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RESUMO 
 

 
O baru (Dipteryx alata Vog.) é um fruto nativo do bioma Cerrado, constituído por uma 
casca fina, uma polpa fibrosa e um endocarpo lenhoso, que reveste a castanha. 
Durante o processamento do fruto para extração da castanha, a polpa de baru não é 
aproveitada pela agroindústria, e sua composição química e os efeitos para a saúde 
são pouco conhecidos. Alguns estudos indicam que a polpa de baru é fonte de fibra 
alimentar e polifenóis, os quais possuem atividade prebiótica. A demanda crescente 
por alimentos de fontes alternativas promotores de saúde e bem-estar, como os 
subprodutos agroindustriais, e os impactos social, econômico e ambiental gerados 
pelo aproveitamento desses subprodutos justificam a busca por novos prebióticos. 
Assim, os objetivos deste estudo foram: elaborar e publicar uma revisão sistemática 
sobre o efeito prebiótico dos polifenóis; elaborar e publicar uma revisão crítica sobre 
as características nutricionais e funcionais do baru; avaliar a composição química da 
polpa de baru e investigar os seus efeitos sobre o crescimento e o metabolismo de 
probióticos e sobre a microbiota colonica humana. Segundo a revisão sistemática, 
existem fortes evidências em estudos pré-clínicos de que alguns polifenóis podem 
estimular o crescimento de bactérias intestinais benéficas e aumentar a produção de 
ácidos graxos de cadeia curta. A revisão crítica sobre o baru evidenciou o potencial 
nutricional e funcional da polpa de baru, assim como as lacunas existentes na 
literatura sobre sua composição química. Quanto aos resultados do estudo empírico, 
a polpa de baru apresentou altos teores de fibras insolúveis e compostos fenólicos, 
sobretudo hesperidina, e estimulou o crescimento e metabolismo de Bifidobacterium 
animalis subsp. lactis BB-12, Lactobacillus acidophilus LA-05, e Lacticaseibacillus 
casei L-26. Além disso, mudanças benéficas significativas foram induzidas pela polpa 
de baru digerida sobre a microbiota colonica, com aumento da abundância de 
Lactobacillus-Enterococcus, Bifidobacterium e Bacteroides-Prevotella, e da produção 
de lactato e ácidos graxos de cadeia curta, e redução do pH. Portanto, a polpa de baru 
possui propriedades prebióticas potenciais a serem confirmadas em estudos pré-
clínicos e clínicos, e exploradas como ingrediente na formulação de novos alimentos 
promotores de saúde.  
 
Palavras-chave: alimentos funcionais, subproduto de fruto, fitoquímicos, digestão 
gastrointestinal in vitro, inoculo fecal, microbiota intestinal. 
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ABSTRACT 
 
 

Prebiotic potential of baru pulp 
 
 

Baru (Dipteryx alata Vog.) is a fruit native to the Cerrado biome consisting of a thin 
peel, a fibrous pulp and a woody endocarp, which covers the nut. During the 
processing of the fruit for nut extraction, the baru pulp is not used by the agro-industry, 
and its chemical composition and health effects are poorly known. Some studies 
indicate that baru pulp has dietary fiber and polyphenols, which have prebiotic activity. 
The growing interest in health and well-being promoting foods from alternative sources, 
such as agro-industrial by-products, and the social, economic and environmental 
impacts generated by the use of these by-products justify the search for new prebiotics. 
Thus, the aims of this study were: to elaborate and publish a systematic review on the 
prebiotic effect of polyphenols; to carry out and publish a critical review of the literature 
on the nutritional and functional characteristics of baru; in addition to evaluate the 
chemical composition of baru pulp and to investigate its effects on the growth and 
metabolism of probiotics, and on the human colonic microbiota. According to the 
systematic review, there is strong evidence from preclinical studies that some 
polyphenols can stimulate the growth of beneficial gut bacteria and increase the 
production of short-chain fatty acids. The critical review on baru showed the nutritional 
and functional potential of baru pulp, as well as the gaps in the literature on its chemical 
composition. Results of the empirical research show that baru pulp has a high content 
of insoluble fibers and phenolic compounds, mainly hesperidin. Baru pulp stimulated 
the growth and metabolism of Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12, 
Lactobacillus acidophilus LA-05 and Lacticaseibacillus casei L-26. Furthermore, 
significant beneficial changes were induced by the digested baru pulp on colonic 
microbiota, with an increase in the abundance of Lactobacillus-Enterococcus, 
Bifidobacterium and Bacteroides-Prevotella, and the production of lactate and short-
chain fatty acids, and pH reduction. Therefore, baru pulp has potential prebiotic 
properties to be confirmed in preclinical and clinical studies, and to be explored as an 
ingredient in the formulation of new health-promoting foods. 

 
Key words: functional foods, fruit by-product, phytochemicals, in vitro gastrointestinal 
digestion, fecal inoculum, gut microbiota 
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CAPÍTULO 1 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

 

O baru (Dipteryx alata Vog.), fruto nativo do bioma Cerrado, é constituído por 

uma casca fina (epicarpo), pela polpa (mesocarpo fibroso), e por um endocarpo rígido 

que reveste a semente, parte comestível do fruto mais conhecida como castanha ou 

amêndoa1. A castanha de baru tem um importante valor comercial pelas suas 

características sensoriais, nutricionais e pelos efeitos benéficos para saúde1, 

sobretudo para o metabolismo lipídico2,3. Durante o processamento do fruto para 

extração da castanha, em geral, a polpa de baru, que representa cerca de 40% da 

massa do fruto4, não é aproveitada pela agroindústria1. Pouco se conhece sobre a 

composição em nutrientes e em substâncias bioativas desse subproduto, mas os 

estudos disponíveis relatam teores elevados de açúcares e fibra alimentar total, e 

conteúdo considerável de compostos fenólicos totais5,6. Não há relatos sobre os 

efeitos do seu consumo para saúde, especialmente, sobre a microbiota intestinal.  

 A microbiota intestinal é composta por uma ampla diversidade de micro-

organismos que colonizam o trato gastrointestinal, e possui uma importância relevante 

para a saúde do hospedeiro, participando de diversos processos fisiológicos, tais 

como o metabolismo de nutrientes e compostos bioativos que não são digeridos no 

intestino delgado e chegam intactos no cólon humano7. A dieta é um dos principais 

fatores ambientais que influenciam a composição e funcionalidade da microbiota 

intestinal8,9. Nesse sentido, o consumo de prebióticos constitui uma abordagem 

acessível e segura para melhorar a saúde intestinal10.  

Prebióticos são substratos utilizados seletivamente por micro-organismos do 

hospedeiro proporcionando benefícios à saúde. Dentre os benefícios, destaca-se a 

regulação do metabolismo lipídico e glicídico11. Os principais gêneros de micro-

organismos reconhecidos como alvos prebióticos são Lactobacillus e Bifidobacterium, 

além de Roseburia, Eubacterium, Faecalibacterium e Akkermansia, mas não se 

limitam a esses10,11. Os prebióticos mais evidenciados pela literatura são inulina, fruto- 

e galacto-oligossacarídeos11, os quais são classificados como fibras alimentares, 

embora nem todas as fibras alimentares sejam prebióticos12. Estudos recentes 
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mostram que os polifenóis e seus metabólitos também podem se enquadrar na 

definição atual de prebióticos11,13,14.  

 Fibras alimentares e polifenóis são encontrados em concentrações elevadas 

nos subprodutos do processamento de frutos, como goiaba e acerola15, jabuticaba16, 

jerivá e macaúba17, os quais têm sido investigados quanto ao potencial prebiótico. Os 

resultados desses estudos mostraram que os subprodutos de frutos estimulam o 

crescimento e o metabolismo de probióticos, como Lactobacillus acidophilus, 

Lacticaseibacillus casei, Bifidobacterium animalis e Bifidobacterium lactis. Além disso, 

uma farinha obtida de subprodutos de frutos (laranja, maracujá e melão) e vegetais 

(alface, abobrinha, cenoura, espinafre, hortelã, inhame, pepino e rúcula) promoveu 

efeitos significativos sobre a abundância de bactérias benéficas (Lactobacillus e 

Bifidobacterium) na microbiota colonica humana in vitro18. Esses achados indicam o 

potencial dos subprodutos de frutos para melhorar a saúde intestinal. No entanto, 

ainda não há relatos na literatura sobre o potencial prebiótico da polpa de baru.  

 A crescente demanda por produtos funcionais e pelo consumo sustentável têm 

impulsionado as pesquisas por novos ingredientes prebióticos, especialmente, 

subprodutos do processamento de frutos, o que contribui para aumentar o valor 

agregado aos frutos, e reduzir os impactos ambientais, sociais e econômicos gerados 

pela perda e desperdício de alimentos. Além disso, a escassez de dados na literatura 

sobre a composição química da polpa de baru, e a ausência de informação sobre seu 

potencial prebiótico constituem as justificativas para a realização do presente estudo.  
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

2.1 BARU 

 

O baruzeiro (Dipteryx alata Vog.) é uma espécie arbórea nativa do bioma 

Cerrado (Figura 1), pertencente à família Fabaceae, possui altura entre 15 e 25 m, 

floresce de novembro a fevereiro, e os frutos maduros podem ser encontrados entre 

os meses de julho e outubro, produzindo cerca de 2.000 a 6.000 frutos por planta19. 

No entanto, essa produção não é regular e pode variar conforme o ano e a região de 

plantio19. De acordo com informações adquiridas das principais agroindústrias que 

processam baru no Estado de Goiás, em 2021, a produção de fruto foi cerca de 250 

toneladas. A distribuição dessa espécie é ampla no Brasil, com ocorrência registrada 

nos Estados de Goiás, Tocantins, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Pará, Bahia, 

Maranhão, Minas Gerais, São Paulo, e Distrito Federal. Além disso, há relatos da 

ocorrência de baruzeiro no Paraguai, Peru e Bolívia19. 

 

 

Figura 1. Baruzeiro (Dipteryx alata Vog.) e o seu fruto, o baru.  
                    Fotos registradas nas fazendas “Dr Jamar Urias Mendonça” e “Três Jotas” (Caiapônia/GO, 2022) 

 

Os frutos do baruzeiro (Figura 1) são conhecidos como baru, mas em alguns 

Estados brasileiros também podem ser chamados de cumaru ou cumbaru. Os frutos 

são do tipo drupa (apenas uma semente), ovoides, levemente achatados, de 

coloração marrom, com comprimento e largura variando de 3,5 a 5,0 cm e de 2,0 a 

3,5 cm, respectivamente19. O baru é constituído por uma casca fina (epicarpo), pela 
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polpa (mesocarpo fibroso), e por um endocarpo rígido que reveste a semente, parte 

comestível do fruto mais conhecida como castanha ou amêndoa1. A casca e a polpa 

do baru representam cerca de 40% da massa do fruto, e a castanha compreende 

apenas 4% do fruto4. A castanha possui comprimento entre 1,8 e 2,3 cm, largura 

média de 1,0 cm e massa média de 1,25 g1.  

A castanha torrada é muito consumida na região Centro-Oeste do Brasil, e, 

atualmente, tem sido exportada para outros países, como Estados Unidos, Canadá e 

Coreia do Sul. O importante valor comercial da castanha de baru é atribuído às suas 

características sensoriais e nutricionais, tais como teor considerável de fibra alimentar 

(6 a 16 g/100 g), alto conteúdo de ácidos graxos monoinsaturados (45 a 54%) e 

concentração elevada de compostos bioativos, como fenólicos totais (388 a 1.306 mg 

GAE/100 g) e tocoferóis totais (11 a 13 mg/100 g)1. A película da castanha de baru 

também se destaca pelo teor elevado de compostos fenólicos totais (9.730 mg 

GAE/100 g)20. A castanha de baru pode ser usada para substituir outras nozes ou 

enriquecer formulações de novos produtos com farinha de trigo (cupcakes, cookies, 

barras de cereais, e pães), ou como ingrediente adicional para agregar valor à 

produtos tradicionais, como manteigas, sorvetes, e sobremesas diversas1. O óleo 

extraído da castanha de baru também tem potencial para ser utilizado em novos 

produtos funcionais1. Estudos com suplementação da castanha ou do óleo de baru 

constataram redução do estresse oxidativo em ratos tratados com dieta hiperlipidica3, 

melhora do perfil lipídico sérico em indivíduos moderadamente 

hipercolesterolêmicos2, redução da adiposidade abdominal em mulheres com 

sobrepeso e obesidade21, e da proteína C reativa ultrassensível em pacientes renais 

crônicos em tratamento de hemodiálise22. 

 A polpa de baru possui sabor adocicado e, por isso, é bastante consumida pelo 

gado e por animais silvestres em períodos de seca23. Existem relatos de seu consumo 

na alimentação humana como substituto da farinha de trigo em formulações de 

cookies24,25, do farelo de aveia em barras de cereais26 e do farelo de trigo em pães 

integrais27. Os autores concluíram que a inclusão da polpa de baru proporcionou 

formulações com índices elevados de aceitabilidade. Além disso, a polpa de baru 

apresenta grande potencial para produção de doces, geleias, farinhas, sorvetes e 

licores, representando uma possível fonte de renda para a população local. O uso da 

polpa em conjunto com o endocarpo lenhoso foi relatado como sendo de grande 

potencial energético para produção de biocarvão por seus teores elevados de lignina, 
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hemicelulose e celulose28. Entretanto, em geral, durante o processamento do fruto 

para extração da castanha, a polpa de baru não é aproveitada pela agroindústria.  

Pouco se conhece sobre a composição nutricional e funcional da polpa de baru, 

mas alguns estudos ressaltam alto teor de fibra alimentar (18-42 g/100 g)1 e açúcares 

totais24, e conteúdo considerável de compostos fenólicos totais (292 mg GAE/100 g)5. 

Ácidos fenólicos, flavonoides, terpenos, ácidos orgânicos e derivados de ácidos 

graxos foram identificados na polpa de baru29. Fatores antinutricionais, como ácido 

fítico (0,27%) e inibidor de tripsina (0,67 UTI/mg) foram reportados em baixas 

concentrações na polpa de baru30. O extrato da casca e polpa de baru exibiu efeito 

citotóxico contra linhagens de câncer de colo de útero (SiHa e C33A), e citotoxicidade 

fraca contra linhagens de células não tumorais (HaCaT e L929), sugerindo sua 

segurança e fornecendo evidências preliminares de seu potencial anticancerígeno31. 

Além disso, in vivo, a polpa de baru não apresentou efeitos tóxicos e promoveu 

resistência ao estresse oxidativo em nematoides expostos a um agente químico 

oxidante29. No entanto, mais estudos são necessários para investigar o perfil de 

carboidratos, de oligossacarídeos e de polifenóis, e os efeitos do consumo da polpa 

de baru na saúde, especialmente sobre a microbiota intestinal. 

