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Resumo: Recentes mudancas nos padrdes alimentares, tais como 0 aumento
do consumo de alimentos ultraprocessados ricos em acucares e gorduras e
pobres em fibras alimentares, estdo associadas ao aumento da incidéncia de
Doencgas Crbnicas Nao Transmissiveis (DCNTs) como a Doenca Inflamatéria
Intestinal. Estes quadros sédo frequentemente associados a disbiose, que se
caracteriza pela alteracdo da microbiota intestinal em nimero e variedade de
espécies de bactérias, que em condi¢cdes normais estabelecem uma relacao
nbenéfica com o organismo, fornecendo protecdo contra patégenos e gerando
metabalitos importantes para a saude humana, como os acidos graxos de cadeia
curta (AGCCs) acetato, propionato e butirato. Esses compostos, uma vez
absorvidos, servem como substrato energético para colonécitos ou podem se
ligar a receptores especificos (GPR41 e GPR43). Nesse contexto, fibras
alimentares podem ser categorizadas como prebioticos, estimulando a
proliferacdo ou a atividade dessas bactérias, e estudos de fermentacao in vitro
se mostram como op¢des viaveis na avaliacdo dessas relacdes. Sendo assim,
este trabalho objetivou a padronizacado de uma técnica de fermentacéao in vitro
do tipo “batch”, utilizando amostras fecais humanas e inulina como prebiético
padrdo, e através dessa técnica avaliou o potencial prebiotico da farinha musa
spp AAA (banana nanica verde) e trés subprodutos agricolas, a saber bagaco de
Citrus aurantium (laranja), casca de Coffea ardbica (café) e caroco de Euterpe
oleracea (acai). A atividade prebiética foi determinada com base na producéao de
AGCCs e pela modulacdo da microbiota de microrganismos de interesse. Para
a fermentacdo foram utilizadas amostras frescas de fezes humanas
homogeneizadas em solucdo de NaHCOs3 sob atmosfera de argonio com adi¢cao
de inulina ou demais produtos. A producdo de AGCCs foi quantificada por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS) e a
modulacao microbiana por qPCR. A padronizacéo da técnica de fermentacéo in
vitro apresentou resultados satisfatorios quanto a sua estabilidade e
reprodutibilidade em diferentes individuos. Na avaliacdo da atividade prebidtica
dos produtos foi possivel identificar que a banana nanica verde promoveu
modulac¢des positivas nos trés AGCCs analisados enquanto o bagaco da laranja
e casca de café modularam acetato e propionato. Adicionalmente, através do

processo de fermentacdo foi possivel identificar modulagées microbianas
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positivas na expressdo de Ruminococcus intestinalis com a casca de café,
Lactobacilus gasseri e Akkermansia muciniphila com o caroco de acai e
Bifidobacterium adolescentis com a farinha de banana nanica verde e casca de
café, demonstrando que os protocolos adotados séo suficientemente robustos
para avaliar a atividade prebidtica de diversos produtos vegetais através da

producdo de AGCCs e da modulacdo microbiana.

Palavras-chave: fermentacao in vitro, microbiota intestinal, prebioticos
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Abstract: Recent changes in dietary patterns such as increased consumption of
ultra-processed foods, rich in sugars, fats and low in dietary fiber, are associated
with an increase in the incidence of Non-Communicable Diseases (NCDs) such
as Inflammatory Bowel Disease. These conditions are often associated with
dysbiosis which is characterized by changes in the intestinal microbiota in number
and variety of bacterial species. The gut microbiota under normal conditions
establishes a beneficial relationship with the organism, providing protection
against pathogens and generating important metabolites for human health, such
as the short-chain fatty acids (SCFAs) acetate, propionate and butyrate. These
compounds, once absorbed, serve as energy substrate for colonocytes or can
bind to specific receptors (GPR41 and GPR43). In this context, dietary fibers can
be categorized as prebiotics, stimulating the proliferation or activity of these
bacteria, and in vitro fermentation studies are shown to be viable options for
evaluating these relationships. Thus, this work aimed to standardize an in vitro
batch fermentation technique using human fecal samples and inulin, as a positive
prebiotic product and using this technique to evaluate the prebiotic potential of
Musa spp AAA flour (green dwarf banana) and three agricultural by-products:
Citrus aurantium (orange) pomace, Coffea arabica (coffee) cascara and Euterpe
oleracea (acai) seeds. Prebiotic activity was determined based on the production
of SCFAs and modulation of microorganisms of interest. For fermentation, fresh
samples of human feces were used and homogenized in a NaHCOs solution
under an argon atmosphere with the addition of inulin or other products. The
production of SCFAs was quantified by gas chromatography-mass spectrometry
(GC-MS) and microbial modulation by gPCR. The standardization of the in vitro
fermentation technique showed satisfactory results regarding its stability and
reproducibility in different individuals. It was possible to identify that the green
dwarf banana promoted positive modulations in the three SCFAs analyzed, while
the orange pomace and coffee pulp modulated acetate and propionate.
Additionally, through the fermentation process it was possible to identify positive
microbial modulation in expression of Ruminococcus intestinalis with coffee pulp,
Lactobacilus gasseri and Akkermansia muciniphila with acai pulp and

Bifidobacterium adolescentis with green banana flour and coffee pulp,
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demonstrating that the tested protocols are sufficiently robust to evaluate the
prebiotic activity of several plant products through the production of SCFAs and

microbial modulation.

Keywords: in vitro fermentation; gut microbiota; prebiotics
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Introducao

Cada povo, cultura e localidade compartilha a alimentacdo como uma das
atividades centrais de seu desenvolvimento, justificativas e historia. Desde os
tempos mais remotos a humanidade se desenvolveu com base na busca de
alimentos, cultivo de produtos alimentares e técnicas que propiciaram melhor
aproveitamento dos recursos nutricionais disponiveis. Muito além de
simplesmente ser um aspecto nutritivo, a alimentacéo foi e € influenciada pelo
aspecto cultural de cada povo, tendo um mesmo ingrediente finalidades
diferentes para povos diferentes ou até mesmo uma mesma preparacao ganhar
ou perder caracteristicas por disponibilidades sazonais de ingredientes a
depender da localidade. A titulo de exemplo toda a cosmologia chinesa que
envolve a medicina tradicional chinesa dita a conduta sobre forma de preparar
alimentos, em qual época consumi-los e quais sabores devem ser combinados,
de modo similar, a medicina tradicional indiana, a Ayurveda, tem na alimentacao

o papel central de sua terapéutica.

Em outra via, a escassez de alimentos determina graves condi¢coes
organicas, prejuizos ao desenvolvimento bioldégico e social. No caso da
desnutricdo infantil sdo observados prejuizos no desenvolvimento motor,
cognitivo, assim como no desenvolvimento adequado das relacfes sociais,
imprimindo prejuizos que podem perdurar por toda a vida [1]. O aspecto social
da escassez de alimentos invariavelmente se associa a pobreza e a dificuldade
de acesso a alimentos em guantidade e frequéncia necessarias, satisfatorias e

com qualidade pode ser descrito como inseguranca alimentar [2].

A Organizacado das Nac¢6es Unidas estabelece que a seguranca alimentar
se pauta em quatro pilares: a disponibilidade, o acesso, a utilizacdo e a
estabilidade. Isso significa que para estabelecer seguranca alimentar, todas as
pessoas, independentemente do tempo, devem ter condi¢cbes fisicas,
econbmicas e sociais de acesso suficiente, seguro e nutritivo ao alimento que
atenda suas preferéncias e necessidades nutricionais para uma vida ativa e
saudavel [3]. No mesmo sentido, o guia alimentar brasileiro propde que a
alimentacdo € mais que a ingestao de nutrientes, mas também diz respeito aos

alimentos, as combinac¢des que séo feitas com eles e as préticas culturais de
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alimentacéo de cada localidade e que toda esta gama compde os aspectos da

saude e bem-estar [4].

O estabelecimento da Organizacdo das Nacbes Unidas ocorreu no
contexto do pos-guerra e também apds um periodo de discussdes que
dissertavam desde hegemonia global até areas que englobam o bem-estar e o0s
direitos humanos, entre elas, a agricultura e o acesso ao alimento [5]. Parte dos
arsenais mecanicos e quimicos da segunda guerra mundial foram direcionados
aos campos com o intuito de alcancar novos patamares na producédo de
commodities agricolas [6], e isto, associado a modificacdo de sementes e a
aplicacdo de tecnologias advindas de distintas areas, modificaram
profundamente a cultura agricola ao longo do dltimo século [7]. Ademais, este
processo se funde com a intensa industrializacdo de diversos paises e outros
processos mais recentes como a globalizacdo. Este intenso processo modificou
a forma como se produz, comercializa e distribui alimentos no mundo todo. O
atual processo de producdo de alimentos é responsavel por um terco da
degradacéao de biomas tropicais e emisséo de gases de efeito estufa. Evidéncias
apontam para a intensificacdo desse processo de maneira direta com a variagcao
de preco das colheitas, especialmente tratando-se de cultivares inseridos no

mercado internacional [8].

O processo de urbanizacdo intensificado e o comércio entre paises
influenciam e modificam profundamente a forma de se alimentar. Desnutricédo,
deficiéncia de micronutrientes e menores taxas de obesidade s&o
frequentemente associadas a menor renda per capita e paises em
desenvolvimento, entretanto, evidéncias recentes demonstram a dupla carga da
desnutricdo em que ha concomitancia de obesidade com sinais de deficiéncia de
micronutrientes e atrasos no desenvolvimento infantil [9]. Este cenario €
observado principalmente em regides mais ricas de paises pobres ou em
desenvolvimento e regibes mais pobres de paises ricos [10] onde
frequentemente o cenario de obesidade estd associado ao maior consumo de
alimentos industrializados e ocorréncia de Doencas Cronicas Nao

Transmissiveis (DCNTs) como Diabetes, hipertensao e a propria obesidade [11].
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Nesse sentido, as alteracdes dos padrées alimentares em regides fortemente
urbanizadas e industrializadas estdo associadas ao consumo de alimentos
densamente energéticos, ricos em gorduras, carboidratos refinados e pobres em
vitaminas, minerais e principalmente fibras [12]. Esse padrdo alimentar,
denominado Dieta Ocidental, € marcado pela presenca de alimentos
industrializados nas refeicbes em que também se encontram grandes
quantidades de sédio, acUcares refinados e gordura, e por vezes, é associado a
um estilo de vida sedentéario [13]. Este tipo de dieta, contendo pouco mais de 15
gramas de fibra/dia para um individuo adulto esta abaixo dos valores
recomendados para a populacao, de 20 a 35 g/dia, considerando-se diferencas
de idade, sexo e biotipo [14]. Paradoxalmente este cenario esta se modificando.
Estima-se que a populacdo dos Estados Unidos consuma até 30% de suas
calorias em alimentos ricos em acucares, altamente cal6ricos e pobres em
nutrientes, neste contexto os individuos apresentam baixa biodisponibilidade de
vitaminas A, C, D, E e minerais como célcio e magnésio além de um quadro de
obesidade associada a inflamacgé&o cronica de baixo grau [15]. Entretanto, este
cenario tipicamente observado em paises com maior concentracdo de renda
agora se expande para paises pobres e em desenvolvimento [16]. Neste cenario
a populacdo torna-se ainda mais vulneravel a este duplo fator patolégico, a
obesidade e a desnutricdo, pois a pobreza expde esta populacdo a inseguranca
alimentar e os leva a consumir alimentos de baixa qualidade e altamente
energéticos que supram as calorias diarias. Um cenario complexo que exige a
atencao e responsabilidade de pesquisadores, educadores e profissionais de
saude, especialmente levando em conta a obesidade como um dos principais

fatores de risco de outras DCNTs [17].

Segundo a OMS, os quadros associados as DCNTs sdo 0s maiores
responsaveis pela causa de mortes no mundo, superando todas as outras
causas somadas [18]. Desde o inicio do século XXl os niumeros de mortes
associadas as DCNTs aumentam em todo o mundo, estimando-se em torno de
38 milhdes de mortes em 2012, numero este que subiu para 41 milhdes em 2021
e cuja projecdo é de 52 milhdes até 2030 [19]. As DCNTs compreendem um
conjunto de condi¢Bes que podem se estabelecer por anos no individuo e que

embora possuam tratamento sintomatico, ndo ha uma cura estabelecida para
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elas, acarretando tratamentos dispendiosos e por vezes cronologicamente
extensos [20]. A doenca cardiovascular € a DCNT que mais mata no mundo com
a estimativa de 17 milhées de mortes ao ano, representando 32% de todas as
mortes no mundo, sendo seguida do cancer (8,2 milhdes), doencas respiratorias
(4 milhdes) e Diabetes Mellitus (1,5 milhdes). Entre as principais causas desses
quadros estdo o sedentarismo, o tabagismo, o alcoolismo e a adocédo de dietas
inadequadas [18]. Em concordancia com este cenario, o consumo de alimentos
ultraprocessados, que ja se encontra elevado em paises industrializados e com
alta concentracao de renda, também estd em ascensdo em paises mais pobres
ou em desenvolvimento, na mesma taxa em que alimentos in natura S&o menos

consumidos, promovendo maior incidéncia de DCNT [2, 21].

O Guia Alimentar Brasileiro de 2016 estabelece que os alimentos podem
ser divididos em quatro categorias:

1) Alimentos in natura ou minimamente processados

Sé&o aqueles obtidos diretamente de plantas ou animais os quais podem
ou ndo sofrer um processamento que envolve a limpeza, remocéo de
partes, secagem, moagem, fracionamento ou congelamento.

2) Oleos, Gorduras, Sal e Aclcar

Produtos extraidos de alimentos in natura ou da natureza via
processamento como prensagem, moagem ou trituracao, sao adicionados
em preparacdes com a finalidade de agregar sabor.

3) Alimentos Processados

Séo derivados de alimentos e reconhecidos como versdes de alimentos
originais fabricados pela indastria, com adicdo de sal, acucar e demais
substancias que aumentam a palatabilidade e duracéo destes.

4) Alimentos Ultraprocessados (AUP)

Séao formulagdes industriais baseadas em 0leos, gorduras, carboidratos,
amido e proteinas extraidas diretamente de alimentos, produtos derivados
extraidos de alimentos in natura (gordura hidrogenada, amido modificado)
ou entdo sintetizados em laboratorio com base em substancias organicas
e com a finalidade aditiva aos produtos com propriedades sensoriais. AUP

podem ainda passar por técnicas de extrusdo, cozimento ou fritura.
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Nesse sentido, o0 consumo de AUP se mostra diretamente correlacionado
nao s6 com as DNCTs ja relatadas, mas também com a maior incidéncia de
outras doengas multifatoriais como a Doenca Inflamatéria Intestinal (DII). Em um
estudo de coorte conduzido em vinte e um paises durante nove anos foram
avaliados os padrfes alimentares de 116.037 participantes, nele foi constatado
gue o consumo de AUP esta diretamente relacionado a ocorréncia de DII, dessa
forma, quanto maior a quantidade de AUP consumidos, maior é o risco de
desenvolver a doenca [22]. Ademais, € amplamente referida a influéncia que a
Dieta Ocidental e o consumo de AUP tem sobre a microbiota intestinal como, por
exemplo, a reducdo da presenca de espécies pertencentes ao género das
Bifidobactérias e outras alteracbes importantes como a reducéo da presenca de
bactérias do género Bacterioidetes com simultdneo aumento de espécies do

género Firmicutes [23, 24].

O trato gastrintestinal € o maior portador de microrganismos simbiontes
presente no ser humano. Ele é composto por bactérias, fungos, virus e archae,
gque em conjunto englobam aproximadamente 10 trilhdes de individuos,
populacdo que corresponde a dez vezes mais que o total de células do ser
humano [24]. Estes microrganismos, em sua maioria bactérias [25], convivem
harmoniosamente com o ser humano em uma relagdo simbidtica na qual o
hospedeiro fornece o habitat enquanto os microrganismos fornecem protecao
contra agentes patogénicos. Entre as bactérias que compde a microbiota, 90%
se distribuem entre os filos Firmicutes e Bacterioidetes, as demais espécies
pertencem aos filos de Actinobacteria e Proteobacteria, entre outros. Entre as
Firmicutes, as classes Bacilli, Clostridia e Mollicutes sdo as mais comuns,
enquanto que no filo Bacterioidetes, as Bacterioides, Flavobacterias e
Sphingobacterias sédo as mais encontradas [26].

A composicdo da microbiota na espécie humana apresenta grande
variabilidade interindividual, sendo influenciada pela via de parto (cesariana ou
parto vaginal), amamentacéo, idade, padrées dietéticos e uso de medicamentos
(2018, Senghol). Pessoas obesas, por exemplo, apresentam menor propor¢cao
de Bacterioidetes quando comparado a individuos eutrdficos, e essa diferenca
diminui com a reducdo do peso [27] . E vaélido ressaltar que o filo dos
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Bacterioidetes € composto por cerca de 20 géneros enquanto os Firmicutes
representam mais de 250 géneros [28], indicando que a relacdo simbionte da
microbiota € muito mais complexa do que a simples proporcao entre filos.
Como dito anteriormente, a complexa relacao dos diferentes organismos
entre si e com o hospedeiro € mediado por uma série de fatores, além de ser
uma situacao dinamica do ponto de vista cronoldgico na vida do individuo. Por
diversas razdes a fluidez deste equilibrio pode ser alterada levando a condigéo
conhecida como disbiose. Via de regra, a disbiose compreende uma situacéo de
baixa diversidade de microrganismos como Bifidobacteria e Bacterioidetes, por
exemplo, aliado ao aumento nas taxas de Firmicutes e Proteobacteria [29]. Além
disso, a complexa relacdo se da também entre os microrganismos e o epitélio
intestinal do hospedeiro como por exemplo, a Akkermansia muciniphila e sua
capacidade de regular a producdo de muco, a absorcdo de nutrientes e sua
influéncia direta em parametros metabdélicos como glicemia e lipidemia, além de

contribuir para a integridade do epitélio intestinal [30].

A integridade da barreira epitelial € importante no que diz respeito a
permeabilidade intestinal e selecdo de componentes a serem absorvidos. A
expressdo desregulada de genes das familias das ocludinas e claudinas,
correlacionados com a integridade das juncfes ocludente, interfere diretamente
na permeabilidade intestinal, promovendo o maior influxo de ions para a luz
intestinal, ocasionado quadros de diarreia, bem como aumento da absorgéao de
diversos metabdlitos microbianos incluindo suas membranas celulares [31].
Estes quadros sdo comumente vistos na DIl onde o aumento da absor¢édo de
lipopolissacarideos (LPS) presentes na membrana celular de bactérias Gram-
Negativas, que pode ser reconhecido como antigeno pelo sistema imune do
hospedeiro, gera uma resposta inflamatéria com aumento da expressédo de
citocinas proé-inflamatérias como IL-6 e TNF-a [32]. Ademais, a baixa diversidade
microbiana e o aumento das taxas de bactérias patogénicas associado a
disponibilidade de alguns componentes especificos da dieta fermentaveis por
estes microrganismos leva a producdo de metabdlitos potencialmente danosos
que reforcam este cenario pro-inflamatorio além de estarem associados a

diversas doencas cronicas [33].
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Um dos exemplos de como compostos provenientes da dieta podem servir
de substrato para substancias deletérias esta na trimetilaminia (TMA), um
composto derivado da fermentacdo de aminodcidos provenientes da dieta
baseada em carne vermelha, ovos, peixes e produtos lacteos. Em geral, a
formacdo da TMA ocorre em pequenas quantidades e apenas se da em altas
taxas quando os aminoacidos precursores sao ingeridos em grande quantidade
ou nao absorvidos corretamente (28). Uma vez absorvido a TMA é oxidada no
figado gerando N-6xido de trimetilamina (TMAO). A TMAO é considerada um
importante mediador entre a microbiota intestinal e o desenvolvimento diversas
doencas cardiovasculares como infarto, aterosclerose, hipertensédo e diabetes
(29, 30). De certa forma, o aumento dos niveis séricos de TMAO é diretamente
influenciado por uma microbiota desbalanceada associado ao aumento da
permeabilidade intestinal. Uma das evidéncias que suporta essa hipotese é o
aumento da proliferacéo de espécies patogénicas como Candida e bactérias dos
géneros Salmonella, Shigella e Campylobacter, além do aumento da adeséo de
bactérias na mucosa intestinal em pacientes com insuficiéncia cardiaca crénica
[34, 35].

Um outro exemplo, o triptofano, composto também proveniente da dieta e
encontrado em diversos cereais, ovos e produtos lacteos, quando alcanca o
cllon pode ser absorvido e seguir a via das quinureninas em células do epitélio
intestinal, mas pode também ser convertido em 5-hidroxitriptamina (5-
HTP/Serotonina) em células enterocromafins ou ainda ser fermentado pela
microbiota intestinal e convertido em diversos compostos ligantes dos receptores
aril-hidrocarbonetos (AhR). Neste grupo de compostos se encontram os inddis
como o indol-3-aldeido, acido 3-indolacético, acido 3-indolpropibnico, indol-
3acetaldeido e acido indolacrilico [36]. Os AhR’s sao receptores nucleares
intimamente envolvidos na carcinogénese e podem apresentam papel ambiguo,
anti ou pré-tumoral, tipo de resposta que depende particularmente do tipo celular
em questdo. Por exemplo, em macréfagos AhR’s sdo fundamentais para a
execucdo da atividade fagocitaria, bem como na producdo de o6xido nitrico,
supressdao da producao de arginase, e diminui¢cdo da expressao de citocinas pro-

inflamatorias em detrimento de interleucina-10 (IL-10), uma interleucina anti-
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inflamatoria. Por outro lado, AhR favorecem a disfuncédo de linfocitos T CD8*
[37].

