2018; Padilha et al., 2017). Organic acids and phenolic compounds
were determined using high-performance liquid chromatography (HPLC) technique on an
Agilent 1260 Infinity LC chromatograph (Agilent Technologies, St. Clara, USA, Hydro-RP C18
column 150 x 4.6 mm, 4 um, mobile phase 4 mM/L H>SO4, ultrapure water, flow rate 0.7
mL/min) using previously described analytical conditions (Coelho et al., 2018; Padilha et al.,
2017). Sample peaks were identified by comparing their retention times with the respective
standards for organic acids (expressed in g/100 g) and phenolic compounds (expressed in

mg/100 g) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).

2.3 Determination of the antioxidant capacity of FDOd

The ABTS™™ (2,2'-azino-bis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid), DPPH' (2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl) and FRAP (ferric reducing antioxidant power) methods were used
to determine the antioxidant capacity (Blois, 1958; Re et al., 1999; Benzie & Strain, 1996).

FDOd was mixed with 80% methanol (Sigma-Aldrich, 2 g of FDOd, 20 mL of methanol, 24 h)



63

at room temperature and filtered (125 mm filter, Whatman). The antioxidant capacity
determined with ABTS"" and DPPH" methods was estimated using a standard Trolox curve (50—
2000 pM), and the results were expressed in Trolox pumol equivalents per gram of sample
(umol/g). The antioxidant capacity determined with the FRAP method was estimated using a
standard ferrous sulfate curve (502000 uM), and the results were expressed in pM of ferrous
sulfate per gram of sample (umol FeSO4/g). Absorbance measurements were performed with a
microplate spectrophotometer (BioTek Eon, Winooski, VT, USA) at 734 nm (ABTS"), 515 nm
(DPPH"), and 595 nm (FRAP). The antioxidant capacity estimated with the DPPH" and ABTS"*
methods was verified by the decrease in absorbance, while the antioxidant capacity estimated

with the FRAP method was verified by the increase in absorbance.

2.4 Simulated gastrointestinal digestion of FDOd

The sample (5 g of FDOd + 25 mL of sterile distilled water, 15 min) was exposed to in
vitro gastrointestinal digestion conditions to produce materials with characteristics like those
reaching the human colon. The simulations were conducted continuously in phases simulating
the mouth, stomach, duodenum, and ileum as previously described (Sampaio et al., 2022), with
pH adjustments, use of digestive enzymes (a-amylase, pepsin, and pancreatin), bile salts, and
mechanical agitation. After the simulated ileum conditions, the digestion fluids were dialyzed
(0.01 mol/L NaCl, 18 h, 5 + 0.5 °C) in regenerated cellulose tubing (nominal molecular weight
cutoff of 1 kDa, Spectra/6, Spectrum Europe BV, Breda, Netherlands) simulating absorption
conditions in the intestine. The dialyzed material was frozen (-18 °C), freeze-dried, and stored
(4 £ 0.5 °C) for up to one week in hermetically sealed polyethylene bags before use in fecal
fermentation. The experiments were conducted in an incubator with orbital agitation simulating
intestinal peristaltic movements, under controlled temperature (TE-424, Tecnal®, 37 + 0.5 °C)

and rotation adjustments at each phase.

2.5 Invitro fecal fermentation of FDOd
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The procedures used in this study for the in vitro fecal fermentation were approved by a
Research Ethics Committee with Human Subjects (Federal University of Paraiba, protocol
5.906.607; CAAE: 66.834.523.7.0000.5188). Six healthy adult volunteers (three males and
three females, aged 19 to 40 years) provided fresh fecal samples. Donors reported no history of
intestinal diseases, following an omnivorous diet, and not using concentrated probiotics or
prebiotics, nor antibiotics in the last six months. Fecal samples were collected at the donors
home in sterile containers and transported in anaerobic jars (Probac®, Anaerobac, Brazil, pooled
(1:1:1:1:1:1 w/w), diluted (1:10 w/v) in reduced physiological saline solution (0.5 g/L cysteine
and 8.5 g/L NaCl), and homogenized with sterile phosphate-buffered saline (PBS; 0.1 M; pH
7.4, 1:10, w/v, 34.04 x g, 2 min) (Andrade et al., 2020; Menezes et al., 2021a). The final
fermentation volume consisted of 40% laboratory medium (Supplementary material data,
Table S1), 40% fecal inoculum, and 20% freeze-dried digested FDOd, under anaerobic
conditions (AnaeroGen, 37 £ 1 °C, 48 h) (Hu et al., 2013; Menezes et al., 2021b). A
fermentation medium containing fructooligosaccharides (FOS, 20% w/v, a standard prebiotic
ingredient) was used as a positive control, and a medium without fermentable substrate

(phosphate-saline buffer) was used as a negative control (NC).

2.6 Monitoring changes in intestinal microbiota composition during in vitro fecal fermentation
The changes in the bacterial composition were evaluated at time zero and 48 h of in vitro
fecal fermentation. Microbial diversity was assessed through high-throughput sequencing of
the 16S rRNA V3/V4 region using primers 341F (CCTACGGGRSGCAGCAG) and 806R
(GGACTACHVGGGTWTCTAAT). Sequence analysis and taxonomic unit identification were
evaluated using previously described procedures (Giongo et al., 2010; Hong et al., 2006). The
16S rRNA libraries were sequenced using the MiSeq Sequencing System (Illumina Inc., USA,
[lumina primers, 300 cycles, and paired-end sequencing with 200 bp). After sequencing,

quality filters were applied to the fastq files, and the removal of truncated and low-quality reads



65

(Phred score < 20) was performed with Trimmomatic tool. Following these procedures, forward
and reverse-paired reads were merged into contigs, and singletons and chimeras were removed.
The sequences were clustered into Operational Taxonomic Units (OTUs) (Uchime v. 4.2.40,
Vsearch v. 2.22.1, 97 % identity) and taxonomically assigned, considering a 97% similarity
alignment against sequences from the SILVA database. All Illumina 16S rRNA amplicon
sequencing data provided in this study can be publicly accessed at the National Center for
Biotechnology Information (NCBI) Sequence Read Archive (SRA) (accession number
(accession number PRINA1076928). Alpha diversity was estimated with Chao 1 and Shannon
indices with QIIME (version 1.7.0) and subsequently visualized with R software (version

2.15.3).

2.7 Monitoring microbial metabolic activity during in vitro fecal fermentation

The pH values and organic acids contents were determined in media containing FDOd,
FOS, and NC at zero, 24, and 48 h of in vitro fecal fermentation using the HPLC technique as
described in Section 2.2. The determination of the global metabolomic profile was performed at
zero and 48 h of in vitro fecal fermentation using Nuclear Magnetic Resonance (NMR)
spectroscopy. An aliquot (2 mL) of the fermentation media containing FDOd and FOS was diluted
in a solution of methanol and deuterated water (9:1 v/v, 2 mL), and the resulting solution (600
uL) was placed in a tube (5 mm diameter) for NMR analysis. The metabolite determinations were
performed on a Bruker Avance Neo 500 instrument (500 MHz for 'H and 125 MHz for 1*C,
Bruker, Billerica, MA, USA) and previously described analytical conditions (Martins et al., 2023;
Sampaio et al., 2022). The spectra were processed using Bruker TopSpin software version

4.1.1(Hatzakis, 2018).

2.8 Monitoring phenolic compound content and antioxidant capacity during fecal
fermentation

Aliquots (2 mL) from each medium at zero, 24, and 48 h of in vitro fecal fermentation were
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taken for the determination of phenolic compounds (mg/L) using the procedures described in
Section 2.2, as well as for the determination of the antioxidant capacity (ABTS'*, DPPH", and

FRAP methods) using the procedures described in Section 2.3.

2.9 Statistical analysis

All experiments were performed in triplicate and repeated on three separate experiments.
The results were expressed as average * standard deviation. The Shapiro-Wilk test was applied
to check the normal distribution of the data. Data were subjected to Student's t-test, or one-way
or two-way Analysis of Variance (ANOVA) followed by Tukey's test, considering a P-value <
0.05 for significance. Statistical analysis was performed with Statistical Package for Social

Sciences software (IBM SPSS Statistics, version 22.0).

3. Results
3.1 Physicochemical characteristics and antioxidant capacity of FDOd

FDOd had a low aw (0.302), slightly acidic pH (4.61), high contents of proteins (16.84
g/100 g), lipids (4.98 g/100 g), and ash (22.36 g/100 g). Nine minerals were identified in FDOd,
including the macroelements potassium (4415.49 mg/100 g), calcium (1593.25 mg/100 g),
sodium (1010.52 mg/100 g), magnesium (853.55 mg/100 g), and phosphorus (209.04 mg/100
g), and the microelements manganese (8.92 mg/100 g), zinc (5.95 mg/100 g), iron (3.72 mg/100
g), and copper (0.77 mg/100 g). FDOd had low brightness (L*: 32.91), with a green-yellowish
hue (a*: -3.19; b*: 5.02), high contents of chlorophyll a (565 mg/100 g) and chlorophyll b (349
mg/100 g), as well as high contents of total dietary fibers (52.36 g/100 g), highlighting the
contents of soluble fibers (33.36 g/100 g) rather than of insoluble fibers (19.00 g/100 g) (Table

1).