 

 

2.2 MICROBIOTA INTESTINAL 

 

O conjunto de micro-organismos que colonizam o trato gastrointestinal, 

especialmente o cólon, é definido como microbiota intestinal, a qual é caracterizada 

pela composição (diversidade de micro-organismos e abundância relativa) e pela 

funcionalidade (capacidade metabólica e efeitos no hospedeiro)32,33. Estima-se que a 

microbiota intestinal contenha mais de um trilhão de células de diferentes espécies de 

bactérias, fungos, arqueias e protistas32.  

Em relação às bactérias, a microbiota intestinal humana é constituída, 

predominantemente, pelos filos Bacillota (antigo nome “Firmicutes”), Bacteroidota 

(antigo nome “Bacteroidetes”), Actinomycetota (antigo nome “Actinobacteria”), 

Verrucomicrobiota (antigo nome “Verrucomicrobia”) e Pseudomonadota (antigo nome 

“Proteobacteria”)34,35. Bacillota e Bacteroidota representam 90% da microbiota 

intestinal. O filo Bacillota é composto por cerca de 250 gêneros, incluindo 

Lactobacillus, Enterococcus, Eubacterium, Clostridium, Roseburia, Ruminococcus e 
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Faecalibacterium. O gênero Clostridium é considerado o mais abundante desse filo. 

O filo Bacteroidota é representado, principalmente, pelos gêneros Bacteroides e 

Prevotella. Actinomycetota é um dos filos menos abundante na microbiota intestinal, 

cerca de 5%, e tem como principal representante, o gênero Bifidobacterium. O filo 

Verrucomicrobiota é representado pelo gênero Akkermansia, e o filo Pseudomonadota 

é representado pelos gêneros Escherichia e Helicobacter34. 

Fatores genéticos e ambientais, como dieta, idade e estilo de vida influenciam 

a composição da microbiota intestinal5,6, a qual pode ser avaliada por diferentes 

métodos, variando desde técnicas de cultivo em placas à ferramentas moleculares,  

tais como a hidridização in situ por fluorescência (FISH) e o sequenciamento do gene 

RNAr 16S8,33. A técnica FISH permite a identificação de ácidos nucleicos alvos por 

meio da hibridização com sondas de oligonucleotídeos complementares específicas, 

marcadas de forma fluorescente. Em combinação com outras técnicas, como 

microscopia de fluorescência ou citometria de fluxo, possibilita a caracterização de 

populações microbianas filogeneticamente definidas em ambientes complexos, como 

a microbiota intestinal36. A técnica FISH acoplada à citometria de fluxo (FISH-FC) tem 

sido amplamente utilizada para enumeração rápida e com alto rendimento de 

populações bacterianas fecais37. No entanto, uma desvantagem desta técnica é a 

identificação limitada de novas populações bacterianas, uma vez que as sondas são 

projetadas para gêneros e espécies mais prevalentes e conhecidos38.  

A microbiota intestinal está envolvida em várias funções no hospedeiro, tais 

como metabolismo de nutrientes, síntese de vitaminas, metabolismo de drogas, 

modulação do sistema imune, regulação da integridade da barreira intestinal, e 

proteção antimicrobiana8,9,39. Nutrientes e outros compostos que resistem à digestão 

no intestino delgado e atingem o cólon são metabolizados pela microbiota intestinal 

por meio de duas vias principais7,40. Na primeira via, os carboidratos não digeríveis, 

presentes em uma dieta rica em fibras, são metabolizados pela microbiota no intestino 

grosso, produzindo ácidos graxos de cadeia curta (AGCC) e reduzindo o pH 

intestinal9,40. A segunda via do metabolismo de nutrientes com participação da 

microbiota intestinal é representada pela fermentação de proteínas9. Essa via é 

estimulada, principalmente, por dietas ricas em proteína e gordura de origem animal 

e pobres em fibras e substâncias bioativas, as quais têm sido associadas a um tempo 

prolongado de trânsito intestinal, o que resulta em aumento da proteólise pelos micro-

organismos32,40. Com isso, ácidos graxos de cadeia ramificada, gases, fenóis, aminas 
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e amônia são produzidos promovendo aumento do pH intestinal e produção reduzida 

de AGCC40.  

Os AGCC mais abundantes no cólon são acetato, propionato e butirato, 

representando cerca de 95%41. As vias de produção de acetato são amplamente 

distribuídas entre os grupos bacterianos, enquanto as vias de produção de propionato 

e butirato parecem mais conservadas e específicas do substrato42. A maior parte do 

acetato é produzida a partir da fermentação de carboidratos pela maioria das bactérias 

entéricas41. Outra parte é sintetizada a partir de hidrogênio e dióxido de carbono ou 

por bactérias acetogênicas, como algumas espécies do gênero Clostridium41. A via do 

succinato é dominante na microbiota intestinal para formação de propionato. Essa via 

está presente em vários micro-organismos pertencentes aos filos Bacillota (antigo 

nome “Firmicutes”) e Bacteroidota (antigo nome “Bacteroidetes”)35, e a abundância de 

Bacteroidota tem sido associada ao conteúdo de propionato nas fezes41. A produção 

de acetato e propionato também é mediada por algumas espécies de Bifidobacterium 

e por Akkermansia muciniphila43. A via butiril-CoA: acetato CoA-transferase, na qual 

butiril-CoA é convertido em butirato, é utilizada pela maioria dos produtores intestinais 

de butirato, incluindo Faecalibacterium, Eubacterium, Clostridium e Roseburia41,43. 

Os AGCC ativam os receptores acoplados à proteína G (GPR41, GPR43) nas 

células L enteroendócrinas, estimulando a secreção do peptídeo semelhante ao 

glucagon 1 (GLP-1) e o peptídeo YY (PYY), que induzem a secreção de insulina, 

reduzem os níveis séricos de glicose e regulam o apetite44. O GPR43 também pode 

ser ativado no tecido adiposo branco reduzindo a lipólise. O receptor ativado por 

proliferadores de peroxissoma gama (PPARγ), por sua vez, pode ser estimulado pelos 

AGCC aumentando a sensibilidade à insulina no tecido adiposo branco, e reduzindo 

a esteatose hepática44. Além dos metabolismos lipídico e glicídico, os AGCC parecem 

modular o sistema imunológico, a resposta inflamatória, e a manutenção e reparação 

da integridade epitelial42. O butirato tem uma relevância particular pelo efeito anti-

inflamatório, além de ser uma fonte de energia importante para os colonócitos33,39. Um 

dos efeitos à saúde atribuídos à produção de AGCC é a concomitante redução do pH 

luminal, que por si só inibe micro-organismos patogênicos e aumenta a absorção de 

alguns minerais, como o cálcio10.  

A dieta é um dos principais fatores ambientais que influenciam a composição e 

funcionalidade da microbiota intestinal e, consequentemente, afetam as 

concentrações circulantes dos AGCC45. Um estudo de meta-análise, envolvendo 64 
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estudos e 2.099 participantes, concluiu que intervenções com fibra dietética, 

particularmente frutanos e galacto-oligossacarídeos, resultam em maior abundância 

de Bifidobacterium e Lactobacillus, e maior concentração fecal de butirato, em 

comparação com grupos placebos ou com dieta com baixo teor de fibra em adultos 

saudáveis39. Dos 64 estudos, 20 utilizaram a técnica FISH para caracterizar a 

microbiota fecal39. Uma dieta com baixo teor de carboidratos à base de amêndoa 

aumentou significativamente as bactérias produtoras de AGCC, incluindo Roseburia, 

Ruminococcus e Eubacterium em pacientes com diabetes tipo 2 durante três meses46. 

Pacientes com diabetes tipo 2 suplementados com alimentos ou compostos funcionais 

(inulina, chia, proteína de soja, cacto nopal, ácido graxo ômega-3, proteínas vegetais, 

polifenóis, fibras solúveis e insolúveis), durante três meses, apresentaram aumento 

da diversidade da microbiota fecal e da atividade antioxidante, e redução nas 

concentrações séricas de colesterol total, LDL e triacilgliceróis47. Nesse sentido, os 

prebióticos constituem uma abordagem interessante para modulação da microbiota 

intestinal visando melhoras à saúde do hospedeiro, uma vez que são eficazes, 

acessíveis e seguros10. 

 

 

2.3 PREBIÓTICOS   

 

2.3.1 Definição, compostos prebióticos e efeitos na saúde 

 Os prebióticos são substratos utilizados seletivamente por micro-organismos 

do hospedeiro proporcionando benefícios à saúde11. Um composto para ser 

classificado como prebiótico deve resistir à acidez gástrica, hidrólise enzimática e 

absorção gastrointestinal, demonstrar capacidade de ser fermentado pela microbiota 

intestinal, e estimular seletivamente o crescimento e/ou metabolismo de micro-

organismos associados à saúde e bem-estar11. Além disso, os prebióticos não devem 

causar efeitos colaterais ao hospedeiro, como por exemplo, produção excessiva de 

gás11. Em geral, os prebióticos são consumidos, principalmente, por via oral, mas 

também podem ser administrados diretamente em locais extra intestinais, como a pele 

e o trato urogenital11.  

Os efeitos dos prebióticos na saúde incluem benefícios para o trato 

gastrointestinal (inibição de patógenos, estimulação imunológica), o sistema 

cardiometabólico (redução nos níveis séricos de lipídios e da resistência à insulina), a 
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saúde mental (metabólitos que influenciam a função cerebral, energia e cognição), e 

a saúde óssea (biodisponibilidade mineral)11. Esses efeitos devem ser confirmados no 

hospedeiro-alvo e mediados pela microbiota intestinal. Além disso, o efeito prebiótico 

de um substrato deve ser confirmado em uma avaliação completa da microbiota 

intestinal, por meio de técnicas moleculares, que são capazes de detectar e quantificar 

as alterações na composição da microbiota, juntamente com a avaliação da 

funcionalidade pela análise de metabólitos11,48.  

Os principais gêneros de micro-organismos reconhecidos como alvos 

prebióticos são Lactobacillus e Bifidobacterium, além de Roseburia, Eubacterium, 

Faecalibacterium e Akkermansia, mas não se limitam a esses10,11. O gênero 

Lactobacillus compreende mais de 170 espécies de bactérias produtoras de lactato, 

Gram-positivas, anaeróbicas facultativas, catalase-negativas, e bastonetes não 

formadores de esporos49. Os Lactobacillus são micro-organismos importantes da 

microbiota intestinal humana, e têm sido estudados pelos efeitos benéficos à saúde 

do hospedeiro, uma vez que possuem muitos genes envolvidos no transporte e 

metabolismo de carboidratos, contemplando espécies capazes de utilizar carboidratos 

complexos, como prebióticos. Dependendo da disponibilidade de fontes de carbono, 

os Lactobacilos podem variar entre as vias catabólicas para hexoses e pentoses50. 

Por exemplo, Lacticaseibacillus casei podem degradar açúcares por meio da via da 

glicólise ou da via da pentose fosfato51. Os Lactobacillus estão entre os probióticos 

mais utilizados na indústria de alimentos49. O gênero Bifidobacterium também tem sido 

muito utilizado na indústria de alimentos e muito investigado em relação aos 

benefícios para saúde52. As bifidobactérias metabolizam carboidratos por meio de 

uma única via chamada “bifid shunt”, na qual a enzima frutose-6-fosfato fosfocetolase 

desempenha um papel fundamental53. Embora muitos micro-organismos possam 

metabolizar um substrato, é o benefício para saúde do hospedeiro resultante de sua 

utilização seletiva pelo micro-organismo que confere a denominação de prebiótico11.  

Os prebióticos mais documentados na literatura são inulina, fruto-

oligossacarídeos (FOS) e galacto-oligossacarídeos (GOS), os quais são classificados 

como fibras alimentares10,11. A inulina está presente em alimentos como chicória, 

cebola, alcachofra, trigo e banana; o FOS pode ser encontrado, principalmente, em 

aspargos, alho e alho poro; e o GOS é produzido enzimaticamente a partir da 

lactose48. As fibras alimentares são polímeros de carboidratos resistentes à digestão 

e absorção no intestino delgado, com fermentação parcial ou completa no intestino 
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grosso. Elas podem ser classificadas em polissacarídeos não amiláceos (celulose, 

hemicelulose, pectina), oligossacarídeos resistentes (rafinose, estaquiose, fruto-

oligossacarídeos), amidos resistentes (tipos 1 ao 4) e substâncias associadas, não 

carboidratos (lignina e quitina)54. No entanto, nem todas as fibras alimentares são 

prebióticos. Algumas fibras, tais como pectina e amido resistente, são consideradas 

candidatas a prebióticos, enquanto outras, como a celulose, parece não ter ação 

prebiótica55.  

Entretanto, evidências recentes têm mostrado que as fibras insolúveis, como a 

celulose, podem modular a microbiota intestinal com produção de AGCC. Em um 

estudo de fermentação fecal in vitro, a fibra alimentar insolúvel do bambu, constituída 

por 43% de celulose, 17% de hemicelulose e 28% de lignina, alterou a composição da 

microbiota intestinal, com aumento na abundância de Bacteroides, e aumentou a 

produção de AGCC totais após 24 h de fermentação56. Intervenção com fibra alimentar 

insolúvel de soja em camundongos tratados com dieta hiperlipídica, por 20 semanas, 

aumentou a abundância de Lactobacillus, e reduziu a abundância de Bacteroides 

acidifaciens, bactéria potencialmente patogênica correlacionada com a obesidade. 

Além disso, a fermentação da fibra insolúvel de soja aumentou o conteúdo de AGCC 

e promoveu a secreção de hormônios da saciedade (PYY e GLP-1)57. O maior tempo 

de interação das fibras insolúveis com a microbiota intestinal, e a redução do tamanho 

das partículas por meio do processamento dos alimentos podem favorecer a 

fermentação das fibras insolúveis pela microbiota intestinal, promovendo assim 

alterações benéficas para o hospedeiro57. Os gêneros Bacteroides, Eubacterium e 

Roseburia degradam xilanas, enquanto os gêneros Ruminococcus e Faecalibacterium 

podem degradar hemiceluloses ou pectina58.  

Outras substâncias não carboidratos também podem se enquadrar na definição 

de prebiótico, como os polifenóis e ácidos graxos11,59. Os polifenóis são metabólitos 

secundários de plantas, caracterizados pela presença de anéis aromáticos com um 

ou mais grupos hidroxila em sua estrutura química, podendo variar de uma simples 

molécula a um polímero complexo de alto peso molecular. De acordo com a base de 

dados Phenol-Explorer60, os polifenóis podem ser classificados em flavonoides, 

ácidos fenólicos, estilbenos, lignanas, outros polifenóis, e metabólitos não fenólicos. 