Outra classe de metabolitos bacterianos de interesse sdo os acidos
graxos de cadeia curta (AGCCs), produzidos a partir da fermentacao de fibras
soluveis provenientes da dieta por bactérias anaerobicas. A producéo de AGCCs
pela microbiota humana constitui uma importante fonte energética, além de
serem eficazes imunomoduladores, controlarem a expressao génica e atuarem
como agente antioxidante [38]. AGCCs sao o0s principais produtos do
metabolismo de bactérias anaerdbicas, dentre os quais se destacam o acetato,
propionato e butirato, produzidos no TGl humano a uma taxa molar de 60:25:15,
respectivamente [39]. A sintese a partir da fermentacéo de fibras gera AGCCs
em grandes concentracfes principalmente no cdélon proximal (70-140 mM)
seguido do cdlon distal (20-70 mM) [40]. A presenca ou deficiéncia de AGCCs
esta fortemente correlacionada a diversas doencas. Dentre as doencas que
podem ser citadas se destacam a asma, alergia, doencas metabdlicas, cancer e

doencas autoimunes [41].

Os trés principais AGCCs se distribuem de maneira muito heterogénea
pelo organismo. O butirato € majoritariamente utilizado por colonécitos, enquanto
0 propionato e acetato sao absorvidos e seguem para hepatécitos. Uma vez nos
hepatdcitos, o propionato é metabolizado para servir de substrato na via do acido
tricarboxilico e o acetato se mantém no figado onde pode também ser
metabolizado ou distribuido para circulacao periférica [42]. A sintese dinamica
permite que butirato e propionato possam ser quebrados em duas cadeias
menores de acetato, e este processo pode ser revertido em situacdes de grande
consumo/producdo de butirato por bactérias que deste necessitem como a
Faecalibacterium praunsnitzii e Roseburia [43].

Os AGCCs atuam no organismo principalmente inibindo histonas
deacetilases e por ligacdo em receptores acoplados a proteina G. A inibigdo das
histonas deacetilases promove uma maior acetilacdo das histonas e, portanto
uma maior transcricdo génica [44]. A ligacdo do acetato com receptores
acoplados a proteina G em células imunes reduz consideravelmente a

expressdo das citocinas inflamatorias como IL-6, IL-8 e TNF-a [45].
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Adicionalmente, no trato gastrintestinal, 0 acetato promove aumento da perfuséo

sanguinea célica e da motilidade ileal.

Os receptores GPR41 e GPR43 séo receptores acoplados a proteina G
de ligacédo especifica com AGCCs [46] e a ativagdo promovida nos receptores
GPRA41 pelo propionato promove aumento da saciedade em humanos e murinos
em consequéncia de maior liberacdo de leptina [47]. Ademais, em murinos o
efeito anorexigeno se da também através da inducado de liberacdo do peptideo
intestinal YY associado a um estimulo da liberacao de insulina [48]. Os AGCCs
sdo metabolizados em CO2 e corpos cetonicos, posteriormente utilizados no
metabolismo energético, principalmente dos colondcitos, além de serem
precursores na sintese de lipidios de membrana. Com relacdo ao metabolismo
energético, o butirato representa o principal AGCC de atuagéo nessa via, além
de também gerar respostas anti-inflamatoérias [49]. A alta taxa de ingestdo de
gordura é capaz de induzir uma maior expressdo de GPR-43, entretanto, a
suplementacdo com frutooligossacarideos a base de inulina e outros tipos de
fibras controla a hiper-expressdo de GPR43 e bloqueia o ganho de peso [50].
Adicionalmente AGCCs, especialmente acetato, atuam como bactericida
liberando espécies reativas de oxigénio (EROS), entre outros efeitos protetores
[51].

Neste sentido as fibras alimentares representam um potencial
componente para uso em estratégias de salde associada as respostas
atribuidas aos AGCCs, principalmente correlacionada a prevencéo de doencas
cronicas e menor taxa de mortalidade, indicando que o consumo insuficiente de
fibra alimentar € mais um integrante do quadro multifatorial que tem levado a
grande incidéncia e prevaléncia de DCNTs [52]. A dieta tem sido considerada
como o principal fator capaz de modular a microbiota intestinal ao longo da vida
do individuo e o consumo de fibras alimentares ou de produtos que as
contenham como uma importante estratégia na prevengcdo e controle de
doencas cronicas [53], podendo assim serem classificadas como alimentos
funcionai. Por definicdo “um alimento pode ser considerado funcional se for
demonstrado que pode afetar beneficamente uma ou mais funcbes do
organismo, além de possuir os efeitos nutricionais, de modo que seja tanto

relevante para o bem-estar e a salude quanto para a reducdo do risco de uma
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doenca” [54]. As fibras podem ser classificadas quanto a sua solubilidade na
agua e em relacdo ao seu peso molecular [55]. As insoluveis, de maior peso
molecular, retém agua em sua matriz estrutural formando uma mistura de baixa
viscosidade que contribui para o aumento da massa fecal beneficiando a
motilidade intestinal [56]. As fibras dietéticas solaveis, de menor peso molecular,
tendem a se diluir na agua e por ndo serem hidrolisadas pelas enzimas
digestivas servem de substrato para a microbiota intestinal que ira fermenta-las
em diferentes segmentos do célon produzindo varios metabdlitos, dentre os
quais os AGCCs. Além da formacdo destes metabdlitos, as fibras solGveis
também formam uma camada superficial ao longo da mucosa do intestino
delgado retardando a absorcéao de lipidios e de mono e dissacarideos, reduzindo
0s niveis de lipoproteina de baixa densidade (LDL), colesterol sérico e glicemia

pos-prandial [57].

Por definicdo, os prebidticos sdo compostos incapazes de serem
digeridos pelo organismo do hospedeiro, mas que podem ser utilizados pela
microbiota favorecendo-a em seu crescimento e processos metabodlicos [58].
Este conjunto de caracteristicas conferem as fibras dietéticas atividade

prebidtica.

De modo geral, fibras dietéticas estdo presentes quase que
exclusivamente em alimentos de origem vegetal e em maior concentracdo em
graos e cereais integrais e frutas, além de ocorrerem em outras partes nao
comumente utilizadas como cascas, sementes, carocos e bagacos [59].
Contraditoriamente, cerca de um terco de toda producdo agricola global é
desperdicada seja no processamento ou no consumo, gerando um total de 1,3
bilhdes de toneladas de residuos ao ano, especialmente contendo cascas,
carocos bagacos e outros residuos [60]. Em sua maioria essas perdas se déo
durante o processamento agricola, que envolve o plantio e a colheita, durante o
transporte e armazenamento, distribuicdo, processamento e no consumo. Em
especial as perdas por processamento industrial envolvem o descarte de
produtos fora de padrdes estéticos e partes como cascas, sementes, bagacos e
folnas que nédo possuem destino comercial especifico [61]. Estas partes
geralmente descartadas podem, na verdade, serem aproveitadas enquanto

subprodutos em uma segunda etapa de processamento onde lipidios, proteinas,
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minerais, carboidratos, incluindo fibras dietéticas e demais compostos
fitoquimicos poderiam ser recuperados, gerando um produto valido na producéo
de um composto funcional de grande valor agregado [62]. A diversidade de
compostos presentes nos subprodutos da cadeia agricola brasileira € grande. A
partir da cultura de cereais e frutos (incluindo bagaco, e cascas) pode-se extrair
hemicelulose, R-glucanas, pectinas e demais oligossacarideos. De plantas
oleaginosas extraem-se fitoesterodis e polifenéis, assim como é possivel ainda
obter dleos essenciais, acidos organicos, carotenoides, compostos antioxidantes

entre outros produtos com potencial utilizacdo [63, 64].

E importante ressaltar que além do custo econdmico envolvido na
producdo de alimentos, h4 de se considerar as terras ocupadas para esta
finalidade, o uso de recursos hidricos e a demanda quimica e energética
envolvida nos processos produtivos, assim como o0s danos associados ao
desmatamento de florestas nativas para tal finalidade. Estima-se que 24% dos
recursos de agua, terras cultivadas e fertilizacdo sdo gastos no processamento
destes produtos, mas que posteriormente se tornara um residuo [60]. No cenario
internacional, a Comissdo Europeia destaca que o0s residuos possuem uma
aplicacdo além da atualmente estabelecida, tornando-os por processo de
reciclagem ou reutilizacdo uma opcao economicamente viavel [65]. Existe assim
uma tendéncia global para integrar o ciclo de producdo, processamento e
distribuicdo de recursos, colocando o Brasil como um expoente, devido sua alta

producédo agricola [66].

Simultaneamente se observa um aumento da demanda da populacéo por
uma dieta equilibrada e que forneca além dos nutrientes essenciais, compostos
gue favorecam e auxiliem na manutencao da saude [45]. Partindo-se deste fato,
a busca pelo melhor aproveitamento agricola se mostra um caminho importante
tanto ambiental como economicamente, onde subprodutos sdo uma promissora

fonte de compostos com diversas atividades funcionais.

A atribuicdo de funcionalidade a um determinado produto ou subproduto
considerado inerte do ponto de vista de atividade biolégica, assim como sua
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caracterizacdo como agente prebidtico pode ser realizada de diferentes formas,
incluindo a analise da atividade farmacolégica desses produtos em modelos
experimentais in vivo que mimetizem diferentes doencgas, nas quais a microbiota
intestinal exerce papel em sua etiologia, assim como pela avaliagdo da formacéao
dos metabdlitos decorrentes da fermentac&do microbiana. Outra possibilidade de
atribuicdo de funcionalidade envolve a andlise desses produtos em estudos in
vitro, principalmente para se avaliar propriedades antioxidantes ou moduladoras
da resposta imune. No entanto, considerando-se que os AGCCs tém sido
apontados como 0s principais metabdlitos da fermentacdo pela microbiota
intestinal responsaveis pelos beneficios decorrentes do consumo de prebibticos,
a analise da habilidade de diferentes produtos dietéticos em promover a
formacao destes AGCCs em modelos de fermentacao in vitro mostra-se como
uma estratégia inovadora e original para a identificacdo de produtos prebiéticos,
especialmente considerando-se subprodutos da cadeia agricola. Em adicéo,
estudos de fermentacgé&o in vitro permitem a quantificagcdo da producao desses
AGCCs e consequente selecédo dos produtos mais eficazes, servindo de ponto
de partida para a realizacdo de estudos futuros em modelos experimentais in
vivo pré-clinicos e, posteriormente clinicos, em especial na DIlI, mas também
para outras Doencas Crdnicas Nao-Transmissiveis onde a microbiota intestinal
possui papel fundamental. Da mesma forma, € importante salientar que métodos
de fermentacdo in vitro permitem a andlise da potencialidade dos produtos a
partir de amostras de fezes humanas, diferente dos estudos realizados em
experimentagcdo animal, o que permite simular in vitro uma situagdo direta e
especifica que pode ocorrer com o consumo desses produtos por humanos.
Finalmente, é necesséario ainda apontar que a qualidade do processo
fermentativo pelas bactérias da microbiota intestinal humana depende
diretamente do tipo de dieta do individuo doador da amostra, sendo, portanto,
importante que se estabelecam critérios adequados para a selecédo da fonte
destas amostras, assim como é possivel avaliar a qualidade do produto e sua
habilidade de promover a producdo de AGCCs em amostras de individuos com

diferentes dietas.
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Considerando-se a vasta producdo agricola brasileira, assim como a
grande quantidade de residuos da cadeia agricola, muitos dos quais sao ricas
fontes de produtos com potencial aplicagdo na melhora da qualidade de vida,
principalmente por agirem como agentes prebi6ticos, o presente trabalho teve
como objetivo o desenvolvimento e a padronizacdo de uma técnica de
fermentacao in vitro utilizando amostras da microbiota intestinal humana, como
método de determinacdo de atividade prebidtica via a producdo de AGCCs e
modulacdo da microbiota intestinal, usando subprodutos da cadeia agricola
brasileira.

Neste sentido, a presente tese foi elaborada e escrita contendo trés
capitulos, sendo que no primeiro serd apresentada e discutida a padronizagao
inicial da técnica de fermentacéo in vitro. No segundo a utilizacao desta técnica
na avaliacdo da atividade prebidtica de produtos agricolas e no terceiro a
avaliacao da atividade prebidtica da farinha de banana nanica verde por meio da
técnica de fermentacédo in vitro e do seu potencial anti-inflamatério por meio de

outras técnicas exclusivamente in vitro.
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Capitulo 1

Padronizacao da Fermentacéo in Vitro

1. Introducéo

Estudos e pesquisas com o trato gastrointestinal se apresentam com alto
grau de dificuldade, seja pela complexidade deste sistema, por sua ampla
interacdo com outros 6rgaos ou até mesmo pelo carater invasivo que as técnicas
disponiveis atualmente exigem. Em adi¢do, a intima relacdo entre o trato
gastrintestinal e a microbiota que o habita ampara um universo de processos que
até pouco tempo eram desconhecidos ou negligenciados. Os avancos
tecnolégicos na area do sequenciamento e analise da expressdo génica
permitiram a vasta identificacdo de diferentes espécies de bactérias através do
reconhecimento de uma regido altamente especifica do DNA bacteriano, o 16S
rRNA, permitindo assim, a andlise da expressédo de diversos microrganismos
integrantes da microbiota em diferentes condi¢des incluindo quadros de Doenca
Inflamatodria Intestinal (DII) e obesidade [67]. Entretanto, o limen intestinal € um
ambiente rico em processos, compreendendo a absorcdo de substancias, a
secrecdo de enzimas, a interacdo microrganismo-hospedeiro, a interacéo
microrganismo-microrganismo e a interacdo microrganismo-substancias ali
presentes [68]. Esta dinamica faz com que estudos in vitro sejam modelos
adequados para uma analise detalhada de interacbes especificas visto que
permitem avaliar um amplo nimero processos de forma controlada, podendo se
basear nas amostras da microbiota de diversas espécies e associadas aos mais
diversos contextos. Além disso, o dinamico desenvolvimento desta area do
conhecimento permite que atualmente seja possivel estudar processos
bioquimicos em diferentes etapas e avaliar a influéncia das mais diversas
variaveis [68, 69]. Mais especificamente, estes estudos podem avaliar a
biotransformacgé&o de toxinas, a relagdo da microbiota de um individuo saudéavel
ou doente ante a presenca de um patdgeno, bem como o impacto de um ou mais

componentes da dieta sobre a microbiota [70].
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Dentre as principais vantagens de estudos de fermentacao in vitro ha de se
citar a reprodutibilidade e o grande niamero de variaveis a serem exploradas,
além das baixissimas restricbes éticas. Por outro lado, ndo se pode observar a
relacdo hospedeiro-microrganismo e microrganismo-microrganismo [71].
Existem dois grandes segmentos nos estudos de fermentacdo: modelos
estaticos e modelos dinamicos [68]. Em modelos estéticos, as fermentacdes séo
realizadas em um unico frasco com amostras microbianas que podem vir da
cavidade oral, estbmago, intestino delgado e intestino grosso. Em cada caso ha
uma variacdo metodoldgica que visa reproduzir parcialmente o meio em termos
de presenca de liquidos, enzimas, pH e condicbes anaerdbias. Em geral os
frascos sdo mantidos a 37 °C com agitacdo constante em agitador termostatico
ou banho com agitacdo. Os tempos variam de algumas poucas horas até 72
horas de acordo com o segmento analisado e os objetivos do estudo. Estes
modelos ainda podem ser definidos como do tipo Batch ou Continuos. Embora
este modelo apresente grandes limitacdes no que tange a reprodutibilidade de
situagdes in vivo, como a absorgcdo de substancias e as variacbes no pH, séo
muito eficientes para descrever situacdes especificas, sdo baratos, rapidos e

necessitam ser validados apenas para a finalidade de estudo que se propde [72].

Por outro lado, modelos dinamicos de fermentacéo in vitro reproduzem uma
maior variedade de situac6es como absorcao, peristaltismo, secrecdo de fluidos
e enzimas, alteracdes no pH, esvaziamento gastrico, além de seguirem o0s
tempos usuais de cada etapa. Modelos dinamicos sédo mais adequados quando
se pretende estudar a relacdo entre a liberagéo de substancias, sua absorcéo e
para se fazer comparacfes mais precisas com dados in vivo, podendo ainda
serem divididos de acordo com a quantidade de compartimentalizacdes que o
sistema se utiliza, sendo mono ou multicompartimental, o que refere diretamente
no segmento gastrintestinal a ser estudado e na complexidade do estudo [71].
Embora modelos dindmicos possam fornecer informagfes mais complexas a
respeito da dindmica dos processos digestivos e absortivos, sdo modelos caros
e de dificil reprodutibilidade [72].

Ademais, € amplamente referenciada a utilizacdo de diversos tipos de
carboidratos nos estudos de fermentacéo in vitro, independente do modelo

adotado, visto que os carboidratos sao o principal substrato energético das
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bactérias, enquanto a taxa de fermentacdo dos mesmos esta diretamente
relacionada com o seu grau de oligomerizacdo [73]. Por consequéncia, a
fermentacdo dos diversos tipos de carboidratos, incluindo as fibras dietéticas,
além de promover o crescimento bacteriano gera grandes quantidades de
AGCCs [74].

No organismo do ser humano, AGCCs sao compostos produzidos
exclusivamente pelo metabolismo bacteriano e sdo cruciais ha manutencdo da
ecologia da microbiota intestinal, bem como sdo mediadores da resposta
inflamatéria, sinalizacdo enddcrina e desenvolvimento do sistema imune pela
ativacao de receptores acoplados a proteina G e receptores do tipo Toll-like em
diversos tipos celulares [75, 76]. Acetato, propionato e butirato séo os principais
AGCCs produzidos pela microbiota intestinal (71-73) e representam entre 90 e
95% dos AGCC produzidos, sendo que 60% € de acetato, 25% propionato, e
15% butirato [70].

E interessante ressaltar a diversidade das espécies produtoras de AGCCs,
como as pertencentes ao filo Bacterioidetes e géneros Bifidobacterium e
Lactobacillus, e os tipos de fibras fermentaveis por esses microrganismos. E a
partir desta interacdo que as diferentes modula¢gbes sdo possiveis. Dentre as
principais fibras, podemos citar o amido resistente, a pectina, a inulina, o
arabinoxilano, os frutooligossacarideos e o0s galactooligossacarideos,
encontrados naturalmente em diversos tipos de alimentos e até mesmos

polimeros sintéticos como a polidextrose [73].

Dada a ampla referéncia em diferentes modelos experimentais na modulagéo
da microbiota, aumento na producdo de AGCCs e melhora em quadro
inflamatorios e metabdlicos, a inulina se mostra um bom componente a ser
utilizado em estudos de fermentagé&o in vitro, especialmente considerando-se o
aumento na producdo de butirato que pode ser usado como marcador no
processo de fermentacéo, e sua grande disponibilidade comercial sob diversos
graus de oligomerizacdo e pureza [77, 78]. Neste sentido, o uso de um produto
puro, com alto grau de evidéncias cientificas se justifica ao longo do processo de
padronizacdo da técnica de fermentacdo in vitro especialmente tendo como

parametros a producéo de AGCCs.
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A padronizacéo do processo de fermentac&o in vitro envolveu uma série de
experimentos que buscaram estabelecer um protocolo a ser seguido em etapas
futuras, por exemplo, quantidade de fezes por tubo, quantidade de substrato a
ser utilizada e tempo de processamento das amostras. Através dos parametros
testados, buscamos compreender como o processo de fermentacao in vitro e a
consequente producdo de AGCCs poderiam ser influenciados pela amostra de
fezes, bem como pela utilizagéo da inulina no processo. Esta etapa buscou ainda
estabelecer quais sdo os valores médios de producdo de AGCCs e qual o grau

de variabilidade do processo nas diferentes situacoes.
2. Objetivo

Sendo assim, foi objetivo deste estudo a padronizacdo de uma técnica de
fermentacao in vitro do tipo “batch”, elencando os possiveis fatores de influéncia,

além de avaliar seu desempenho sob diferentes condi¢gbes experimentais.

3. Metodologia

3.1Selecao de Doadores

O processo inicial de padronizacédo da fermentacdo in vitro e testes com
produtos foi realizado com amostras de fezes humanas sendo de um Unico
doador, individuo adulto, do sexo masculino, entre 27 e 30 anos de idade,
saudavel, sem histdrico de doencgas cronicas e sem uso de medicacgao, incluindo
anti-inflamatorios e antibioticos ao menos seis meses antes da coleta do material
além de outras trés doadoras, adultas, sexo feminino, entre 23 e 26 anos de
idade, saudaveis, sem histéricos de doencas cronicas, tendo uma delas com
referido uso de antibiético. Aprovacao da coleta de materiais biol6gicos emitida
pelo comité de ética em pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu — FMB-
Unesp (protocolo niumero: 71379417.2.0000.5411).

3.2Protocolo de fermentacao in vitro

Os estudos de fermentacéo in vitro foram realizados com base na técnica de
fermentacao in vitro do tipo “batch” de Comalada e colaboradores (2006) [79]
com alteracdes. As amostras de fezes foram homogeneizadas no proprio tubo

de coleta e processadas imediatamente apds a coleta. Para cada amostra
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fermentada foram transferidos para um tubo tipo Falcon de 50 ml assepticamente
2 gramas de fezes, e as mesmas homogeneizadas em 10 ml de solucdo de
NaHCOs (159 mM em pH 7,8 - proporgéo 1:5 p/v) sob atmosfera de argonio. Em
seguida, foram adicionados os produtos a serem testados em suas respectivas
concentracfes (mg/ml - miligramas de produto por mililitro da solugdo NaHCO3),
a atmosfera foi novamente saturada com argdnio e a tampa dos tubos vedada
com filme plastico de parafina. O conteddo foi homogeneizado por um minuto em
vortex, e mantidos a 37°C por 24 horas com agitacdo constante de 150 rpm e
protegidos de qualquer fonte de luz. Todas as amostras foram testadas em

triplicata.

Todas as fermentac6es com as amostras de interesse foram acompanhadas
da fermentacao de um grupo, denominado controle, contendo apenas fezes e a
solucdo de NaHCO3 com a devida saturacdo da atmosfera com argonio, e sem
a adicao de qualquer substrato adicional. Também foram analisadas amostras
de fezes ndo fermentadas em paralelo a cada processo fermentativo grupo este

denominado de Branco.