Five organic acids were detected in FDOd, namely malic acid (16.84 g/100 g), citric acid
(4.43 /100 g), succinic acid (3.26 g/100 g), formic acid (1.17 g/100 g), and acetic acid (0.27

g/100 g). Among the sixteen phenolic compounds identified in FDOd, flavonols (catechin:
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58.00 mg/100 g), flavanols (myricetin: 785.00 mg/100 g), flavonones (hesperidin: 135.00
mg/100 g), stilbenes (cis-resveratrol: 54.00 mg/100 g and trans-resveratrol: 16.00 mg/100 g),
and phenolic acids (caffeic acid: 265.00 mg/100 g and chlorogenic acid: 106.00 mg/100 g) were
found in the highest contents. The antioxidant capacity of FDOd was higher when measured
with the FRAP method (2.75 pmol FeSO4/g), followed by ABTS™" (0.51 umol Trolox/g) and

DPPH’ method (0.32 pmol Trolox/g) (Table 1).

3.2 Changes in the composition of the intestinal microbiota during in vitro fecal fermentation

The composition of the intestinal microbiota in media with FDOd, FOS, and NC was
analyzed using 16S rRNA gene sequencing at zero and 48 h of in vitro fecal fermentation.
Shannon and Chao 1 indices were determined to assess a-diversity and the richness of bacterial
groups in the different fermentation media, respectively (Fig. 1A and 1B). An increase (P <
0.05) in bacterial diversity was observed in the medium with FDOd and NC after 48 h of fecal
fermentation compared to time zero, while a decrease (P < 0.05) was observed in the medium
with FOS (Fig. 1A). In addition, the medium with FDOd had higher bacterial diversity
compared to medium with FOS after 48 h of fecal fermentation (P < 0.05). The bacterial
richness decreased in medium with FOS and FDOd (P < 0.05) and did not change in NC (P >
0.05) after 48 h of fecal fermentation (Fig. 1B). The Firmicutes to Bacteriodetes (F:B) ratio
increased in all examined media after 48 h of fecal fermentation (P < 0.05), with the medium
with FDOd having the highest F:B ratio (P < 0.05) (Fig. 1C).

The predominant phyla in all examined media during the 48 h of fecal fermentation were
Proteobacteria (22.79 % - 71.55 %), Firmicutes (18.59 % - 60.89 %), and Bacteroidetes (2.69
% - 37.75 %), followed by Desulfobacterota (0.41 % - 4.60 %), Fusobacteriota (0.22 % - 4.19
%), Actinobacteriota (0.34 % - 1.28 %), and Verrucomicrobiota (0.25 % - 1.05 %), representing
> 95% of the total relative abundance (Fig. 2A).

The relative abundance of Ligilactobacillus (0.03 % vs. 16.44 %) increased in medium
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with FDOd after 48 h of fecal fermentation (P < 0.05) and did not change in medium with FOS
(0.02 % vs. 0.01 %) and NC (0.02 % vs. 0.03 %) (P > 0.05) after 48 h of fecal fermentation.
The relative abundance of Escherichia-Shigella increased in NC (2.60 % vs. 12.49 %) and
medium with FDOd (3.28 % vs. 10.77 %) after 48 h of fecal fermentation (P < 0.05), while it
decreased in medium with FOS (5.92% vs. 2.59%) (P < 0.05). The relative abundance of
Faecalibacterium increased in NC (4.64 % vs. 9.94 %) and decreased in medium with FDOd
(4.93 % vs. 3.39 %) and FOS (5.78 % vs. 2.33 %) (P < 0.05) after 48 h of fecal fermentation.
Similarly, the relative abundance of Bacteroides increased in NC (5.37 % vs. 8.51 %) after 48
h of fecal fermentation, while decreasing in medium with FDOd (6.65 % vs. 1.65 %) and FOS
(6.42 % vs. 2.81 %) (P <0.05) (Fig. 2B and Supplementary material data, Table S2).

The relative abundance of Klebsiella increased in NC (0.01 % vs. 5.98 %) and medium
with FDOd (0.02 % vs. 2.33 %) (P < 0.05) and did not change in medium with FOS (0.00 %
vs. 0.09 %) (P > 0.05) after 48 h of fecal fermentation. The relative abundance of Blautia
increased in NC (1.72 % vs. 2.08 %) (P < 0.05), decreased in medium with FOS (5.66 % vs.
0.55 %) (P <£0.05), and did not change in medium with FDOd (1.34 % vs. 1.47 %) (P > 0.05)
after 48 h of fecal fermentation.

The relative abundance of Agathobacter decreased in medium with FOS (2.60 % vs 0.23
%) and increased in medium with FDOd (1.80 % vs. 4.23 %) after 48 h of fecal fermentation
(P <0.05). The relative abundance of Fusobacterium increased in medium with FOS (0.01 %
vs. 4.19 %) (P < 0.05) and did not change in medium with FDOd (0.00 % vs. 0.00 %) and NC
(0.00 % vs. 0.23 %) (P > 0.05) after 48 h of fecal fermentation. At 48 h of fecal fermentation,
the genera Lachnospiraceae NK4A136 group, Desulfovibrio, Alistipes and Citrobacter had
lower relative abundance in media containing FOS and FDOd when compared to NC (P <

0.05).The relative abundance of Clostridium sensu stricto I decreased in medium with FOS
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(3.34 % vs. 2.62 %) and increased in NC (1.28 % vs. 2.66 %) after 48 h of fecal fermentation
(P £0.05), while not changing in medium with FDOd (0.41 % vs 0.29 %) (P <0.05).

The relative abundance of [Eubacterium] ventriosum group (NC: 0.78 % vs. 2.40 %,
FOS: 0.86 % vs. 2.79 %, FDOd: 0.70 % vs. 2.57 %) and Ruminococcus (NC: 2.31 % vs. 0.95
%, FOS: 2.71 % vs. 0.44 %, FDOd: 2.67 % vs. 0.45 %) increased and decreased, respectively,
after 48 h of fecal fermentation regardless of the medium (P < 0.05). NC had the highest relative
abundance of Romboutsia (2.32 %) after 48 h of fecal fermentation, followed by the medium
with FOS (2.26 %) and FDOd (0.20 %). The relative abundance of Subdoligranulum decreased
in NC and medium with FOS after 48 h of fecal fermentation (2.25 % vs. 0.52 % and 1.19 %
vs. 0.11 %, respectively) (P < 0.05), while did not change in medium with FDOd (0.47 % vs.
0.48 %) (P > 0.05). The relative abundance of Roseburia (1.57 % vs. 0.16 %) and Barnesiella
(1.74 % vs. 0.31 %) decreased in medium with FOS (P < 0.05) and did not change in medium
with FDOd (Roseburia: 1.15 % vs. 1.90 % and Barnesiella: 0.78 % vs. 0.08 %) (P > 0.05) after
48 h of fecal fermentation.

The relative abundance of [Ruminococcus] torques group (0.41 % vs. 1.78 %) and
Phascolarctobacterium (0.25 % vs. 1.42 %) increased in NC (P < 0.05) and did not change in
medium with FOS (0.42 % vs 0.24 %) and FDOd (0.48 % vs. 0.76 %) (P > 0.05) after 48 h of
fecal fermentation. The relative abundance of Lactiplantibacillus increased only in medium
with FDOd (0.00 % vs. 1.11 %) after 48 h of fecal fermentation (P < 0.05). Overall, none of the
evaluated media induced alterations in the relative abundance of Lachnoclostridium,
Lactiplantibacillus, [Eubacterium] eligens group, Acidaminococcus, Prevotella, Akkermansia,
Dialister, Christensenellaceae R-7 group, Fusicatenibacter, and [Eubacterium] hallii group

during fecal fermentation (P > 0.05).
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At 48 h of fecal fermentation, the genera Pseudomonas, Ligilactobacillus, Escherichia-
Shigella and Faecalibacterium were the most prevalent in medium with FDOd, while in the
medium with FOS, the genera Pseudomonas and Fusobacterium were more present.