A maioria dos polifenóis ocorre, naturalmente, conjugados a um açúcar. Isso dificulta 

a absorção desses compostos no intestino delgado, os quais chegam intactos no 

cólon, onde se tornam substratos para a microbiota intestinal, produzindo metabólitos 
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que são melhores absorvidos7. Estima-se que uma pequena porção de polifenóis é 

absorvida (5-10%), e uma grande proporção (90-95%) atinge o cólon, onde interagem 

com a microbiota intestinal58.  

Existem evidências de que os polifenóis possuem propriedades antioxidante, 

anti-inflamatória61, anti-obesogênica e antilipidêmica62, e mais recentemente, que 

podem modular positivamente a microbiota intestinal63. Segundo Rodríguez-Daza et 

al.58, o impacto dos polifenóis na microbiota intestinal está associado a dois principais 

efeitos: antimicrobiano e prebiótico. Assim, os polifenóis são capazes de inibir a 

colonização de bactérias patogênicas, restabelecer a função de barreira epitelial da 

mucosa e sua resposta imunológica, e reduzir as espécies reativas de oxigênio e 

radicais livres. Essas três atividades favorecem o crescimento de bactérias intestinais 

benéficas à saúde e ao bem-estar do hospedeiro. No entanto, o efeito prebiótico dos 

polifenóis pode ser influenciado pela fonte alimentar, pela estrutura química do 

composto e pelas diferenças individuais na composição da microbiota intestinal63. 

Os polifenóis podem ser metabolizados por diversas espécies bacterianas 

como L. acidophilus, B. animalis, A. muciniphila, Bacteroides thetaiotaomicrom e 

Faecalibacterium prausnitzii. Essas espécies são capazes de produzir enzimas 

envolvidas no metabolismo de polifenóis, tais como β-glicosidases e tanases58. A 

fermentação in vitro pela microbiota fecal humana de um polifenol do chá preto 

(teaflavina 3,3'-digalato) demonstrou efeitos promotores de crescimento em 

Bacteroides, Faecalibacterium e Bifidobacterium, e efeitos inibitórios em Prevotella e 

Fusobacterium64. A incubação de flavonoides, sobretudo catequina e epicatequina, com 

bactérias fecais aumentou o crescimento de Bifidobacterium, e inibiu o crescimento de C. 

histolyticum. A epicatequina aumentou significativamente o crescimento do grupo C. 

coccoides-E. rectale65. O consumo de polifenóis do chá verde aumentou a abundância 

de Bifidobacterium e Akkermansia, e reduziu as concentrações séricas de LDL-c, 

glicose e insulina em camundongos tratados com dieta hiperlipídica13,14. Em indivíduos 

com sobrepeso e obesidade, a ingestão de extrato de romã, rico em ácidos 

hidroxibenzóicos, aumentou a abundância de Faecalibacterium66.  

Metabólitos de polifenóis gerados pela microbiota intestinal têm sido 

investigados em relação aos seus efeitos na saúde. Por exemplo, o equol, metabólito 

das isoflavonas de soja, possui atividade estrogênica e antioxidante67. As urolitinas, 

metabólitos derivados da microbiota intestinal a partir dos polifenóis elagitaninos e 

ácido elágico, possuem efeitos em diferentes tecidos e órgãos, como neuro proteção, 
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melhora da integridade da barreira intestinal, da força muscular e da longevidade, 

além de reduzir o acúmulo de lipídios e a intolerância a glicose68. No entanto, ainda 

são escassos os estudos in vivo que investigam as alterações na composição da 

microbiota intestinal, os metabólitos gerados pela metabolização microbiana dos 

polifenóis e seus efeitos na saúde.  

 

2.3.2 Potencial prebiótico de subprodutos de frutos 

Conteúdos elevados de fibra alimentar e polifenóis são encontrados em 

subprodutos do processamento de frutos, como cascas, sementes, folhas, caules, 

raízes, e bagaço15,16,18. Na maioria dos casos, a concentração de substâncias 

bioativas no subproduto é maior do que na parte comestível do fruto69. Os nutrientes 

e outros compostos presentes nesses subprodutos podem enriquecer produtos 

alimentícios, melhorando suas propriedades físicas e químicas70, como aroma, sabor, 

cor, capacidade antioxidante e potencial prebiótico. Além disso, o aumento crescente 

na demanda por produtos naturais com importância nutricional e terapêutica, e os 

impactos econômico, social e ambiental gerados pelas perdas nas indústrias de 

processamento de frutos, têm estimulado as pesquisas com subprodutos71.  

Vale ressaltar que esses impactos gerados pelo descarte de subprodutos e 

resíduos do processamento de alimentos têm sido alvos de políticas ambientais e de 

segurança alimentar72. Os princípios de reutilização, redução e reciclagem apoiam o 

conceito de uma economia circular, e a busca pela transição de uma economia linear 

para circular reforça a necessidade de recuperar recursos de resíduos orgânicos. No 

entanto, essa transição requer novos estudos, novas políticas, estrutura financeira, e 

conscientização da população73. 

Nesse sentido, subprodutos de frutos brasileiros têm sido investigados em 

relação ao potencial prebiótico in vitro. O crescimento seletivo de probióticos L. 

acidophilus, L. casei e Lacticaseibacillus paracasei foi estimulado pelo subproduto de 

caju74. Observou-se também o crescimento de L. casei, L. paracasei e B. animalis 

subsp. lactis em meios de cultivo enriquecidos com subprodutos de acerola e goiaba15. 

A adição de subproduto digerido de jabuticaba no meio de cultivo induziu o 

crescimento de Lactobacillus e Bifidobacterium, reduziu o pH e aumentou a produção 

de lactato e AGCC16. Os subprodutos da extração do óleo de jerivá e macaúba 

estimularam o crescimento de probióticos, como L. casei, L. acidophilus e B. lactis, e 

não promoveram o crescimento de Escherichia coli17. O albedo de laranja também 
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estimulou o crescimento e o metabolismo de L. acidophilus e B. animalis, com melhor 

potencial prebiótico do que fibras comerciais75. Os resultados deste estudo indicam 

que fibras intrínsecas ao alimento são mais efetivas na modulação positiva da 

microbiota do que fibras isoladas. 

Em ensaios de fermentação colonica in vitro, a farinha digerida de subprodutos 

de frutas (laranja, maracujá, melão) e vegetais (alface, abobrinha, cenoura, espinafre, 

hortelã, inhame, pepino e rúcula) demonstrou efeito positivo no crescimento de 

Bifidobacterium e Lactobacillus em amostras fecais de doadores, igual ou melhor que 

o FOS (prebiótico padrão), com produção de butirato após 24 h de fermentação18. Os 

autores sugerem que a composição da farinha, rica em fibras insolúveis (39%), além 

de um teor significativo de proteína (9,5%) e fibra solúvel (9,5%), possa estar 

associada a esse efeito18. Os subprodutos digeridos de acerola (35% fibra insolúvel, 

13% fibra solúvel) e goiaba (41% fibra insolúvel, 3% fibra solúvel) promoveram 

alterações benéficas na composição da microbiota fecal, com aumento da abundância 

de Bifidobacterium, Lactobacillus–Enterococcus, E. rectale–C. coccoides e 

Bacteroides–Prevotella, e aumento da produção de AGCC durante 24 h de 

fermentação15. O subproduto digerido da jabuticaba (56% de fibra solúvel, 28% de 

fibra insolúvel, 8% de umidade) também aumentou a abundância de Lactobacillus–

Enterococcus e Bifidobacterium e a produção de AGCC, diminuiu a abundância de E. 

rectale–C. cocoides e C. histolyticum, e  reduziu os valores de pH após 48 h de 

fermentação, indicando seu potencial para melhorar a saúde intestinal76. Os estudos 

realizados com os subprodutos de acerola e goiaba15, e de jabuticaba76 avaliaram a 

composição da microbiota fecal pela técnica FISH-FC.  

Quanto ao efeito prebiótico avaliado in vivo, o consumo de subproduto de 

acerola por ratas dislipidêmicas aumentou a contagem fecal de Bifidobacterium e 

Lactobacillus e a produção de ácidos orgânicos no intestino, e reduziu o acúmulo de 

gordura visceral e hepática e os níveis de lipídios séricos77. A ingestão de dieta 

hiperlipídica suplementada com casca de jabuticaba aumentou a excreção de 

triacilgliceróis, reduziu esteatose hepática e estimulou a produção de AGCC em 

camundongos78. A suplementação com extrato de casca de pêssego em camundongos 

tratados com dieta hiperlipídica aumentou a abundância de Lactobacillus, Bacteroides, 

Akkermansia, Roseburia e Ruminococcus, além de aumentar a produção de AGCC e 

melhorar o metabolismo lipídico79. A ingestão de biscoitos enriquecidos com bagaço 

de azeitona por indivíduos moderadamente hipercolesterolêmicos, durante oito 
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semanas, resultou em uma tendência de aumento na abundância de bifidobactérias, 

avaliada pela técnica FISH-FC80. Contudo, não há relatos na literatura de estudos 

sobre o potencial prebiótico da polpa de baru.   
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3 OBJETIVOS 

 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

 Avaliar a composição química da polpa de baru e seus efeitos sobre o 

crescimento e o metabolismo de probióticos e sobre a microbiota colonica humana.  

 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Elaborar e publicar revisões de literatura sobre o efeito prebiótico de polifenóis 

e sobre o potencial nutricional e funcional do baru. 

• Determinar o conteúdo de fibra alimentar total, solúvel e insolúvel, de frutanos 

e de compostos bioativos, e identificar e quantificar açúcares, ácidos orgânicos, 

oligossacarídeos e polifenóis na polpa de baru. 

• Avaliar a capacidade antioxidante da polpa de baru. 

• Avaliar os efeitos da polpa de baru sobre o crescimento e metabolismo de 

cepas probióticas. 

• Avaliar os efeitos da polpa de baru digerida sobre a composição e atividade 

metabólica da microbiota colonica humana. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS  

 

 

4.1 ESTUDO DE REVISÃO SISTEMÁTICA 

 

Uma busca sistemática da literatura foi realizada nas bases de dados PubMed, 

Scopus e Web of Science até 2 de agosto de 2019, utilizando termos relacionados a 

prebiótico, microbiota intestinal e polifenóis. Os critérios de inclusão utilizados foram 

os seguintes: (1) estudo controlado randomizado com animais e/ou humanos; (2) 

intervenção com polifenol isolado ou extrato alimentar; (3) perfil de polifenóis do 

extrato alimentar disponível; (4) desfechos relacionados à composição da microbiota 

intestinal, com aumento da abundância de micro-organismos reconhecidos como 

alvos prebióticos (Lactobacillus, Bifidobacterium, Roseburia, Eubacterium e 

Faecalibacterium spp.), incluindo Akkermansia spp., e/ou aumento na produção de 

AGCC, incluindo butirato; e (5) publicação em inglês. Estudos com número inferior a 

oito animais por grupo, estudos agudos, patologias induzidas por drogas, avaliação 

da composição da microbiota intestinal por métodos de cultivo e sem a identificação 

dos gêneros dos micro-organismos foram excluídos da seleção. De acordo com a 

estratégia de busca inicial, foram recuperados 4.025 artigos, dos quais 1.685 foram 

excluídos como duplicados. Após análise de títulos e resumos, e revisão de texto 

completo, 24 artigos preencheram os critérios de elegibilidade e foram incluídos na 

revisão sistemática (Capítulo 2 desta tese).  

 

 

4.2 ESTUDO DE REVISÃO CRÍTICA 

 

Revisão crítica da literatura foi realizada a partir de buscas bibliográficas nas 

bases de dados Scopus, ScienceDirect, SciELO, PubMed, Google Scholar utilizando 

os seguintes descritores: Dipteryx alata Vog., baru, baru fruit (nut, oil, skin, peel and 

pulp), baru almond, nutritional and bioactive compounds, health effects, functional 

foods. Diferentes combinações foram realizadas com os descritores utilizando os 

operadores booleanos. A partir dos documentos recuperados, como resultado da 

busca realizada entre julho e dezembro de 2020, foram selecionados 50 artigos. Além 

desses, foram incluídos 37 artigos considerados pertinentes para discussão do 
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assunto revisado. Ao final, foram incluídos 87 artigos neste estudo de revisão 

(Capítulo 3 desta tese).  

 

 

4.3 ESTUDO EMPÍRICO 

 

4.3.1 Aquisição e processamento da amostra 

A polpa (epicarpo e mesocarpo) de baru (Figura 2) foi adquirida in natura de 

uma agroindústria no município de Caiapônia (Goiás, Brasil) que processa frutos 

nativos do bioma Cerrado. Após a aquisição, a amostra foi congelada (-80 ºC), 

liofilizada em liofilizador de bancada (Liobras, L-108, temperatura: -50 ± 5 ºC, pressão: 

< 100 µHg, tempo: 48 h), triturada em moinho analítico (A-11, IKA, Campinas, Brasil) 

para obtenção de partículas com tamanho inferior a 1,0 mm (16 mesh; Bertel, Caieiras, 

Brasil), embalada a vácuo com proteção à luz, e armazenada a 4 ºC por até 6 meses.  

 

Figura 2. Visão geral do fruto baru e da polpa in natura e liofilizada. 

 

4.3.2 Reagentes químicos e padrões externos 

Os reagentes Folin-Ciocalteau, Folin-Dennis, 2,2-difenil-1-picrilhidrazila 

(DPPH), 2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina (TPTZ), trolox, bem como os padrões externos 

de glicose, frutose, oligossacarídeos (1-kestose, nistose, rafinose), e de alguns 

compostos fenólicos (ácidos gálico, clorogênico, p-cumárico, siríngico, caftárico e 

caféico, hesperidina, naringenina, procianidina B1, procianidina B2, catequina, 

epicatequina, cianidina-3,5-diglicosídeo, malvidina-3,5-diglicosídeo, pelargonidina-

3,5-diglicosídeo) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St Louis, EUA). Maltose e 
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ramnose foram adquiridas da Chem Service (West Chester, EUA). Procianidina A2, 

epigalocatequina galato, epicatequina galato, kaempferol-3-glicosídeo, rutina, 

quercetina-3-glicosídeo, miricetina, peonidina-3-glicosídeo, petunidina-3-glicosídeo, 

delfinidina-3-glicosídeo, malvidina-3-glicosídeo, cianidina-3-glicosídeo, pelargonidina 

-3-glicosídeo foram adquiridos da Extrasynthese (Genay, França). cis-Resveratrol e 

trans-resveratrol foram adquiridos da Cayman Chemical Company (Ann Arbor, EUA). 

Os padrões de ácidos orgânicos (cítrico, tartárico, málico, succínico, lático, fórmico, 

acético, propionico e butírico) foram adquiridos da Química Vetec (Rio de Janeiro, 

Brasil). Ácido tânico foi adquirido da Neon (Suzano, Brasil).  

O caldo e o ágar de Man, Rogosa e Sharpe (MRS), triptona, e os extratos de 

carne e de levedura foram adquiridos da Kasvi (São José dos Pinhais, Brasil). Citrato 

de amônio tribásico, caldo Infusão Cérebro e Coração (BHI), caldo M9, α-amilase, sal 

biliar, pancreatina e membrana de diálise foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. 