3.3Extracdo e analise de acidos graxos de cadeia curta

Para cada AGCC avaliado foi feita uma curva padréo e o calculo do coeficiente
de determinacdo (R? e equacdo da reta. Essa equacdo foi utilizada,
posteriormente, nos calculos de quantificacdo dos AGCCs de cada amostra

fermentada.

I Extracdo de Acidos Graxos de Cadeia Curta

Em aliguotas de 1mL de cada uma das amostras de homogeneizados
fecais fermentados foram adicionados 1 mL de &cido ortofosforico 0,5%,
submetidos a agitacdo em vortex por 1 minuto; para amostras nao fermentadas,
200 mg de fezes frescas foram eluidas em 2 mL de &cido ortofosférico 0,5% e
mantidos em vortex por 1 minuto, partindo-se desta etapa todas as amostras
seguiram o0 mesmo processo. Estes homogenatos foram transferidos para tubos
tipo eppendorf e submetidos a centrifugacéo a 17950xg por 10 minutos a 4°C. O

sobrenadante retirado, sobre o qual foi adicionado acetato de etila na proporgéo
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de 1.1 com agitacdo adicional por 1 minuto e centrifugado nas mesmas
condi¢cbes. Este segundo sobrenadante foi acondicionado em vials de 1,5 mL,
aos quais foi adicionado o padrdo interno analitico (4cido octandico) em uma
concentracéo final de 0,755 mg/mL, e posteriormente injetado em cromatografo

gasoso acoplado a espectrometro de massa para analise dos AGCCs.

ii. Quantificacdo dos Acidos Graxos de Cadeia Curta

Para a quantificagcdo dos AGCCs foi utilizada a metodologia de Almeida-Jr et
al, [80]. Para tanto foi realizada uma curva padréo utilizando os &cidos graxos a
serem analisados: 4cido acético (acetato), acido propiénico (propionato) e acido
butirico (butirato) nas concentra¢des de 0,05 mg/ml, 0,155 mg/ml, 0,455 mg/ml,
0,755 mg/ml, 1,055 mg/ml, 1,355 mg/ml e 1,655 mg/ml. As amostras foram
injetadas em cromatégrafo gasoso acoplado a espectrometria de massa (GC-
MS Thermo Scientific, modelo FOCUS ISQ 230ST, com injetor automatico
Triplus DUO e biblioteca NIST 2008) com temperatura inicial de injecédo de 50 °C
durante 14 minutos com incremento de 5°C por minuto, utilizando coluna de
média polaridade (TG-WAXMS). Os dados foram obtidos com base na
integralizacdo da area sob a curva dos picos referentes aos analitos de interesse,
bem como do padrédo interno (acido octanéico) adicionado em cada amostra.
Com base na curva padrdo, os dados foram plotados utilizando o software
GraphPad Prims 6 e os valores de cada analito calculados via regresséao linear
com base no valor integralizado do padréo interno. Os valores obtidos, expressos
em mg/ml, sdo posteriormente convertidos em pMol/g, referindo-se entdo a

concentracdo de AGCC presentes nos fermentados ou nas fezes.

3.4Variaveis de influéncia na fermentacgéo in vitro

Foram feitas inUmeros ensaios de fermentacdo para se analisar a influéncia
da quantidade de fezes utilizadas no processo, do tempo entre a coleta e o
processamento das amostras (mantidas em temperatura ambiente), a influéncia
da ingestéo de fibras no dia precedente a doacdo das amostras de fezes e a
homogeneidade do processo com amostras de diferentes dias, além da andlise

do perfil de producdo de AGCCs ante diferentes concentragbes de inulina e
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sacarose. Testes iniciais utilizando tubos de 15 ml se demonstraram inviaveis
para tal procedimento e, portanto, foi estabelecido a utilizacdo de tubos de 50

mil.

i. Quantidades de fezes

Para avaliar a influéncia da quantidade de fezes utilizada em cada
experimento, foi feita uma fermentacé&o usando 1g e 2g de fezes, tanto no grupo
controle quanto no grupo Inulina (Orafti®HP, Beneo™. DP=23). A concentragéo
de inulina a ser utilizada foi estabelecida com base em diferentes estudos de
fermentacdo in vitro encontrados na literatura [49, 73, 81]. Os resultados

demonstram uma Unica fermentagdo com amostras em triplicata.

ii. Tempo de processamento

Embora tenha sido adotado como padréo o processamento das amostras de
fezes tao logo elas fossem coletadas, o tempo entre a coleta e o processamento
foi levado em consideracédo projetando futuros estudos em que possa haver um
espaco de tempo consideravel entre a coleta e o processamento. Para tal, foram
testados em triplicatas trés diferentes grupos provenientes da mesma amostra
com inulina 10 mg/ml sendo um deles processado imediatamente apés a coleta,
outro com um intervalo de duas horas e um terceiro com intervalo de quatro

horas entre a coleta e o processamento, além dos grupos controle e Branco.

iii. Recordatério alimentar

Com a finalidade de avaliar o grau de influéncia do consumo de fibras
alimentares provenientes da dieta sobre as amostras em cada processo de
fermentacao, foram realizadas onze fermentacdes em diferentes dias a partir das
quais foi realizado o recordatério alimentar de 24 horas e calculado a quantidade
de fibras alimentares totais ingeridas no referido dia. As fermentacdes foram
realizadas com os grupos controle e inulina 30 mg/ml, com amostras em

triplicata. Foi feita uma analise de correlacdo linear entre os valores de fibras
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alimentares em gramas e a meédia das concentracdes de acido acetico,
propidnico e butirico obtidas nos diferentes dias, em que, quanto mais proximo
o valor de R? seja de 1, maior € a influéncia das fibras sobre o valor final de
AGCCs.

A quantidade total de fibras consumidas no dia anterior & doagdo das
amostras foi aferida através de recordatorio alimentar de 24 horas e calculado
utilizando o software Dietbox em sua verséo livre que utiliza como base de dados
a Tabela Brasileira de Composicado dos Alimentos (TACO), as tabelas criadas
pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), United States
Departament of Agriculture (USDA), Sonia Tucunduva Phillipi (TUCUNDUVA) e

a Tabela Brasileira de Composicao dos Alimentos (TBCA).

iv. Perfil de fermentacdo com inulina e sacarose

Para avaliar a influéncia que a inulina pode exercer na producédo de AGCCs
e estabelecer a melhor concentracdo para estudos futuros foi realizado uma
fermentacdo em triplicata com uma curva de concentracdo de inulina nas
concentracfes de 1, 3, 10, 30, 100 e 300 mg/ml.

Em contraposicdo ao alto grau de polimerizacdo da inulina, a sacarose
(Acucar de mesa refinado 99,5% de sacarose), foi testada nas concentracfes de
10, 30 e 100 mg/ml por também se tratar de um carboidrato puro, porém com

menor grau de polimerizacao.

3.5 Reprodutibilidade do processo de fermentacao in vitro
i. Perfil de variabilidade individual na Fermentacdao in vitro

A variabilidade da resposta no processo de fermentacdo considerando as
amostras de um mesmo individuo foi avaliada através da realizacdo do processo
de fermentacdo em 33 dias diferentes, sob as mesmas condi¢des e utilizando
como substrato a inulina na concentracédo de 30 mg/ml sendo todas as amostras

testadas em triplicata.

ii. Perfil de variabilidade entre diferentes individuos
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Um estudo anexo para avaliar a estabilidade do processo de fermentacéo
com amostras de diferentes individuos foi realizado através da analise
comparativa dos diferentes dias de fermentacdo de quatro diferentes individuos
com 0s seguintes numeros amostrais: Doador A — 5 dias, Doadora B — 2 dias e

Doadoras C e D — 3 dias.

3.6 Anédlise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas no Software Graphpad Prims 6.
Dados ndo paramétricos foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido
do teste de Dunn. Os dados paramétricos foram analisados pela ANOVA (analise
de variancia de uma via) seguida pelo teste de Dunnet. Nas comparacdes entre
grupos de um mesmo doador foi utilizada analise de variancia de duas vias
seguido do teste de comparacao multipla de Sidak. S&do apresentadas diferencas

estatisticamente significativas considerando um valor de p<0,05

4. Resultados

4.1 Curva de quantificacdo com padrdes isolados

A curva de concentragao obtida com padrdo isolado de acetato (Figura 1)
possui um R?=0,9872 sendo o menor coeficiente de determinagdo entre todos
os acidos graxos analisados. A equacao da reta y = 0,531126x + 0,009122 foi

utilizada para a quantificacdo de acetato de todas as amostras.
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Acetato
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Figura 1: curva de concentragdo com padrdo isolado de acetato.

A curva de concentragao obtida com padréo isolado de propionato (Figura
2) possui um R?=0,9912. A equacédo y = 0,530136x — 0,036949 foi utilizada para

a quantificacdo de propionato de todas as amostras.
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Figura 2: curva de concentracdo com padréo isolado de &cido propiénico.

Ja a curva de concentracao obtida com padrao isolado de butirato (Figura
3) possui um R?=0,9932. A equacédo y = 0,95539x — 0,038097 foi utilizada para

a quantificacdo de butirato de todas as amostras.
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Butirato
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Figura 3: curva de concentragdo com padréo isolado de &cido butirico.

4.2 Quantidade de fezes

Na fermentacéo das fezes sem uso de nenhum substrato foi possivel notar
aumento mais pronunciado na producéo de todos AGCCs proporcionado pelo
processo de fermentacdo quando realizado com 2 gramas de fezes. Em
comparac¢ao com o grupo controle que utilizou 1 grama de fezes, o grupo com
2 gramas gerou 88,74% a mais de acetato, 68,09% a mais de propionato e

72,82% a mais de butirato do que no ensaio com apenas 1 grama (Figura 4).

Controle -1g vs. 2 g de fezes
2507
2004
Il Branco

150 4 Controle 1 grama fezes

I controle 2 grama fezes

mMol/g

1004

50

Figura 4: Concentracdes de acetato, propidnico e butirico nos grupos Branco e Controle com 1
e 2 gramas de fezes
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Quando se utilizou a inulina como substrato para as fermentacdes, notou-
se que a producédo de AGCCs foi superior a observada no grupo Branco e, de
maneira semelhante ao apresentado no grupo controle, h4 tendéncia de
aumento nas producdes de acetato (17,6%), propionato (4,97%) e butirato
(31,23%) nas fermentacdes com 2 gramas de fezes quando comparado com 1

grama (Figura 5).

Dado o perfil observado, foi estabelecida a quantidade de 2 gramas de
fezes por fermentacdo por propiciar o melhor aproveitamento do substrato

utilizado observado pela maior producdo de AGCCs.

Inulina 30 mg/ml-19g vs 2 g fezes

500 A

Il sranco
Inulina 30 mg/ml 1 g Matriz
I inulina 30 mg/ml 2 g Matriz

400 A

300

mMol/g

200 A

1001

0 -

Figura 5: Concentracdes de acetato, propidnico e butirico nos grupos Branco e Inulina 30
mg/ml com 1 e 2 gramas de fezes.

4.3 Efeito do tempo de processamento no perfil de fermentagéo

A Figura 6 demonstram as concentracfes dos acidos acético, propidnico,
butirico nos diferentes tempos de processamento de amostra em fermentacdes

com inulina a 10 mg/ml.
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Acetato Propionato Butirato
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Figura 6: Concentrag8es de acetato, propibnico e butirico nos grupos branco, controle e Inulina
10 mg/ml em diferentes tempos de inicio de processamento.

Neste estudo foi possivel observar que, diferentemente do experimento
anterior, a concentracdo de acetato no grupo controle foi 46% maior do que a
encontrada no grupo branco. Com relagcdo ao grupo inulina 10 mg/ml notou-se
gue o processamento duas horas apds a coleta apresentou concentracdo de
acetato 25,62% maior do que a imediatamente processada, enquanto o
processamento 4 horas apds a coleta resultou em uma concentracdo 6,87%

maior que o processamento imediato

A concentragdo de propionato no grupo controle foi 172% maior que o
grupo Branco. Aguardando-se duas horas para processar as amostras foi obtido
19,51% propionato a mais que o processamento imediato e 17,69% em relacao

ao processamento 4 horas apés a coleta.

Se tratando do butirato, o grupo controle apresentou concentracdo 156%
maior que o grupo Branco, enquanto o grupo Inulina 10 mg/ml-2 horas
apresentou concentracdo 21,04 % maior que o0 processamento imediato e

13,10% maior que o processamento 4 horas apoés a coleta.

4.4 Correlacao da ingestéo de fibras sobre o perfil da fermentacéao

i. Fermentagbes controle

Foi observado que nas fermentagdes controle o valor de R obtido pela
correlagao linear foi de 0,19547 para acetato, 0,3241 para propionato e 0,3371
para butirato indicados na Figura 7, demonstrando que a quantidade de fibras

ingeridas no dia anterior a fermentacéo, isoladamente, foi insuficiente para
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determinar os niveis de AGCCs gerados no processo. A Tabela 1 detalha o teste

de correlacao linear

Fibra vs. Branco
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Figura 7: dispersdo amostral da correlacdo entre o consumo de fibras alimentares e a produgéo
de AGGCs no grupo controle.

Tabela 1: Correlacdo linear entre acetato, propionato e butirato e a quantidade de fibras
consumidas na véspera da fermentagéo no processo fermentagcéo no grupo controle.

Fibra/dia Fibra/dia Fibra/dia
Spearman r VS. VS. VS.
P Acetato Propionato Butirato
R 0,1954 0,3241 0,3371
. . -0,4743 to -0,3476 to
0 1 - 1
95% confidence interval 07219 0,3604 to 0,7818 0.7874
P (two-tailed) 0,5611 0,3276 0,3078
ns ns ns
P value summary
Exact or approximate P value? Exact Exact Exact
Significant? (alpha = 0.05) No No No

ii. Fermentagdes com Inulina

Com a influéncia da inulina 30 mg/ml os valores de R foram inferiores quando

comparado ao grupo branco, sendo de 0,027 para acetato, 0,3273 para
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propionato e 0,1091 para butirato. A Figura 8 demonstra que a aplicacdo de um
substrato sobre o processo de fermentacdo promoveu uma modulacdo capaz de
atenuar os efeitos das caracteristicas da amostra, além de também evidenciar
que a quantidade de fibras isoladamente € incapaz de determinar quantidade de

AGCCs a ser gerada no processo de fermentac&o in vitro juntamente com um

substrato.
Fibra vs. Inulina
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Figura 8: dispersdo amostral da correlacdo entre o consumo de fibras alimentares e a producgéo
de AGGCs utilizando 30 mg/ml de inulina.

A Tabela 2 detalha o teste de correlacéo linear obtido comparando-se a
quantidade de fibra ingerida no dia anterior a fermentacdo com as concentracdes

de AGCCs gerados por adicdo de 30 mg/ml de inulina.

Tabela 2: Correlacao linear entre acetato, propionato e butirato e a quantidade de fibras
consumidas na véspera da fermentacdo no processo fermentagcdo com inulina 30 mg/ml.

Fibra/dia Fibra/dia Fibra/dia
Spearman r VS. VS. VS.
P Acetato Propionato Butirato
R 0,02727 0,3273 0,1091
. . -0,3573 to -0,5400 to
0 - H 1
95% confidence interval 0,5956 to 0,6297 0.7831 0.6768
P value
P (two-tailed) 0,9462 0,3269 0,7545
Ns ns ns
P value summary
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Exact or approximate P Exact Exact Exact
value?
Significant? (alpha = 0.05) No No No

4.5 Curva de concentragcdo com substratos

i. Inulina

A Figura 9 apresenta o perfil de producéo de acetato, propionato e butirato

para as diferentes concentracdes de inulina aplicadas.

As aplicagbes das diferentes concentragcbes de inulina apresentaram
comportamento concentracdo-dependente onde tanto maior a concentracéo,
maior a producao de acetato. Além disso, a diferenca entre as concentracdes de
100 e 300 mg/ml € de apenas 5,23%, denotando um platdé na curva de resposta
da inulina no processo de fermentagédo. Assim como observado com o acetato,
0 propionato também apresentou resposta concentracdo-dependente de
maneira crescente, entretanto, o platé na resposta se deu na concentracao de
30 mg/ml, dado que a diferenca desta para 100 e 300 mg/ml sdo de apenas

6,51% e 1,46%, respectivamente.

Curiosamente, a curva concentracao-resposta do butirato utilizando a inulina
apresenta um comportamento crescente até a concentracdo de 30 mg/ml e a
partir desta apresenta uma inflexdo em seu perfil, tendo as concentragdes
superiores producao de butirato 58,16% e 78,88% respectivamente menores que

a concentracdo de 30 mg/ml, que resultou na producéao total de 536,29 mMol/g.
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Figura 9: Concentracdes de acetato, propidnico e butirico nos grupos Branco, controle e para
as sucessivas concentragdes de Inulina
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Na avaliacdo do perfil de producdo dos AGCCs utilizando 30 mg ou 100,
notou-se uma alteracéo do perfil butirogénico para acetogénico com o aumento
da disponibilidade de substrato, logo, foi estabelecida a concentracdo de 30
mg/ml como padréo para a realizacao de fermentacdes futuras devido a melhor
producdo de butirato e niveis equivalentes de propionato a concentracdes

superiores.

ii. Sacarose

A Figura 9 demonstra as diferentes producdes de AGCC obtidos com a

fermentacao de sacarose (Sa) nas concentracdes de 10, 30 e 100 mg/ml.

Acetato Propionato Butirato
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Figura 10: Concentracfes de acetato, propionato e butirato obtidas na fermentagcdo com a
sacarose (Sa) nas concentracGes de 10, 30 e 100 mg/ml. * representa grupos diferente do grupo
controle. p<0,05.

De modo similar ao observado na fermentacéo da inulina, a fermentacao
com concentragdes crescentes de sacarose apresentou producao de acetato
com tendéncia concentracdo-dependente sendo a maior produgéo obtida com a

concentragéo de 100 mg/ml.

Também para propionato a concentracao de 100 mg/ml foi a mais eficiente
em termos de producdo (51% superior a concentragcdo de 30 mg/ml).
Diferentemente do observado com inulina, a maior producéo de butirato foi com

a concentracdo de 100 mg/ml, desta vez com menor diferenca comparado a
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concentracdo subsequente, sendo 100 e 30 mg/ml significativamente diferente

do grupo controle.

A Figura 11 demonstra as producfes comparativas dos trés AGCCs

analisados na fermentacdao com a sacarose a 30 e 100 mg/ml respectivamente.

Utilizando 30 mg/ml de sacarose nédo foram observadas diferencas
significativas entre as producbes de acetato e propionato, entretanto ambas
foram significativamente inferiores a butirato. Distintivamente, ao se utilizar a
concentracdo de 100 mg/ml a maior producdo observada é a de acetato,

diferindo significativamente apenas de propionato.
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Figura 11: Concentra¢cBes de acetato, propionato e butirato obtidos na fermentacao de sacarose
30 mg/ml. * representa grupos diferentes de butirato. p<0,05.

4.6 Homogeneidade entre diferentes fermentacdes

I Fermenta¢cdes com Inulina 30 mg/ml

A Figura 12 demonstra os valores meédios de acetato, propionato e butirato
em fermentagdes realizadas com as amostras de um mesmo doador, coletadas
e fermentadas em 33 dias diferentes. O valor médio de acetato foi de 177,7 £
27,29 mMol/g, seguido de 166,9 + 15,50 mMol/g de propionato enquanto o
butirato apresentou média de 507,2 + 35,23 mMol/g. E interessante ressaltar
gue entre os diferentes acidos graxos, como referido pela literatura [82], a

inulina apresenta uma tendéncia a gerar maior teor de butirato em relagéo aos
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demais AGCCs analisados (285,45% e 203,87% a mais que 0s propionato e

butirato, respectivamente).
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Figura 12: Comparagéo entre as diferentes concentra¢gdes de AGCC na fermentacdo com Inulina
30 mg/ml. Diferencas estatisticas considerando p<0,005. # vs butirato.

ii. Influéncia da inulina na producéo dos diferentes AGCCs

A Figura 13 demonstra os valores obtidos separadamente sobre a producéo
dos acidos acético, propiénico e butirico dos grupos Branco, controle e Inulina

30 mg/ml.

E possivel notar um aumento significativo na producéo de acetato promovido
pela inulina a 30 mg/ml no processo de fermentacdo em relacdo ao grupo branco
e de 361,33% em relagéo ao grupo controle. Nao foram observadas diferencas
significativas entre os grupos branco e controle. De maneira semelhante, a
producdo de propionato promovida pela inulina a 30 mg/ml foi de 417,54% em
relacdo ao grupo branco e de 656% em relacdo ao grupo controle, sendo a
diferenca de 67,39% entre branco e controle ndo significativa estatisticamente
(Figura 13).
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Comparagédo entre grupos - Acetato Comparagéao entre grupos - Propionato Comparagédo entre grupos - Butirato
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Figura 13: Comparacgéo entre os perfis de acetato obtido nos grupos Branco, controle e Inulina
30 mg/ml. Diferengas estatisticas considerando-se p<0,005. *# grupo controle.

Dentre todos os AGCCs analisados, o butirato apresentou as maiores
concentragdes. A produgédo de butirato promovida pela inulina a 30 mg/ml foi de
2516,43% em relacdo ao grupo branco e de 1760,11% em relacdo ao grupo
controle. A diferenca entre os grupos branco e controle foi mais pronunciada que

os anteriores sendo de 40,65%, ainda assim, estatisticamente nao significativa

Este conjunto de experimentos demonstrou um perfil de resposta a
fermentacdo com inulina, estabelecendo assim, o comportamento padrdo da

fermentacao in vitro.
4.7 Comparacdao entre diferentes doadores

A Figura 10 demonstra o perfil comparativo de acetato, propionato e butirato
em amostras do grupo Branco e fermentadas com inulina 30 mg/ml de quatro

doadores diferentes.