3.3 Microbial metabolic activity during in vitro fecal fermentation

The pH values decreased in all examined media during 48 h of in vitro fecal fermentation
(P £0.05), with the lowest values in medium with FDOd (P < 0.05). Malic, citric, and succinic
acids were detected only in medium with FDOd at least up to 24 h of fecal fermentation, with
increased succinic acid contents at 48 h of fecal fermentation (P < 0.05). Formic acid was
detected until 24 h of fecal fermentation in all examined media, with the highest values in
medium with FDOd (P < 0.05). Acetic acid was detected in all examined media until 48 h of
fecal fermentation, with the highest values in medium with FDOd (P < 0.05) (Table 2).

The global metabolic profile was determined at zero and 48 h of in vitro fecal fermentation
in media with FDOd and FOS (Supplementary material data, Table S3). Sixty distinct
chemical constituents were identified, including SCFA or medium-chain fatty acids
(propionate/propionic acid, isobutyrate/isobutyric acid, valerate/valeric acid, acetate/acetic
acid, N-butyrate/N-butyric acid, caprylate/caprilic acid), branched-chain fatty acids
(isocaproate/isocaproic acid, isovalerate/isovaleric acid, and ketoisovalerate/ketoisovaleric
acid), organic acids (lactate/lactic acid, citrate/citric acid, malonate/malic acid, 3-
hydroxyisovalerate, succinate/succinic acid, formate/formic acid), sugars (fructose, a-xylose,
B-xylose, B-glucose, a-glucose, D-galactose), essential amino acids (leucine, isoleucine, valine,
threonine, lysine, methionine, phenylalanine, and tryptophan), and non-essential amino acids
(alanine, ornithine, proline, aspartate, asparagine, glycine, tyrosine, and glutamate). Other
classes of compounds, such as amines, ketones, and nitrogenous bases were detected, including
gamma-aminobutyric acid (GABA), methylamine, trimethylamine, total lipids, bile salts,

ethanol, 3-hydroxybutyrate, wuracil, acetone, putrescine, dihydroxyacetone, 3-
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hydroxyphenylacetate, phenylacetate, 3-methyl-2-oxoisovalerate, 2-oxoisovalerate, 3-
hydroxyisovalerate, 5-aminosalicylate, N-acetyl-5-aminosalicylate, 2-methylbutyrate, UDP-
glucuronate, hypoxanthine, homovanillate, and p-cresol were identified. The 1H NMR spectra
in media containing FOS and FDOd after 48 h of fecal fermentation are shown in Fig. 3.
Compounds, such as bile salts, 2-methylbutyrate, leucine, isoleucine, valine,
valerate/valeric acid, N-butyrate, propionate/propionic acid, isobutyrate/butyric acid, 3-methyl-
2-oxoisovalerate, 2-oxoisovalerate, ethanol, alanine, lysine, ornithine, acetate/acetic acid, UDP-
glucuronate, tyrosine, N-acetyl-5-aminosalicylate, phenylacetate, tryptophan, formate/formic
acid, caprylate/caprylic acid, isocaproate/isocaproic acid, isovalerate/isovaleric acid, total lipids,
and ketoisovalerate, were detected in media with FDOd and FOS at zero and 48 h of fecal
fermentation.
Among the 60 identified metabolites, 29 were detected only in medium with FDOd, including
essential amino acids (threonine, phenylalanine, and methionine) and non-essential amino acids
(aspartate, asparagine, and glycine), organic acids (lactate/lactic acid, succinate/succinic acid,
and citrate/citric acid), sugars (fructose, a-xylose, B-xylose, B-glucose, a-glucose, and D-
galactose), and other organic compounds (methylamine, trimethylamine, putrescine, 5-
aminosalicylate, malonate, homovanillate, = 3-hydroxyphenylacetate, p-cresol, 5-
aminosalicylate, uracil, hypoxanthine, dihydroxyacetone, and 3-hydroxyisovalerate). The
amino acids proline (non-essential) and methionine (essential) were detected in medium with
FOS at time zero; however, these compounds were not detected after 48 h of fecal fermentation.
In contrast, proline and methionine were detected in medium with FDOd at zero and 48 h of
fecal fermentation.
3.4 Changes in phenolic compound contents and antioxidant capacity during fecal
fermentation

Overall, the contents of detected phenolic compounds decreased during 48 of in vitro



72

fecal fermentation (Table 3). Various phenolic compounds, such as catechin, myricetin,
isorhamnetin, and rutin, were detected during fecal fermentation, with catechin as the most
prevalent compound (0.54 g/L) after 48 h of fecal fermentation, followed by myricetin (0.23
g/L), rutin (0.04 g/L), and isorhamnetin (0.03 g/L). Procyanidin B2 and trans-resveratrol were
detected after 24 h of fecal fermentation, although with decreased contents compared to time
zero (P < 0.05). Quercetin 3-glucoside, kaempferol 3-glucoside, hesperidin, cis-resveratrol,
caftaric acid, chlorogenic acid, and caffeic acid were detected only at time zero.

The antioxidant capacity in medium with FDOd decreased (P < 0.05) and did not change
in medium with FOS and NC (P > 0.05) during the 48 h of fecal fermentation when measured
with DPPH" method (Table 3). However, the antioxidant capacity increased in medium with
FDOd after 48 h of fecal fermentation when measured with ABTS"™" method (P < 0.05) while
not changing in medium with FOS and NC (P > 0.05). In relation to time zero, the antioxidant
capacity decreased in medium with FOS after 48 h of fecal fermentation when measured with
FRAP method (P < 0.05), while not changing in NC (P > 0.05) and increasing in medium
containing FDOd (P < 0.05). Overall, the medium with FDOd had the highest antioxidant
capacity during the fecal fermentation, except when measured with DPPH® method when the
antioxidant capacity in medium with FDOd was higher than NC (P < 0.05) but did not differ
from the medium with FOS (P > 0.05). Overall, the highest antioxidant capacity values were

found when measured with FRAP method.

4. Discussion

Freeze-drying is typically used for drying food rich in nutrients and thermally sensitive
bioactive compounds (e.g., phenolic compounds, vitamins, and anthocyanins) as it operates at
low temperatures and high vacuum (Bhatta et al., 2020; Rezvankhah et al., 2019). Additionally,

freeze-drying contributes to greater stability of the powdered product, as lower ay reduces
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susceptibility to microbial contamination and biochemical changes (Garcia et al., 2019). The ay
in FDOd was below 0.6, considered safe for inhibiting microbial growth in food (Silva et al.,
2023).

Lower pH values, such as that found in FDOd (4.61), can also contribute to increasing
product stability by inhibiting the growth of microbial contaminants (Silva et al., 2023). The
pH of most foods ranges between 3.5 and 7.0, with a significant impact on the color of fruits,
vegetables, and derived products (Bello et al., 2013). Pigments like chlorophyll are generally
susceptible to adverse conditions of temperature and pH, making treatment at low temperatures
an alternative for preserving the color and nutrients of plant foods, such as cacti (Chandra et al.,
2021; Koutchma et al., 2016).

FDOd had a high protein content (16.84 g/100 g) compared to values commonly found
in other cacti species (Bezerril et al., 2021; Garcia et al., 2021). Several factors can impact the
protein content of cacti, such as water availability, soil conditions, and the maturity stage of the
species, as younger cladodes tend to have higher protein contents compared to mature cladodes
(Garcia et al., 2007; Mounir et al., 2020). The lipid contents in FDOd (4.90 g/100 g) were like
those found in a previous study (4.42 g/100 g) with cladodes of the same cactus species
(Chinedu et al., 2017). Lipids can play a role in the absorption process of various nutrients in
the gastrointestinal tract, providing a more favorable environment for intestinal microbiota
(Zhang et al., 2021).

The maturity stage is one of the primary factors affecting the nutritional composition of
cacti, as seen in the higher ash content and the presence of minerals, such as potassium, calcium,
sodium, and magnesium (Mannai et al., 2016; Méndez et al., 2015), commonly found in
younger cladodes (Castellano et al., 2021). Potassium, calcium, and sodium were the most
prevalent minerals in FDOd, which agrees with a previous study evaluating the composition of

O. dillenii cladodes (Kalegowda et al., 2015; Urbiola et al., 2011). The effect of micronutrients
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on the intestinal microbiota is less discussed and traditionally not covered by the prebiotic
concept. However, studies report the impacts of vitamins and minerals on the intestinal
microbiome, with a role in bacterial genomic regulation and establishing symbiotic interactions
within this microbiome (Gupta U. C. & Gupta, S. C., 2015; Steinert et al., 2020). Thus, vitamins
and minerals are currently included in the list of substances that can affect the composition of
the intestinal microbiota, even though through mechanisms not involving their selective
utilization by host microorganisms (Gibson et al., 2017).