Louis, EUA). Os seguintes reagentes foram adquiridos de: ágar Eosina Azul de 

Metileno (EMB) - Merck (Darmstadt, Alemanha); frutooligossacarídeos (FOS, Orafti 

P95) - Orafti (Oreye, Bélgica); L-cisteína-HCl - Êxodo Científica (Sumaré, Brasil); e 

pepsina - Dinâmica (Indaiatuba, Brasil). 

 

4.3.3 Caracterização química da polpa de baru 

4.3.3.1 Composição centesimal, fibra alimentar e frutanos 

A composição centesimal foi realizada por meio das análises de umidade 

(método 934.06), cinzas (método 940.26), nitrogênio total (método 920.152)81 e 

conversão em proteína bruta utilizando o fator de 5,7582. Os lipídios totais foram 

analisados conforme Bligh e Dyer83. O teor de carboidratos foi estimado por diferença, 

subtraindo-se de 100 os valores de umidade, cinzas, proteínas, lipídios e fibra 

alimentar total. O valor energético foi mensurado por meio dos valores de conversão 

de Atwater, de 4, 4 e 9 kcal/g para proteínas, carboidratos e lipídios, respectivamente. 

Os teores de fibra alimentar total, insolúvel e solúvel foram analisados pelo método 

enzimático-gravimétrico (método 985.29)81. Os teores de lignina, hemicelulose e 

celulose foram determinados pelo método de fibra em detergente ácido e neutro84. O 

conteúdo de frutanos foi determinado pelo método enzimático-espectrofotométrico81.  
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4.3.3.2 Análises de açúcares, ácidos orgânicos e oligossacarídeos 

Açúcares e ácidos orgânicos foram analisados simultaneamente em um 

cromatógrafo líquido (Agilent, modelo 1260 Infinity LC) acoplado a um detector de 

índice de refração (RID) e um detector de arranjo de diodos (DAD). As amostras foram 

previamente extraídas em água ultrapura a 50 ºC (1:20), homogeneizadas por 5 min, 

centrifugadas (3000 x g, 5 min) e filtradas em membrana de nylon de 0,45 µm (Unifil, 

Alvorada, RS, Brasil). O volume injetado foi de 10 µL. Uma coluna de troca iônica 

(Agilent Hi-Plex H; 300 x 7,7 mm) com partículas internas de 8 μm foi utilizada e 

protegida por uma pré-coluna (PL Hi-Plex H; 5 x 3 mm). A temperatura do 

compartimento da coluna foi mantida a 70 °C. O fluxo foi de 0,6 mL/min. A fase móvel 

foi uma solução de H2SO4 (4,0 mmol/L). A detecção dos açúcares foi realizada por 

RID, e a determinação dos ácidos orgânicos foi realizada a 210 nm no DAD85. Para 

todos os compostos analisados, o limite de detecção (LOD) foi inferior a 0,044 g/L, e 

o limite de quantificação (LOQ) foi inferior a 0,151 g/L.  

A determinação de oligossacarídeos foi realizada por Cromatografia Líquida de 

Alta Eficiência (HPLC) acoplada a RID86. As amostras foram extraídas (1:5) em água 

ultrapura e filtradas em membrana de nylon de 0,45 µm (Unifil, Alvorada, RS, Brasil). 

O volume de injeção foi de 20 µL. A separação dos compostos foi realizada em uma 

coluna SynergiTM Hydro-RP C18 com endcapping polar (150 x 4,6 mm, 4 µm; 

Phenomenex, Torrance, EUA) a 35 °C. O fluxo de solvente foi de 0,7 mL/min. Os 

gradientes utilizados para os solventes A (água ultrapura) e B (acetonitrila) foram:  0 - 

8 min: 100% A; 8 - 9 min: 80% B; 9 - 12 min: 80% B; 12 - 13 min: 100% A; 13 - 20 min: 

100% A (fluxo de 1,5 mL/min). Para todos os compostos analisados, o LOD foi inferior 

a 0,042 g/L, e o LOQ foi inferior a 0,109 g/L.  

 

4.3.3.3 Compostos fenólicos e capacidade antioxidante 

Para obtenção dos extratos para análise de compostos fenólicos totais, taninos 

totais e capacidade antioxidante, a polpa de baru liofilizada (500 mg) foi 

homogeneizada com metanol 50% (25 mL) em banho ultrassônico (USC 2800, 

Unique, Indaiatuba, Brasil) a 25 °C por 60 min87. Em seguida, a mistura foi 

centrifugada (350-R, MPW Instruments, Warszawa, Polônia) a 4000 rpm por 10 min a 

25 °C. Para separação, identificação e quantificação de compostos fenólicos, a polpa 

de baru liofilizada foi diluída em metanol 70% (1:10), homogeneizada em banho 
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ultrassônico por 60 min, centrifugada a 3000 x g por 5 min e filtrada em membrana de 

0,45 μm (Unifil, Alvorada, RS, Brasil)75. 

O conteúdo de compostos fenólicos totais foi determinado de acordo com 

Singleton e Rossi88 a 725 nm em espectrofotômetro UV/visível (V-630, Jasco, 

Indaiatuba, Brasil), utilizando uma curva padrão de ácido gálico (Concentração = 

[absorbância + 0,0438] / 0,0078; r = 0,9991). Os resultados foram expressos em mg 

de equivalentes de ácido gálico por 100 g de amostra (mg GAE/100 g). Taninos totais 

foram analisados pela redução do reagente Folin-Dennis81 a 760 nm. O ácido tânico 

foi utilizado como padrão para a curva de calibração (Concentração = [absorbância + 

0,0005] / 0,0952; r = 0,9999), e os resultados foram expressos em mg de equivalentes 

de ácido tânico por 100 g de amostra (mg TAE/100 g).  

A separação e quantificação de compostos fenólicos foram realizadas 

utilizando um cromatógrafo líquido (1260 Infinity LC, Agilent Technologies, St. Clara, 

EUA) acoplado a um DAD89,90. As condições analíticas foram as seguintes: coluna 

Zorbax Eclipse Plus RP-C18 (100 x 4,6 mm; 3,5 μm), pré-coluna Zorbax C18 (12,6 x 

4,6 mm; 5 μm), temperatura de 35 °C e volume de injeção de 20 μL da amostra 

previamente diluída e filtrada. O fluxo de solvente foi de 0,8 mL/min. Os gradientes 

utilizados para os solventes A (solução de ácido fosfórico) e B (metanol acidificado 

com H3PO4) foram: 0-5 min - 5% B; 5-14 min - 23% B; 14-30 min - 50% B; 30-33 min 

- 80% B. A detecção dos compostos foi realizada por comparação com padrões 

externos. Para todos os compostos analisados, o LOD foi inferior a 0,17 mg/L, e o 

LOQ foi inferior a 1,41 mg/L.  

A capacidade de sequestro do radical livre DPPH foi determinada conforme 

Brand-Williams, Cuvelier e Berset91. Alíquotas (0,1 mL) dos extratos foram 

adicionadas a 3,9 mL de solução de DPPH (25 mg/L) e mantidas em luminosidade 

reduzida a 25 ºC por 120 min. A absorbância foi mensurada a 517 nm, e a curva 

padrão foi preparada com solução de trolox (Concentração = [absorbância + 0,6296] 

/ 0,0006; r = - 0,9989). O ensaio da capacidade de redução do íon férrico (FRAP - 

Ferric Reducing Antioxidant Power) foi conduzido de acordo com Pulido, Bravo e 

Saura-Calixto92. O reagente FRAP foi obtido a partir de uma mistura de tampão 

acetato, solução de cloreto férrico e solução de TPTZ. Alíquotas (90 μL) dos extratos 

foram homogeneizadas com água ultrapura (270 μL) e reagente FRAP (2,7 mL), e 

mantidas a 37 °C por 30 min. A absorbância da mistura foi medida a 595 nm. A curva 

padrão foi preparada com solução de trolox (Concentração = [absorbância + 0,0293] 
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/ 0,0011; r = 0,9979). Os resultados dos ensaios DPPH e FRAP foram expressos em 

μmol de equivalente de trolox por grama de amostra (μmol TE/g).  

 

4.3.4 Potencial prebiótico in vitro 

4.3.4.1 Micro-organismos e condições de cultivo 

 Os probióticos utilizados neste estudo (Bifidobacterium animalis subsp. lactis 

BB-12, Lactobacillus acidophilus LA-05 e Lacticaseibacillus casei L-26) foram 

fornecidos pela Escola Superior de Biotecnologia, da Universidade Católica 

Portuguesa (Porto, Portugal). As culturas estoque foram mantidas em caldo MRS 

contendo glicerol (150 g/L) a -80 °C. Para os ensaios, cada cepa foi cultivada, 

inicialmente, em caldo MRS a 37 °C, por 20-24 h, para obter suspensões de células 

com densidade óptica de 0,8 a 655 nm (DO655), e contagem de células viáveis de, 

aproximadamente, 6 log unidades formadoras de colônias (UFC)/mL em ágar MRS. 

O caldo e o ágar MRS utilizados para o cultivo de B. animalis subsp. lactis BB-12 

foram suplementados com L-cisteína-HCl (0,5 g/L) e incubados em anaerobiose93.  

As cepas de Escherichia coli CCCD-E004 (Cefar Diagnóstica Ltda.) e E. coli 

ATCC 25922 (fornecida pelo Laboratório de Controle Higiênico-Sanitário de 

Alimentos, da Faculdade de Nutrição, UFG) constituíram o inóculo da mistura entérica. 

As cepas foram cultivadas em caldo BHI a 37 °C, por 18-20 h, para obter suspensão 

celular com uma DO655 de 0,1 e contagem de células viáveis de, aproximadamente, 6 

log UFC/mL em ágar EMB. O inóculo da mistura entérica foi obtido pela mistura das 

duas diferentes suspensões de E. coli (1:1). 

 

4.3.4.2 Preparação dos meios de cultivo bacteriano 

O caldo MRS com modificações na composição da fonte de carbono padrão 

(glicose) foi utilizado como meio para avaliar o potencial prebiótico da polpa de baru93. 

A composição dos diferentes caldos MRS utilizados para cultivar os probióticos foi 

triptona (10 g/L), extrato de carne (8 g/L), extrato de levedura (4 g/L), fosfato de 

dipotássio de hidrogênio (2 g/L), Tween 80 (1 g/L), acetato de sódio (5 g/L), citrato de 

amônio tribásico (2 g/L), sulfato de magnésio (0,2 g/L), sulfato de manganês (0,04 

g/L), e a sua respectiva fonte de carbono. As fontes de carbono foram glicose, FOS 

(prebiótico padrão) e polpa de baru, cujas concentrações foram definidas de acordo 

com a concentração de glicose (20 g/L) do caldo MRS comercial. Os meios foram 
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submetidos à homogeneização em banho ultrassônico a 37 ºC por 60 min, e 

esterilizados em autoclave a 120 ºC por 15 min. 

 

4.3.4.3 Enumeração de células viáveis de probióticos 

O inóculo de cada probiótico testado foi dispensado (2%, v/v) em frascos 

estéreis contendo os respectivos caldos de cultivo (10 mL). As misturas foram 

homogeneizadas e incubadas a 37 °C. Em diferentes intervalos de tempo (0 h – após 

a homogeneização, 12, 18, 24 e 48 h após a incubação), alíquotas (100 μL) de cada 

mistura foram diluídas em série em solução salina estéril (8,5 g/L). Alíquotas (20 μL) 

de cada diluição foram plaqueadas em ágar MRS, utilizando a técnica de inoculação 

de microgotas. As placas foram incubadas a 37 °C por 48 h, e os resultados foram 

expressos em log UFC/mL93.  

O inóculo da mistura entérica (2%, v/v) foi adicionado ao caldo M9 contendo 

glicose (20 g/L), FOS (20 g/L), ou polpa de baru (20 g/L). As misturas foram 

homogeneizadas e incubadas em condições aeróbicas a 37 °C. Em diferentes 

intervalos de tempo (0 h e 48 h), alíquotas (100 μL) de cada mistura foram diluídas em 

série em solução salina estéril (8,5 g/L). Em seguida, alíquotas (20 μL) de cada 

diluição foram plaqueadas em ágar EMB utilizando a técnica de microgotas. As placas 

foram incubadas em condições aeróbicas a 37 °C por 24 h, e os resultados foram 

expressos em log UFC/mL. 

 

4.3.4.4 Escore de atividade prebiótica 

O escore de atividade prebiótica foi determinado de acordo com a equação 

proposta por Huebner, Wehling e Hutkins94, considerando o crescimento de cada 

probiótico e da mistura entérica durante a fermentação (Δlog UFC/mL = log UFC/mLt=48 – 

log UFC/mLt=0) utilizando os substratos (glicose, FOS e polpa de baru), conforme 

descrita a seguir: Escore de atividade prebiótica = probiótico (Δlog UFC/mL prebiótico/Δlog 

UFC/mL glicose) – mistura entérica (Δlog UFC/mL prebiótico/Δlog UFC/mL glicose). Um escore  

de atividade prebiótica positivo indica que o substrato foi metabolizado seletivamente 

pelo probiótico, mas não pela mistura entérica94. 

 

4.3.4.5 Avaliação da atividade metabólica dos probióticos 

 A atividade metabólica dos probióticos foi avaliada por meio da determinação 

do pH, e das concentrações de açúcares e ácidos orgânicos nos diferentes meios de 
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cultivo. Os valores de pH foram mensurados de acordo com AOAC81, usando um 

medidor de pH digital (Adwa AD100, Szeged, Hungria) em diferentes intervalos de 

tempo. Os açúcares e ácidos orgânicos foram quantificados simultaneamente por 

HPLC85, conforme descrito na seção 4.3.3.2.  

 

4.3.5 Digestão gastrointestinal in vitro  

A digestão da polpa de baru liofilizada foi realizada em quatro fases para 

simular a digestão oral, gástrica e intestinal seguida por diálise76. Alíquotas (10 g) da 

polpa de baru foram homogeneizadas com água destilada estéril (50 mL). A fase oral 

foi simulada pela adição de 1,2 mL de α-amilase (100 U/mL em CaCl2 1 Mm) a solução 

inicial. O pH da solução foi ajustado para 5,6–6,9 com NaHCO3 1 M e incubada por 2 

min a 37 ºC, 130 rpm em incubadora refrigerada com agitação (TE-424, Tecnal, 

Piracicaba, Brasil). Na fase gástrica, a pepsina (25 mg/mL em HCl 0,1 M) foi 

adicionada a mistura (0,05 mL/mL), o pH foi ajustado para 2,0–2,5 com HCl 1 M, e 

incubada por 90 min a 37 ºC, 130 rpm. Para simular a fase intestinal, uma solução 

composta por sais biliares e pancreatina (12 g/L e 2 g/L, respectivamente, em NaHCO3 

0,1 M) foi adicionada à mistura (0,25 mL/mL), o pH foi ajustado para 6,5–7,0 com 

NaHCO3 1 M, e a mistura foi incubada por 90 min a 37 ºC, 45 rpm. Em seguida, a 

amostra foi submetida à diálise em membrana de celulose previamente hidratada, a 

qual foi imersa em solução salina estéril a 4 ºC por 18 h. A amostra digerida e dialisada 

foi congelada a -80 °C por 24 h, liofilizada e armazenada a 4 ºC.  