Através desta analise comparativa foi possivel observar que a utilizacdo da
concentracdo de inulina a 30 mg/ml modula positivamente a producdo de
propionato apenas entre os doadores A e B, enquanto a producao de acetato foi
modulada apenas no doador B e a de butirato foi positivamente modulada em

todas as amostras testadas.



50

Acetato Propionato Butirato
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'Figura 14: Perfil de producéo de acetato, propionato e butirato de quatro doadores diferentes
‘com inulina. * representa diferencas significativas de grupo Branco. p<0,05.

5. DISCUSSAO

A metodologia padronizada por Almeida-Junior e cols. [80] para a analise dos
AGCCs em amostras de fezes frescas e usada nesse estudo se demonstrou
igualmente robusta para analise do perfil de AGCCs nas amostras fermentadas
na etapa de extracdo e quantificacdo, tanto para a identificacdo dos acidos
graxos de cadeia curta como na analise em diferentes escalas, que variam de
algumas dezenas de micromolares/grama até 1,2 mMol/g. Em termos de
padronizacdo e avaliacdo da estabilidade do método de fermentacao in vitro
realizadas com a amostra de um unico doador, a maior proporcao de acetato
seguida de valores semelhantes de propionato e butirato obtidas no grupo
Branco estdo de acordo com a literatura [83], e a utilizacdo de carboidratos
(inulina ou sacarose) modificou o perfil destes AGCCs de maneira concentragao-

dependente e uniforme entre diferentes dias de fermentacéo.

Em se tratando das variaveis de influéncia no processo de fermentacédo a
utilizacdo de diferentes quantidades de fezes (1 e 2 gramas) por tubo com a
adicdo de quantidade padronizada de inulina (30 mg/ml) demonstrou um perfil
de producao de acetato e butirato maior com 2 gramas em comparacdo com 1
grama de fezes. Tendo em vista que foi utilizada a mesma quantidade de inulina
para diferentes quantidades de fezes, supde-se que a maior carga microbiana
presente nos dois gramas de fezes em relagcdo a um grama permita melhor

aproveitamento do substrato disponivel, no caso, a inulina.
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A curva de concentracdo utilizando inulina e sacarose como substratos da
fermentacdo demonstrou a sensibilidade da técnica em termos de responder a
diferentes quantidades de um produto para as mesmas condigcfes de
disponibilidade de microrganismos e meio (solugcdo de bicarbonato de sédio). A
curva de concentracdo dos substratos fermentaveis para entender o
comportamento da fermentacdo em diferentes disponibilidades de substratos foi
inicialmente estabelecida utilizando a inulina, um oligossacarideo de alto peso
molecular composto basicamente de fibras soluveis [82]. A utilizagdo de inulina
em concentracfes mais baixas como 1 e 3 mg/ml ndo promoveu alteracdes
expressivas na producao dos trés AGCCs, entretanto, ao comparar o perfil dos
trés AGCCs utilizando 10, 30 e 100 mg/ml de inulina como substrato, notou-se
aumento concentragdo-dependente dos trés AGCCs. Adicionalmente, bactérias
especificas tal qual F. praunsnitzii em situacdes de alta disponibilidade de
butirato podem fazer a conversdo deste AGCC em acetato [80], com o aumento
da concentracdo de inulina de 30 mg/ml para 100 mg/ml foi observado
diminuicdo dos niveis de butirato comparado com os niveis de acetato, esta
alteracdo do perfil butirogénico para acetogénico pode ser explicada por esta
via utilizada pela F. praunsnitzii se for considerado que o aumento da
concentracdo de inulina na fermentagcdo promove aumento da producdo e

butirato e este é convertido em acetato posteriormente.

Além disso, o protocolo proposto analisou os metabdlitos bacterianos apoés
24 horas de processo, sendo importante ressaltar que o processo é dinamico ao
longo do tempo e envolveu a utilizacdo do substrato disponivel por diferentes
espécies de bactérias em momentos distintos do processo, sendo que 0s
produtos bacterianos de um microrganismo em um dado momento, podem ser

utilizados por outra espécie subsequentemente [84].

Por outro lado, as fermentacbes com concentracdes crescentes de sacarose,
um dissacarideo, apresentou perfil concentracdo-dependente nos trés AGGCs
analisados para as duas concentragcbes testadas, 30 e 100 mg/mli,
diferentemente do perfil encontrado com a inulina onde foi observada inflexao da
curva na concentracdo de 30 para 100 mg/ml. Comparando os AGCCs, o
aumento da concentracdo de sacarose leva a mudanca do perfil de metabdlitos,

assim como com a inulina, no entanto de forma mais especifica para a produgao
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de acetato, quando comparado com 30 mg/ml, onde a maior producdo € de
butirato. De mesmo modo, através da metodologia aplicada néo foi possivel
afirmar se a maior producéo de acetato observado com a fermentacédo de 100
mg/ml de sacarose foi de fato a acetato ou se houve a conversao de butirato em
acetato. A sacarose € um dissacarideo composto de glicose e frutose, com grau
de oligomerizacdo muito menor que o da inulina. Embora a inulina seja
fracionada em polimeros de frutose menores por acdo de enzimas bacterianas,
0 processo se da em um numero maior de etapas. Liu e colaboradores (2022)
demonstraram através de estudos in vitro com inulina e a microbiota intestinal a
geracdo dos acidos acético, férmico e propionato além de modular as vias do
metabolismo da [3-alanina, propanoato, arginina, prolina, glutationa e promover
aumento das concentracdes de L-fucose, D-galactose, L-ornitina, D-frutose e D-
eritrose [85]. Adicionalmente, o perfil de fermentacdo in vitro da inulina
demonstra uma variacdo ao longo do tempo, com tendéncia inicial a maior
producédo de acetato e propionato até atingir uma estabilizacdo e entao favorecer
maiores concentracdes de butirato [86].

Ao se observar apenas a producédo de AGCCs constatou-se que a inulina e
a sacarose beneficiaram a producédo de AGCCs em perfis semelhantes quando
usadas nas concentracfes de 30 e 100 mg/ml. Em outros estudos in vitro foi
demonstrado de maneira semelhante aumento progressivo da producédo de
acetato, propionato, butirato e lactato de 0 até 48 horas de fermentacdo com
manutencao do perfil apos esse periodo, utilizando-se inulina e sacarose a 1%
do volume total e apresentando concentracdes similares para os dois substratos
[87]. Embora a geracdo dos AGCCs analisados na fermentacdo de inulina e
sacarose foram semelhantes em proporcdo, é possivel que cada produto
modularia a proliferacdo de diferentes microrganismos, visto que a analise
exclusiva dos AGCCs ndo é capaz de elucidar os possiveis metabdlitos
intermediarios do processo bem como os diferentes microrganismos envolvidos
no processo. De fato, em um estudo de fermentagé&o in vitro com fezes humanas,
a inulina promoveu a proliferagéo de bactérias do género Roseburia, Blautia e
Bifidobacterium, e mais especificamente Ruminococcus broomi, Bifidobacterium
adolescentis e Bifidobacterium longum [73]. Igualmente, a inulina em amostras

de fezes de suinos promoveu a proliferacdo de bactérias do género
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Bifidobacteirum, e Roseburia além de Fecaelibacterium e Enterococus e

diminuicao de bactérias do género Shigella [86].

Em um estudo com camundongos obesos Tomioka e colaboradores (2022)
observaram a acgdo bloqueadora da L-arabnose sobre a sacarase e que a
administragdo conjunta com sacarose promove aumento significativo de
Bifidobacteria acidifaciens e a associacdo promove aumento significativamente
superior de acetato, efeito atribuido a geracdo de acetil-coA e acetil fosfato
advindos da glicdlise [88]. Em contrapartida a proliferacéo de bactérias do género
das bifidobactérias promovida pela sacarose, um estudo com camundongos
realizado por Kawano e colaboradores (2022) demonstrou que uma dieta rica em
gorduras ou rica em mono e dissacarideos favoreceu a proliferacdo de bactérias
patogénicas da familia Erysipelotrichaceae e também de Ruminococcaceae e
Lachnospiraceae, produtoras de AGCCs, além da supressdo de
Fecaelibacterium rodentium, sugerindo que embora dissacarideos promovam
aumento na producdo de AGCCs, podem beneficiar microrganismos

patogénicos [89].

Outro aspecto avaliado foi a reprodutibilidade do método, visto que se baseia
em amostras de fezes de doadores que sofrem variacbes na sua constituicdo
bioguimica e microbioldgica ao longo dos dias e periodo de vida. O presente
estudo baseou sua padronizacdo nas amostras de um doador, além de um
estudo adicional com amostra de mais trés doadores, sendo todos de mesmo
grupo etario e na auséncia de doencas inflamatérias, autoimunes e apenas uma
delas referindo uso de medicamentos. Considerando o primeiro doador, foi
observado que tanto em uma Unica fermentacdo utilizando inulina 30 mg/mi
guanto ao se realizar as fermentacdes em 33 dias diferentes, os perfis de
producao, as diferencas relativas entre os AGCCs e as escalas nas producdes
se mantiveram, indicando a estabilidade da técnica. Na comparacdo entre os
diferentes doadores, o carater butirogénico da inulina foi confirmado ao modular
positivamente a producdo de butirato em todas as amostras testadas
independente do doador, utilizando-se 30 mg/ml em comparacdo com as

amostras nao fermentadas.
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Ademais, a variabilidade das amostras de fezes foi verificada através do
consumo diario de fibras nos dias precedentes a fermentacdo sem obter uma
correlagcdo razoavel entre a quantidade de fibras consumidas e os valores de
AGCCs obtidos, denotando que o consumo de fibra alimentar as vésperas do
estudo néo representa isoladamente um bom preditor do desempenho do ensaio
de fermentacdo in vitro. A dieta € um dos fatores de maior capacidade de
modulacdo da microbiota, tanto pela frequéncia de estimulos (refeicfes) quanto
por se fazer presente ao longo de toda a vida. Em 2014, David e colaboradores
demonstraram que com apenas cinco dias consecutivos de alteracdo na dieta ja
se pode observar alteracdes em perfis de microrganismos e metabdlitos, quando
foi comparada uma dieta estritamente vegetariana com uma baseada em
produtos animais [90]. Isto se torna especialmente importante levando em conta
gue a microbiota intestinal se beneficia de carboidratos, fibras, proteinas e até
mesmo lipidios provenientes da dieta ao longo de semanas ou meses, além da

modulacdo ser observada apenas para algumas espécies ou géneros [91].

Ainda com relacéo a variabilidade de doadores para estudos de fermentacéo
in vitro, Aguirre e colaboradores (2014) demonstrou que realizar a coleta e
homogenizagdo de amostras de trés diferentes doadores ndo apresenta
diferencas em relacdo a producédo de AGCCs e modulacdo microbiana quando
comparado com a fermentacdo de um dnico individuo, com a vantagem que a
homogeneizacdo de amostras de diferentes doadores tende a minimizar os
efeitos de uma microbiota debilitada ou com expressdes especificas de géneros

especificos caracteristicos da variabilidade individual [92].

6. Conclusao

Através dos protocolos adotados foi possivel padronizar a técnica de
fermentacao in vitro do tipo “batch” de forma robusta e apropriada para avaliar a
modulacédo da producao de AGCCs por meio do uso de diferentes carboidratos,
sendo uma metodologia com reprodutibilidade mesmo quando se utilizou
amostras de diferentes individuos, com de diferentes dias de fermentacéo e

producdo dependente da concentracéo utilizada.



55

7. Referéncias

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Galler, J.R,, et al., Neurodevelopmental effects of childhood malnutrition: A
neuroimaging perspective. Neuroimage, 2021. 231: p. 117828.

Monteiro, C.A., et al., Ultra-processed products are becoming dominant in the global
food system. Obes Rev, 2013. 14 Suppl 2: p. 21-8.

FAO, DECLARATION OF THE WORLD SUMMIT ON FOOD SECURITY, W.S.o.F. Security,
Editor. 2009.

Ministério da Saude, S.d.A.a.S., Guia alimentar para a populagdo brasileira, S.d.A.a.S.
Ministério da Saude, Departamento de Atengdo Basica., Editor. 2014, Ministério da
Saude: Brasilia.

Vidar, M., Soil and agriculture governance and food security. Soil Security, 2022. 6: p.
100027.

Johnstone, P. and C. McLeish, World wars and sociotechnical change in energy, food,
and transport: A deep transitions perspective. Technological Forecasting and Social
Change, 2022.174: p. 121206.

Liu, S., et al., Toward a "Green Revolution" for Soybean. Mol Plant, 2020. 13(5): p. 688-
697.

Berman, N., et al., Crop prices and deforestation in the tropics. Journal of
Environmental Economics and Management, 2023. 119: p. 102819.

Popkin, B.M., C. Corvalan, and L.M. Grummer-Strawn, Dynamics of the double burden
of malnutrition and the changing nutrition reality. Lancet, 2020. 395(10217): p. 65-74.
Seferidi, P., et al., Global inequalities in the double burden of malnutrition and
associations with globalisation: a multilevel analysis of Demographic and Health
Surveys from 55 low-income and middle-income countries, 1992-2018. Lancet Glob
Health, 2022. 10(4): p. e482-e490.

Abay, K.A., H. Ibrahim, and C. Breisinger, Food policies and obesity in low- and middle-
income countries. World Development, 2022. 151: p. 105775.

Gustat, J.S., S.R.; Elkasabany, A. Berenson GS, Relation of selfrated measures of physical
activity to multiple risk factors of insulin resistance syndrome in young adults: Te
Bogalusa Heart Study. . Journal of clinical epidemiology, 2002. 55(10): p. 997-1006.
Kramer, H., Kidney Disease and the Westernization and Industrialization of Food. Am )
Kidney Dis, 2017. 70(1): p. 111-121.

Association, A.D., Position of the American Dietetic Association: Health Implications of
Dietary Fiber. ) Am Diet Assoc, 2008. 108(1716-1731).

Bradley, M., et al., Obesity and malnutrition in children and adults: A clinical review.
Obesity Pillars, 2023. 8: p. 100087.

Chong, B., et al., Trends and predictions of malnutrition and obesity in 204 countries
and territories: an analysis of the Global Burden of Disease Study 2019.
EClinicalMedicine, 2023. 57: p. 101850.

Tanumihardjo, S.A., et al., Poverty, obesity, and malnutrition: an international
perspective recognizing the paradox. } Am Diet Assoc, 2007. 107(11): p. 1966-72.
WHO. Noncommunicable diseases. 2023 [cited 2023; Available from:
https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/noncommunicable-diseases.
Organization, W.H., GLOBAL STATUS REPORT on noncommunicable diseases. 2014.
Thakur, J.S., R. Paika, and S. Singh, Burden of noncommunicable diseases and
implementation challenges of National NCD Programmes in India. Medical Journal
Armed Forces India, 2020. 76(3): p. 261-267.

Rauber, F., et al., Ultra-Processed Food Consumption and Chronic Non-Communicable
Diseases-Related Dietary Nutrient Profile in the UK (2008(-)2014). Nutrients, 2018.
10(5).



https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/noncommunicable-diseases

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

56

Narula, N., et al., Association of ultra-processed food intake with risk of inflammatory
bowel disease: prospective cohort study. BMJ, 2021. 374: p. n1554.

Martinez Leo, E.E. and M.R. Segura Campos, Effect of ultra-processed diet on gut
microbiota and thus its role in neurodegenerative diseases. Nutrition, 2020. 71: p.
110609.

Sonnenburg, E.D., et al., Specificity of polysaccharide use in intestinal bacteroides
species determines diet-induced microbiota alterations. Cell, 2010. 141(7): p. 1241-52.
Manimozhiyan Arumugam, J.R., Eric Pelletier, Denis Le Paslier,, et al., Enterotypes of
the human gut microbiome. Nature, 2013. 437: p. 174-180.

Human Microbiome Project, C., Structure, function and diversity of the healthy human
microbiome. Nature, 2012. 486(7402): p. 207-14.

Ley, R.E., D.A. Peterson, and J.l. Gordon, Ecological and evolutionary forces shaping
microbial diversity in the human intestine. Cell, 2006. 124(4): p. 837-48.

Seeley, M.B.R.J., Obesity and gut flora. NATURE, 2006. 444(7): p. 21-28.

Chen, K., et al., Gut Microbiota-Dependent Metabolite Trimethylamine N-Oxide
Contributes to Cardiac Dysfunction in Western Diet-Induced Obese Mice. Front Physiol,
2017. 8: p. 139.

Karamzin, A.M.,, et al., Akkermansia muciniphila and host interaction within the
intestinal tract. Anaerobe, 2021. 72: p. 102472.

Martini, E., et al., Mend Your Fences: The Epithelial Barrier and its Relationship With
Mucosal Immunity in Inflammatory Bowel Disease. Cell Mol Gastroenterol Hepatol,
2017. 4(1): p. 33-46.

Kronsten, V1., et al., Gut-derived systemic inflammation as a driver of depression in
chronic liver disease. ) Hepatol, 2022. 76(3): p. 665-680.

Zhang, Y., et al., TMAO: how gut microbiota contributes to heart failure. Trans| Res,
2021. 228: p. 109-125.

Pasini, E., et al., Pathogenic Gut Flora in Patients With Chronic Heart Failure. JACC
Heart Fail, 2016. 4(3): p. 220-7.

Sandek, A, et al., Altered intestinal function in patients with chronic heart failure. ) Am
Coll Cardiol, 2007. 50(16): p. 1561-9.

Agus, A., ). Planchais, and H. Sokol, Gut Microbiota Regulation of Tryptophan
Metabolism in Health and Disease. Cell Host Microbe, 2018. 23(6): p. 716-724.

Dean, JW. and L. Zhou, Cell-intrinsic view of the aryl hydrocarbon receptor in tumor
immunity. Trends Immunol, 2022. 43(3): p. 245-258.

Hara, T., et al., Role of free fatty acid receptors in the regulation of energy metabolism.
Biochim Biophys Acta, 2014. 1841(9): p. 1292-300.

H. Tazoe, Y.O., I. Kaji, I. Tanaka, S. I. Karaki, A. Kuwahara, Roles of short-chain fatty acids
receptors, GPR41 and GPR43 on colonic functions. Journal of Physiology and
Pharmacology, 2008. 59(2): p. 251-262.

Julia M. W. Wong, R.d.S., Azadeh Emam, Cyril W. C. Kendall, David J. A. Jenkins, Colonic
Health: Fermentation and Short Chain Fatty Acids. ) Clin Gastroenterol 2006. 40(3).
Bartoszek, A., et al., Free Fatty Acid Receptors as new potential therapeutic target in
inflammatory bowel diseases. Pharmacol Res, 2020. 152: p. 104604.

E. N. Bergman, J.EW., Metabolims of volatile fatty acid by liver and portal-drained
viscera in sheep. American Journal of Phisiology, 1971. 22(2).

Duncan, S.H., et al., Contribution of acetate to butyrate formation by human faecal
bacteria. Br J Nutr, 2004. 91(6): p. 915-23.

Soliman, M.L. and T.A. Rosenberger, Acetate supplementation increases brain histone
acetylation and inhibits histone deacetylase activity and expression. Mol Cell Biochem,
2011. 352(1-2): p. 173-80.



45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.
57.

58.

59.

60.
61.

62.

63.

64.

65.
66.
67.
68.

69.

57

Hayden, M.S. and S. Ghosh, NF-kappaB in immunobiology. Cell Res, 2011. 21(2): p. 223-
44,

Li, D., et al., Diet-gut microbiota-epigenetics in metabolic diseases: From mechanisms
to therapeutics. Biomed Pharmacother, 2022. 153: p. 113290.

Xiong, Y., et al., Short-chain fatty acids stimulate leptin production in adipocytes
through the G protein-coupled receptor GPR41. Proc Natl Acad Sci U S A, 2004. 101(4):
p. 1045-50.

Roelofsen, H., M.G. Priebe, and R.J. Vonk, The interaction of short-chain fatty acids with
adipose tissue: relevance for prevention of type 2 diabetes. Benef Microbes, 2010. 1(4):
p. 433-7.

George T. Macfarlane, S.M., Fermentation in the Human Large Intestine Its Physiologic
Consequences and the Potential Contribution of Prebiotics. J Clin Gastroenterol, 2011.
4(3).

Evelyne M Dewulf, et al., Evaluation of the relationship between GPR43 and adiposity
in human. Nutrition & Metabolism, 2013. 10(11).

Maslowski, K.M. and C.R. Mackay, Diet, gut microbiota and immune responses. Nat
Immunol, 2011. 12(1): p. 5-9.

Vijay-Kumar, M., et al., Metabolic syndrome and altered gut microbiota in mice lacking
Toll-like receptor 5. Science, 2010. 328(5975): p. 228-31.

Fontana, L. and L. Partridge, Promoting health and longevity through diet: from model
organisms to humans. Cell, 2015. 161(1): p. 106-118.

Roberfroid, M., Functional Food and Concept and its application to prebiotic. Digest
Liver Dis, 2002. 34(2).

Westenbrink, S., K. Brunt, and J.W. van der Kamp, Dietary fibre: challenges in
production and use of food composition data. Food Chem, 2013. 140(3): p. 562-7.
Anderson, J.W., et al., Health benefits of dietary fiber. Nutr Rev, 2009. 67(4): p. 188-205.
Fuller, S., et al., New Horizons for the Study of Dietary Fiber and Health: A Review. Plant
Foods Hum Nutr, 2016. 71(1): p. 1-12.

Maya Pineiro, et al., FAO Technical Meeting on Prebiotics. ) Clin Gastroenterol 2008.
42(3).

Johnson, LT., Fiber. 2020: p. 515-529.

FAO, Global food losses and food waste. 2011.

COELHO, M.A.Z., et al., APROVEITAMENTO DE RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS:
PRODUCANO DE ENZIMAS A PARTIR DA CASCA DE COCO VERDE. B.CEPPA, 2001. 19(11):
p. 33-42.

Estatistica, I.N.d., Estatisticas Agricolas, |.N.d. Estatistica, Editor. 2013.