FDOd had a lower phosphorus content and a higher magnesium content compared to the
results of a previous study with O. dillenii cladodes (Ghazi et al., 2015). Magnesium influences
mitochondrial function and contributes to the development of nerves and muscles (Liu et al.,
2019), and its deficiency has been associated with liver diseases, heart conditions, and diabetes
(Blaszczyk & Chodak, 2013). Overall, the contents of trace elements, such as iron and
manganese, were lower in FDOd compared to available literature concerning the composition
of O. dillenii cladodes (Kalegowda et al., 2015; Méndez et al., 2015). As previously mentioned,
these differences can be attributed to various factors, such as region and cultivation conditions,
climate, as well as genetic and maturity stage differences among the studied plants (Ghazi et
al., 2015).

The L*, a*, and b* parameters of FDOd were determined for instrumental color analysis,
which is one aspect influencing the acceptability of food products by consumers (Duan et al.,
2022). FDOd had low luminosity and a greenish-yellow color, possibly related to the presence
of pigments like chlorophyll, which imparts a green color to plant species (Bao et al., 2021). A
previous study evaluated the influence of adding Opuntia ficus-indica flour to the dough and
reported decreased luminosity and darkening of the product when adding higher flour amounts
(Rodrigues et al., 2023). The decrease in luminosity could be linked to the presence of plant

pigments, which are concentrated in dehydrated products (Bao et al., 2021).
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The chlorophyll content provides an indirect estimate of the plant nutritional status, as a
large portion of the nitrogen present in the plant is incorporated into this pigment (Nabil et al.,
2019). Furthermore, total chlorophyll and its a and b fractions can contribute to the elimination
of free radicals, exerting antioxidant effects (Kang et al., 2018). Thus far, no studies have
evaluated the chlorophyll content in O. dillenii cladodes. However, one study assessed the
levels of total chlorophyll and its fractions in O. ficus-indica cladode flour and found values
lower than those detected in FDOd for total chlorophyll, chlorophyll a, and chlorophyll b
(Rodrigues et al., 2023). The difference between these results reinforces that the drying
temperature can affect the content of bioactive compounds in plant materials and potentially
impact their antioxidant capacity (Degirmencioglu et al., 2016).

FDOd had a high total fiber content, standing out the content of soluble fiber compared
to insoluble fiber. These results differ from those found in O. ficus-indica cladodes, which had
a higher content of insoluble fiber (29.80 g/100 g) compared to soluble fiber (8.50 g/100 g)
(Lopez et al., 2013). The values of dietary fibers in cactus cladodes have been also related to
the plant maturity stage, with higher contents of soluble and insoluble fibers commonly found
in younger and mature cladodes, respectively (Garcia et al., 2007; Urbiola et al., 2011). Dietary
fibers play a role in preventing various gastrointestinal diseases and can exert prebiotic effects,
affecting the abundance and metabolic activity of various bacterial groups forming the intestinal
microbiota (Sampaio et al., 2022; Silva et al., 2023).

The total dietary fiber contents in FDOd can represent a significant contribution to
achieving the recommended daily intake of fiber since approximately 50 g of FDOd provide
100% of the minimum recommended intake (25-30 g/day) (WHO, 2003). The literature shows
a direct association between the viscosity of soluble plant polysaccharides, including soluble
dietary fiber fraction, with their ability to inhibit glucose absorption (Goff et al., 2018; Lopez

etal., 2013), indicating the potential use of FDOd as an adjunct in glycemic control and diabetes
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prevention.

Cacti cladodes are considered sources of bioactive compounds, such as dietary fibers,
phenolic compounds, and organic acids (Brito et al., 2020; Martins et al., 2022). Malic, citric,
and succinic acids were the organic acids most prevalent in FDOd, which were found in higher
contents than previously reported for Cereus jacamaru DC. (Cactaceae) flour (Martins et al.,
2022). Malic acid exerts antimicrobial effects by reducing the pH of the medium and inhibiting
the growth of food-contaminating microorganisms, such as Listeria monocytogenes,
Salmonella enteritidis, and Escherichia coli (Massilia et al., 2009). Citric acid plays a role in
pH adjustment and is used by the food industry as an antioxidant (Adeyi et al., 2019), while
succinic acid can serve as a substrate for commensal bacteria and contribute to glycemic and
weight control (Datchary et al., 2015; Vadder et al., 2016).

Phenolic compounds are important antioxidants, with strong evidence of their role in
reducing the risk of non-communicable chronic diseases (Diaz & Rangel, 2019). To the best of
our knowledge, the composition of phenolic compounds in O. dillenii cladodes has not yet been
reported in the literature. However, the presence of phenolic compounds, such as caffeic acid,
catechin, and quercetin, was reported in O. dillenii fruits (Chang et al., 2008). Sixteen different
phenolic compounds were identified in FDOd. Among these, myricetin, caffeic acid, and
hesperidin were the most prevalent compounds, which are recognized for their high
bioavailability (Silva et al., 2021). High contents of catechin, cis-resveratrol, and trans-
resveratrol were also identified in FDOd, which have well-known antioxidant and anti-
inflammatory properties (Luo et al., 2022; Vinha et al., 2023). The results suggest that FDOd
may help reduce oxidative stress and decrease the risk of non-communicable chronic diseases,
such as cardiovascular and metabolic diseases, neuropathies, and cancer (Diaz & Rangel, 2019;
Jomova et al., 2019).

The Shannon and Chaol indices consider the number of observed OTUs in the sample
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and the uniformity of the distribution of bacterial species found therein (Summers et al., 2019).
Species richness refers to the number of different species in the examined sample, while
diversity depends not only on richness but also on the uniformity of the population of each
species (Kim et al., 2017). The medium with FDOd increased the bacterial diversity after 48 h
of fecal fermentation compared to time zero, and it was higher compared to medium with FOS.
Greater bacterial diversity is considered indicative of intestinal health and linked to
improvements in host metabolic markers (Le Chatelier et al., 2013). Although richness
decreased in all examined media during the 48 h of fecal fermentation, the medium with FDOd
had the highest richness index after 48 h of fecal fermentation, indicating that less abundant
bacterial species are possibly being suppressed by species more adapted to the medium.

The medium with FDOd increased the F:B ratio after 48 h of fecal fermentation, with a
higher prevalence of Firmicutes. The literature reports that a higher intake of soluble fibers is
associated with an increase in the abundance of beneficial bacteria belonging to Firmicutes
phylum in the intestinal microbiota (e.g., Eubacterium eligens group), and a decrease in the
abundance of some potentially pathogenic microorganisms belonging to Bacteroidetes phylum
(Chung et al., 2016; Jiang et al., 2016).

The most abundant bacterial phyla in a putatively healthy intestinal microbiota are
Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteria, and Proteobacteria (Bello et al., 2011). The
Firmicutes phylum was the most prevalent in medium with FDOd, while the Proteobacteria
phylum was the most prevalent in medium with FOS. Although an increase in the abundance
of Firmicutes phylum in the intestinal microbiota has been related to obesity (Indiani et al.,
2018), this association not always has been identified, being reinforced greater importance of
the amounts of SCFA produced in the intestinal environment than just the higher abundance of
Firmicutes (Schwiertz et al., 2012). On the other hand, some genera belonging to the

Proteobacteria phylum, such as Escherichia, Enterobacter, and Klebsiella, are opportunistic
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pathogens associated with intestinal inflammation and detrimental effects on intestinal health
due to their immunogenicity (Korpela et al., 2018).

All examined media (NC, FDOd, and FOS) increased the abundance of the genus
Pseudomonas after 48 h of fecal fermentation, with the highest abundance in medium with FOS.
However, Pseudomonas spp. can directly correlate with the production of propionic and butyric
acids in simulated fecal fermentation conditions, helping to achieve intestinal environment
balance (Xu et al., 2018). In contrast, the abundance of the genera Prevotella 9 and Succinivibrio
decreased in all examined media after 48 h of fecal fermentation. A higher abundance of
Prevotella 9 in the intestinal microbiota has been associated with a higher risk of arterial
hypertension (Mushtaq et al., 2019), while a higher abundance of Succinivibrio has been
associated with an increase in the populations of pathogenic bacteria (e.g., Helicobacter pylori)
in intestinal microbiota (Dash et al., 2019).

The relative abundance of the genus Ligilactobacillus (Firmicutes phylum) increased only
in medium with FDOd after 48 h of fecal fermentation, being one of the most prevalent
identified genera. Lactobacilli are often associated with promoting host health by modulating
immune system cells and enhancing the resistance of the resident microbiome to pathogenic
bacteria invasion (Rezende et al., 2021). Furthermore, a higher abundance of lactobacilli has
been linked to increased intestinal peristalsis and relief of intestinal disease symptoms attributed
to a higher SCFA production (Shen et al., 2024).