 

4.3.6 Fermentação colonica humana in vitro 

4.3.6.1 Procedimentos éticos 

Este estudo foi submetido à apreciação e aprovação pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa da Universidade Federal de Goiás. O protocolo experimental foi aprovado 

sob o número 4.970.001, de acordo com o parecer consubstanciado (ANEXO A). Os 

indivíduos selecionados e aptos a participarem da pesquisa foram informados sobre 

o estudo por meio do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE (ANEXO B).  

 

4.3.6.2 Coleta das amostras fecais  

Os doadores de amostras fecais foram selecionados de acordo com os 

seguintes critérios de inclusão: idade entre 18 e 65 anos, sem dieta restritiva, sem 

histórico de intolerâncias alimentares, alergias alimentares ou outras doenças 
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gastrointestinais e sem uso de probióticos, prebióticos, antibióticos ou medicamentos 

controlados por pelo menos seis meses antes da coleta18,95. Foram selecionados cinco 

voluntários adultos saudáveis (três homens e duas mulheres) com idade entre 20 e 

45 anos. Além do TCLE e das orientações dos pesquisadores, os doadores receberam 

frascos coletores estéreis e materiais descartáveis necessários para coleta e 

manuseio asséptico das amostras. Os frascos com as amostras fecais frescas foram 

transportados para o laboratório de análise em condições anaeróbicas.  

 

4.3.6.3 Fermentação fecal e determinação de pH, açucares, lactato e AGCC 

Logo após a coleta (cerca de 60 min), as amostras fecais frescas foram 

misturadas em quantidades iguais, diluídas (1:10) em solução salina estéril (8,5 g/L) 

com adição de L-cisteína-HCl (0,5 g/L), homogeneizadas e filtradas em uma camada 

tripla de gaze estéril para obtenção do pool de inoculo fecal fresco. Para a 

fermentação, o meio de crescimento utilizado foi composto por NaCl (4,5 g/L), KCl (4,5 

g/L), NaHCO3 (1,5 g/L), MgSO4 (0,70 g/L), L-cisteína-HCl (0,8 g/L), KH2PO4 (0,5 g/L), 

K2HPO4 (0,5 g/L), sais biliares (0,4 g/L), CaCl2 (0,08 g/L), FeSO4 (0,005 g/L), Tween 

80 (1 mL/L) e solução de resazurina a 0,025% (4 mL/L) em água destilada estéril. O 

pH do meio foi ajustado para 6,8 com HCl 1 M76.  

A amostra digerida e dialisada da polpa de baru (20%) foi submetida à 

fermentação com o pool de inoculo fecal fresco (40%) e o meio de crescimento (40%). 

Além disso, um meio contendo FOS (20%) e um meio sem adição de substrato 

fermentável (controle negativo) também foram submetidos a fermentação a 37 °C por 

48 h em condições anaeróbicas18,76. Nos tempos zero e após 24 e 48 h de 

fermentação, alíquotas foram coletadas para monitorar a atividade metabólica 

bacteriana por meio da determinação de pH78 e dos conteúdos de açúcares, lactato e 

AGCC85, conforme descrito na seção 4.3.3.2. 

 

4.3.6.4 Hibridização in situ por fluorescência (FISH) com citometria de fluxo 

A análise de FISH foi realizada com sondas oligonucleotídicas sintetizadas 

comercialmente (Eurofins Genomics, Ebersberg, Alemanha), marcadas com Cy3 

fluorescente, e capazes de emparelhar com a sequência alvo do gene 16S rRNA dos 

seguintes grupos bacterianos (Tabela 1): Bac 303 - Bacteroides e Prevotella96; Bif 164 

– Bifidobacterium97; Chis 150 - Clostridium histolyticum98; Erec 482 - Eubacterium 

rectale e Clostridium coccoides98; e Lab 158 - Lactobacillus e Enterococcus99. As 
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sondas foram selecionadas para os principais grupos bacterianos frequentemente 

encontrados no intestino humano (Tabela 1). SYBR Green foi usado para enumerar 

células totais80. 

Nos diferentes intervalos de tempo (0, 24 e 48 h de fermentação), alíquotas 

(375 µL) dos meios de fermentação foram fixadas com 1125 µL de solução filtrada 

(membrana de 0,22 µm e 30 mm) de paraformaldeído (4%) e incubadas overnight a 4 

ºC. Em seguida, as alíquotas foram centrifugadas (9000 rpm, 5 min, 4 ºC), lavadas 

duas vezes com PBS 1 M estéril (1000 µL), ressuspensas com PBS 1 M (300 µL) e 

etanol absoluto (300 µL), filtradas em membrana estéril de 0,45 µm e 33 mm (Merck 

Millipore, Burlington, EUA), e armazenadas a -20 ºC por 24 h.  

 

Tabela 1. Sondas de oligonucleotídeos de rRNA 16S e condições de hibridização 

utilizadas na análise de FISH.  

Sonda Grupo bacteriano Sequência (5’ – 3’) 
Temperatura (ºC) 

Hibridização lavagem 

Bac 303 Bacteroides e Prevotella CCAATGTGGGGGACCTT 45 45 

Bif 164 Bifidobacterium CATCCGGCATTACCACCC 50 50 

Chis 150 Clostridium histolyticum  

(Clostridium clusters I e II) 

TTATGCGGTATTAATCTYCCTTT 
50 50 

Erec 482 Eubacterium rectale - Clostridium coccoides 

(Clostridium clusters XIVa e XIVb) 

GCTTCTTAGTCARGTACCG 
50 50 

Lab 158 Lactobacillus e Enterococcus GGTATTAGCAYCTGTTTCCA 50 50 

 

Para hidridização, as células fixadas (10 µL) foram ressuspensas em 190 µL 

PBS 1X estéril (Gibco, Gaithersburg, EUA), centrifugadas (4000 rpm, 15 min, 4 ºC), 

ressuspensas em 200 µL Tris-EDTA (Tris-HCl 100 mM e EDTA 50 mM; pH 8) e 

centrifugadas (4000 rpm, 15 min, 4 ºC). Amostras foram tratadas com Tris-EDTA (200 

µL) e lisozima (1 mg/mL), incubadas em luminosidade reduzida a ± 25 °C por 10 min 

para permeabilizar as células que receberão as sondas Lab 158 e Bif 164, e 

centrifugadas (4000 rpm, 15 min, 25 ºC). Posteriormente, todas as amostras foram 

ressuspendidas com 45 µL de tampão de hibridização (NaCl 0,9 M; Tris-HCl 20 mM 

[pH 7,5]; 0,1% dodecil sulfato de sódio) e com 5 µL da sonda oligonucleotídica (50 

ng/µL) e incubadas com luminosidade reduzida por 4 h em temperatura de 

hibridização específica para cada sonda (Tabela 1). Após essa etapa, as amostras 

foram centrifugadas (4000 rpm, 4 min, 25 ºC), ressuspensas em tampão de lavagem 

(NaCl 0,9 M e Tris-HCl 20 mM; pH 7,5) e incubadas por 30 min em temperatura de 
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lavagem específica para cada sonda (Tabela 1). As amostras foram centrifugadas 

(4000 rpm, 15 min, 25 ºC), ressuspensas em PBS 1X (200 µL) e 20 µL de SYBR Green 

(1:1000 em dimetil sulfóxido ≥ 99,9%), incubadas por 10 min a 25 °C, centrifugadas 

(4000 rpm, 15 min, 25 ºC) e ressuspendidas com PBS 1X (200 µL). Uma amostra sem 

a sonda oligonucleotídica e sem SYBR Green (branco) e uma amostra somente com 

SYBR Green foram preparadas para todas as amostras, seguindo os mesmos 

procedimentos anteriores.  

Os sinais de fluorescência das células foram coletados em um citômetro de 

fluxo (BD Accuri C6, New Jersey, EUA) pelos canais FL1 (SYBR Green) e FL2 (Bac 

303, Bif 164, Chis 150, Erec 482 e Lab 158), e os citogramas de emissão de 

fluorescência foram registrados usando o software BD Accuri C6. As condições de 

leituras foram fluxo médio, limite para dispersão direta (FSC) de 30000, e total de 1000 

eventos coletados por amostra. Os resultados foram expressos como abundância (%) 

de células hibridizadas com cada sonda específica em relação ao número total de 

células enumeradas por SYBR Green80.  

 

4.3.7 Análise estatística 

 As análises da composição química foram realizadas em triplicata. Os ensaios 

in vitro de avaliação do potencial prebiótico e da fermentação colonica foram 

realizados em duplicata, em três experimentos diferentes. Desvios da normalidade 

dos resíduos foram avaliados pelo teste Shapiro-Wilk. Os dados foram submetidos à 

análise de variância (ANOVA one-way), seguida pelo teste de Tukey. A análise de 

componentes principais e as análises de correlação de Pearson foram realizadas 

usando os valores médios obtidos da fermentação colonica in vitro. Todos os testes 

foram realizados utilizando um nível de significância de 0,05. As análises estatísticas 

foram conduzidas no software R, versão 4.1.0.  
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CAPÍTULO 2 

 

ARTIGO CIENTÍFICO I (REVISÃO SISTEMÁTICA) 

 

 

O artigo intitulado “Prebiotic effect of dietary polyphenols: a systematic review” 

foi publicado no periódico Journal of Functional Foods (Qualis: A1 - CiteScore: 8.2, 

Percentil 90%; Fator de impacto: 5.223, Percentil: 75%). Até o momento, este artigo 

recebeu 52 citações na base científica Scopus.  
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CAPÍTULO 3 

 

ARTIGO CIENTÍFICO II (REVISÃO CRÍTICA) 

 

 

O artigo intitulado “Baru (Dipteryx alata) fruit as an option of nut and pulp with 

advantageous nutritional and functional properties: a comprehensive review” foi 

publicado no periódico NFS Journal (Qualis: A2, CiteScore: 5.9, Percentil 83%). Até o 

momento, este artigo recebeu 5 citações na base científica Scopus. 
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CAPÍTULO 4 

 

MANUSCRITO CIENTÍFICO (ESTUDO EMPÍRICO) 

 

 

 O manuscrito intitulado “Chemical composition and prebiotic activity of baru 

(Dipteryx alata Vog.) pulp on probiotic strains and human colonic microbiota” foi 

submetido ao periódico Food Research International (Qualis: A1 - CiteScore: 11.1, 

Percentil 96%; Fator de impacto: 7.425, Percentil: 91%). A formatação do manuscrito 

está de acordo com as Instruções aos autores do referido periódico (ANEXO C). 
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ABSTRACT 27 

Little knowledge is available in literature regarding the chemical composition and health-28 

promoting effects of baru (Dipteryx alata Vog.) pulp, a by-product not used by the agro-29 

industry during the processing of baru fruit. This study evaluated the chemical composition of 30 

baru pulp and investigated its prebiotic activity on distinct probiotic strains and human colonic 31 

microbiota with in vitro assays. Baru pulp had high contents of insoluble dietary fibers (mostly 32 

hemicellulose) and phenolic compounds (mainly hesperidin). Baru pulp stimulated the growth 33 

and metabolism of the probiotics Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12, Lactobacillus 34 

acidophilus LA-05, and Lacticaseibacillus casei L-26. In addition, digested baru pulp induced 35 

significant benefits on the human colonic microbiota, increasing the relative abundance of 36 

Lactobacillus-Enterococcus, Bifidobacterium, and Bacteroides-Prevotella, as well as the 37 

production of lactate, acetate, propionate, and butyrate. The results show that baru pulp has 38 

potential prebiotic properties to be explored in the formulation of new health-promoting foods. 39 

 40 

Keywords: Cerrado biome; baru; fruit by-product; functional foods; gut microbiota; modulatory 41 

effects. 42 

 43 
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1. Introduction  52 

Baru (Dipteryx alata Vog.) is a native fruit of the Cerrado biome, consisting of a thin 53 

peel (epicarp), pulp (fibrous mesocarp), and a woody endocarp coating a seed. The edible 54 

fraction of the fruit is known as baru nut (Alves-Santos et al., 2021). The baru peel and pulp 55 

represent 42% of the fruit mass, and the nut comprises only 4% of the fruit (Lima et al., 2022). 56 

However, baru nut has an important commercial value in the Brazilian Cerrado regions due to  57 

its sensory attributes and beneficial health effects, also being exported to other countries (Alves-58 

Santos et al., 2021).  59 

During the processing of the fruit for nut extraction, baru pulp is not used by the agro-60 

industry. Nevertheless, there are reports regarding the use of baru pulp as a substitute for wheat 61 

flour and oat bran in the formulation of cookies (Alves et al., 2010; Ferreira et al., 2020) and 62 

cereal bars (Lima et al., 2010). Little is known about the nutritional and bioactive composition 63 

of baru pulp, but some studies reported high contents of dietary fibers and sugars (Alves et al., 64 

2010; Gadioli et al., 2021), and phenolic compounds (Santiago et al., 2018). Phenolic acids, 65 

flavonoids, terpenes, organic acids, and fatty acids were also identified in baru pulp (Leite et 66 

al., 2020). Antinutritional factors such as phytic acid and trypsin inhibitor were reported in low 67 

concentrations in baru pulp (Togashi & Sgarbieri, 1994). Baru peel and pulp extract exhibited 68 

a cytotoxic effect against cervical cancer cell lines, and weak cytotoxicity against non-tumor 69 

cell lines, suggesting its safety and anticancer potential (Barizão et al., 2021). Furthermore, baru 70 

pulp had in vivo action against oxidative stress and did not present toxic effects (Leite et al., 71 

2020), indicating its potential safe use as a functional ingredient.  72 

There has been great interest in investigating food by-products as prebiotic ingredients 73 

due to their high contents of carbohydrates and phytochemicals, high abundance, low cost, and 74 

environmental, economic and social impacts generated by food loss and waste (Abedi & 75 

Hashemi, 2020). This is driven by environmental and food safety policies that encourage 76 
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sustainable consumption (Oliveira et al., 2021), and contribute to adding value to fruits aligned 77 

with circular economy practices in the agro-industry. In this sense, previous research has shown 78 

that by-products of acerola and guava (Menezes et al., 2021), by-product of jabuticaba (Massa 79 

et al., 2022), and orange albedo (Rezende et al., 2022) have potential prebiotic properties.  80 