Reis, .A.O., et al., Characterization of flour obtained from waste of cassava minimally
processed. SCIENTIA PLENA, 2011. 7(12).

Galanakis, C.M., Recovery of high added-value components from food wastes:
Conventional, emerging technologies and commercialized applications. Trends in Food
Science & Technology, 2012. 26(2): p. 68-87.

Pintado, M.E. and J.A. Teixeira, Valorizagdo de subprodutos da industria alimentar:
obtengdo de ingredientes de valor acrescentado. Bolet im de Biot e cnologi a, 2015.
IBGE, LEVANTAMENTO SISTEMATICO DA PRODUCAO AGRICOLA. 20109.

Bischoff, S.C., ‘Gut health’: a new objective in medicine? BMC Medicine, 2011. 9:24.
Payne, A.N,, et al., Advances and perspectives in in vitro human gut fermentation
modeling. Trends Biotechnol, 2012. 30(1): p. 17-25.

G.T. Macfarlane, S.M., G.R. Gibson, Validation of a Three-Stage Compound Continuous
Culture System for Investigating the Effect of Retention Time on the Ecology and
Metabolism of Bacteria in the Human Colon. Microb Ecol 1998. 35: p. 180-187.



70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

58

Wang, M., et al., In vitro colonic fermentation of dietary fibers: Fermentation rate,
short-chain fatty acid production and changes in microbiota. Trends in Food Science &
Technology, 2019. 88: p. 1-9.

Kang, J., et al., Fermentation models of dietary fibre in vitro and in vivo - A review. Food
Hydrocolloids, 2022. 131: p. 107685.

Ji, H., et al., In vitro gastrointestinal digestion and fermentation models and their
applications in food carbohydrates. Crit Rev Food Sci Nutr, 2022. 62(19): p. 5349-5371.
Reichardt, N., et al., Specific substrate-driven changes in human faecal microbiota
composition contrast with functional redundancy in short-chain fatty acid production.
ISME J, 2018. 12(2): p. 610-622.

Tan, J., et al., The role of short-chain fatty acids in health and disease. Adv Immunol,
2014.121: p. 91-119.

Mandaliya, D.K., S. Patel, and S. Seshadri, The Combinatorial Effect of Acetate and
Propionate on High-Fat Diet Induced Diabetic Inflammation or Metaflammation and T
Cell Polarization. Inflammation, 2021. 44(1): p. 68-79.

Gurry, T. and L. Scapozza, Exploiting the gut microbiota's fermentation capabilities
towards disease prevention. ) Pharm Biomed Anal, 2020. 189: p. 113469.

Tawfick, M.M., et al., Inulin fructans in diet: Role in gut homeostasis, immunity, health
outcomes and potential therapeutics. Int J Biol Macromol, 2022. 208: p. 948-961.

Zou, J., et al., Inulin Fermentable Fiber Ameliorates Type | Diabetes via IL22 and Short-
Chain Fatty Acids in Experimental Models. Cell Mol Gastroenterol Hepatol, 2021. 12(3):
p. 983-1000.

Comalada, M., et al., The effects of short-chain fatty acids on colon epithelial
proliferation and survival depend on the cellular phenotype. J Cancer Res Clin Oncol,
2006. 132(8): p. 487-97.

Almeida-Junior, L.D., et al., Dietary intervention with green dwarf banana flour (Musa
sp. AAA) modulates oxidative stress and colonic SCFAs production in the TNBS model of
intestinal inflammation. Journal of Functional Foods, 2017. 38: p. 497-504.

Tsitko, I., et al., A Small In Vitro Fermentation Model for Screening the Gut Microbiota
Effects of Different Fiber Preparations. Int ) Mol Sci, 2019. 20(8).

Uerlings, J., et al., Differential effects of inulin or its fermentation metabolites on gut
barrier and immune function of porcine intestinal epithelial cells. Journal of Functional
Foods, 2020. 67: p. 103855.

den Besten, G., et al., The role of short-chain fatty acids in the interplay between diet,
gut microbiota, and host energy metabolism. J Lipid Res, 2013. 54(9): p. 2325-40.
Flint, H.J., et al., Microbial degradation of complex carbohydrates in the gut. Gut
Microbes 2012. 3:4: p. 289-306.

Liu, C., et al., Combination of microbiome and metabolome to analyze the cross-
synergism mechanism of inulin and gut microbiota in vitro and vivo. Food Bioscience,
2022. 49: p. 101915.

Chen, N., et al., Dynamic changes of inulin utilization associated with longitudinal
development of gut microbiota. Int J Biol Macromol, 2023. 229: p. 952-963.

Holgado, F., et al., Assessment of the prebiotic potential of globe artichoke by-product
through in vitro fermentation by human faecal microbiota. Bioactive Carbohydrates
and Dietary Fibre, 2022. 28: p. 100328.

Tomioka, S., et al., Cooperative action of gut-microbiota-accessible carbohydrates
improves host metabolic function. Cell Rep, 2022. 40(3): p. 111087.

Kawano, Y., et al., Microbiota imbalance induced by dietary sugar disrupts immune-
mediated protection from metabolic syndrome. Cell, 2022. 185(19): p. 3501-3519 e20.
David, L.A., et al., Diet rapidly and reproducibly alters the human gut microbiome.
Nature, 2014. 505(7484): p. 559-63.



91.

92.

59

Senghor, B., et al., Gut microbiota diversity according to dietary habits and
geographical provenance. Human Microbiome Journal, 2018. 7-8: p. 1-9.

Aguirre, M., et al., To pool or not to pool? Impact of the use of individual and pooled
fecal samples for in vitro fermentation studies. ) Microbiol Methods, 2014. 107: p. 1-7.



60

Capitulo 2

Caracterizacéo da fermentacdao in vitro naidentificagéo de atividade

prebidtica de subprodutos agricolas
1. Introducéo

Cerca de um terco de toda producéo de alimentos no mundo é desperdicada
ao longo da producéo, processamento e consumo [1]. No que se refere as perdas
durante o processamento e consumo, uma parcela consideravel ocorre no
descarte de partes dos alimentos como cascas, carog¢os, sementes e raizes. Ao
mesmo tempo, estas partes que séo ricas em compostos tém sido utilizadas, em
sua maioria, na alimentacdo animal ou ainda descartadas, neste aspecto
caracterizando um subaproveitamento das mesmas e gerando impactos
ambientais negativos devido a mé gestéo destes compostos organicos [2]. Estes
compostos apresentam grande potencial em aplicacbes onde possam vir a ter
alto valor agregado e novas finalidades como no setor estético, farmacéutico e
alimenticio [3]. Um exemplo é a utilizac&@o de fibras alimenticias presente nesses
subprodutos em substituicdo a acUcares adotados atualmente pela industria de
alimentos, tendéncia adotada por diversos paises e, por consequéncia, cobrada
da industria na busca por formulagcdes com menor teor de acgucares e danos a
saude [4]. Além disso, fibras sollveis sdo o principal componente da dieta
capazes de modular a microbiota intestinal além de estarem associadas com a
prevencdo de diversas doencas crénicas ndo transmissiveis [5]. Tais fatos
despontam subprodutos vegetais como potenciais fontes de compostos
bioativos, ndo sé pelas fibras, mas também pela presenca de fitoesterdis, acidos
organicos, polifendis e compostos antioxidantes, passiveis de serem utilizados
pela microbiota intestinal, caracterizando uma funcionalidade prebiética, ou até
mesmo pelo individuo que o consome, atribuindo atividade funcional [6]. Além
de atender demandas regulatérias de produtos alimenticios industrializados, a
rica complexidade de compostos bioativos nos subprodutos representa uma
fonte de moléculas que podem ser exploradas no desenvolvimento de
nutracéuticos e suplementos coadjuvantes no tratamento das mais diversas

condicbes cronicas de saude, dada sua ampla gama de moléculas e
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consequentemente distintos alvos terapéuticos, aumentando mecanismos de

resposta [7].

Estimativas apontam que o mercado de prebidticos movimentou U$ 2,9
bilhdes no ano de 2015, tendo uma projecéo de que estas cifras alcancem 10,5
bilhbes em 2025 [8]. Considerando-se o potencial comercial, ambiental e
terapéutico dos subprodutos, estudos na prospeccdo e confirmacdo destas
atividades se fazem emergentes. Assim sendo, este estudo envolveu a analise
de trés subprodutos da cadeia agricola brasileira: a cascara de Coffea arabica
(café) o caroco de Euterpe oleraceae (acai) e o bagaco de Citrus sinensis
(laranja). Nestes produtos foram caracterizados perfis bioquimicos, atividades
antioxidante e potencial modulatério na producdo de AGCCs e microbiota com

base na técnica de fermentacéo in vitro.

2. Objetivo

Considerando as perspectivas futuras na gestao de residuos, a importancia
das matérias-primas vegetais como fonte de compostos bioativos,
potencialmente prebibéticos e o desenvolvimento tecnolégico como modo de
aproveitamento de recursos, este capitulo tem por objetivo determinar a
capacidade prebidtica de subprodutos alimentares a cascara de Coffea arabica ,
o caroco de Euterpe oleraceae e o bagaco de Citrus sinensis por meio da
producdo de AGCCs e modulagdo da microbiota.

3. Metodologia

3.1 Preparo de Amostras

i. Caro de Acai

O caroco do acai (Euterpe oleracea) foi fornecido pela empresa Verum
Ingredients do Brasil e as amostras foram lavadas e secas em estufa a 50°C por
48 horas. O processo resultou na perda de 36,7% da massa inicial, em seguida,
as fibras do mesocarpo foram removidas manualmente e os carocos submetidos

a trituracdo em moinho de facas.
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ii. Bagaco de Laranja

O bagaco de laranja (Citrus sinensis) também foi fornecido pela empresa
Verum Ingredients do Brasil. As amostras foram recebidas ja desidratas e
seccionadas e as mesmas foram submetidas ao processo de trituracdo em

moinho de facas nas mesmas condi¢cdes anteriores.

iii. Fracdo soluvel do Bagaco de laranja

A fracdo soluvel do bagaco de laranja (Citrus sinensis) foi fornecido pela
empresa Verum Ingredients do Brasil. As amostras foram obtidas pelo
processamento do bagaco de laranja secos e triturados em moinho de facas.
Esta farinha foi submetida a refluxo utilizando agua como solvente durante 40
minutos, em seguida degradadas por pectinases e, por fim, liofilizadas obtendo

um po de alta solubilidade.

iv. Cascade café

Da maneira semelhante aos produtos anteriores, a casca de café (Coffea
arabica) foi fornecida pela empresa Verum Ingredients do Brasil. As amostras se
encontravam previamente desidratas e foram submetidas ao processo de
secagem em estufa por 48 horas a 50° C. Em seguida foram trituradas em
moinho de facas. O processo de secagem resultou na perda de 9,26% da massa
inicial do produto.

V. Inulina

A fibra alimentar solavel inulina foi cedido pela empresa Beneo (Inulina
Orafti® HP). Trata-se de um produto puro (99%) com grau de polimerizagéo =
23, segundo o fornecedor. A inulina foi incluida neste estudo como marcador
positivo da atividade microbiana e producéo de AGCCs durante o processo de
fermentacao in vitro, devido seu ja conhecido potencial prebiotico, especialmente

na atividade butirogénica.

3.2 Composicao quimica dos subprodutos

i. Andlise Bromatoldgica
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A quantificacdo de calorias totais, carboidratos, fibras alimentares, gordura
bruta, proteina, umidade e cinzas foi realizada em laboratorio externo da
empresa Eurofins Scientific a partir das amostras secas e trituradas em moinho
de facas seguindo os métodos CFR — Atwater, CRF 21- calc., AOAC 991.43,
AOAC 954.02, AOAC 990.03 e 992.15, AOAC 925.09 e AOAC 942.05,

respectivamente.
I Determinacgdo das Fibras Alimentares nos Subprodutos

A andlise do perfil de distribuicdo das fibras alimentares dos diferentes
produtos foi avaliada com a utilizagao de kit comercial “Integrated Total Dietary
Fiber Assay Kit” (Megazyme) com modificagdbes dos métodos AOAC
2009.01/A0AC 2011.25 desenvolvidos por McCleary e colaboradores (2015) [9].

ii. Quantificacdo de Polifendis

Os polifendis totais presentes nos produtos testados foram quantificados
através de métodos espectrofotométrico pela reacdo com Folin Ciocalteau (FCR)

e carbonato de calcio.

A solucédo de Folin Ciocalteau foi preparada adicionando 5 ml do reagente
(FCR) em tubo de ensaio (20 mL) com 20 mL de agua ultra pura e agitacdo em

vértex por 1 minuto.

A solucéo de carbonato de calcio foi preparada utilizando-se 20 g do mesmo
em béquer de 250 ml adicionado de 80 mL de agua ultra pura sob agitacédo
constante e aquecimento de 70 a 80 °C durante 15 minutos. Posteriormente,
transferido para baldo de 100 mL e com volume ajustado para a capacidade do

baldo com agua ultra pura.

A quantificagéo se da por equivalentes de acido galico. A solugéo estoque de
acido galico foi preparada diluindo-se 10,0 mg da substancia em 10 ml de agua
ultra pura e agitada em agitador automatico por 30 segundos e ultra-som por 5
minutos. A solucgéo foi preparada e armazenada em frasco ambar. A partir desta,
foi preparada solugéo trabalho a uma concentracao de 100 pg/ml. Uma curva de
calibracéo foi realizada com a solugcéo de trabalho nas concentracdes de 0,5,
1,0, 2,0, 3,0, 5,0, 10,0 e 20,0ng/mL.



64

Para a analise dos produtos de interesse, foram macerados 2g das amostras
secas e trituradas em 50 mL de metanol 70% em ambiente refrigerado (0 - 4°C)
durante 72 horas. Os extratos foram filtrados e rotaevaporados em baldo
volumétrico de 250 ml. O material seco resultante foi ressuspendido em 50 ml de
agua ultra pura e armazenado em frasco ambar, com posterior agitacao vigorosa

em frasco ambar antes das analises.

A reacao foi realizada transferindo 500 pL de cada extrato para balédo
volumétrico com seguida agitacdo por 30 segundos. Foram acrescidos de 100
UL da solucdo de carbonato de calcio e 500 pL da solucdo Folin Ciocalteau. A
solucéo final foi agitada manualmente por 10 segundos e posta em repouso por
30 minutos. Ao final do periodo, foi homogeneizada e sua absorbancia aferida

em espectrofotometro BioTek PowerWave HT com absorbéancia de 700 nm .

A solucéo branco foi preparada de mesma maneira utilizando-se 500 uL da
solucdo Folin ciocalteau e 1 mL da solucéo de carbonato de célcio diluidos em
10 mL de agua ultra pura, com posterior repouso de 30 minutos, agitacdo e

afericdo da absorbancia em comprimento de onda de 700 nm.

Os polifendis totais detectados nas amostras foram determinados, utilizando-

se a curva de calibracdo através da seguinte formula:

(AaxMP(g)x6000xPP)
ApxTE(g)

(%)TeorPolifendis(%) =
Onde:

Aa = Absorbéancia da Amostra;

Ap = Absorbancia da Padrao;

MP = Tomada de Ensaio do Padréo;

PP = Pureza do Padrédo. (Ex: Se a pureza do padréao for
99,0% o valor de PP sera 0,99);

TE = Tomada de Ensaio em (Q).

iii. Avaliacao da Atividade Antioxidante (DPPH)

e Preparacao de Extratos
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Partindo-se das amostras vegetais pulverizadas, foram realizados
extratos hidroalcodlicos por maceracéo a frio do caroco de acai, e casca de café,

conforme descrito abaixo. O processo se d4 em trés etapas descritas a seguir:

Primeira etapa: Foram macerados 40 gramas de matéria vegetal em 120
mL de metanol 70% (proporgao 1:3) durante trés dias a 4°C.

Segunda etapa: os macerados foram filtrados em papel préprio para o
procedimento e armazenados em béqueres de 400 mL. As partes retidas
foram novamente submetidas ao processo de maceracao sob as mesmas
condicdes. Esta etapa é executada trés vezes, a primeira com intervalo
de 3 dias de maceracéo e as duas seguintes com intervalos de 2 dias. O
filtrado de cada etapa € acondicionado no mesmo béquer que a primeira.
Terceira etapa: Os filtrados foram submetidos ao processo de
concentracdo por rotaevaporacdo com temperatura de banho a 50°C e
vacuo de 300mmHg, ao final as amostras foram acondicionadas em

frasco ambar e o volume final foi ajustado para 50 mL.

Em seguida 200uL de cada extrato foi submetido ao processo de secagem
em recipiente de aluminio para avaliacdo do peso de residuos sdlidos e,
portanto, concentragcdo de cada amostras. Cada amostra foi pesada em 10

réplicas.
e Ensaio DPPH

O método consiste em avaliar a atividade sequestradora do radical livre
2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPHe). Para tal, foi inicialmente preparada em
baldo volumétrico de 10mL solucdo padrdo com a concentracdo de 0,1mM.
Solucéo padrao: O agente sequestrador de radicais utilizado como padrao foi o
acido galico e o solvente metanol 70%. Em tubos eppendorf de 1,5mL foram
realizadas diluicbes seriadas nas concentracbes de 1, 2, 4,6, 8, 10 e 15 uM
(equivalentes a 0, 0.170, 0.340, 0.680, 1.02, 1.36, 1.70 e 2.55ug/ml.

Solucao de amostras: Da mesma maneira, com base na concentracao de cada
extrato, foi realizado uma solucdo para cada amostra em baldo volumétrico de

10ml em metanol 70% de concentracdo final igual a 1mg/ml, a partir das
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mesmas, realizadas diluicbes seriadas nas concentra¢cdes de 5, 10, 15, 20, 25,
50, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800ug/ml.

Solucédo DPPH: em balédo volumétrico de 25mL vedado a entrada de luz, foi feita

solugcéo de DPPH na concentracao de 100uM (ou 40 pg/mL).

Andlise: As medidas foram feitas em espectrofotbmetro UV-Vis (Power wave
340, Bio-TEK) no comprimento de onda 517nm, tendo como controle positivo
padrdes de acido galico (0-15uM/mL em metanol 70%). Em 100uL das amostras-
testes em suas diferentes concentracdes, adicionou-se 200uL da solugao de
DPPH (100uM, 40ug/mL). As medidas das absorbancias das misturas reacionais
foram feitas ap6s 30 minutos de incubacao ao abrigo da luz. Utilizou-se como
controle a mistura de metanol 70% (100uL) com DPPH (200uL). Os testes foram
realizados em triplicata. A partir da equacéo da curva de calibracdo e dos valores
de absorbéancia no tempo de 30 min para cada concentracdo testada, €
determinada a atividades sequestradoras de radicais livres (ou como percentuais
de DPPHe+ remanescentes - % DPPHRrewm), conforme a equagao:

ASRL = [(AC - Aamostraou padréo)/AC] x 100

Ac = Média da absorbancia do DPPH + Metanol 70%
Aamostra ou padrao = Média da absorbancia da amostra analisada

ASRL = atividade sequestrante de radicais livres

3.3 Avaliacdo da atividade prebiotica pela producédo de AGCCs

Os desempenhos da casca de café, caroco do acai, bagaco de laranja e da
fracdo soluvel de bagaco de laranja, testados em 5 fermentacdes, e as amostras
foram feitas em triplicata. As amostras foram fermentadas com os produtos em
diferentes concentracbes seguindo os protocolos estabelecidos no primeiro
capitulo. Apds a fermentacdo foram reservadas aliquotas para a analise das

bactérias de interesse por expressao génica.

3.4 Avaliacao da atividade prebiotica pela Expressao génica - gPCR
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A atividade prebidtica do ponto de vista da modulacdo microbiana foi
analisada pela expresséo génica de filos e espécies de bactérias amplamente
descritas na literatura pela sua atividade benéfica ao ser humano ou entédo
enquanto patogénica. O DNA bacteriano foi extraido das amostras de interesse
utilizando kit de extracdo e purificacdo e seguindo o protocolo do fabricante
(PureLink™ Microbiome DNA Purification Kit - Invitrogen). A reacdo de gPCR foi
feita utilizando-se concentracdes padronizadas de DNA para todas as amostras
em adi¢&o dos primers para cada microrganismo de interesse além da sonda de
fluorescéncia. As transcricdes e leituras de fluorescéncia foram feitas em
StepOnePlus™, Para a analise dos dados foi utilizada a metodologia do ACt-

corrigido pela eficiéncia [10] utilizando o primer universal como referéncia.
Andlise estatistica

A comparacao entre grupos foi realizada através da analise de variancia de
uma via seguida de teste de Dunnet nas comparacdes em relacdo ao grupo
controle e teste de Tukey na comparagdo entre mdltiplos grupos. Sao
apresentadas diferencas estatisticamente significativas considerando um valor
de p<0.05

4. Resultados
4.1 Caracterizacdo de Subprodutos e substratos

i. Analise bromatol6dgica e Fibras Alimentares

A andlise bromatoldgica do bagaco de laranja, da casca de café e do caroco
de acai é apresentada na Tabela 1.

Dentre os produtos analisados o caroco de acai apresenta a maior
concentracéo de fibra alimentar (79%) seguido do bagaco de laranja (72.7%),
assim como de carboidratos (81.21% caro¢co de acai e 80,82% bagaco de
laranja). Por sua vez, a casca de café é o subproduto testado com maior teor de
proteina (7,88%).
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Tabela 1: Andlise bromatolégica do bagaco de laranja, casca de café e caroco de acali.

Bagaco de laranja  Casca de café Carocgo de
acai
Caloria Total 360 kcal/100g 358 Kcal/100g 360
Kcal/100g
Carboidratos 80,82 % 76,64 % 81,21 %
Fibra Alimentar 72,7 % 30,7 % 79,9 %
Gordura Bruta 2,35% 2,23 % 2,00 %
Proteina 4 % 7,88 % 4,38 %
Nitrogénio 0,64 % 1,26 % 0,70 %
Proteina do factor 6,25 % 6,25 6,25
Umidade 10,4 % 6,7 % 11,6 %
Cinzas 2,43 % 6,55 % 0,81 %

ii. Determinacdo de Fibras Alimentares

A distin¢céo entre os diferentes tipos de fibras alimentares encontradas nos

subprodutos € descrita na tabela 2.