The relative abundance of Faecalibacterium and Bacteroides decreased in medium with
FDOd and FOS after 48 h of fecal fermentation. These results may be explained by potential
competitive inhibition among beneficial bacteria that preferentially utilize prebiotics as
substrates during fermentation, producing organic acids, such as lactic, acetic, butyric,
propionic, and isobutyric acids, which lower intestinal pH and hinder the adaptation of

Faecalibacterium and Bacteroides species (Leite et al., 2023). The relative abundance of
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Faecalibacterium in medium with FDOd was like that in medium with FOS. Faecalibacterium
is one of the most abundant butyric acid-producing bacterial populations in human feces (Hu et
al., 2020; Summers et al., 2019). A lower abundance of Faecalibacterium and Bacteroides in
the intestinal microbiota may be associated with an increased risk of chronic non-communicable
diseases, such as diabetes and hypertension (Tsai et al., 2021).

The relative abundance of Blautia and Fusobacterium was not altered in medium with
FDOd during fecal fermentation, while the relative abundance of Blautia and Fusobacterium
decreased and increased in medium with FOS, respectively. A lower abundance of Blautia in
the intestinal microbiota has been negatively correlated with obesity and metabolic
complications, such as insulin resistance (Paez et al., 2020), while some Fusobacterium species
can induce inflammatory responses in the host (Diether & Willing, 2019).

The increased abundance of Agathobacter genus in medium with FDOd after 48 h of fecal
fermentation suggests benefits, as several species of this genus are butyric acid- producers and
can favorably modulate the host immune response (Martini et al., 2022). A lower abundance of
the genera Romboutsia and Clostridium_sensu_stricto 1 was found in medium with FDOd. The
presence of these genera is usually correlated with cognitive decline induced by elevated
contents of lactic acid in the hippocampus of humans and animals with type 1 diabetes (Liguori
et al., 2014; Zhao et al., 2018), indicating an important role of the intestinal microbiota in the
gut-brain axis.

The genus Pseudomonas was the most prevalent in medium with FOS after 48 h of fecal
fermentation, followed by medium with FDOd. Some Pseudomonas species (e.g, P.
aeruginosa) are present in the environment and act as opportunistic pathogens in humans.
However, the effects of prebiotics in the intestine, such as the production of SCFA and the
reduction of environmental pH, can reduce the pathogenicity of this bacterium (Gonzalez et al.,

2014). On the other hand, there was an increase in the abundance of the genus Ligilactobacillus
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in medium with FDOd after 48 h of fecal fermentation. Ligilactobacillus species are among the
most predominant members of the Lactobacilaceae family in the human gastrointestinal tract,
which can regulate the composition of the intestinal microbiota by inhibiting the excessive
proliferation of harmful bacteria, besides providing protection against oxidative stress (Nowak
et al., 2019). Additionally, Ligilactobacillus competes with pathogenic microorganisms for
nutrients, reducing their adherence to intestinal epithelial cells (Averina et al., 2021).

Fecal fermentation of FDOd resulted in the reduction of pH values, with the production
of different organic acids, including malic, citric, succinic, formic, and acetic acids, indicating
intense metabolic activity by intestinal microbiota (Sampaio et al., 2022). The distal
gastrointestinal tract is densely populated by microorganisms that produce succinic acid as a
byproduct of anaerobic fermentation, such as bacteria belonging to the phylum Bacteroidetes
(Connors et al., 2018). Although the accumulation of succinic acid is commonly associated with
inflammation and intestinal diseases, the literature reports interactions between species of the
intestinal microbiota, characterizing it as a possible cross-feeding metabolite, promoting the
stability of the microbial community (Connors et al., 2018; Henson & Phalak, 2017). The
decrease in the content of acetic and formic acids in medium with FDOd during fecal
fermentation indicates their utilization by microorganisms capable of using organic acids as
substrates for energy production (Wang et al., 2021).

The results of the global metabolomic profile analysis in medium with FDOd showed the
presence of a wide variety of chemical compounds normally found in human fecal samples
(Shinn et al., 2022). The concentration of some of these compounds, such as SCFA, depends
not only on the diversity of the host intestinal microbiota but also on the type of dietary fibers
provided as substrates in fecal fermentation process (Havenaar, 2011). Different SCFA were
detected in medium with FDOd during fecal fermentation, including acetic, propionic, and

butyric acids, which constitute about 95 % of the organic acids in the human colon, as well as
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formic acid, generally found in smaller proportion in the human colon (Covién et al., 2016).
These SCFA reduce intestinal pH, inhibit the growth of pathogenic bacteria, promote increased
nutrient absorption, and play an important role in maintaining intestinal barrier function
(Macfarlane, G. T. & Macfarlane, S. 2012). Valeric acid was also detected in medium with
FDOd, which has been associated with positive health effects, such as inhibiting the growth of
cancer cells and inhibitory effects on Clostridium difficile (Abbeele et al., 2022; McDonald et
al., 2018).

Various branched-chain fatty acids (BCFA) were found in medium with FDOd, including
valerate/valeric acid, isovalerate/isovaleric acid, isobutyrate/isobutyric acid, and
isocaproate/isocaproic acid. Considered fermentation products, these acids are present in
smaller quantities in the colon, and although little is still known about their impact on host
health, there is evidence that these compounds can be oxidized when butyric acid is not
available, in addition to acting in the prevention of intestinal permeability disturbance induced
by pro-inflammatory cytokines (Abbeele et al., 2022).

Essential amino acids, such as valine, leucine, and lysine, can result from anaerobic
protein breakdown. The presence of these amino acids in medium with FDOd may indicate a
high protein content in the fermentation medium. When not absorbed in the gastrointestinal
tract, these proteins reach the colon and can be fermented or converted into putrefactive amines,
such as methylamine, trimethylamine, and putrescine (Ressler et al., 2013). However, when not
present in excess, these amines can be absorbed by the intestinal lumen, acting as important
regulators of metabolism, growth, and cell proliferation (Diether & Willing, 2019). Digestible
carbohydrates can be degraded into monosaccharides, such as glucose, fructose, and galactose,
which are absorbed in the small intestine (Omer & Quigley, 2018). These sugars were detected
in medium with FDOd during fecal fermentation, indicating the metabolism of carbohydrates,

which can serve as substrates for intestinal microorganisms or be converted into other
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metabolites, such as organic acids and amino acids (Arnone et al., 2022).

GABA was also detected in medium with FDOd during fecal fermentation and is
considered a non-protein amino acid that can be produced by beneficial intestinal bacteria,
acting as a neurotransmitter, and modulating the gut-brain axis response (Duranti et al., 2020).
GABA can also stimulate the selective growth of SCFA-producing bacteria (Ratajczak et al.,
2019), which has sparked interest in its use as a bioactive compound with like-prebiotic effects
(Hagi et al., 2016).

Only a portion of the total content of phenolic compounds ingested is available to exert
antioxidant effects in the body. Therefore, it is important to consider their bioaccessibility in
foods, as only the portion capable of crossing the intestinal barrier is considered bioavailable
(Morais et al., 2019). Several phenolic compounds were detected in medium with FDOd after
24 and 48 h of fecal fermentation, including catechin, myricetin, rutin, isorhamnetin,
epicatechin gallate, procyanidin B1, procyanidin B2, trans-resveratrol, and syringic acid, but in
lower contents compared to time zero, indicating their consumption and metabolism by the
intestinal microbiota. Catechin, epicatechin, and rutin are cited as the main compounds related
to antioxidant activity measured with ABTS™", DPPH", and FRAP methods (Chen et al., 2015).
Overall, an increase in antioxidant capacity was found in medium with FDOd during fecal
fermentation, being superior to medium with FOS when evaluated with ABTS™" and FRAP
methods. The highest antioxidant capacity values were detected in medium with FDOd after 48
h of fecal fermentation when evaluated with FRAP method, corroborating with the results
obtained in a previous study with C. jacamaru flour (Martins et al., 2022). These results may
be related to the presence of specific phenolic compounds in FDOd, such as myricetin,
kaempferol, and resveratrol, which neutralize reactive oxygen species and reduce the formation
of free radicals (Diaz & Rangel; Ijaz et al., 2021; Villarreal et al., 2018). Additionally, these

results may be associated with the high antioxidant capacity of metabolites formed during the
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fecal fermentation of FDOd (Edwards et al., 2018; Ghazi et al., 2015).