Prebiotics are substrates selectively metabolized by host microorganisms conferring 81 

beneficial health effects such as improvements on gut barrier function, immunity, 82 

inflammation, mineral absorption, and satiety (Gibson et al., 2017; Cunningham et al., 2021). 83 

The prebiotics which are documented in literature the most are inulin, fructo- and galacto-84 

oligosaccharides (Gibson et al., 2017), classified as dietary fibers (Rezende et al., 2021). Some 85 

dietary polyphenols and their metabolites can also modulate the gut microbiota, being 86 

considered candidates to prebiotics (Alves-Santos et al., 2020; Cunningham et al., 2021).  87 

The high content of fibers and polyphenols reported in baru pulp suggests prebiotic 88 

properties. However, there hasn´t been found any report in literature regarding the prebiotic 89 

properties of the baru pulp, and studies on its carbohydrates, oligosaccharides and polyphenols 90 

profile are scarce and with limited information. Thus, this study evaluated the chemical 91 

composition of baru pulp and investigated its prebiotic activity on distinct probiotic strains and 92 

human colonic microbiota. 93 

 94 

2. Material and methods 95 

2.1. Sample 96 

Baru (Dipteryx alata Vog.) fruit pulp (epicarp and mesocarp) was purchased in natura 97 

from an agro-industry in the municipality of Caiapônia (Goiás, Brazil) that processes native 98 

fruits from Cerrado biome. The sample was frozen (-80 ºC), freeze-dried (temperature: -50 ± 5 99 

ºC, pressure: < 100 µHg, time: 48 h), milled (sieve number and size: mesh 16 and < 1.0 mm), 100 

vacuum packed with light protection, and kept at 4 ºC for up to 6 months. 101 
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2.2. External standards and chemicals 102 

The external standards (glucose, fructose, 1-kestose, nystose, raffinose, gallic acid, p-103 

coumaric acid, chlorogenic acid, syringic acid, trans-caftaric acid, caffeic acid, hesperidin, 104 

naringenin, procyanidin B1, procyanidin B2, catechin, epicatechin, cyanidin-3,5-diglucoside, 105 

malvidin-3,5-diglucoside, pelargonidin-3,5-diglucoside), as well as the Folin-Ciocalteau, 106 

Folin-Dennis, 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), 2,4,6-tris(2-pyridyl)-s-triazine (TPTZ), 107 

and trolox reagents were purchased from Sigma-Aldrich (St Louis, USA). Maltose and 108 

rhamnose were purchased from Chem Service (West Chester, USA). Procyanidin A2, 109 

epigallocatechin gallate, epicatechin gallate, kaempferol-3-glucoside, rutin, quercetin-3-110 

glucoside, myricetin, peonidin-3-glucoside, petunidin-3-glucoside, delphinidin-3-glucoside, 111 

malvidin-3-glucoside, cyanidin-3-glucoside, and pelargonidin-3-glucoside were purchased 112 

from Extrasynthese (Genay, France). cis-Resveratrol and trans-resveratrol were purchased 113 

from Cayman Chemical Company (Ann Arbor, USA). Citric, tartaric, malic, succinic, lactic, 114 

formic, acetic, propionic, and butyric acids were purchased from Química Vetec (Rio de 115 

Janeiro, Brazil). Tannic acid was purchased from Neon (Suzano, Brazil).  116 

The de Man, Rogosa, and Sharpe (MRS) broth and agar, tryptone, and meat and yeast 117 

extracts were purchased from Kasvi (São José dos Pinhais, Brazil). Tribasic ammonium citrate, 118 

brain heart infusion (BHI) broth, M9 broth, α-amylase, bile salt, pancreatin, and dialysis tubing 119 

cellulose membrane were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). Other chemicals 120 

were acquired as follows: eosin methylene blue (EMB) agar from Merck (Darmstadt, 121 

Germany); fructooligosaccharides (FOS) from Orafti (Orafti P95, Oreye, Belgium); L-cysteine-122 

HCl from Êxodo Científica (Sumaré, Brazil); and pepsin from Dinâmica (Indaiatuba, Brazil). 123 

 124 

 125 

 126 
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2.3. Chemical characterization of the baru pulp 127 

2.3.1. Proximate composition, dietary fiber, and fructans 128 

Proximate composition was determined by analyzing moisture (method 934.06), ash 129 

(method 940.26), total nitrogen (method 920.152), and conversion to crude protein (AOAC, 130 

2016). Total lipid was determined according to Bligh and Dyer (1959). Carbohydrate content 131 

was estimated by subtracting the values of the mentioned components from 100. Total energy 132 

value was estimated using Atwater conversion factors of 4, 4, and 9 kcal/g to protein, 133 

carbohydrate, and lipid, respectively. The contents of total, insoluble and soluble dietary fibers 134 

were determined with an enzymatic-gravimetric method (method 985.29), and the fructan 135 

content was determined by the enzymatic-spectrophotometric method (AOAC, 2016). The 136 

contents of lignin, hemicellulose, and cellulose were determined according to the acid and 137 

neutral detergent fiber method (Trujillo et al., 2010). 138 

 139 

2.3.2. Analyzes of sugars, organic acids and oligosaccharides 140 

Sugars and organic acids were determined simultaneously on a liquid chromatograph 141 

(Agilent, model 1260 Infinity LC) coupled to a refractive index detector (RID) and a diode 142 

array detector (DAD). Freeze-dried baru pulp was diluted (1:20) in ultrapure water at 50 ºC, 143 

centrifuged, and filtered through a 0.45 µm nylon membrane. The analytical conditions were 144 

performed according to Coelho et al. (2018). The detection of sugars was performed by RID, 145 

and the determination of organic acids was performed on the DAD at 210 nm. The limit of 146 

detection (LOD) was lower than 0.044 g/L, and the limit of quantification (LOQ) was lower 147 

than 0.151 g/L for all analyzed compounds. The determination of oligosaccharides was 148 

performed by High Performance Liquid Chromatography (HPLC) with a RID. Freeze-dried 149 

baru pulp was diluted (1:5) in ultrapure water, and filtered through a 0.45 µm nylon membrane. 150 
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The separation of compounds was performed as described by Lima et al. (2019). For all 151 

analyzed compounds, the LOD was lower than 0.042 g/L, and the LOQ was lower than 0.109 g/L. 152 

  153 

2.3.3. Phenolic compounds and antioxidant capacity  154 

Freeze-dried baru pulp (500 mg) was homogenized with 50% methanol to obtain the 155 

extracts for the determination of total phenolic compounds, total tannins, and antioxidant 156 

capacity (Xu et al., 2020). The freeze-dried baru pulp was diluted in 70% methanol (1:10), 157 

homogenized in an ultrasonic bath, centrifuged, and filtered through a 0.45 μm nylon membrane 158 

so the phenolic compounds could be separated and quantified (Rezende et al., 2022). 159 

The content of total phenolic compounds was determined according to Singleton and 160 

Rossi (1965) using a gallic acid standard curve (Concentration = [absorbance + 0.0438] / 161 

0.0078; r = 0.9991). The results were expressed in mg of equivalent gallic acid per 100 g of 162 

sample (mg GAE/100 g). Total tannins were analyzed by reducing the Folin-Dennis reagent 163 

(AOAC, 2016). Tannic acid was used as a standard to the calibration curve (Concentration = 164 

[absorbance + 0.0005] / 0.0952; r = 0.9999), and the results were expressed in mg of equivalent 165 

tannic acid per 100 g of sample (mg TAE/100 g). The separation and quantification of phenolic 166 

compounds were performed using a liquid chromatograph coupled to a DAD. The analytical 167 

conditions were performed as described by Padilha et al. (2017) with adaptations by Dutra et 168 

al. (2018). The detection of compounds was performed by comparison with external standards. 169 

The LOD was lower than 0.17 mg/L and the LOQ was lower than 1.41 mg/L for all analyzed 170 

compounds.  171 

The free-radical scavenging capacity of DPPH was determined according to Brand-172 

Williams, Cuvelier and Berset (1995). The Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP) was 173 

conducted according to Pulido, Bravo, and Saura-Calixto (2000). Trolox solution was used as 174 

a standard to the calibration curves of the DPPH (Concentration = [absorbance + 175 
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0.6296]/0.0006, r = - 0.9989) and FRAP (Concentration = [absorbance + 0.0293]/0.0011, r = 176 

0.9979), and the results were expressed as μmol trolox equivalents per gram of sample 177 

(μmol TE/g).  178 

 179 

2.4. In vitro prebiotic potential 180 

2.4.1. Microorganisms and cultivation conditions 181 

 The probiotics used in this study were Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12, 182 

Lactobacillus acidophilus LA-05, and Lacticaseibacillus casei L-26, which were supplied by 183 

the College of Biotechnology, Portuguese Catholic University (Porto, Portugal). Stock cultures 184 

were maintained in MRS broth containing glycerol (150 g/L) at -80 °C. For the assays, each 185 

strain was initially cultivated in MRS broth at 37 °C for 20-24 h to obtain cell suspensions with 186 

an optical density at 655 nm (OD655) of 0.8, and viable cell counts of approximately 6 log colony 187 

forming units (CFU) per mL on MRS agar. The MRS broth and agar used to the B. animalis 188 

growth were supplemented with L-cysteine hydrochloride (0.5 g/L) and incubated under 189 

anaerobic conditions (Albuquerque et al., 2020). Escherichia coli CCCD-E004 and E. coli 190 

ATCC 25922 constituted the enteric mixture inoculum. Strains were cultured in BHI broth at 191 

37 °C for 18-20 h to obtain cell suspension with an OD655 of 0.1, and viable cell count of 192 

approximately 6 log CFU per mL on EMB agar. The inoculum of the enteric mixture was 193 

obtained by mixing the two different E. coli suspensions (1:1).  194 

 195 

2.4.2. Preparation of bacterial cultivation medium 196 

MRS broth with modifications in the composition of the standard carbon source 197 

(glucose) was used as a medium to evaluate the prebiotic potential of the baru pulp 198 

(Albuquerque et al., 2020). The composition of the different broths used to cultivate the 199 

probiotics was tryptone (10 g/L), meat extract (8 g/L), yeast extract (4 g/L), dipotassium 200 
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hydrogen phosphate (2 g/L), tween 80 (1 g/L), sodium acetate (5 g/L), tribasic ammonium 201 

citrate (2 g/L), magnesium sulfate (0.2 g/L), manganese sulfate (0.04 g/L), and respective 202 

carbon sources. The carbon sources were glucose, FOS (standard prebiotic) and baru pulp, 203 

whose concentrations were defined according to the glucose concentration (20 g/L) of 204 

commercial MRS broth.  205 

 206 

2.4.3. Enumeration of probiotic viable cell counts 207 

The inoculum of each probiotic was added (2%, v/v) into sterile tubes containing the 208 

respective cultivation medium. The mixtures were homogenized and incubated at 37 °C. At 209 

different time intervals (0 - after homogenization, 12, 18, 24, and 48 h after incubation), aliquots 210 

(100 μL) of each mixture were serially diluted in sterile saline (8.5 g/L). Aliquots (20 μL) of 211 

each dilution were inoculated using the microdroplet technique on MRS agar. The plates were 212 

incubated at 37 °C for 48 h, and the results were expressed as log CFU per mL (Albuquerque 213 

et al., 2020).  214 

Enteric mixture inoculum (2%, v/v) was added to M9 broth containing glucose (20 g/L), 215 

FOS (20 g/L), or baru pulp (20 g/L). The mixtures were homogenized and incubated under 216 

aerobic conditions at 37 °C. At 0 and 48 h, aliquots (100 μL) of each mixture were serially 217 

diluted in sterile saline. Then, aliquots (20 μL) of each dilution were inoculated using the 218 

microdroplet technique on EMB agar. The plates were incubated under aerobic conditions at 219 

37 °C for 24 h, and the results were expressed as log CFU per mL. 220 

 221 

2.4.4. Prebiotic activity score 222 

The prebiotic activity score was estimated according to the equation proposed by 223 

Huebner, Wehling, and Hutkins (2007), considering the growth of each probiotic and the enteric 224 

mixture during the fermentation (Δlog CFU/mL = log CFU/mLt=48 – log CFU/mLt=0) of the 225 
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substrates (glucose, FOS, and baru pulp) as follows: Prebiotic activity score = probiotic (Δlog 226 

CFU/mL prebiotic/Δlog CFU/mL glucose) – enteric mixture  (Δlog CFU/mL prebiotic/Δlog CFU/mL glucose). 227 

A positive prebiotic activity score indicates that the substrate was selectively metabolized by 228 

the probiotic, but not by enteric mixture (Huebner et al., 2007). 229 

 230 

2.4.5. Evaluation of probiotic metabolic activity  231 

The metabolic activity of the probiotics was evaluated by determining the pH and the 232 

concentrations of sugars and organic acids in the cultivation media. The pH values were 233 

measured according to AOAC (2016) using a digital pH meter (Adwa AD100, Szeged, 234 

Hungary) at different time intervals (0, 12, 18, 24, and 48 h). The sugars and organic acids, at 235 

0, 12, and 48 h, were quantified simultaneously by HPLC, as described in the section 2.3.2. 236 

 237 

2.5. In vitro gastrointestinal digestion 238 

The digestion of the freeze-dried baru pulp was performed in four phases to simulate 239 

oral, gastric, and intestinal digestion, followed by dialysis (Massa et al., 2022). The oral phase 240 

was simulated by adding α-amylase (100 U/mL in CaCl2 1 Mm) to the initial solution (baru 241 

pulp with sterile distilled water). In the gastric phase, pepsin (25 mg/mL in HCl 0.1 M) was 242 

added to the mixture and incubated for 90 min at 37 °C and 130 rpm. To simulate the intestinal 243 

phase, a bile salt (12 g/L) and pancreatin (2 g/L) solution (in NaHCO3 0.1 M) was added to the 244 

mixture, the pH was adjusted to 6.5 - 7.0, and incubated for 90 min at 37 °C and 45 rpm. Then, 245 

the sample was submitted to dialysis in a previously hydrated dialysis tubing cellulose 246 

membrane. Digested and dialyzed sample was freeze-dried and kept at 4 °C. 247 

 248 

 249 

 250 
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2.6. In vitro human colonic fermentation 251 

2.6.1. Fecal sample collection  252 

The fecal sample donors were selected according to the following inclusion criteria: age 253 

between 18-65 years old, no restrictive diet, no history of food intolerances and allergies, or 254 

other gastrointestinal diseases, and no use of probiotics, prebiotics, antibiotics, or controlled 255 

drugs for at least six months prior to collection (Andrade et al., 2020). Five healthy adult 256 

volunteers (three men and two women) aged between 20-45 years were selected and instructed 257 

about the aseptic collection and handling of the samples. The bottles with fecal samples were 258 

transported to the laboratory for analysis under anaerobic conditions. The study protocol was 259 

approved by the Research Ethics Committee of the Federal University of Goiás (UFG), protocol 260 

nº 4.970.001/2021, and all donors signed a formal consent form.  261 

 262 

2.6.2. Fecal fermentation and determination of pH, sugars, lactate, and short-chain fatty acids 263 

Immediately after collection (about 60 min), the fresh fecal samples were mixed 264 

