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RESUMO

VIEIRA, Nara Menezes. Desenvolvimento de bebidas mistas de frutas tropicais e yacon como
fonte de oligossacarideos prebidticos. 2014. Dissertacdo — Programa de Pos-graduacdo em

Ciéncia e Tecnologia de Alimentos. Universidade Federal do Ceard, Fortaleza.

O objetivo desta pesquisa foi desenvolver duas bebidas de frutas tropicais e extrato de yacon,
com funcionalidade comprovada através de ensaios in vivo. Primeiramente foi estudada a
atividade enzimatica da polifenoloxidase (PPO) presente no yacon, os valores de pH de
estabilidade e de atividade dessa enzima e o processamento para obtengdo do extrato de yacon
com inativacdo de sua atividade enzimatica. Para esta Ultima etapa foram utilizados os acidos
citrico e ascorbico, em diferentes concentracfes e tempos de imersdo, definidos de acordo com
um planejamento estatistico do tipo DCCR 27 (Delineamento Central Composto Rotacional). Os
resultados indicaram que a imersdo do extrato de yacon por 2 minutos em acido ascorbico (na
concentracdo de 4,6%), ou por 8 minutos em acido citrico (na concentracdo de 2,4%) foi
suficiente para reduzir a atividade da PPO, demonstrando que os dois acidos estudados foram
capazes de inativar a referida enzima, o que viabilizou a obtencdo de um extrato de yacon com
inativacdo da enzima PPO e manutencdo dos componentes funcionais e de suas caracteristicas.
Uma segunda etapa do estudo consistiu no desenvolvimento, processamento térmico de
formulacBes de polpas de frutas e extrato de yacon, e caracterizacdo das bebidas formuladas.
Foram desenvolvidas 22 formulacBes (11 de frutas tropicais e extrato de yacon, e 11 de caju e
extrato de yacon), sendo a concentracdo das variaveis “concentragdo de extrato de yacon” e
“concentragdo do edulcorante estévia” determinadas de acordo com um delineamento estatistico
do tipo DCCR 2°. Através da superficie de resposta foi possivel visualizar as concentragdes de
edulcorante e de extrato de yacon que resultaram em maior aceitabilidade das bebidas. Com base
nos resultados obtidos foram selecionadas duas formulagdes, denominadas Bebida A (bebida
prebiotica de frutas tropicais e yacon), e Bebida B (bebida prebidtica de caju e yacon). Essas
formulacGes foram pasteurizadas e caracterizadas quanto aos compostos bioativos e teor de fruto-
oligossacarideos (FOS). Além disso, foram feitas analises microbioldgica e de capacidade
antiproliferativa das bebidas. Os resultados mostraram que a Bebida A apresentou cerca do dobro
de atividade antioxidante (Folin-Ciocaulteau: 126,83, ABTS™: 10,57, FRAP: 33,45 ¢ DPPH":



866,36) quando comparada a Bebida B (Folin-Ciocaulteau: 66,52, ABTS™: 6,45, FRAP: 15,58 e
DPPH": 1780,14). Quanto ao teor de FOS, ambas as bebidas apresentaram valores acima do
minimo exigido pela legislacdo para ter alegacdo funcional comprovada (4,64 g /200 ml para a
bebida de frutas tropicais e yacon, e 5,94 g /200 ml para a bebida de caju e yacon). A anélise
microbioldgica ndo constatou presenca de fungos filamentosos, coliformes fecais, E.coli e
Salmonella nas amostras avaliadas, indicando seguranca microbiologica no processamento. Para
a atividade antiproliferativa a Bebida B apresentou melhores resultados para inibicdo do
desenvolvimento de células tumorais (HepG,) em condicdes in vitro. A terceira e ultima etapa
desse trabalho consistiu de testes in vivo com ratos Wistar induzidos ao diabetes por aloxano e
tratados por gavagem com as Bebidas A e B liofilizadas e reconstituidas em &gua nas
concentracdes de 100, 200 e 400mg/kg de peso corporeo, durante 30 dias. Foram avaliados 0s
parametros nutricionais de ganho de peso, consumo da dieta e glicemia, atividade da enzima
antioxidante catalase (CAT) no figado e quantificacdo de lacotabilos no material cecal dos
animais. Os animais tratados com a Bebida B na concentracdo de 100 mg/kg p.c (G6)
apresentaram melhor resultado de reducdo de glicemia quando comparados aos outros
tratamentos. Quanto a presenca de Lactobacillus spp. foram quantificados 9,16 log;o ufc/g no
grupo G6, 9,2 log;o ufc/g no grupo G7 e 10,41 logso ufc/g no grupo G8. Os resultados sugerem
que o consumo da bebida de caju e yacon desenvolvida neste trabalho foi eficaz na reducdo dos
valores de glicemia, indicando que a bebida de caju e yacon pode ser uma alternativa para o

controle do diabetes.