5. Conclusion

The results showed that FDOd has a relevant nutritional composition, with a high content
of dietary fibers, especially soluble fibers, minerals, and phenolic compounds, exerting
antioxidant capacity, as well as potential positive effects on the composition and metabolic
activity of the human intestinal microbiota by promoting the increase of beneficial bacteria
populations and stimulating the production various metabolites linked to local and systemic
health-promotion during fecal fermentation. The results indicate that freeze-drying O. cladodes
generates a novel ingredient with potential prebiotic properties on the intestinal microbiota,
with the valorization of a natural resource (plant species) still underutilized in human nutrition.
Further in vivo studies are warranted to confirm the effects of FDOd on human intestinal

microbiota and metabolic parameters related to health promotion in a translational approach.
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Table 1. Physicochemical characteristics and antioxidant capacity of freeze-dried Opuntia

dillenii cladodes.
Parameters Contents
aw 0.302 +0.00
pH 4.61+047
Proteins (g/100 g) 16.84 £0.37
Lipids (g/100 g) 4.98 £ 047
Ashes (g/100 g) 22.36 +0.64

Mineral content (mg/100 g)

Macro elements

K 441549 £ 14.34
Ca 1593.25 £24.31
Na 1010.52 £ 15.91
Mg 853.55+10.69
P 209.04 £ 0.89
Micro elements
Mn 8.92 +0.30
Zn 5.95+0.24
Fe 3.72+0.02
Cu 0.77 +0.10
Color parameters
L* 32.91+0.09
a* -3.19+0.05
b* 5.02 +0.06
Pigments (mg/100 g)
Total chlorophyll 912.00 £ 0.03
Chlorophyl o 565.00 +0.10°
Chlorophyl 8 349.00 £ 0.08°
Dietary fiber (g/100 g)
Soluble fiber 33.36+0.12%
Insoluble fiber 19.00 £ 0.14°
Total dietary fiber 52.36+0.16
Organic acids (g/100 g)
Malic 16.84 +0.03
Citric 4.43+0.08
Succinic 3.26£0.07
Formic 1.17+0.03
Acetic 0.27 £ 0.01
Phenolic compounds (mg/100 g)
Flavanols
Catechin 58.00 +0.03
Epicatechin gallate 41.00+0.01
Procyanidin B2 25.00 + 0.00
Epigallocatechin gallate 23.00 + 0.00
Epicatechin 19.00 = 0.00
Flavonols
Myricetin 785.00 + 0.09
Quercetin 3-glucoside 36.00 = 0.00
Kaempferol 3-glucoside 18.00 = 0.00
Isorhamnetin 5.00 £ 0.00
Flavonones
Hesperidin 135.00 + 0.01
Rutin 34.00 +0.00
Stilbenes
Cis-resveratrol 54.00 = 0.02
Trans-resveratrol 16.00 = 0.00
Phenolic acids
Caftaric acid 265.00+0.01
Chlorogenic acid 106.00 + 0.00
Caffeic acid 53.00 = 0.00
Antioxidant capacity
ABTS™ (umol Trolox/g) 0.51+0.02
DPPH’ (umol Trolox/g) 0.32+0.03
FRAP (pmol FeSO4/g) 2.75+0.19

Data represents mean + standard deviation (n = 3). a-b: different superscript small letters in the same column denote statistical difference (P

< 0.05) among parameters, based on Student’s t-test. Abbreviations: aw: water activity; L*: luminosity; a*: red/green coordinate; b*:
yellow/blue coordinate; ABTS™ cation: 2,2-azino-bis (3-etilbenzo-tiazoline)-6-sulfonic acid; DPPH": 1,1-diphenyl-2 picrylhydrazyl; FRAP:
ferric-reducing ability of plasma; FeSO4: ferrous sulphate.
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Table 2. pH values and organic acid contents (g/L) in media with freeze-dried Opuntia dillenii

cladodes (FDOJ), fructooligosaccharides (FOS), and NC (no added fermentable substrate) at

time zero, 24, and 48 h of in vitro fecal fermentation.

pH

Fermentation media

Fecal fermentation time

Zero 24 h 48 h
NC 6.69 £ 0.017° 5.89 £0.02% 5.80£0.01“
FOS 6.91 + 0.05"¢ 6.04 + 0.06™ 5.66 £ 0.01<
FDOd 6.66 £ 0.06"° 5.42 +0.06"° 5.21+0.06°
Organic acids (g/100 g)
Organic acid Fermentation media  Fecal fermentation time
Zero 24 h 48 h

Malic acid NC - - —

FOS - - —

FDOd 0.09 + 0.00* 0.05 + 0.00® -
Citric acid NC — — —

FOS - - —

FDOd 0.19 +0.00° 5.06 + 0.05" -
Succinic acid NC - - —

FOS — — —

FDOd 0.14 +0.05¢ 0.46 + 0.05° 0.62 + 0.02*
Formic acid NC 0.01 +0.00"° 0.01 +0.00%° —

FOS 0.01 +0.00"° 0.02 + 0.00%° -

FDOd 0.79 + 0.02** 0.18 £0.01% —
Acetic acid NC 0.04 = 0.00™ 0.06 + 0.00™ 0.07 £ 0.04™°

FOS 0.03 = 0.00"° 0.04 + 0.00%° 0.04 £ 0.00"°

FDOd 1.64 + 0.04" 0.20 + 0.0258 0.19 + 0.04%

Data represents average + standard deviation (n = 3). A—C: Different superscript capital letters in the same row for
the same formulation denote differences (P < 0.05) based on Tukey's test. a—c: different superscript small letters
in the same column at the same time interval denote difference (P < 0.05) for the same parameter based on Tukey's
test. Media with freeze-dried Opuntia dillenii cladodes (FDOd), fructooligosaccharides (FOS), and NC (no added
fermentable substrate).
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Table 3. Phenolic compounds and antioxidant capacity in media with freeze-dried Opuntia

dillenii cladodes (FDOA) at time zero, 24, and 48 h of in vitro fecal fermentation.

Phenolic compounds (g/L)

Phenolic compounds

Fecal fermentation time

Zero 24 h 48 h
Flavanols
Catechin 6.51+0.064 5.76 £0.03* 0.54+0.01B
Procyanidin B1 — 0.17+0.014 —
Procyanidin B2 0.95+0.014 0.32+0.038 -
Epigallocatechin gallate 0.12+0.014 - 0.01+£0.008
Flavonols
Myricetin 5.17 +£0.004 0.21 +0.01B 0.23+0.01B
Quercetin 3-glucoside 0.34+0.054 - -
Kaempferol 3-glucoside 0.55+0.034 - -
Isorhamnetin 0.05+0.008 0.06 +0.00* 0.03 = 0.00¢
Flavonones
Hesperidin 1.03 +£0.00* - -
Rutin 0.19+0.05* 0.05+0.01B 0.04 + 0.008
Stilbenes
Cis-resveratrol 0.35+0.00* — —
Trans-resveratrol 0.26 £0.01# 0.15+0.028 —
Phenolic acids
Caftaric acid 1.62+£0.02% — —
Chlorogenic acid 0.66 +£0.014 - -
Caffeic acid 0.31£0.04* — —
Syringic acid - 0.06 = 0.00* —
Antioxidant capacity
Method Fermentation Fecal fermentation time
media Oh 24 h 48 h
NC 0.05+£0.014¢ 0.06 £ 0.014¢ 0.07£0.014¢
ABTS"" (umol Trolox/g) FOS 0.14 +0.012° 0.13£0.014° 0.14+0.014°
FDOd 0.22 £ 0.01B2 0.27 £ 0.0142 0.28 £0.0142
NC 0.06 + 0.024¢ 0.06 + 0.024¢ 0.07 £ 0.024°
DPPH’ (umol Trolox/g) FOS 0.18 +0.024° 0.17 £ 0.024> 0.15+0.0242
FDOd 0.30 £ 0.0242 0.26 + 0.01B2 0.20+0.02¢
NC 0.37 £ 0.028B¢ 0.46 £+ 0.02%¢ 0.38 +0.028¢
FRAP (umol FeSO4/g) FOS 0.90 + 0.024° 0.83 + 0.02B° 0.74 + 0.02¢®
FDOd 2.84 +0.02¢ 3.49 + 0.02B2 4.13 £0.0242

Data represents average + standard deviation (n = 3). A—C: Different superscript capital letters in the same row for
the same formulation denote differences (P <0.05), based on Tukey and Student’s T tests. a—c: different superscript
small letters in the same column at a time interval denote difference (P < 0.05) for the same parameter, based on
Tukey's test or Student’s t-test. Abbreviations: ABTS™ cation: 2,2-azino-bis (3-etilbenzo-tiazoline)-6-sulfonic
acid; DPPH": 1,1-diphenyl-2 picrylhydrazyl; FRAP: ferric-reducing ability of plasma; FeSO4: ferrous sulphate.
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Fig. 1. Microbial diversity (A), microbial richness (B) and Firmicutes:Bacteroidetes (F:B) ratio
(C) in media with freeze-dried Opuntia dillenii cladodes (FDOA), fructooligosaccharides (FOS),
and NC (no added fermentable substrate) at time zero (TO) and 48 h (T48) of in vitro fecal

fermentation.
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Fig. 2. Relative abundance of the bacterial phyla (A) and the main genera (B) identified in
media with freeze-dried Opuntia dillenii cladodes (FDOd), fructooligosaccharides (FOS), and
NC (no added fermentable substrate) at time zero (T0) and 48 h (T48) of in vitro fecal

fermentation.
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Fig. 3. Representative '"H NMR spectra in media with freeze-dried Opuntia dillenii cladodes (FDOA) at 48 h of in vitro fecal fermentation analyzed

by 'H NMR.
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APENDICE C - DADOS MATERIAIS SUPLEMENTARES

Fig. S1. Processing steps to obtain freeze-dried Opuntia dillenii cladodes. (a) cladode after
removal of spines (b) fresh crushed cladode, (c) freeze-dried cladode, (d) freeze-dried and
crushed cladode, (e) freeze-dried, crushed and sieved cladode.