(1:1:1:1:1, w/w), diluted in NaCl (8.5 g/L) with L-cysteine hydrochloride (0.5 g/L), 265 

homogenized and filtered with sterile triple-layer gauze to obtain the fresh pooled fecal 266 

inoculum. The digested and dialyzed baru pulp (20% w/v) was subjected to fermentation with 267 

the mixture of fresh pooled fecal inoculum (40% v/v) and the fermentation medium (40% v/v). 268 

In addition, a medium containing FOS (20% w/v) and a medium without addition of 269 

fermentable substrate (negative control) were also subjected to fermentation for 48 h at 37 °C 270 

under anaerobic conditions (Massa et al., 2022). At time zero and after 24 and 48 h of 271 

fermentation, aliquots were collected to monitor the bacterial metabolic activity by determining 272 

the pH (AOAC, 2016) and the contents of sugars, lactate, and short-chain fatty acids (SCFA) 273 

(Coelho et al., 2018). The composition of the fermentation medium is available in the 274 

supplementary material data (Table S1). 275 
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2.6.3. Fluorescent in situ hybridization (FISH) coupled with flow cytometry  276 

The FISH analysis was performed with commercially synthesized oligonucleotide 277 

probes (Eurofins Genomics, Ebersberg, Germany), fluorescent Cy3-labelled, and capable of 278 

pairing with the target sequence of 16S rRNA gene from the following bacterial groups (Table 279 

S2): Bac 303 - Bacteroides and Prevotella (Manz et al., 1996); Bif 164 - Bifidobacterium 280 

(Langendijk et al., 1995); Chis 150 - Clostridium histolyticum (Franks et al., 1998); Erec 482 - 281 

Eubacterium rectale and Clostridium coccoides (Franks et al., 1998); and Lab 158 - 282 

Lactobacillus and Enterococcus (Harmsen et al., 1999). Probes were selected for major 283 

bacterial groups usually found in the human gut (Supplementary material data, Table S2). 284 

SYBR Green was used to enumerate total cells (Conterno et al., 2019). 285 

At different time intervals (0, 24, and 48 h of fermentation), aliquots of fermentation 286 

media were fixed with paraformaldehyde (4%) and incubated overnight at 4 ºC. The fixed cells 287 

were centrifuged, washed with PBS 1 M, resuspended with PBS 1 M and absolute ethanol, 288 

filtered in 0.45 µm membrane and kept at -20 ºC. For hybridization, fixed cells were 289 

resuspended in PBS 1X (Gibco, Gaithersburg, USA), centrifuged, resuspended in Tris-EDTA 290 

(Tris-HCl 100 mM, EDTA 50 mM; pH 8), and centrifuged. Samples were treated with Tris-291 

EDTA and lysozyme (1 mg/mL) and incubated at 25 °C for 10 min in a dim light environment 292 

to permeabilize the cells for use with probes Lab 158 and Bif 164, and centrifuged. 293 

Subsequently, all samples were resuspended with hybridization buffer (NaCl 0.9 M, Tris-HCl 294 

20 mM, 0.1% sodium dodecyl sulfate; pH 7.5) and with the oligonucleotide probe (50 ng/µL), 295 

and incubated for 4 h at 45-50 °C (Table S2) in a dim light environment. After that, the samples 296 

were centrifuged, resuspended in washing buffer (NaCl 0.9 M, Tris-HCl 20 mM; pH 7.5), and 297 

incubated for 30 min at 45-50 °C (Table S2). Samples were centrifuged, resuspended in PBS 298 

1X and SYBR Green (1:1000 in dimethyl sulfoxide ≥ 99.9%), incubated for 10 min at 25 °C, 299 

centrifuged, and resuspended with PBS 1X.  300 
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The fluorescence signals of the samples were collected in a flow cytometer (BD Accuri 301 

C6, New Jersey, USA) by FL1 (SYBR Green) and FL2 (Bac 303, Bif 164, Chis 150, Erec 482 302 

and Lab 158) channels, and the fluorescence emission cytograms were recorded using BD 303 

Accuri C6 software. Results were expressed as the abundance (%) of cells hybridized with each 304 

specific probe, relative to the total number of cells enumerated by SYBR Green (Conterno et 305 

al., 2019). 306 

 307 

2.7. Statistical analysis 308 

 Chemical composition analyses were performed in three replicates. In vitro assays to 309 

evaluate the prebiotic potential and the relative abundance of bacterial groups during human 310 

colonic fermentation were performed in two replicates in three different experiments. 311 

Deviations from the normality of the residuals were evaluated using the Shapiro-Wilk's test. 312 

The data were submitted to analysis of variance, followed by Tukey's test. Principal Component 313 

Analysis and Pearson’s correlation were carried out using the mean values obtained from in 314 

vitro human colonic fermentation. All tests were performed by adopting a significance level of 315 

0.05 (p < 0.05). The statistical analysis was performed using R software (R Foundation for 316 

Statistical Computing, Vienna, Austria), version 4.1.0.  317 

 318 

3. Results and discussion 319 

3.1. Chemical composition and antioxidant capacity of baru pulp 320 

Baru pulp had a high content of total dietary fiber, mainly insoluble fiber, and low 321 

content of moisture, ash, lipid, and total energy value (Table 1). The content of total dietary 322 

fiber was in the range of values (29-39 g/100 g) reported in baru pulp flour from three different 323 

regions of the Cerrado (Gadioli et al., 2021). In relation to insoluble fibers, baru pulp had a high 324 

content of hemicellulose (61%), cellulose (45%), and lignin (31%). Fructose was the 325 
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predominant sugar in baru pulp, and the organic acid found in the highest content was succinic 326 

acid (Table 1). Representative chromatograms of the sugars and organic acids analyzes are 327 

available in supplementary material data (Fig. S1). Fructans and oligosaccharides (1-kestose, 328 

nystose, and raffinose) were not detected. 329 

According to Phenol-Explorer Database (Rothwell et al., 2013), the classes of phenolic 330 

compounds identified in baru pulp were phenolic acids (caffeic, p-coumaric, chlorogenic, 331 

syringic), flavonoids (catechin, epicatechin gallate, epigallocatechin gallate, hesperidin, 332 

myricetin, procyanidin B1, procyanidin B2, quercetin-3-glucoside, rutin), and stilbenes (cis-333 

resveratrol) (Table 1). The phenolic compound found in the highest content was hesperidin, one 334 

of the main flavonoids (flavanones) in citrus fruits, with important beneficial health effects, 335 

such as antioxidant and anti-inflammatory activities (Hajialyani et al., 2019). Moreover, 336 

evidence suggests that hesperidin and its aglycones may also improve gastrointestinal health 337 

(Stevens et al., 2019). Coumaric acid derivatives have also been reported in baru pulp from the 338 

State of Mato Grosso do Sul (Brazil) (Leite et al., 2020). Representative chromatograms of the 339 

phenolic compounds analysis are available in supplementary material data (Fig. S2). 340 

The content of total phenolic compounds (Table 1) was higher than that found in baru 341 

pulp from the State of Mato Grosso do Sul (Brazil), of 262 mg GAE/100 g (Leite et al., 2020), 342 

as well as in pulp (292 mg GAE/100 g; 15% moisture) and peel (477 mg GAE/100 g; 16% 343 

moisture) of baru from the State of Goiás (Brazil) (Santiago et al., 2018). High contents of 344 

phenolic compounds contribute to add commercial and industrial value to the baru fruit, as well 345 

as to define intervention doses in future pre-clinical and clinical studies. 346 

Considering the diversity of antioxidant substances in the food matrix, such as vitamins, 347 

minerals, and polyphenols, two methods were used to estimate the antioxidant capacity of baru 348 

pulp. The antioxidant capacity evaluated by the DPPH and FRAP methods (Table 1) was higher 349 

than the values reported in baru pulp (Goiás State, Brazil), which were of 21 µmol TE/g (DPPH) 350 
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and 24 µmol TE/g (FRAP) (Santiago et al., 2018). These data indicate the potential of the baru 351 

pulp as a functional ingredient, and suggest its use in new formulations of functional foods with 352 

high density of nutrients and bioactive compounds, low fat content and low energy value. 353 

 354 

3.2. Effects of baru pulp on probiotics 355 

As far as we know, this is the first study that evaluated the prebiotic potential of baru 356 

pulp on the growth and metabolism of gut bacteria related to health and well-being, such as 357 

Lactobacillus and Bifidobacterium (Gibson et al., 2017). In all tests, the viable counts of 358 

Lacticaseibacillus casei L-26 (L. casei) in baru pulp medium were similar to glucose and FOS 359 

media (p > 0.05), and the viable counts of L. acidophilus LA-05 (L. acidophilus) in baru pulp 360 

medium were higher (p < 0.05) than glucose and FOS media at 48 h of fermentation (Fig. 1). 361 

In addition, at 12 and 18 h, the viable counts of B. animalis BB-12 (B. animalis) in baru pulp 362 

medium was higher than FOS medium (p < 0.05) (Fig. 1). This result may be linked to FOS 363 

polymerization degree, which influences the bifidobacteria capabilities to metabolize these 364 

oligosaccharides (Scott et al., 2020). Therefore, the quantification of viable cells indicates that 365 

baru pulp was used as a carbon source by the probiotics in similar or better way than FOS, and 366 

it may be explained by the fermentation of the available pulp compounds, such as dietary fibers 367 

and polyphenols (Table 1). However, baru pulp was unable to maintain the growth of B. 368 

animalis until the end of the assay, as a reduction in the viable cell counts was observed in the 369 

respective medium at 48 h of fermentation (Fig. 1). This finding may be related to the carbon 370 

sources in the baru pulp (insoluble dietary fibers and polyphenols) and the capacity of 371 

bifidobacteria to use them as B. animalis subsp. lactis has a smaller number of genes involved 372 

in the use of carbon sources, which may interfere with its ability to adapt in monoculture assays 373 

(Pokusaeva et al., 2011).  374 
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The use of baru pulp, glucose, and FOS as carbon sources by the probiotics decreased 375 

the pH of the cultivation media at 48 h compared to the initial pH (Fig. 1). The lowest pH values 376 

were found in the media with glucose and B. animalis (3.57), FOS and L. acidophilus (3.65), 377 

and FOS and L. casei (3.66) at 48 h of fermentation. The decrease in pH values is related to the 378 

production of organic acids generated from the fermentation of substrates by beneficial bacteria 379 

and, therefore, to the growth of these bacteria (Gibson et al., 2017). 380 

 Overall, the contents of fructose, glucose, and maltose were reduced in cultivation media 381 

with different substrates and probiotics (Fig. 2) at the end of the fermentation. Lactate-382 

producing bacteria, such as Lactobacillus and Bifidobacterium, metabolize glucose to lactate 383 

through the glycolysis or phosphoketolase pathways (Abedi & Hashemi, 2020). Indeed, lactate 384 

was the organic acid present in the highest concentration in all tested media at 48 h, except in 385 

the FOS and B. animalis medium (Fig. 2).  386 

In addition to lactate, the fermentation of some non-digestible carbohydrates produces 387 

other metabolites, such as SCFA (acetate, propionate, and butyrate) (Scott et al., 2020). In this 388 

study, the content of acetate increased in baru pulp medium with B. animalis (p < 0.05), and it 389 

was higher (p < 0.05) in baru pulp medium with L. acidophilus than in FOS medium with L. 390 

acidophilus at 48 h of fermentation (Fig. 2). The contents of propionate in the baru pulp media 391 

with L. acidophilus and L. casei were similar to those of FOS media with L. acidophilus and L. 392 

casei (p > 0.05) at 48 h (Fig. 2). It is noteworthy that the production of organic acids, including 393 

lactate and SCFA and hence the low pH impair the growth of potentially pathogenic bacteria 394 

(Vieco-Saiz et al., 2019). 395 

The prebiotic activity score of baru pulp on B. animalis was higher than that of FOS 396 

(baru pulp = 0.12 ± 0.02; FOS = - 0.24 ± 0.13). Negative values of prebiotic activity score were 397 

reported to FOS on L. acidophilus and L. plantarum, and to inulin on B. bifidum (Huebner et 398 

al., 2007). The baru pulp also had a positive score on L. casei (baru pulp = 0.24 ± 0.06; FOS = 399 
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0.34 ± 0.10) and L. acidophilus (baru pulp = 0.18 ± 0.02; FOS = 0.26 ± 0.08), indicating a 400 

selective consumption of baru pulp by the probiotics and a putative prebiotic effect.  401 

 402 

3.3. Effects of baru pulp on human colonic microbiota 403 

Regarding the in vitro colonic fermentation assay, it is important to emphasize that the 404 

baru pulp was previously subjected to a simulated gastrointestinal digestion to present 405 

characteristics similar to those when reaching the human colon. The predominant bacterial 406 

groups in the initial fecal microbiota of the donors were E. rectale-C. coccoides and C. 407 

histolyticum. Lactobacillus-Enterococcus and Bifidobacterium showed lower relative 408 

abundance than the other examined bacterial groups (Fig. 3).  409 

At the end of fermentation, an increase in the relative abundance of Lactobacillus-410 

Enterococcus, Bifidobacterium and Bacteroides-Prevotella, and a decrease of E. rectale-C. 411 

coccoides and C. histolyticum were observed in FOS and digested baru pulp media (Fig. 3). 412 

Digested guava by-product, with 41% insoluble fiber and 3% soluble fiber (Menezes et al., 413 

2021), also increased the abundance of Lactobacillus-Enterococcus and Bifidobacterium during 414 

in vitro human colonic fermentation. These two microbial groups are the main targets of 415 

prebiotics in the gut microbiota (Gibson et al., 2017) and related to several beneficial effects on 416 

human gut health (Cunningham et al., 2021). In addition, these bacterial genera have inhibitory 417 

mechanisms against potentially pathogenic bacteria, such as lactate and SCFA production, and 418 

competition for nutrients (Vieco-Saiz et al., 2019). This inhibitory action of Lactobacillus and 419 

Bifidobacterium may partially explain the reduction in the relative abundance of E. rectale-C. 420 

coccoides and C. histolyticum, observed in this study after 48 h of fermentation (Fig. 3). The 421 

highest relative abundance of Bacteroides-Prevotella was found in the digested baru pulp 422 

medium (Fig. 3) at 48 h of fermentation. This finding is in accordance with reports indicating 423 

that some species of Bacteroides are involved in the degradation of insoluble fibers, such as 424 
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hemicellulose and cellulose (Flint et al., 2012), and in the bacterial metabolism of flavanones, 425 

such as hesperidin (García-Villalba et al., 2022).  426 

The sugars contents were decreased in FOS and digested baru pulp media at the end of 427 

the colonic fermentation (Fig. 4). Sugars were not detected in the negative control medium 428 