Tabela 2: Determinacéo das fibras alimentares dos subprodutos segundo o peso molecular.

Subprodutos
Bagaco de Casca de Caroco de

Laranja café acal
Fibras insoltveis (%) 64,9 20,0 71,2
Fibras solluveis alto peso 14,0 59 0,3
molecular
Fibras solGveis baixo peso 0,7 1,9 0,5
molecular
TDEF - Fibras Totais (%) 79,6 27,8 72,0

No caroco de acai € possivel observar uma predominancia de fibras de alto
peso molecular bem como baixa porcentagem de fibras soluveis (0,8% entre alto
e baixo peso molecular). Em oposi¢céo, o bagaco de laranja foi o composto
analisado com maior teor de fibra sollveis de alto peso molecular (14%),
engquanto a casca de café apresenta a maior quantidade de fibras soluveis de

baixo peso molecular (1,9%).
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iii. Polifendis

ApoOs a analise de polifendis totais, o caroco de acai foi o subproduto com a
maior concentracdo, 7.1%. Os demais produtos ndo apresentam grandes
variacoes entre si. A Tabela 3 mostra os dados de polifendis totais presente nos

produtos.

Tabela 3: Porcentagem de polifenéis no bagaco de laranja, casca de café e caroco de agai.

Produto Porcentagem de Polifendis (%)
Bagaco de Laranja 0,31
Casca de café 0,44
Caroco de Acai 7,1

iv. Atividade antioxidante

A Tabela 4 indica as concentracdes necessdrias para reduzir 50% da
atividade antioxidante do DPPH (ECso) bem como o grau da atividade

antioxidante.

Tabela 4: EC50 e classificagdo da atividade antioxidante do bagaco de laranja, casca de café e
caroco de acai.

Produto ECso Tipo de Atividade
Antioxidante
Caroco de Acai 59,08 pg/mli Forte
Casca de Café 57.277,77 pg/mL Fraca
Bagaco de Laranja 1.087,37 pg/mL Fraca

Dentre os produtos testados, o extrato do carogo de acai foi classificado como
de atividade antioxidante alta. Os demais produtos apresentaram atividade
antioxidante fraca, em especial a casca de café que necessitou alta
concentracéo para reduzir 50% do DPPH (57,27 mg/ml).
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4.2 Avaliacao da atividade prebidtica pela producédo de AGCCs

A atividade prebidtica dos produtos testados foi inferida indiretamente com
base nas concentracfes de acetato, propionato e butirato gerado ao longo do
processo de fermentacédo in vitro. A analise comparativa com o grupo controle

evidencia a produgédo dos AGCCs além do estado basal permitido pela amostra.
I Bagaco de laranja e Fracdo soluvel da laranja

A producéo de acetato promovida pelo bagaco de laranja (La) e pela fragéo
soluvel do bagago de laranja se deram de maneira concentragdo dependente
(Figura 1). Diferencas estatisticamente significativas foram encontradas entre o
grupo Inulina 30 mg/ml, La 100 mg/ml, Fracéo soluvel 30 mg/ml e Fragéo soluvel
100 mg/ml em relacdo ao grupo controle. La 100 mg/ml, Frag&o soltvel 30 mg/mi
e Fracédo soltvel 100 mg/ml apresentaram valores significativamente superiores

em relacdo a Inulina 30 mg/ml.

O perfil de producdo de propionato também segue uma tendéncia
concentracdo dependente. Assim como observado no acetato, La 100 mg/ml,
Fracdo solavel 30 mg/ml e Fracdo soluvel 100 mg/ml apresentaram valores

significativamente superiores em relagéo a inulina 30 mg/ml.

Os maiores valores de butirato foram observados nos grupos Inulina 30
mg/ml e La 100 mg/ml (557,7 e 546,81 uMol/g) e, curiosamente, seguido do
grupo Fracéo solavel 30 mg/ml sendo maior inclusive que a concentracao de 100
mg/ml. La 100 mg/ml, Fracdo solavel 30mg/ml se assemelharam

significativamente a Inulina 30 mg/ml.
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Figura 1: Concentracdes de acetato, propidnico e butirico com bagaco de laranja (La), produto
derivado do bagaco de laranja (VER0021) e Inulina (I) nas concentracdes 10, 30 e 100 mg/ml. *
- diferente do grupo controle; # - Diferente do grupo 130mg.

A Figura 2 demonstra comparativamente as producfes de acetato,
propionato e butirato nas concentracfes de 30 e 100 mg/ml obtidas nas mesmas

fermentacdes com o bagaco de laranja apresentadas na Figura 15.

Com o bagaco de laranja notou-se um aumento significativo dos niveis de
butirato em relacdo aos demais &cidos graxos na concentragdo de 30 mg/ml.
Aumentando-se a concentracdo do bagaco de laranja para 100 mg/ml as
proporcdes entre os trés AGCCs também se alteram. Os niveis de acetato se
encontram muito préximos ao de butirato e ndo ha diferenca significativa entre

acetato, propionato e butirato.
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Figura 2: Concentracdes de acido acético, propidnico e butirico com o bagaco de laranja (La) nas
concentracdes 30 e 100 mg/ml. # - Diferente de butirato.

A Figura 3 demonstra comparativamente as producbes de acetato,

propionato e butirato nas concentracdes de 30 e 100 mg/ml obtidas nas mesmas

fermentacdes com a fracdo Soluvel apresentadas na Figura 15.

A fracdo soluvel apresentou um perfil de AGCCs semelhantes entre si
para a concentracdo de 30 mg/ml, visto que mesmo com algumas oscilacdes
entre os valores, ndo houve diferenca estatisticamente significativa. Entretanto,
para a concentracdo de 100 mg/ml o perfil foi significativamente alterado, com

um aumento significativo das concentracbes de acetato, sendo superior aos

demais.
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Figura 3: Concentracdes de acido acético, propidnico e butirico com a fragao soluvel do
bagaco de laranja nas concentragfes 30 e 100 mg/ml. * - diferente de acetato.

ii. Casca de café

A Figura 4 demonstra os perfis dos AGCCs analisados nas diferentes
concentracfes de casca de café (CA), além da inulina, grupo branco e controle.
Para o acetato foi observada diferencas significativas em relagdo ao grupo
controle e Inulina 30 mg/ml apenas para o grupo CA 100 mg/ml. Em relagao ao
propionato, o grupo Inulina 30 mg/ml e CA 100 mg/ml foram significativamente
superior ao grupo controle, enquanto todos foram diferentes do grupo Inulina 30
mg/ml, com excecao do grupo CA 30 mg/ml, que ndo apresentou diferencas
significativas. Perfil semelhante é observado quando se compara os perfis dos
diferentes grupos na producéo de butirato, nota-se que apenas os grupos Inulina
30 mg/ml e CA 100 mg/ml sao significativamente diferentes do grupo controle.
Por outro lado, quando a comparacao é feita em relacdo ao grupo Inulina 30
mg/ml os demais AGCC sao significativamente inferiores, com excecao do grupo

CA 100 mg/ml, que se assemelha.
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Figura 4: Concentracdes de acetato, propiénico e butirico com casca de café (Ca) e Inulina (I)
nas concentracdes 10, 30 e 100 mg/ml. * - diferente do grupo controle; # - Diferente do grupo

130mg/ml.
A Figura 5 demonstra comparativamente as producbes de acetato,
propionato e butirato nas concentracfes de 30 e 100 mg/ml obtidas nas mesmas

fermentacdes com a casca de café apresentadas na Figura 4.

Pode-se notar que para a concentracao de 30 mg/ml o nivel de butirato
significativamente superior aos demais metabdlitos. H4 uma tendéncia para
menores niveis de acetato embora ele ndo se diferencie significativamente dos
demais. Na sua maior concentracdo, a casca de café exibe um concentracfes

semelhantes de AGCC .
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Figura 5: Concentracdes de acido acético, propiénico, butirico com casca de café (Ca) nas
concentracgdes 30 e 100 mg/ml. * - diferente de acetato; # - Diferente de Butirato.

iii. Caroco de Acai
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De maneira geral, notou-se que o0 caroco de acai nado alterou
significativamente os niveis de nenhum dos AGCCs em nenhuma das
concentracOes testadas, em relagcao ao grupo Inulina 30 mg/mg, bem como em
relacdo ao grupo controle. Especificamente em relacdo ao acetato o grupo
Branco se assemelha ao grupo Inulina 30mg/ml, nos demais casos este ultimo &
significativamente superior aos demais. Levando em consideracdo que as fibras
solluveis séo o principal substrato bacteriano para a produgédo de AGCCs, a baixa
presenca destas no caroco de acai pode justificar a producdo irrelevante

independente da concentracéo utilizada (Figura 6).

Acetato Propionato Butirato

400 150 400

100

HMol/g

Figura 6: Concentracdes de acetato, propiénico e butirico com o caroco de acai (Ac¢) e Inulina
(I) nas concentracdes 10, 30 e 100 mg/ml. * - diferente do grupo controle; # - Diferente do
grupo 130mg/ml.

4.3 Avaliacdo da atividade prebiética pela modulacdo da microbiota

As figuras apresentadas a seguir demonstram a quantificacao relativa dos
microrganismos analisados nos grupos branco, controle, inulina 30 mg/ml,
bagaco de laranja, a fracdo sollvel do bagaco de laranja, a casca de café e o

caroco do acai nas concentracfes de 10, 30 e 100 mg/ml.

I Bagaco de Laranja e Fracéo soluvel do bagaco de laranja

A fermentacéo do bagaco de laranja ndo promoveu aumento significativo da
quantificacdo relativa em nenhuma das espécies de interesse em nenhuma das
trés concentragbes testadas, mas na concentracdo de 100 mg/ml promoveu

reducao significativa da quantificacao relativa da Roseburia faecis (Figura 7).
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A fracdo solavel da laranja na concentracdo de 10 mg/ml aumentou
significativamente a quantidade relativa de Fecalibacterium Prausnitzii em
relacdo ao grupo controle. Na concentragdo de 30 mg/ml os aumentos
significativos foram observados nas espécies Bifidobacterium adolescentis e
Bifidobacterium longum. A maior concentracdo testada nado influenciou
positivamente nenhuma das espécies testadas, todavia, reduziu
significativamente a quantificacéo relativa de Lactobacillus gasseri em relagéo
ao grupo controle (Figura 7).
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Figura 7: Quantificacéo relativa das bactérias de interesse apos a fermentagdo com Inulina (1), o
bagaco de laranja (La) e a fragé@o sollvel do bagago de laranja concentragbes de 10 mg/ml,
30mg/ml e 100mg/ml. * representa diferengas significativas em relagéo ao grupo controle.

ii. Cascade café
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A fermentacéo in vitro da casca de café contribuiu significativamente para o
aumento da quantidade relativa de Bifidobacterium adolescentis e Roseburia
intestinalis na concentracdo de 100 mg/ml (Figura 8). As demais espécies
analisadas néo sofreram alteracOes independentemente da concentracao de
casca de café utilizada. Entretanto, nesta sequéncia de fermenta¢cdes o grupo
branco também apresentou quantidade relativa de Roseburia intestinalis
superior ao grupo controle, bem como quantidades inferiores de Akkermansia
Muciniphila também em relacéo ao grupo controle (Figura 8).
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Figura 8: Quantificacao relativa das bactérias de interesse apés a fermentagdo com Inulina () e
a casca de café nas concentracdes de 10 mg/ml, 30mg/ml e 100mg/ml. * representa diferencas
significativas em relacdo ao grupo controle.

iii. Caroco de Acai

Embora o caroco de acai ndo tenha modulado significativamente a
producdo de AGCCs, o mesmo induziu um aumento significativo da quantidade
relativa de Akkermansia muciniphila e Lactobacillus gasseri na concentragédo
de 30 mg/ml, outras concentra¢cdes ndo modificaram a expressdo dos demais

microrganismos de interesse. Ainda assim, a expressdo de Roseburia
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intestinalis foi aumentada significativamente no grupo Branco em relacdo ao

grupo controle (Figura 9).
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Figura 15: Quantificacdo relativa das bactérias de interesse apds a fermentacdo com Inulina (1)

e o0 caroco de acai nas concentracbes de 10 mg/ml,
diferencas significativas em relacao ao grupo controle.

V. Avaliacdo Geral dos Subprodutos

30mg/ml e 100mg/ml. * representa

A Figura 10 representa os principais ganhos em AGCCs e modulacdo de

microbiota obtidos em cada produto nas diferentes.
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Figura 10: Descricao das principais caracteristicas e efeitos observados na fermentacao dos
produtos nas concentragdes de 10, 30 e 100 mg/ml.

A caracterizacdo bromatoldgica do bagaco de laranja determinou a
presenca de fibras sollveis de alto peso molecular e 0 mesmo promoveu
aumento significativo em relagéo a inulina de acetato e propionato a 100 mg/mi
além da diminuicdo de R. faecis, enquanto a fracao soltuvel do bagaco de laranja
promoveu aumento da proliferacdo de F. Praunznitzii com 10 mg/ml, B.
adolescentis e B. longum com 30 mg/ml e diminuicdo de L. gasseri com 100
mg/ml. A fracdo soluvel também foi capaz de aumentar significativamente em

relacdo a inulina as produc¢des de acetato e propionato com 30 e 100 mg/ml.

A casca de café aumentou significativamente em relacdo a inulina as

producbes de acetato e propionato bem como promoveu aumento de R.
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intestinalis e B. adolescentis com 100 mg/ml, enquanto o caroco de acai
promoveu aumento de L. gasseri e A. muciniphila a 30 mg/ml além de apresentar

forte atividade antioxidante e alta concentracdo de polifenadis.

5. Discusséao

Uma vez estabelecido o protocolo de fermentacdo in vitro, experimentos
foram delineados na caracterizacao da possivel atividade prebidtica de cada um
dos produtos em comparagdo com inulina a 30 mg/ml como um marcador
positivo do processo de fermentacdo. Em paralelo, a caracterizagdo bioquimica
destes produtos forneceram dados que ajudaram a tracar as vias que explicam
os resultados sobre a producdo de AGCCs e microbiota obtidos com cada um

deles.

O principal efeito em comum entre os produtos testados que modularam a
producdo de AGCCs foi a alteracdo nas proporcdes entre 0s acidos graxos
conforme o aumento da concentracdo, de 30 para 100 mg/ml, onde com 30
mg/ml observou-se maior quantidade de butirato, com 100 mg/ml houve

predominancia de acetato ou valores equivalentes entre os trés AGCCs.

No bagaco de laranja, o0 aumento da concentracdo modificou a proporcéo de
AGCC produzidos, tendo uma maior producéo de butirato em relacdo ao demais
com 30 mg/ml. Entretanto, a mesma concentracdo com a fracdo solavel
promoveu aumento da producdo de acetato. Esta alteracdo na atividade,
também observada com a inulina pode ser explicada ndo s6 por um aumento
direto da producédo de acetato e em alguns casos propionato, mas também pela
conversao de butirato e etanol em acetato, metano e hidrogénio em uma reacao

onde um mol de butirato pode ser convertido em até dois mols de acetato [11].

O bagaco de laranja que possui em sua maioria fibras insoltveis, apés a
hidrélise enzimatica e remocao da fragdo sélida, gerou um produto com maior
solubilidade, uma vez que se espera que o tratamento enzimatico remova parte
das fibras insollveis e aumente a concentracédo de fibras soluveis de alto e/ou
baixo peso molecular. De fato, o tratamento enzimatico conferiu a fracao solavel
eficiéncia na menor concentracdo e promocao de proliferacdo de Bifidobacteria

adolescentis, Bifidobacteria longum e Fecaelibacteriun praunznitzii. Foi
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demonstrado que a diminui¢ao do grau de oligomerizacao (DP), onde tanto maior
este grau, mais complexa € a cadeia de carboidrato, de um produto pode
beneficiar bactérias do género das Bifidobacterium, um exemplo € a fermentacao
de oligofrutose (DP 2-8) que promove maior proliferacdo destes géneros em
comparacdo com a inulina de cadeia média e longa (DP=210 e DP=23,
respectivamente) [13]. Também foi demonstrado que Bacterioidetes codificam
enzimas capazes de degradar o eixo e a cadeia ramificada de pectinas
associado a um relativo decréscimo de Firmicutes [12] sendo ainda a produc¢éo
de butirato favorecida por um pH inicial mais alto e a proliferacdo de uma espécie
intimamente dependente de uma segunda espécie, assim como a Eubacterium
hallii € beneficiada pela producdo de 1-2-propanediol e lactato proveniente da
metabolizacdo de ramnose pela Blautia faecis [13].

A casca do café, subproduto com menor teor de fibras insolUveis dentre os
avaliados também favoreceu a proliferacdo de B. adolescentis e de Roseburia
intestinalis. Assim como elucidado anteriormente, a presenca das fibras solaveis,
especialmente as de alto peso molecular favorecem a producao de butirato, este
podendo ser convertido em acetato e propionato quando em grande
disponibilidade. Além das fibras, jA € relatado que na casca do café séo
encontrados compostos fendlicos e derivados do &cido cafeico como o &cido
clorogénico, o acido 5-cafeoilquinico e melanoidinas, compostos de alto peso
molecular formados no café pela reacdo de Maillard durante a sua secagem e
que sao compostos capazes de se ligarem com polifendis [14, 15]. Perez-Burillo
e colaboradores (2020) demonstraram a presenca de acido cafeico, acido
clorogénico e &cido 3,5-dihidrobenzéico agregados em macromoléculas de
melanoidinas extraidas do café e que estas podem ser utilizadas pela microbiota
intestinal na producdo de AGCC e proliferagdo de Bifidobacteira e

Fecaelibacterium [16].

A grande quantidade de fibras insollveis e a praticamente auséncia de fibras
solaveis no carogo do acgai pode ser o elemento essencial que explica a auséncia
de producédo de AGCCs, visto que as fibras alimentares e carboidratos de baixo
grau de oligomerizacao contribuem para sua producao. Entretanto, a proliferacéo
de Akkermansia muciniphila e Lactobacillus gasseri nitidamente advém de um

processo ndo dependente da presenca de fibras. O caro¢o de agai possui grande
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quantidade de polifenodis da classe das pirocianidinas como a catequina e a
epicatequina, que além de ajudar a explicar a forte atividade antioxidante [17],
podem ser fermentados pela microbiota intestinal ajudando na proliferagéo de
géneros especificos, especialmente se dentre estes houver flavonoides
glicosilados, que podem ser clivados tornando o glicosideo disponivel para a
microbiota e a parcela agliconica biodisponivel para o hospedeiro [18]. Nesta
hipotese ainda deve ser levado em consideracdo a complexa rede metabdlica
entre microrganismos na qual o metabdlito de uma espécie pode ser essencial
para a proliferacdo de uma outra. Sendo assim, ndo se pode estabelecer que a
guantidade de polifendis beneficiou diretamente a A. muciniphila e L. gasseri,
podendo outras espécies ndo analisadas estarem envolvidas nesta cadeia.
Também é demonstrado que a administragdo de flavonoides pode contribuir para
0 aumento da abundancia de Lactobacillus e Bifidobacterias e reduzir as

concentracdes plasmaticas de proteina C-reativa [19].

6. Conclusao

O presente capitulo apresentou o perfil prebidtico dos produtos testados via
producdo de metabdlitos e proliferacdo bacteriana, exposto através das
concentracfes de AGCCs e abundéancia de microrganismos, demonstrando a

viabilidade da aplicacdo da técnica em compostos complexos.

Foi observado que o aumento da abundancia relativa microbiana pomovida
pelo caroco de Euterpe oleracea ocorreu por mecanismos que independem da
producdo de AGCCs fato que evidencia a complementariedade das técnicas.
Ainda, demonstra que caracterizacbes acessOrias como bromatologia e
fitoquimica podem ser pontos chave no entendimento das diferentes vias de
atuacao prebidtica de um produto independentemente da presenca de fibras

soluveis fermentaveis.

Adicionalmente, a técnica de fermentacéo in vitro foi capaz de evidenciar a
atividade prebidtica da casca de café pela modulagdo positiva de
microrganismos bem como do bagaco de laranja, pelo aumento da producao de
AGCCs bem como o ganho de eficiéncia com as fracdes sollveis da laranja onde
se observa aumento da producdo de AGCC e modulacdo de microrganismos

com 30 e 100 mg/ml.



85

7. Referéncias

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Hirschfelder, G., M.A. Patrick Pollmer, and B.A. Nadine Schuller, Western food cultures
and traditions. 2020: p. 19-39.

Andrade, R.M.S., et al., Potential prebiotic effect of fruit and vegetable byproducts flour
using in vitro gastrointestinal digestion. Food Res Int, 2020. 137: p. 109354.

Caldeira, C., et al., Quantification of food waste per product group along the food
supply chain in the European Union: a mass flow analysis. Resour Conserv Recycl, 2019.
149: p. 479-488.

Henningsson, S., et al., The value of resource efficiency in the food industry: a waste
minimisation project in East Anglia, UK. Journal of Cleaner Production, 2004. 12(505—
512).

Hayden, M.S. and S. Ghosh, NF-kappaB in immunobiology. Cell Res, 2011. 21(2): p. 223-
44,

Chassaing, B. and A.T. Gewirtz, Gut Microbiome and Metabolism. 2018: p. 775-793.

Li, Y., et al., Evaluation of antioxidant properties of pomegranate peel extract in
comparison with pomegranate pulp extract. Food Chemistry 2006. 96 (254—260).
Mano, M.C.R,, et al., Oligosaccharide biotechnology: an approach of prebiotic
revolution on the industry. Appl Microbiol Biotechnol, 2018. 102(1): p. 17-37.
McCleary, B.V., N. Sloane, and A. Draga, Determination of total dietary fibre and
available carbohydrates: A rapid integrated procedure that simulates in vivo digestion.
Starch - Starke, 2015. 67(9-10): p. 860-883.