Table S1. Composition of the growth medium used in in vitro fecal fermentation, in the

proportion of g or mL/L (Andrade et al., 2020; Bianchi et al., 2010).

Components Amount (g ou mL/L)
Cloreto de sodio (NaCl) 45¢g
Cloreto de potassio (KCI) 45¢g
Bicarbonato de sddio (NaHCO3) 1,5¢
Sulfato de magnésio (MgSO4) 0,69 g
Sulfato ferroso (FeSO4) 0,005 g
Cloreto de calcio (CaCly) 0,08 g
Fosfato de potassio monobasico (KH2POs) 0,5¢g
Fosfato de potassio dibasico (KH2PO4) 0,5¢g
Sal biliar 04g
Polissobarto (Tween 80°) 1 mL
L-cisteina 0,8¢g
Solug¢ao de resazurina (0,025%) 4 mL

103



104

Table S2. Relative abundance of different bacterial genus in an in vitro human fecal
fermentation system with digested freeze-dried Opuntia dillenii cladodes (FDOA),
fructooligosaccharides (FOS) and NC (no added fermentable substrate) at time zero and 48 h

of fecal fermentation.

Bacterial genus

Relative abundance (%)

Zeroh 48 h
Pseudomonas
NC 0.01+0.02B2 4.45+0.344¢
FOS 0.01+0.0482 49.00+2.4948
FDOd 0.16+0.02B2 18.11+3.754b
Prevotella 9
NC 26.06+1.304 0.44+0.0782
FOS 15.17+1.26"° 0.52+0.12B2
FDOd 25.08+2.4142 0.15+0.03B2
Succinivibrio
NC 19.17+0.074° 0.93+0.065°
FOS 13.49+2.094¢ 0.18+0.01B¢
FDOd 24.77+43.1142 1.54+0.11B2
Ligilactobacillus
NC 0.02+0.0042 0.03+£0.014°
FOS 0.02+0.0042 0.01£0.014°
FDOd 0.03+0.01B2 16.44+1.2142
Escherichia-Shigella
NC 2.60+0.265° 12.49+1.744
FOS 5.92+0.5342 2.59+0.778¢
FDOd 3.28+0.075 10.77+2.104°
Faecalibacterium
NC 4.64+0.0588 9.94+0.6042
FOS 5.78+0.7944 2.33+0.245°
FDOd 4.93+0.094 3.3940.0480
Bacteroides
NC 5.37+0.208b 8.51£0.1048
FOS 6.42+0.474 2.81+0.035°
FDOd 6.65+0.3242 1.65+0.065°
Klebsiella
NC 0.01+0.0088 5.98+0.0842
FOS 0.02+0.0042 0.09+0.014¢
FDOd 0.02+0.0088 2.33+0.374°
Blautia
NC 1.72+0.085° 2.08+0.074
FOS 5.66+0.194¢ 0.45+0.055°
FDOd 1.34+0.3940 1.47+0.1442
Agathobacter
NC 1.78+0.0842 1.74+0.194°
FOS 2.60+0.034 0.23+0.03B¢
FDOd 1.80+0.0558 4.23+0.2142
Fusobacterium
NC 0.00+£0.0042 0.23+0.024°
FOS 0.01+0.0088 4.19+0.7642
FDOd 0.00+£0.0042 0.00+0.004°
UCG-002
NC 1.49+0.1042 0.61£0.104°
FOS 1.01£0.074 0.20+£0.024¢
FDOd 1.96+0.08B8 4.17+£0.4142
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Lachnospiraceae NK4A4136 group

NC 2.19+0.265% 4.13+£0.78A
FOS 2.21£0.1142 0.79+0.078°
FDOd 1.99+0.1042 1.18+0.124°
Desulfovibrio

NC 0.09+0.0152 4.10+0.1542
FOS 0.16£0.0342 0.46+0.06%°
FDOd 0.09+0.0242 0.37+0.094°
Alistipes

NC 1.10+0.0252 4.04+0.204
FOS 1.05+0.0442 0.26=0.004
FDOd 1.20+0.0942 0.18+0.0342
Citrobacter

NC 0.00+0.00 B2 3.90+0.2444
FOS 0.00+:0.004 0.13+0.00%°
FDOd 0.00=0.0042 0.11+0.034°
Clostridium sensu stricto 1

NC 1.28+0.188° 2,660,185
FOS 3.34+0.2544 2.62+0.2542
FDOd 0.410.16"° 0.29+0.034°
[Eubacterium] ventriosum group

NC 0.78+0.0282 2.40+0.1942
FOS 0.86+0.0252 2.79+0.4542
FDOd 0.70+0.0182 2.57+0.364
Ruminococcus

NC 2.31+0.1242 0.95+£0.07%
FOS 2.71£0.2242 0.44+0.0452
FDOd 2.67+0.1842 0.45+0.0558
Romboutsia

NC 1.08+0.085° 2.32+0.1642
FOS 2.69+0.2242 2.26+0.25%°
FDOd 0.23+£0.104¢ 0.20+£0.014¢
OTU 40g

NC 1.38+0.0352 2.63+£0.0542
FOS 1.01£0.0742 1.03+0.124°
FDOd 0.55+0.0142 1.58+0.274°
Subdoligranulum

NC 2.25+0.1042 0.52+0.0558
FOS 1.19+0.034° 0.11£0.018°
FDOd 0.47+0.044¢ 0.48+0.06"°
OTU 37g

NC 1.13£0.01 A2 1.71+0.0342
FOS 1.02+0.1542 0.71+0.034°
FDOd 0.40+0.0052 2.20+0.0542
OTU 15

NC 0.23+0.0542 0.39+0.004°
FOS 0.19+0.0142 0.22+0.007°
FDOd 0.20+0.0182 2.04+0.3642
OTU 46

NC 0.8620.107° 0.03+£0.0158
FOS 1.94+0.3242 0.01+0.0058
FDOd 0.70+0.06"° 0.01+0.0058
Roseburia

NC 1.42+0.1442 0.87+0.154°
FOS 1.57+0.16" 0.160.018°
FDOd 1.15+0.1942 1.90+0.0142
[Ruminococcus] torques group

NC 0.41+0.0058 1.78+0.0642
FOS 0.42+0.0142 0.24+0.034°
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FDOd 0.48+0.004 0.76+0.094°
Barnesiella

NC 0.82+0.0042 0.76+0.0542
FOS 1.74+0.4242 0.31+0.08B2
FDOd 0.78+0.0242 0.08+0.0142
Lachnoclostridium

NC 0.33+0.0542 1.24+0.1642
FOS 0.28+0.0342 0.12+0.0242
FDOd 0.38+0.0142 0.32+0.0442
Lactiplantibacillus

NC 0.00+£0.0042 0.00+£0.0042
FOS 0.00+0.0042 0.00+£0.0042
FDOd 0.00+0.0088 1.11+0.2242
Phascolarctobacterium

NC 0.25+0.01B8 1.42+0.0742
FOS 0.38+0.0242 0.03+0.00%°
FDOd 0.16+0.0142 0.20+0.004°
[Eubacterium] eligens group

NC 0.69+0.1242 0.49+0.0242
FOS 0.32+0.1142 0.16£0.0242
FDOd 0.29+0.0142 1.19+0.1342
Acidaminococcus

NC 0.1420.0042 1.12+0.0442
FOS 0.02+0.0042 0.04+0.0142
FDOd 0.00£0.0042 0.00=0.0042
Prevotella

NC 0.59+0.0442 0.05+0.0142
FOS 1.04+0.0942 0.05+0.0142
FDOd 0.44+0.0142 0.00+0.0042
Akkermansia

NC 0.15+0.0442 0.24+0.0142
FOS 0.36£0.0342 0.09+0.0142
FDOd 0.18+0.0242 1.05+0.0342
Dialister

NC 0.31+0.0242 0.15+0.0042
FOS 0.30+0.0342 0.01£0.0042
FDOd 0.34+0.0342 1.04+0.0442
Christensenellaceae R-7 group

NC 0.64+0.0642 1.02+0.0042
FOS 0.37+0.0242 0.24+0.0242
FDOd 0.86£0.0542 1.04+0.0142
Fusicatenibacter