(without substrate). An increase in the production of lactate, and SCFA (Fig. 4), as well as a 429 

significant decrease of pH values (Fig. 3) were observed in FOS and digested baru pulp media 430 

after 48 h of fermentation. The increase in the lactate and acetate production may be associated 431 

with an increase in the relative abundance of Lactobacillus-Enterococcus and Bifidobacterium, 432 

which can convert glucose and fructose into lactate and acetate by different metabolic pathways 433 

(Abedi & Hashemi, 2020). Increased propionate content may be related to an increase in the 434 

Bacteroides-Prevotella relative abundance (Chen et al., 2017), especially in the baru pulp 435 

medium.  436 

Lactate and acetate are the main end products of Lactobacillus and Bifidobacterium 437 

metabolism, and can be metabolized by other microorganisms to produce propionate and 438 

butyrate (Scott et al., 2020). However, high concentrations of lactate and acetate were observed 439 

at 48 h of fermentation, which may partially result from the decrease of butyrate-producing 440 

bacteria, such as Eubacterium rectale (Gibson et al., 2017). Moreover, the metabolism of 441 

propionate-producing bacteria, as Bacteroides-Prevotella, may be influenced by relatively low 442 

pH observed in the in vitro assays compared to human intestinal mucosa and, thus, affect the 443 

production of propionate (Chen et al., 2017; Holscher, 2017). 444 

Regarding the Principal Component Analysis (Fig. 5A), the first and second components 445 

explained 61% and 21% of the observed total variation, respectively. The analysis indicates that 446 

FOS and digested baru pulp (at 48 h) have the best behavior, according to its high values of 447 

abundance for Lactobacillus-Enterococcus, Bifidobacterium, Bacteroides-Prevotella, and 448 

SCFA contents, and low values of abundance for E. rectale-C. coccoides, C. histolyticum, 449 
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sugars and pH. The heatmap (Fig. 5B) shows the significant correlations (p < 0.05) between the 450 

abundance of the bacterial groups, the SCFA and sugars concentrations, and pH values. SCFA 451 

concentrations correlated positively to abundance of Lactobacillus-Enterococcus, 452 

Bifidobacterium and Bacteroides-Prevotella. Fructose concentration correlated positively to 453 

lactate content. The pH values correlated negatively to the SCFA concentrations and abundance 454 

of Lactobacillus-Enterococcus, Bifidobacterium, Bacteroides-Prevotella, and correlated 455 

positively to abundance of E. rectale-C. coccoides and C. histolyticum. Principal Component 456 

Analysis and the Pearson’s correlation summarize and validate the results of this study. 457 

The positive impacts of digested baru pulp on the human colonic microbiota are 458 

consonant with the results showing its selective stimulatory effect on the tested probiotic strains, 459 

and they are probably associated with the contents of sugars, insoluble fibers, and flavonoids 460 

of the baru pulp. Insoluble fibers do not meet the definition of prebiotics, but there is evidence 461 

that these components may be eventually metabolized in the distal colon, where microbial 462 

density is higher and intestinal transit time is slower (Holscher, 2017). Insoluble fibers from 463 

soybean (Wang et al., 2021) and bamboo (Ge et al., 2022) promoted significant changes on 464 

fecal microbiota, increasing the abundance of Bacteroides and the production of SCFA, 465 

confirming that some Bacteroides species can degrade hemicellulose (Flint et al., 2012). The 466 

prebiotic effect of dietary fibers, in turn, may be influenced by the phenolic compounds bound 467 

to them (García-Villalba et al., 2022). In addition, dietary polyphenols are also prebiotic 468 

candidates, as they interact with the hindgut microbiota selectively stimulating the growth of 469 

potentially beneficial bacteria (Alves-Santos et al., 2020). For instance, the oral administration 470 

of hesperidin, flavonoid found at highest concentration in the baru pulp, increased the relative 471 

abundance of Lactobacillus, and decreased the relative abundance of E. rectale-C. coccoides in 472 

the feces of rats (Estruel-Amades et al., 2019). Some Bifidobacterium, Lactobacillus, and 473 

Bacteroides species have α-rhamnosidase and β-glucosidase activity, and are involved in the 474 
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metabolism of flavanone, such as hesperidin (García-Villalba et al., 2022; Rodríguez-Daza et 475 

al., 2021). 476 

The limited number of probes for the quantification of bacterial targets of the human 477 

colonic microbiota does not reflect a community-wide study, which could limit the inference 478 

on the results of this study. However, the results provide consistent evidence of the baru pulp 479 

potential as a prebiotic ingredient, as well as relevant information to guide pre-clinical and 480 

clinical studies in the investigation of the in vivo effects of baru pulp on the composition and 481 

function of the gut microbiota. 482 

 483 

4. Conclusion 484 

 Baru pulp has a high content of insoluble dietary fibers and polyphenols, and low lipid 485 

content and energy value. Hesperidin was the most relevant phenolic compound identified in 486 

the baru pulp. The prebiotic potential of the baru pulp was evidenced by increasing growth and 487 

metabolism of probiotics (B. animalis BB-12, L. acidophilus LA-05 and L. casei L-26), as well 488 

as by the positive impact on the abundance of Lactobacillus-Enterococcus, Bifidobacterium, 489 

and Bacteroides-Prevotella in human colonic microbiota, and on the production of lactate and 490 

SCFA. The synergic effect among dietary fibers and phenolic compounds possibly contributed 491 

to the prebiotic activity of the baru pulp. In vivo studies are warranted to confirm the prebiotic 492 

effect of baru pulp and to encourage the use of this baru by-product in the formulation of new 493 

functional foods and nutraceuticals. 494 
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Table 1 707 

Chemical composition and antioxidant capacity of freeze-dried baru pulp. 708 
Parameter Concentration 

Proximate composition (g/100 g) 

Moisture 10.28 ± 0.39 

Ash   4.56 ± 0.03 

Protein   8.84 ± 0.22 

Lipid   3.54 ± 0.08 

Carbohydrate  39.87 ± 0.39 

Total dietary fiber   32.90 ± 0.42 

     insoluble dietary fiber  32.90 ± 0.42 

     soluble dietary fiber < 0.10 

Energy value (kcal/100 g) 226.73 ± 1.73 

  

Sugars and fructans (g/100 g) 

Glucose   6.32 ± 0.70 

Fructose   7.76 ± 0.82 

Fructans < 0.10 

  

Organic acids (g/100 g) 

Citric 0.88 ± 0.11 

Malic 0.70 ± 0.08 

Succinic 3.75 ± 0.41 

  

Phenolic compounds (mg/100 g) 

Caffeic acid 0.20 ± 0.00 

Chlorogenic acid 0.46 ± 0.01 

p-Coumaric acid 0.29 ± 0.01 

Syringic acid 0.08 ± 0.00 

Catechin 0.43 ± 0.00 

Epicatechin gallate 0.49 ± 0.01 

Epigallocatechin gallate  0.20 ± 0.00 

Procyanidin B1 0.15 ± 0.00 

Procyanidin B2 0.53 ± 0.00 

Hesperidin  19.34 ± 0.10 

Myricetin 0.96 ± 0.01 

Quercetin-3-glucoside 0.14 ± 0.00 

Rutin 0.09 ± 0.01 

cis-Resveratrol 0.18 ± 0.02 

Total phenolics (mg GAE/100 g)       507.01 ± 15.41 

Total tannins (mg TAE/100 g)       142.91 ± 7.16 

  

Antioxidant capacity (µmol TE/g) 

DPPH    23.91 ± 0.82 

FRAP    31.60 ± 1.85 

Values are expressed as mean ± standard deviation.  709 
GAE: gallic acid equivalents, TAE: tannic acid equivalents, DPPH: 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl, FRAP: ferric 710 
reducing antioxidant power, TE: trolox equivalents. 711 
 712 

 713 



96 

 

Figure captions 714 

 715 

 716 

Fig. 1. Viable cell counts (log CFU/mL) of Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12, 717 

Lactobacillus acidophilus LA-05, and Lacticaseibacillus casei L-26, and pH values in MRS 718 

broth with glucose (GLU), fructooligosaccharides (FOS) or baru pulp (BAR) during 48 h of 719 

fermentation.  720 

 721 

 722 

Fig. 2. Sugars (g/L) and organic acids (g/L) contents in MRS broth with glucose (GLU), 723 

fructooligosaccharides (FOS) or baru pulp (BAR) during 48 h of fermentation with 724 

Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12, Lactobacillus acidophilus LA-05, and 725 

Lacticaseibacillus casei L-26. a,b: different small letters for a same treatment at different 726 

fermentation times denote difference (Tukey’s test; p < 0.05). A,B: different capital letters at 727 

the same fermentation time denote difference among treatments (Tukey’s test; p < 0.05). 728 

 729 

 730 

Fig. 3. Relative abundance (%) of the bacterial groups, measured by fluorescence in situ 731 

hybridization with flow cytometry, and pH values during the in vitro human colonic 732 

fermentation of digested baru pulp (diBAR), fructooligosaccharides (FOS) and negative control 733 

(NC). 734 

 735 

 736 

Fig. 4. Concentrations of sugars (g/L), lactate (g/L), and short chain fatty acids (g/L) during the 737 

in vitro human colonic fermentation of digested baru pulp (diBAR), fructooligosaccharides 738 

(FOS) and negative control (NC). a,b: different small letters for a same treatment at different 739 

fermentation times denote difference (Tukey’s test; p < 0.05). A,B: different capital letters at 740 

the same fermentation time denote difference among treatments (Tukey’s test; p < 0.05).  741 

 742 

 743 

Fig. 5. Principal Component Analysis (A) and Pearson’s correlation (B) between the relative 744 

abundance of different bacterial groups, short chain fatty acids and sugars concentrations, and 745 

pH values in an in vitro human colonic fermentation of digested baru pulp (diBAR), 746 

fructooligosaccharides (FOS) and negative control (NC). 747 

PC1: first principal component, PC2: second principal component, bac.303: Bacteroides-748 

Prevotella, bif.164: Bifidobacterium spp., lab.158: Lactobacillus-Enterococcus, chis.150: 749 

Clostridium histolyticum, erec.482: Eubacterium rectale-Clostridium coccoides.  750 
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SUPPLEMENTARY MATERIAL 833 

 834 

 835 

Table S1 836 

Composition of in vitro human colonic fermentation medium.  837 

Compounds  Concentration (g/L) 

NaCl 4.5 

KCl 4.5  

NaHCO3 1.5  

MgSO4 0.7  

L-cysteine hydrochloride 0.8  

KH2PO4 0.5 

K2HPO4 0.5 

Bile salt  0.4  

CaCl2 0.08 

FeSO4 0.005  

Tween 80 1 mL/L 

Resazurin (0.025%) 4 mL/L 
Bile salt and resazurin were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, USA), L-cysteine-HCl was purchased from 838 
Êxodo Científica (Sumaré, Brazil), and the remaining reagents were purchased from Dinâmica (Indaiatuba, 839 
Brazil). 840 
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Table S2 871 

Oligonucleotide probes and hybridization conditions used in FISH analysis. 872 

Probe Sequence (5’ – 3’) Target group 
Temperature (ºC) 

hybridization washing 

Bac 303 CCAATGTGGGGGACCTT Bacteroides spp. - Prevotella spp. 45 45 

Bif 164 CATCCGGCATTACCACCC Bifidobacterium spp. 50 50 

Chis 150 TTATGCGGTATTAATCTYCCTTT Clostridium histolyticum 50 50 

Erec 482 GCTTCTTAGTCARGTACCG 
Eubacterium rectale - Clostridium 

coccoides 
50 50 

Lab 158 GGTATTAGCAYCTGTTTCCA Lactobacillus spp. - Enterococcus spp. 50 50 
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 914 

 915 
Fig. S1. Representative chromatograms of the analysis of organic acids and sugars in the baru 916 

pulp.  917 
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 948 
Fig. S2. Representative chromatograms of the analysis of phenolic compounds in the baru pulp.   949 
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CONCLUSÃO 

 

 

 Com base nas revisões de literatura, é possível concluir que alguns polifenóis 

dietéticos são capazes de estimular o crescimento e o metabolismo de bactérias 

intestinais benéficas, e que a polpa de baru representa uma alternativa para o 

desenvolvimento de produtos com propriedades funcionais e nutracêuticas, apesar de 

ainda ser pouco explorada pela agroindústria. De acordo com o estudo empírico, a 

polpa de baru possui concentração elevada de fibras insolúveis e compostos 

fenólicos, baixo teor de lipídios e reduzido valor energético. A hesperidina foi o 

polifenol encontrado em maior concentração na polpa de baru. O potencial prebiótico 

dessa polpa foi evidenciado pelo aumento do crescimento e metabolismo de 

probióticos, e pelo impacto positivo sobre a abundância e atividade metabólica de 

grupos bacterianos benéficos na microbiota colonica humana. O efeito sinérgico entre 

fibras alimentares e polifenóis possivelmente contribuiu para a atividade prebiótica da 

polpa de baru.  

 Embora os protocolos in vitro utilizados neste estudo tenham mostrado 

resultados consistentes indicando propriedades prebióticas, algumas limitações 

podem ser citadas, como: a dificuldade de reproduzir as interações diretas com o 

hospedeiro; o número limitado de sondas de oligonucleotídeos para avaliação da 

composição da microbiota intestinal; a falta de dados relacionados ao conteúdo de 

carboidratos estruturais da polpa de baru; e a falta do perfil de metabólitos de 

polifenóis nos produtos finais, após os experimentos. Sugere-se para estudos futuros 

a inclusão de sondas de oligonucleotídeos específicas para Akkermansia, 

Ruminococcus e Escherichia coli, ou a associação do protocolo de fermentação 

colonica humana ao sequenciamento do gene 16S RNAr para avaliação da microbiota 

intestinal. O estudo de metabólitos de polifenóis pode aumentar a consistência dos 

resultados sobre o potencial prebiótico da polpa de baru e direcionar novos estudos. 

O uso da polpa de baru no desenvolvimento de novos alimentos com propriedades 

funcionais e nutracêuticas, e a possível aplicação em biofilmes e embalagens ativas 

também são recomendados. Além disso, estudos in vivo são necessários para 

investigar o efeito prebiótico de polifenóis dietéticos, como a hesperidina, para 

confirmar o potencial prebiótico da polpa de baru e para investigar os efeitos do seu 

consumo sobre a saúde do hospedeiro.  
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ANEXOS 
 
 

ANEXO A – Parecer consubstanciado do Comitê de Ética em Pesquisa 

 



109 

 

 

 
 
 
 



110 

 

 

 
 
 
 



111 

 

 

 
 
 
 



112 

 

 

 
 
 
 



113 

 

ANEXO B – Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 
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ANEXO C – Instruções aos autores do periódico Food Research International 
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