Ramirez-Farias, C., et al., Effect of inulin on the human gut microbiota: stimulation of
Bifidobacterium adolescentis and Faecalibacterium prausnitzii. Br J Nutr, 2009. 101(4):
p. 541-50.

Junicke, H., M.C. van Loosdrecht, and R. Kleerebezem, Kinetic and thermodynamic
control of butyrate conversion in non-defined methanogenic communities. Appl
Microbiol Biotechnol, 2016. 100(2): p. 915-25.

Wu, D--T., et al., Effects of molecular weight and degree of branching on microbial
fermentation characteristics of okra pectic-polysaccharide and its selective impact on
gut microbial composition. Food Hydrocolloids, 2022. 132: p. 107897.

Reichardt, N., et al., Specific substrate-driven changes in human faecal microbiota
composition contrast with functional redundancy in short-chain fatty acid production.
ISME J, 2018. 12(2): p. 610-622.

Hao Zhang, H.Z., Antonio Dario Troise, and Vincenzo Fogliano, Melanoidins from Coffee,
Cocoa, and Bread Are Able to Scavenge a-Dicarbonyl Compounds under Simulated
Physiological Conditions. J. Agric. Food Chem., 2017. 67(10921): p. 10929.
Jiménez-Zamora, A., S. Pastoriza, and J.A. Rufidn-Henares, Revalorization of coffee by-
products. Prebiotic, antimicrobial and antioxidant properties. LWT - Food Science and
Technology, 2015. 61(1): p. 12-18.

Perez-Burillo, S., et al., Bioactivity of food melanoidins is mediated by gut microbiota.
Food Chem, 2020. 316: p. 126309.

Martins, G.R., et al., Chemical characterization, antioxidant and antimicrobial activities
of acai seed (Euterpe oleracea Mart.) extracts containing A- and B-type procyanidins.
Lwt, 2020. 132: p. 109830.

Cardona, F., et al., Benefits of polyphenols on gut microbiota and implications in human
health. ) Nutr Biochem, 2013. 24(8): p. 1415-22.

Tzounis, X., et al., Prebiotic evaluation of cocoa-derived flavanols in healthy humans by
using a randomized, controlled, double-blind, crossover intervention study. Am J Clin
Nutr, 2011. 93(1): p. 62-72.



86

Capitulo 3

Atividade prebidtica e anti-inflamatoria da farinha de banana

nanica verde (Musa sp AAA)

1. Introducéo

A atual tendéncia populacional na busca por um estilo de vida mais saudavel
e mais consciente dos processos que envolvem saude e doencgas tem estimulado
as pessoas a procurarem por alternativas preventivas, mais acessiveis e com
menores efeitos colaterais que os tratamentos farmacolégicos [1]. O consumo
de frutas, vegetais, graos integrais e castanhas tem se mostrado como uma
ferramenta disponivel para a manutencdo da salde e prevencdo de doencas
crénicas e cancer [2], além de serem componentes da dieta. Neste sentido, estes
componentes da dieta sdo muitas vezes classificados como alimentos funcionais
por serem “alimentos que contém ingredientes com funcdes para a saude e
oficialmente aprovados para reivindicar seus efeitos fisiologicos no corpo
humano” [3] e, adicionalmente, manter as caracteristicas de um alimento
tradicional em estar presente na dieta cotidiana, ndo incluindo nesta categoria

pilulas, comprimidos e suplementos [4].

A banana, um fruto consumido mundialmente, rico em ferro, sédio, potassio,
vitaminas (acido ascorbico, niacina, tiamina e acido félico), triptofano, compostos
bioativos como flavondides, compostos fendlicos e ainda fibras alimentares
desponta como um potencial alimento funcional de grande acessibilidade [5, 6].
Os frutos verdes da banana séo ricos em amido resistente, uma fibra alimentar
nao digerida pelo organismo humano que, chegando ao célon, é fermentada pela
microbiota intestinal promovendo modulacdo da mesma e producéo de acidos
graxos de cadeia curta (AGCCs) [7, 8], conferindo a este produto atividade
prebibtica e portanto importante papel na prevencdo de doencas inflamatorias

intestinais [9].

Em se tratando de metabdlitos bacterianos, é amplamente descrita a
influéncia que os AGCCs tém sobre a modulagédo de processos inflamatorios,
regulacdo da ecologia microbiana e maturacdo do sistema imune [10-12].

Entretanto, outros metabdlitos bacterianos sdo igualmente importantes no que
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diz respeito as funcgdes organicas, tais como os metabolitos derivados do
triptofano como a melatonina e alguns compostos indolicos que fazem parte na
resposta antioxidante em quase todas as células do organismo[13]. Mais
especificamente alguns compostos inddlicos sao responsaveis pela ativagdo da
atividade fagocitaria em macrofagos [14], enquanto que a melatonina € um
potente antioxidante e um dos principais horménios reguladores do ciclo
circadiano [15]. E necessario levar em consideracdo a ampla gama de
metabdlitos passiveis de serem gerados pela microbiota dependendo dos
substratos disponiveis, como carboidratos, proteinas, polifendis entre outros,
bem como a capacidade de cada um destes metabdlitos de atuar de maneira

benéfica ou deletéria de acordo com a sua natureza [16].

Além da referida influéncia sobre a microbiota intestinal e seus consequentes
beneficios, ainda deve-se considerar que a prévia descricdo de atividade anti-
inflamatoria exercida pela banana, a qual é capaz de apresentar efeito protetor
sobre hepatdcitos e células renais em condicbes de estresse oxidativo e
inflamatdrio induzido por metais [17] e ainda atividade anti-inflamatéria cutanea
em estudos in vitro e in silico no tratamento de acne [18], efeitos estes muitas
vezes associados aos compostos secundarios (polifendis, carotenoides e
flavonoides) encontrados nos diferentes tipos de bananas [19, 20]. Em nosso
grupo de pesquisa a farinha da banana nanica verde (Musa sp AAA) tem sido
amplamente estudada na prevencdo e tratamento da Doenca Inflamatdria
Intestinal, apresentando resultados satisfatérios quanto sua atividade anti-

inflamatéria intestinal [9, 21].
2. Objetivo

Avaliar o potencial prebidtico e anti-inflamatorio da farinha de Musa spp AAA

em modelos de experimentagéo in vitro

3. Metodologia
3.1Preparo de amostras

Os frutos de banana nanica verde (Musa spp AAA) foram obtidos no
municipio de Botucatu, lavados, secos, cortados em pedacos menores e

submetidos a secagem a 50°C por 48 horas. As amostras foram pesadas
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novamente apos o0 processo de secagem para inferéncia das perdas em massa
e entdo trituradas em moinho de facas obtendo a farinha da banana nanica

verde .
3.2Caracterizacdo bioquimica e atividade antioxidante

A Caraterizacéo bioquimica da farinha de banana nanica verde se baseou na
quantificacdo das fibras alimentares e de seus subtipos e de polifendis totais,
enquanto a avaliacao da atividade antioxidante foi feita através do ensaio DPPH.

Todas as analises foram feitas seguindo metodologia apresentada no Capitulo Il

3.3Avaliacdo da atividade prebidtica pela producdo de AGCCs e

modulacdo da microbiota intestinal

A atividade prebidtica da farinha de banana nanica verde foi avaliada por
meio da fermentacédo in vitro do produto nas concentracdes de 10, 30 e 100
mg/ml junto com os grupos Branco e controle. Apés a fermentacao foi avaliada
as concentracfes de acetato, propionato e butirato seguindo a metodologia

descrita no Capitulo I.

De mesmo modo, a modulacdo da microbiota intestinal foi avaliada pela
técnica de qPCR e os dados analisados pelo método do ACt-corrigido pela

eficiéncia assim como apresentado no Capitulo 1.

3.40utros Metabdlitos bacterianos da fermentacdao in vitro

Para a anélise de metabolitos bacterianos o fermentado foi acondicionado em
vial de vidro com volume total de 20mL e lacrado hermeticamente com tampa de
aluminio e septo de borracha para inser¢cdo de uma seringa para captura da
atmosfera dentro do tubo. As andlises foram realizadas injetando as amostras
em cromatégrafo gasoso acoplado a espectrometria de massa (GC-MS Thermo
Scientific, modelo FOCUS ISQ 230ST, com injetor automatico triplus DUO — em
modo HeadSpace — e biblioteca NIST 2008) com temperatura inicial de injecéo
de 100°C durante 40 minutos com incremento de 5°C por minuto, utilizando
coluna de média polaridade (TG-WAXMS).

3.5 Estudos in vitro complementares — Cultivo celular
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Os estudos de atividades funcionais complementares foram realizados em
linhagens de células do epitélio intestinal tratadas e eventualmente com a
estimulacao inflamatoria por lipopolissacarideo bacteriano (LPS) ou uma mistura
de diferentes estimulos inflamatérios denominada coquetel inflamatorio
contendo: LPS 1 w/ml; TNF-a 20 ng/ml; IL-B 1 ng/ml e IFN-y 10 ng/ml com base
em adaptacdes no estudo realizado por Discroll e colaboradores (2019) [22]. O
coquetel foi utilizado exclusivamente nas células NCM356D por se tratar de
colondcitos com caracteristicas ndo tumorais e com 0 objetivo de que um
estresse maior provocasse uma resposta inflamatoria equivalente a observada
em células tumorais apenas com o LPS. O extrato da farinha de banana nanica
verde foi feito através da diluicio em meio de cultivo DMEM Advanced
(Dubelcco’s Modified Eagle Medium — Sigma Aldrich) e dimetilsulfoxido (DMSO
0,05%) a uma concentracdo de 5 mg/mL. A solucéao final foi mantida em banho

a 37 °C por uma hora, agitada e filtrada em filtro de 0,22 um em ambiente estéril.

Foram utilizadas as linhagens celulares NCM 356-D, (colondcito humano
derivado da mucosa colbnica obtido da ressec¢do marginal de adenocarcinoma
de célon de individuo adulto) e células CMT-93 (células tumorais murinas de
carcinoma polipoide). As células foram cultivadas em modelo monocamadas
usando meio DMEM Advanced suplementado com 2 mM de L-glutamina, 1 mM
de piruvato de sodio, 10% de soro fetal bovino inativado pelo calor (FBS), 100
Ul/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina. As células foram mantidas
em incubadora umidificada a 37°C em 5% de CO2 com renovagao do meio de
cultivo a cada dois dias e subcultivadas a cada semana em uma proporcao de
divisdo de 1 a 10 por tripsinizacao (0,25% tripsina-EDTA). Para a realizacao dos
estudos as células foram plagueadas a uma densidade de 100 x 10"

células/cm?.
i. Citotoxicidade — MTT

A viabilidade celular foi examinada usando o CellTiter 96® AQueous One
Solution Cell Proliferation Assay (MTT) da Promega (Madison, WI, EUA)
seguindo o protocolo do fabricante. O ensaio foi realizado adicionando a solugéo
reagente diretamente aos pocos de cultura, incubando por 1-4 h e, em seguida,

registrando a absorbancia em 490 nm em um leitor de placas de 96 pocos
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(DYNEX Technologies, Inc., Chantilly, VA, EUA). Os resultados séo analisados

com base na comparacao percentual da absorbancia obtida no grupo controle.
ii. RT-gPCR

O RNA total das células foi isolado utilizando o coprecipitante GlycoBlue ™
(Invitrogem ™) seguindo o protocolo do fabricante. Todos as amostras de RNA
foram quantificadas com Espectrofotometro Thermo Scientific NanoDrop™ 2000
(Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA EUA) e 2 pyg de RNA foram
transcritos reversamente usando oligo(dT) e primers (Promega, Southampton,
Reino Unido). Amplificacdo, PCR quantitativo em tempo real e deteccéo foram
realizadas em placas de 48 pocos em sistema Eco™ Real-Time PCR (Illumina,
CA, EUA) com 20 ng de cDNA com primers especificos em sua temperatura
alinhamento. Foi utilizado o gene GAPDH como gene normalizador.. A

quantificacao relativa do mRNA foi calculada usando o métodos AACt.
iii. Western blot

Amostras de células de cada grupo foram tripsinizadas e homogeneizadas
em PBS suplementado com 0,1% de dodecilsulfato de sédio (SDS), 0,1% de
desoxicolato de sédio, 1% de Triton X-100 e inibidores de protease e fosfatase
(aprotinina e leupeptina) (Sigma-Aldrich). Em seguida, 100 ug de proteina foram
fervidos a 95°C em tampao de amostra 4x Laemmli (BioRad) e diluidas em gel
de eletroforese dodecil sulfato-poliacrilamida (SDSPAGE, 10% de poliacrilamida
sob condicdes redutoras) e eletrotransferido para uma membrana de PVDF (GE
Healthcare Life Ciéncias). As membranas foram bloqueadas com BSA a 3% e
sondadas com anti-ocludina e anti-ZO-1 (Transduction Laboratories, BD
Biosciences) em Diluicdo 1:100, 4°C durante a noite, seguida de 1 hora de
incubacdo com anticorpo de coelho anti-IgG conjugado com peroxidase (Sigma-
Aldrich) e finalmente detectado com reagente de quimiluminescéncia Plus
Lightning™ (PerkinElmer Espanha SL). O controle da carga e transferéncia de
proteinas foi conduzido pela detecgéo dos niveis de B-actina. A quantificacéo de
bandas foi realizada por anéalise de densidade usando o software ImageJ (Free
Software Foundation Inc).
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V. ELISA

Interleucina 6 (IL-6) e intérferon alfa (TNF-a) foram quantificados partindo-se
do sobrenadantes dos meios de cultivo, este foram coletados e mantidos em
refrigeracdo a — 20 °C até a analise. A quantificacé@o foi executada com o kit de
ELISA (Peprotech EC LTD.) seguindo instru¢des do fabricante.

V. Ensaio de ranhura in vitro - Wound Healing Assay

O ensaio de ranhura in vitro consiste em plaquear as células em pocos de
1,89 cm? na concentracdo de 130x10* células e cultiva-las até que a confluéncia
atinja 80-90% da superficie do poco, entdo uma ranhura é feita no centro da
placa de modo que as bordas sejam uniformes. Registros fotograficos foram
feitos imediatamente apds a ranhura (0 horas), 6, 12 e 24 horas. Foram feitas
triplicatas de cada amostra, separadas em grupos controle, LPS 100 pg/ml,
extrato da farinha de banana nanica verde 0,5 mg/ml (BV) e extrato da farinha
de banana nanica verde 0,5 mg/ml+LPS 100 pg/ml. Com base nos registros
fotogréficos as areas das ranhuras foram calculadas utilizando o Software Image
J.

3.6 Analise Estatistica

A comparacao entre grupos foi realizada através da analise de variancia de
uma via seguida de teste de Dunnet nas comparacdes em relagdo ao grupo
controle e teste de Tukey na comparacdo entre multiplos grupos. Sédo
apresentadas diferencas estatisticamente significativas considerando um valor
de p<0.05

4. Resultados

4.1 Caracterizacdo Bioquimica e Atividade Antioxidante

A Tabela 1 descreve as quantidades de fibras alimentares e suas
classificacdes, bem como os polifendis presentes na farinha da banana nanica
verde. Foi identificado predominancia de fibras insollveis (68,42%), seguido

fibras de alto peso molecular (6,37%) e baixos teores de polifendis (0,24%).
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Tabela 1: Caracterizacdo das fibras alimentares e de polifendis totais presentes na farinha de
banana nanica verde.

Farinha da Banana Nanica Verde

Fibras insolliveis (%) 68,42
Fibras solGveis alto peso molecular 6,37
Fibras soltveis baixo peso molecular 2,3

TDF - Fibras Totais (%) 77,09
Polifendis (%) 0,24

4.2 Avaliacdo da atividade Prebiotica pela producédo de acidos graxos

de cadeia curta

Apos a fermentacdo com a farinha de banana nanica verde na concentracdo
de 100 mg/ml houve um aumento significativo em relagéo ao grupo controle na
producdo de acetato, propionato e butirato (Figura 1). Adicionalmente, a
concentracdo de 100 mg/ml foi diferente significativamente também da Inulina
(30 mg/ml). A inulina (30 mg/ml) por sua vez, aumentou apenas o butirato quando

comparado ao controle (Figura 25).
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Figura 1: Concentrac¢des de acetato, propidnico e butirico com farinha de banana nanica verde
e Inulina (1) nas concentra¢des 10, 30 e 100 mg/ml. * - diferente do grupo controle; # - Diferente
do grupo 130mg/ml; p<0,05 em analise de variancia e com
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A Figura 2 demonstra comparativamente as producfes de acetato,
propionato e butirato nas concentracdes de 30 e 100 mg/ml obtidas nas mesmas

fermentacdes com a farinha de banana nanica verde apresentadas na Figura 1

E possivel notar que na menor delas ha um destaque para a producéo de
butirato e que os demais acidos ndo se diferem significativamente entre si.
Contudo, para a concentracdo de 100 mg/ml h4 um destague conjunto na
producao de acetato e butirico, com maior tendéncia em butirato. A producédo de
propionato se situa intermediaria, significativamente menor que a de butirato e

igual ao acetato.
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Figura 2: Concentracdes de acido acético, propidnico, butirico e valérico com farinha de banana
nanica verde nas concentracdes 30 e 100 mg/ml. # representa diferencas significativas vs.Butirato.

concentracdo de 30 mg/mL de farinha de banana nanica verde favoreceu maior
producdo de butirato e producbes equivalentes de acetato e propionato,
enquanto com 100 mg/mL n&o houve diferengas significativas entre acetato e

butirato, além de uma producao significativamente menor de propionato.

4.3 Avaliacdo da atividade Prebidtica pela modulacdo da microbiota

intestinal
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A farinha de banana nanica verde na concentracdo de 100 mg/mL apresentou
modulacdo positiva e significativa na quantificacéo relativa de Bifidobacterium
adolescentis quando comparada ao grupo controle (Figura 3). Para as demais
espécies analisadas a farinha de banana nanica verde ndo foi capaz de
promover aumento significativo em relacéo ao controle. E’ntretanto, embora ndo
seja estatisticamente significativo, a farinha nas trés concentracbes testadas
reduziu a quantificagdo relativa de Escherichia coli para um valor muito préximo

a zero (Figuras 3).
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Figura 3: Quantificacdo relativa das bactérias de avaliadas apds a fermentacdo com Inulina e a
farinha integral de banana nanica verde (BVI) nas concentracdes de 10 mg/ml, 30mg/ml e
100mg/ml. * representa diferencas significativas em relacdo ao grupo controle.

4.4 Mapeamento de outros metabolitos bacterianos

As figuras a seguir mostram os cromatogramas e espectrometrias de massa
dos compostos volateis identificados na fermentacdo da farinha de banana
nanica verde na concentracdo de 30 mg/ml. Para esta andlise o fermentado foi
transferido para um tubo de vidro hermeticamente lacrado e mantido a 150 °C
durante 15 segundos, foi coletado 1 ml da atmosfera do tudo e a mesma foi
injetada em cromatografo gasoso para analise dos compostos volateis.

i. Metabdlitos derivados do Triptofano
e Indol

Na Figura 4 é possivel identificar no tempo de 21 minutos e 10 segundos
0 pico de um composto identificado como 7-metil-indol. O 7-metil-indol (indol) é
um produto bacteriano derivado da fermentacéo de triptofano. Na fermentacao

de Inulina 30 mg/ml o mesmo composto ndo é identificado.
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Figura 4. Cromatograma da amostra da atmosfera de fermentado de farinha
de banana nanica verde 30 mg/ml. Destaque para o pico em 21,12 minutos.

As Figuras 5 e 6 demonstram a estrutura quimica e as espectrometrias de
massa obtida com o pico identificado no cromatograma da amostra e na base de
dados da biblioteca NIST, respectivamente. A grande semelhanca entre os

espectros de massa, especialmente considerando a maior proje¢cao mas massas
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de 131 e 130, seguidos de 103 e 77 confirmam o composto identificado como 7-

metil-indol.

1H-Indale, T-methyl-
Formula CIHAM, MW 1351, CASHE 333-67-5, Entrpdt 125777
Indale, T-methyl-

MH

O AN

Figura 5: Estrutura quimica do 7-metil-indol obtido na biblioteca NITS e
correlacionado com a composto identificado em 21,12 minutos no
fermentado de farinha de banana nanica verde 30 mg/ml.
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Figura 6: Espectrometria de massa obtida no pico de 21,12 minutos na
fermentagéo da farinha de banana nanica verde 30 mg/ml.

Na Figura 6 € demonstrado o perfil espectrométrico do 7-metil-indol. As
maiores abundancias encontradas nas massas 77, 103, 130 e 131 coincidentes
com a biblioteca NIST indicam que o composto identificado em 21,12 minutos se

trata do 7-metil-indol.
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e p-Cresol

O composto 4-metil-fenol (p-cresol), foi identificado no tempo aproximado
de 12 minutos e 30 segundos. Assim como o 3-metil-indol, o p-cresol é um
produto bacteriano derivado da fermentacao do triptofano e o mesmo nao foi
identificado na fermentagdo de inulina 30 mg/ml analisada sob as mesmas

condicoes.

As Figuras 7 e 8 indicam a estrutura quimica e as espectrometrias de
massa do pico identificado em 12 minutos e 35 segundos e 0 composto p-cresol
na biblioteca NIST, respectivamente. Observa-se também neste caso uma maior
predominancia na massa de 107 para ambas as espectrometrias, além das
massas 77,03 e 79 (x1), indicando perfil semelhante entre a o composto

identificado e o 4-metil-fenol.
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Figura 7: Cromatograma da amostra da atmosfera de fermentado de farinha de
banana nanica verde 30 mg/ml. Destaque para o pico em 12,35 minutos.

p-Cresal
Formula CTHSO, MW 105, CASHE 106-44-5, Entrpdt 31735

Phenol, 4-methyl-
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Figura 8: Estrutura quimica do p-Cresol obtido na biblioteca NITS e correlacionado
com a composto identificado em 12,35 minutos.
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Na Figura 7 € demonstrado o perfil espectrométrico do 4-metil-fenol. As
maiores abundancias encontradas nas massas 77, 79, 107 e 108 coincidentes
com a biblioteca NIST confirmam a presenca do p-cresol nas amostras

fermentadas de banana nanica verde.
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Figura 9:Espectrometria de massa obtida do composto identificado em 12,35 minutos na
fermentagéo da farinha de banana nanica verde 30 mg/ml.