NC 0.53+0.0142 0.43+0.0342
FOS 1.02+0.1242 0.09+0.0042
FDOd 0.26+0.114 0.99+0.16"
[Eubacterium] hallii group

NC 0.58+0.0642 0.33+0.0242
FOS 1.00+0.0342 0.10+0.0142
FDOd 0.33+0.1142 0.64+0.1142

A-B: Different superscript capital letters in the same row for the same cultivation media denote differences (p <
0.05), based on Student'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 Tukey's test. Media with freeze-dried Opuntia
dillenii cladodes (FDOJ), fructooligosaccharides (FOS), and NC (no added fermentable substrate).
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Table S3. Metabolites identified in media with freeze-dried Opuntia dillenii cladodes (FDOd)

and fructooligosaccharides (FOS) at zero and 48 h of in vitro fecal fermentation analyzed by

'"H-NMR.
Samples Chemical constituents Number Time of incubation
Oh 48 h

Biliary salts 1

FOS X X

FDOd X X
2-methylbutyrate 2

FOS X X

FDOd X X
Valerate 3

FOS X X

FDOd X X
N-butyrate 4

FOS X X

FDOd X X
Leucine 5

FOS X X

FDOd X X
Isoleucine 6

FOS X X

FDOd X X
Valine 7

FOS X X

FDOd X X
Propionate/propionic acid 8

FOS X X

FDOd X X
Isobutyrate/butyric acid 9

FOS X X

FDOd X X
3-methyl-2-oxoisovalerate 10

FOS X X

FDOd X X
2-oxoisovalerate 11

FOS X X

FDOd X X
Ethanol 12

FOS X X

FDOd X X
3-hydroxybutyrate 13

FOS X X

FDOd X X
Threonine 14

FOS — —

FDOd X X
Lactate/latic acid 15

FOS — —

FDOd X X
Alanine 16
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FOS X X

FDOd X X
Lysine 17

FOS X X

FDOd X X
Ornithine 18

FOS X X

FDOd X X
Acetate/acetic acid 19

FOS X X

FDOd X X
Proline 20

FOS X —

FDOd X X
Glutamate 21

FOS X —

FDOd X X
S-aminosalicylate 22

FOS — _

FDOd X X
Succinic acid 23

FOS _ _

FDOd X X
Methylamine 24

FOS _ _

FDOd X X
Methionine 25

FOS _ _

FDOd X X
Citric acid 26

FOS _ _

FDOd X X
Aspartate 27

FOS _ _

FDOd X X
Asparagine 28

FOS _ _

FDOd X X
Trimethylamine 29

FOS _ _

FDOd X X
Putrescine 30

FOS _ _

FDOd X X
Malonate 31

FOS _ _

FDOd X X
Glycine 32

FOS _ _

FDOd X X
Fructose 33

FOS _ _

FDOd X X
Dihydroxyacetone 34

FOS _ _

FDOd X X
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a-Xylose 35

FOS — —

FDOd X X
B-Xylose 36

FOS — —

FDOd X X
B-Glucose 37

FOS — —

FDOd X X
a-Glucose 38

FOS — —

FDOd X X
D-galactose 39

FOS — —

FDOd X X
UDP-glucuronate 40

FOS X X

FDOd X X
Homovanillate 41

FOS — —

FDOd — X
3-hydroxyphenylacetate 42

FOS — —

FDOd — X
P-cresol 43

FOS — —

FDOd — X
Tyrosine 44

FOS X X

FDOd X X
S-aminosalicylate 45

FOS — —

FDOd X X
Phenylalanine 46

FOS — —

FDOd X X
Uracil 47

FOS — —

FDOd X X
N-acetyl-5-aminosalicylate 48

FOS X X

FDOd X X
Phenylacetate 49

FOS X X

FDOd X X
Tryptophan 50

FOS X X

FDOd X X
Hypoxanthine 51

FOS — —

FDOd X X
Formic acid 52

FOS X X

FDOd X X
Caprylate 53

FOS X X
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FDOd X X
Isocaproate 54

FOS X X

FDOd X X
Isovalerate 55

FOS X X

FDOd X X
3-hydroxyisovalerate 56

FOS — —

FDOd X X
Total lipids 57

FOS X X

FDOd X X
Gamma-aminobutyric acid 58
(GABA)

FOS — —

FDOd X X
Ketoisovalerate 59

FOS X X

FDOd X X
Acetona 60

FOS — —

FDOd X X

Media with freeze-dried Opuntia dillenii cladodes (FDOd), fructooligosaccharides (FOS), and NC (no added

fermentable substrate).



ANEXOS

111



112

ANEXO A - Exsicata da Palma Opuntia dillenii (Ker Gawl). Haw.
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ANEXO B — 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: BIOPROSPECGAO DE COMPONENTES BIOATIVOS COM PROPRIEDADES
ANTIOXIDANTES E PREBIOTICAS DE FARINHAS DE CACTACEAS DO SEMIARIDO
NORDESTINO

Pesquisador: MARIA ELIEIDY GOMES DE OLIVEIRA

Area Temitica:

Versao: 1

CAAE: 66834523.7.0000.5188

Instituicao Proponente: Centro De Ciéncias da Satde

Patrocinador Principal: FUNDACAO DE APOIO A PESQUISA DO ESTADO DA PARAIBA - FAPES

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 5.906.607

Apresentacao do Projeto:

Trata-se de analisar o projeto de pesquisa dos professores Dra. Maria Elieidy Gomes de Oliveira e Dr.
Evandro Leite de Souza, docentes do Departamento de Nutricao, 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 obtengao de ingredientes com propriedades antioxidantes e prebioticas.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

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

Beneficios: essa pesquisa isso trara informagdes importantes para o meio cientifico, colaborando com a
elaboragao 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
Telefone: (83)3216-7791 Fax: (83)3216-7791 E-mall: comitedeetica@ccs.ufpb.br
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Contiruagao do Parecar: 5,906,607

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

No presente estudo serao 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

caracterizagao fisica e fisico-quimicas constarao na determinagao do pH, da acidez molar, umidade, extrato
seco total, cinzas, proteinas, lipideos, fibras solavel e insoluvel, perfil de minerais, agucares, acidos
organicos, teor de fendlicos totais, flavonoides totais, atividade antioxidante (DPPH,FRAP e ABTS). A
avaliagao do efeito prebiético e protetor das farinhas de diferentes cactaceas sobre cepas de bactérias
probidticas sera feita com base na avaliagao da utilizagao das farinhas de cactaceas como fonte de
carbono por cepas autoctones de BAL com potencial probiotico; na determinagao do efeito seletivo de
estimulag@o do crescimento de cepas autoctones de BAL com potencial probidtico; na avaliagdo da
atividade metabdlica; na avaliagao do efeito protetor das farinhas de cactaceas sobre cepas probi6ticas
durante a exposicao as condigdes gastrintestinais simuladas. Ainda sera feita a avaliacao dos efeitos
prebiéticos das farinhas de cactaceas sobre a composigao e atividade metabolica da microbiota colénica
humana, e, para tanto, amostras das farinhas de cactaceas submetidas ao processo de digestao
gastrointestinal simulado serao liofilizadas e armazenadas sob refrigeragaoc em sacos de polietileno
hermeticamente fechados.

Amostras fecais frescas serao doadas por seis voluntarios adultos saudaveis, sequindo 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 remocgao de particulas grandes e
armazenadas sob condigdes anaerobicas. Para o processo de fermentagao sera utilizado meio de
crescimento com composi¢ao 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 fermentagao
sob anaerobiose com o indculo fecal previamente preparado. A técnica de fluorescéncia de

hibridizagao in situ (FISH) combinada com citometria de fluxo sera utilizada para avaliar a capacidade das
farinhas de cactaceas de induzir mudangas na abundancia de grupos bacterianos formadores da microbiota
intestinal humana. No tempo zero e apés 24 e 48 horas de fermentagcao, amostras dos sistemas de
fermentagao serao submetidas aos processos de fixagao e hibridizagao 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 relagdo ao total de bactérias

enumeradas com SYBR Green. Apbs o célculo da abundancia relativa dos grupos bacteriancs enumerados,
o indice prebibdtico sera

calculado de acordo com equac¢do previamente descrita. Ainda serdo determinados o pH, teor de aglcares,
acidos orgdnicos e compostos fendlicos nos meios de cultivo fermentados pela microbiota colénica humana.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatéria:

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

Recomendacdes:

Recomenda-se manter a metodologia proposta.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:

Sem pendéncia.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Certifico que o Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da SaGde da Universidade Federal da
Paraiba — CEP/CCS aprovou a execucdo do referido projeto de pesquisa. Outrossim, informo que a
autorizagdo para posterior publicacao fica condicionada & submissdo do Relatério Final na Plataforma Brasil,
via Notificagdo, para fins de apreciacéio e aprovagéo por este egrégio Comité.
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