3.2.1. Potencial anti-inflamatério do extrato da farinha de banana nanica

verde

Os resultados a seguir mostram uma série de estudos in vitro que
demonstram a atividade biol6gica do extrato da farinha de banana nanica verde
em cultivo celular com foco especificamente na analise da proliferacédo celular e
mediadores inflamatorios. Estes dados séo frutos do trabalho realizado em
parceria no Laboratério de Farmacologia, coordenador pelo Prof. Dr. Julio
Galvez da Faculdade de Farmacia, Universidade de Granada — Espanha

i. Estudo em células CMT-93 - ELISA

A Figura 10 exp0be os valores obtidos na quantificagéo de IL-6 e TNF-a no
sobrenadante de células CMT-93 estimuladas com LPS e tratadas com extrato
da farinha de banana nanica verde. O extrato da farinha de banana nanica verde

foi capaz de reduzir a producdo de ambas as citocinas para valores
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significativamente abaixo do grupo controle, denotando potencial anti-

inflamatorio.
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Figura 10: quantificacéo dos niveis de IL-6 e TNF-a no sobrenadante de células CMT-93
estimuladas com LPS, extrato de farinha de banana nanica verde (BV).

ii. Estudo em células NCM356D - Citotoxicidade, Expresséao

proteica e génica e teste de regeneracao celular.

AplOs o teste de citotoxicidade nas diversas concentracdes testadas
mostra que o extrato da farinha de banana nanica verde ndo apresentou
toxicidade relevante. A porcentagem da citotoxicidade das diferentes
concentragdes do extrato de banana e do meio de cultivo com adigcdo de DMSO

€ apresentado na Figura 11.

Considerando que ndo houve citotoxicidade de importancia, o que seria
um fator de exclusédo para os estudos em cultivo celular, o extrato da farinha de

banana nanica verde foi utilizado nos estudos a seguir.
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Citotoxicidade

% Morte Celular

Figura 1116: Porcentagem de morte celular em teste de citotoxicidade (MTT) com extrato de
farinha de banana nanica verde em diferentes concentracdes além do meio de cultivo adicionado
de DMSO 0.05%

e Integridade de membrana — Western blot

Pode-se observar que o tratamento com a farinha de banana nanica verde
reduziu significativamente a quantidade de ocludina nas membranas das células
NCM-356D em comparagdo ao grupo controle e Zo-1 em relagdo ao grupo
controle e o grupo tratado apenas com o coquete inflamatério como demonstrado

na Figura 12.
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Figura 12: expressdes proteicas de ocludina e Zo-1 em membranas de células
NCM356D estimuladas com coquetel inflamatério e extrato de farinha de banana nanica
verde (BV) 500 pg/ml # representa diferengas. Significativas em relacdo ao grupo
controle. P<0.05

e Inflamacéo e integridade de membrana — Expresséo génica

A Figura 13 demonstra as amplificacdes relativas dos genes de IL-4, IL-6, IL-
8, IL-10, Cox-2, Claudina, Ocludina, iINOS, Wnt-5a, e CAPS-9 nos tratamentos
com extrato da farinha de banana nanica verde (BV) a 500 pg/ml e também com
o coquetel inflamatério. E possivel notar que na presenca do coquetel
inflamatério, o extrato da farinha de banana nanica verde reduz
significativamente a expressao de IL-4, IL-8, IL-10 e Cox-2 em relacdo ao grupo

controle.
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Figura 13: expressdes génicas de IL-4, IL-6, IL-8, IL-10 e Cox-2 de células NCM356D
estimuladas com coquetel inflamatério, extrato de farinha de banana nanica verde (BV) 500

png/ml

e Regeneragao celular — Wound Healing Assay

A Figura 14 demonstra a porcentagem de fechamento da ranhura realizada

na placa de cultivo celular com os diferentes tratamentos (LPS 100 pg/ml e

extrato de farinha de banana nanica verde 500 pug/ml) ao longo de 24 horas,
representando o processo de regeneracéao celular, onde a porcentagem de area
avaliada em cada grupo ao longo do tempo em relacdo ao tempo 0. Foi
observado que em 12 horas a farinha de banana nanica verde promoveu
fechamento da ranhura mais répido em relacdo ao grupo controle enquanto o

mesmo nao € observado nos grupos estimulados com LPS e LPS+Extrato de

farinha de banana nanica verde (BV).
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Wound Healing Assay
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Figura 14: Porcentagem de fechamento de ranhura representando a regeneracao celular utilizando o
extrato da farinha de banana nanica verde (BV) 500 pg/ml.

A Figura 15 apresenta fotos obtidas das placas de cultivo onde foram
feitas as ranhuras seguidas dos tratamentos nas quais € possivel observar o

fechamento da ranhura ao longo do tempo e quantificar a area da ranhura.

0 horas 6 horas 12 horas 24 horas

Controle

Banana Verde

LPS+Banana Verde

Figura 1: Fotos obtidas pr microscpi Optica do teste de ranhura realizado com células NCMD
356-D ao longo dos tempos de 0, 6, 12 e 24 horas com os diferentes estimulos.
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4. Discussao

A utilizacdo da farinha da banana nanica verde na concentracdo de 100
mg/ml nos ensaios de fermentacao in vitro induziu um aumento da producao de
acetato e butirato em escalas semelhantes, sendo capaz de modular
positivamente a producéo de butirato na técnica de fermentacao in vitro de modo
significativamente superior a inulina. Klostermann e colaboradores (2023)
também demonstraram através de estudo de fermentacdo in vitro que a
utilizacdo de amido resistente como substrato modula favoravelmente a
producdo de butirato e favorece maior abundancia de Bifidobacterias [23], em
consonancia com o observado na modulacdo positiva de Bifidobacterium

adolescentis com 100 mg/ml de farinha de banana nanica verde.

Ao propor metodologias que avaliem metabolitos bacterianos além dos
AGCCs deve-se considerar a gigantesca quantidade de espécies de
microorganismos habitando o trato gastrintestinal de mamiferos, entre eles o ser
humano, e que a interacdo dessas espécies com 0s produtos ingeridos é
complexa, nédo se limitando apenas ao contexto do que pode ser caracterizado
como bom ou ruim [24]. Deve-se ressaltar que o uso do termo modulacéo deve
expressar a complexidade de interacbes que podem resultar em efeitos
benéficos ao hospedeiro, proliferacdo de espécies de interesse e producao de
moléculas com favoraveis repercussdes biolégicas [25]. Como elucidado por
Senghol e colaboradores (2018), a microbiota intestinal pode ser modulada por
tipo de dieta, componentes da dieta, grupamento étnico e socioecondémico entre
outros fatores [26]. Ao analisar os compostos volateis da fermentacéo de banana
nanica verde foi observado a presenca de duas moléculas que por si sé podem
ser caracterizadas como antagonicas em suas repercussfes biolbgicas: o p-
cresol e o 3-metil-indol, ambas moléculas derivadas da fermentacdo de
aminoacidos. O 3-metil-indol encontrado em nosso organismo € derivado
exclusivamente do metabolismo bacteriano, tendo como substrato o triptofano e
atuando como agonista concentracdo-dependente de receptores aril-
hidrocarbonetos e influenciando diretamente a proliferacdo da barreira intestinal,
desenvolvimento de linfocitos, diferenciacéo e migracao de células T, adeséo de

eosindfilos [27] e producéo de IL-22, além de estar positivamente correlacionado
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a protecao contra infec¢éo por Candida albicans [28]. Se atribui a este composto
e outros compostos de sua classe (derivados da quinurenina ou ligantes do
receptor aril-hidrocarboneto) um papel fundamental na resposta imune intestinal
[29]. Em adicdo, a regulacdo positiva do 3-metil-indol estd associada, assim
como a regulacdo dos AGCCs, a maior abundéancia de bactérias do género
Suterella e Bacterioidetes, as quais tém associacdo com parametros de saude

eutrofico e ndo inflamatorios [28].

Antagonicamente, h4 o p-cresol, um produto bacteriano derivado do
metabolismo da L-arginina produzido por Clostridium difficile [30], que apresenta
atividade genotoxica em colondcitos e que pode ser convertido em sulfato de p-
cresil, composto secundario notadamente aumentado em pacientes com colite
ulcerativa [31, 32]. O consumo de probidticos contendo Lactobacillus e
Bifidobacterium leva ao decréscimo de p-cresol urinario reforcando o cenario
antagbnico em relacdo a outros metabdlitos bacterianos como os AGCCs. No
desfecho bioquimico da rica complexidade entre microrganismos pode ser
incluido fatores como pH, transito intestinal e disponibilidade de substrato, em
que grandes concentracdes de fibras diminuem a fermentagdo bacteriana de
aminoacidos do mesmo modo que um transito intestinal lento pode aumenta-la

e determinar quais metabdlitos seréo produzidos [33].

A degradacdo de produtos da dieta pela microbiota com subsequente
geracdo de metabdlitos, assim como a presenca de compostos ativos na propria
matéria-prima vegetal comp&em um panorama que mostra que produtos da dieta
podem agir biologicamente tanto do ponto de vista direto, via acdo de seus
constituintes, como de forma indireta, via metabolizacdo pelas bactérias que

compdem a microbiota intestinal do hospedeiro.

A aplicacao do extrato de farinha de banana nanica verde diretamente em
células CMT-93 reduziu consideravelmente a expressdo de IL-6 e TNF-q,
denotando atividade anti-inflamatoria direta sobre os colondécitos independente
da acao de microrganismos. Em geral, citocinas sdo expressas em maiores
guantidade por macréfagos, células T, linfécitos e mondcitos e em menor
guantidade, por células epiteliais como € o caso das células CTM-93 e NCM356-

D [34, 35]. Atualmente, os principais estudos fitoquimicos sobre a banana nanica
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verde focam seus resultados na casca que contém compostos fenolicos como
catequinas (3952 mg/kg) e rutina (129 mg/kg) além de miricetina (1152 mg/kg)
e acido ferulico (6 g/kg) [36]. Diferentemente do esperado, as expressdes
proteicas de ocludina e Zo-1 encontraram-se diminuidas no tratamento com a
farinha de banana nanica verde, resultados que necessitam de mais estudos
para serem explicados. Assim como observado por Quaglio e colaboradores
(2020) em experimento de inflamacdo intestinal induzida por &cido
trinitrobenzenosulfénico (TBNS) em ratos, a expressao génica da IL-10
apresentou-se diminuida nas células tratadas com extrato da farinha de banana
nanica verde, indicando que o aumento de IL-10 € mais interessante quando
anterior a lesdo inflamatéria. No presente experimento a quantificacdo da
expressdo génica de IL-10 foi realizada apos o estimulo inflamatorio, dessa
forma sua reducdo indica menor dano tecidual [37]. Curiosamente a
quantificacdo da expressdo génica da IL-4, considerada uma citocina com
atividade anti-inflamatoéria, apresentou-se reduzida, entretanto Alms e
colaboradores (1996) demonstraram que o organismo humano € capaz de
produzir uma isoforma da interleucina 4 com a delecdo de 2 éxons [38]. Esta
isoforma da IL-4, de comportamento diferenciado no organismo, pode neutralizar
a produgdo da forma convencional de IL-4 e promover ativacdo M1 em
macrofagos, o que induz uma resposta inflamatéria [39]. N&o é possivel afirmar
se com os primers utilizados houve a quantificacdo exclusiva da forma
convencional da IL-4 ou em associacdo com sua isoforma, de modo que novos

experimentos sdo necessarios para elucidar este tema.

A farinha de banana nanica verde é um produto amplamente estudado em
nosso grupo em modelos de inflamagéao intestinal induzida por TNBS em ratos
[9, 40]. Associando a farinha de banana nanica verde na dieta dos animais foram
observados efeitos anti-inflamatorios e antioxidantes contra a inflamagéo
intestinal provavelmente causados pela presenca de carotenoides, luteina,
vitamina A, além de fibras fermentaveis [9, 40]. Nos ensaios com as células
NCM356D, o extrato da farinha de banana nanica verde promoveu diminui¢ao
da expressdo génica de COX-2, corroborando com os efeitos protetores
observados nos estudos in vivo via diminuicdo do estresse oxidativo e da

atividade inflamatoria, que pode ser explicado pela presenca de flavonoides
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presentes na casca e na polpa da banana nanica verde como a miricetina,
neoeritrocina e crisina [41]. Paralelamente, ratos com inducdo de danos
hepéticos e tratados com extrato da casca da banana nanica madura também
demonstraram melhora do perfil antioxidante pelo aumento de enzimas
antioxidantes (GSH, SOD, CAT e GPX), diminuicdo da peroxidacéo lipidica e
morte celular (MDA e CASP-3) e de citocinas inflamatérias (NF-kB, IL-6, TNF-a)
[17].

5. Conclusao

A farinha de Musa spp AAA verde promoveu aumento da producdo de
AGCCs e de bactérias benéficas (Bifidobacterium adolescentis), bem como seu
extrato demonstrou modulacdo favoravel de parametros inflamatérios e
regenerativos em ensaio de cultivo celular, apresentando potencial como
alimento funcional de uso terapéutico em doencas crdnicas de carater
inflamatorio associadas a disbiose. Os resultados sugerem a realizacao de mais
estudos com indicativos de usos terapéuticos em quadros de inflamatérios de

origem multifatorial.
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1. Consideracdes Finais

O presente estudo demonstrou a viabilidade da aplicacdo da técnica de
fermentacdo in vitro na prospeccdo de compostos com atividade prebidtica.
Apesar das limitacbes técnicas do estudo, a metodologia padronizada se
configura como uma técnica relativamente simples e eficaz na triagem de
produtos que apresentam grandes potencialidades de aplicacdes. Além disso, a
padronizacdo da fermentacdo in vitro demonstrou pequena variabilidade nas
fermentacdes em diferentes dias com amostras de um mesmo individuo, além
de indicios do mesmo perfil com amostras de quatro doadores diferentes,
indicando ser uma metodologia robusta e reprodutivel para a analise de potencial

prebidtico.

Em se tratando dos produtos estudados é valido ressaltar que a combinacédo das
analises de AGCCs com a modulagdo da microbiota se torna Gtil no que tange a
demonstrar diferentes aplicabilidades, a citar, a modulacdo da composicéo e
diversidade da microbiota pelo acai mesmo na auséncia de aumento da
producdo de AGCCs. Além disso, foi demonstrado que além dos produtos
estudados, com excecédo do acai, foram eficientes no aumento da producéo de
AGCCs e na modulacdo de diferentes espécies de acordo com cada produto.
Verificou-se ainda que o processamento do subproduto pode aumentar a
eficiéncia do mesmo ou até alterar as caracteristicas da modulag¢éo da microbiota
como observado nas comparacdes entre o bagaco de laranja e sua fracdo
soluvel. Por fim, deve-se considerar outras respostas bioldgicas que estes
produtos possam propor para além de serem prebibticas, como demonstrado
nos estudos de cultivo celular, sendo uma ferramenta Util na prospeccéo e

valorizacdo de matérias-primas vegetais ricas em compostos bioativos.
2. Pos-facio

Este foi um trabalho que se propos ao desenvolvimento tecnolégico de
ferramentas no estudo de alimentos funcionais e prebiéticos em matérias-primas
vegetais, de modo que o mapeamento das potencialidades de produtos com

técnicas in vitro € atil como metodologia de triagem de compostos para a

realizacdo de experimentos subsequentes in vivo, permitindo a reducdo de uso
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de animais na experimentacao biologica. Adicionalmente, o uso da metodologia
padronizada também se mostrou util para a identificacdo de compostos e/ou
metabolitos com finalidades terapéuticas, com potencial aplicacdo em DCNTSs..
A diversidade dos produtos vegetais testados também demonstrou a rica e
potencial capacidade dos subprodutos agricolas representarem matérias-primas
rentaveis e como rica fonte de compostos bioativos e componentes passiveis de
fermentacdo microbiana. Adicionalmente, € importante ressaltar a importancia
do uso destes subprodutos., muitas vezes inadequadamente descartados sendo
potencial poluente ambiental, como uma forma de reducdo de impactos

ambientais.

Dado o exposto, ha de se considerar que este trabalho, embora baseado no
desenvolvimento tecnoldgico de estudos in vitro, permeia areas do

conhecimento para além da bancada do laboratério, a citar:

1- Uso de animais na pesquisa
2- Desenvolvimento de novas modalidades terapéuticas
3

4- Uso racional de tecnologias

Aplicacdo de matérias-primas vegetais

Este posfacio visa destacar, mesmo que superficialmente alguns destes pontos.

Em 1978 foi publicado o primeiro estimulo a reducédo do uso de animais em
estudos cientificos [1], propondo o principio dos 3 R’s: Reposicdo, Refinamento
e Reducéo. Desde entdo o avancgo das tecnologias in vitro e in silico permitiu que
inovacBes nesta agenda fossem de fato propostas e algumas alcancadas. E
neste sentido que este estudo também contribuiu, fornecendo uma plataforma
de testes simples, reprodutivel e de capacidade de teste em uma ampla gama
de produtos que visem a aplicacdo humana e veterinaria. O seu desenvolvimento
tem potencial para tornar-se uma ferramenta auxiliar na selecdo de produtos
para estudos que envolvam microbiota intestinal e condicbes do trato
gastrintestinal, assim como de outras doengas cronicas onde a microbiota
desempenha papel fundamental em sua etiologia, tais como obesidade,
diabetes, doenca de Alzheimer e outra doencas neurodegenerativas, doencas

cardiovasculares e outras. Deste modo, refinando a escolha de produtos e
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poupando custos ha manutencédo e utilizacdo de uma grande quantidade de

vidas animais.

Em outro aspecto, as doencas cronicas nao-transmissiveis compreendem uma
grande gama de doencas, suas incidéncias encontram-se em ascensao em
diversos paises do mundo e as causas sdo multifatoriais. Como exposto
anteriormente, as DCNTSs exigem terapéuticas medicamentosas de longo prazo,
muitas delas com efeitos colaterais que diminuem consideravelmente a
qualidade de vida. Além disso ha de se considerar o custo para 0os sistemas
publicos de saude. Cerca de 25% dos portadores de DCNTSs utilizam o sistema
de salde a cada duas semanas [2]. As atuais propostas terapéuticas baseadas
em mudancas do estilo de vida e farmacoldgicas, por vezes, denotam baixa
aderéncia com o passar do tempo e, especialmente as farmacologicas, as quais
podem acarretar ao surgimento de efeitos colaterais, além de muitos pacientes
serem refratarios a determinados tipos de drogas. Nesse sentido, o
desenvolvimento de opc¢des terapéuticas se torna importante [3] e a utilizacdo de
alimentos funcionais como estratégia terapéutica de longo prazo, embora seja
um tema ainda pouco discutido em nosso pais, pode fornecer opc¢des seguras
do ponto de vista farmacolégico e de facil adesdo, especialmente se tais
alimentos se apresentarem em formas facilitadas de consumo e dosagens
adequadas para cada situacdo. Ainda existe a vantagem da grande variedade
de produtos disponiveis considerando a gama de alimentos consumidos pela

espécie humana.

Ainda com relagcédo ao desenvolvimento de produtos terapéuticos com base em
matérias-primas vegetais, outro ponto importante a se considerar € o fato do
Brasil ser um expoente na producdo agricola mundial, além da agricultura
familiar e diversos produtos frutos do extrativismo. E bem estabelecida essa
gama de produtos como rica fonte de bioativos com diversos beneficios na saude
humana, entretanto a aplicacdo de agrotoxicos, que acarreta danos ambientais
e a saude humana, ainda se interp6e como uma barreira nesta area [4]. O
presente estudo partiu também da perspectiva de valorizac&o de partes sub/ndo
utilizadas desses produtos, como uma forma de aumentar a rentabilidade e
estimular ndo so6 a utilizagéo racional destes produtos, mas também como uma

forma estender os beneficios do desenvolvimento tecnolégico nas diversas
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camadas, sejam elas as produtoras agricolas, o setor de pesquisa e

desenvolvimento ou os beneficiarios finais.

Por fim, é importante destacar a importancia do uso racional e responsavel de
tecnologias, especialmente envolvendo salde humana. Em 2016 uma
publicacdo no Journal of American Medicine Association demonstrou
progressivos investimentos do setor industrial agucareiro norte-americano entre
as décadas de 50 e 70 em estudos correlacionado a doenca arterial coronariana
e consumo de gorduras [5]. Tais investimentos reduziram o foco em estudos
envolvendo consumo de acUcares refinados por décadas tendo como
consequéncia a modulacéo de politicas publicas e rumos cientificos. O cenario
cientifico atual classifica o0 consumo excessivo de gorduras e acucares refinados
como fatores de risco para o desenvolvimento de DCNTSs. Entretanto, consoante
ao aumento progressivo do consumo de alimentos ultraprocessados, ricos em
gorduras, acucares refinados e demais ingredientes como corantes e
conservantes, ha também uma forte influéncia da propaganda destes produtos
com baixissima regulamentacéo, especialmente sobre o publico infantil, com
médias que chegam a 6,17 propagandas/canal a cada hora, sendo 90,8% delas
de alimentos ultraprocessados [6]. O presente exposto visa chamar a atencéo
para o0 uso racional dos produtos tecnolégicos e o bem-estar humano como
premissa em suas aplicacdes para, assim, obter o melhor de seus resultados.
Embora, tais comentérios ndo sdo baseados na andlise direta dos nossos
resultados, os mesmos permitem tais consideracdes, que considerei pertinentes

para sua inclusao.
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