Palavras-chave: Smallanthus sonchifolius, fruto-oligossacarideos, compostos bioativos,

diabetes, bebidas mistas.



ABSTRACT

The aim of this research was to develop two beverages of tropical fruits and yacon extract with
functionality evidenced by in vivo tests. First the enzymatic activity of polyphenol oxidase (PPO)
from yacon extract was studied as well as the optimum pH stability and optimum pH activity was
studied too. The enzymatic inactivation was performed with citric and ascorbic acids at different
concentrations and immersion times, defined according to a statistical design type CCD 2?
(central composite design). The results showed that immersion of yacon extract for 2 minutes in
ascorbic acid (4.6% concentration) or for 8 minutes in citric acid (2.4% concentration) were
sufficient to reduce the PPO activity. Thus, the two acids studied were able to inactivate the
enzyme and a yacon extract without PPO enzyme active was possible, with maintenance of
functional components. A second stage of the study was to develop formulations and thermal
processing of fruit pulp and yacon extracts, and the beverages characterization made by CCD
design type 2°. The evaluated variables were the concentrations of yacon extract and stevia, a
natural sweetener. In this way, 22 formulations (11 of tropical fruits and yacon extract, and 11 of
cashew apple and yacon extract) were developed with the concentration of the variables
determined in accordance with the statistical design. Through the response surface, the sweetener
and the yacon extract concentrations which resulted in greater acceptability of beverages were
determined. The selected formulations were pasteurized and the content of bioactive compounds
and fructo-oligosaccharides (FOS) was characterized. Furthermore, microbiological analysis and
antiproliferative capacity of beverages were determined. The results showed that the Beverage A
had nearly twice the antioxidant activity (Folin-Ciocaulteau: 126.83, ABTS' *: 10.57, FRAP:
33.45 and DPPH": 866.3) compared to Beverage B (Folin-Ciocaulteau: 66.52, ABTS " ": 6.45,
FRAP: 15.58 and DPPH': 1780.14). The FOS content from both beverages had values above the
minimum required by law to have proven functional claim (4.64 g / 200 ml for the beverage of
tropical fruit and yacon and 5.94 g / 100 ml for cashew apple beverage and yacon). The
microbiological analysis not detected filamentous fungi, fecal coliforms, E. coli or Salmonella,
indicating a microbiological safety in processing. For the antiproliferative activity the Beverage B
showed the best results for growth inhibition of tumor cells (HepG,) by in vitro conditions. The
last step of this work consisted of in vivo tests with Wistar rats alloxan-induced diabetes treated

by gavage with Beverages A and B lyophilized and reconstituted in water at concentrations of



100, 200 and 400mg / kg per body weight, for 30 days. The nutritional parameters of weight gain,
dietary intake and glucose, the activity of the antioxidant enzyme catalase (CAT) in the liver and
quantification of lacotabilos in cecal material from animals were evaluated. The animals treated
with the Beverage B at a concentration of 100 mg / kg b. w. (G6) showed better results in reduced
blood glucose as compared to other treatments. Regarding the presence of Lactobacillus spp.
were quantified (9.16 log10 cfu / g in the G6 group, 9.2 log10 cfu / g in the G7 group and 10.41
log10 cfu / g in the G8 group). The results suggest that consumption of cashew apple and yacon
beverage developed in this work was effective in reducing blood glucose levels, indicating that

cashew apple and yacon beverage can be an alternative for the control of diabetes.

Keywords:, Smallanthus sonchifolius, fructo-oligosaccharides, bioactive compounds, diabetes,

alloxan-induced, mixed beverage.
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INTRODUCAO

O diabetes € um grupo de doengas metabdlicas caracterizadas por hiperglicemia
decorrente de problemas na secrecdo de insulina, na acao da insulina, ou ambas. A hiperglicemia
cronica de diabetes estd associada a danos a longo prazo e a disfuncéo e falha de alguns érgéos,
como olhos, rins, nervos, o coracdo e 0s vasos sanguineos (PARK et al., 2009; AMERICAN
DIABETES ASSOCIATION, 2010).

O uso de plantas medicinais no tratamento de doencas ocorre ha milhares de anos e
recentemente algumas dessas plantas tém sido descritas como eficazes no combate ao diabetes e
utilizadas empiricamente com os apelos antidiabético e anti-hiperlipidémico. O mercado
farmacéutico apresenta diversos medicamentos para combater o diabetes e suas complicagoes,
porém ainda é considerado um problema de saude publica (FEIJO et al., 2012; JANEBRO et al.,
2008; MALVIYA et al, 2010). O foco na alimentacdo e na saude das populacdes dos paises
ocidentais tem provocado grande interesse na identificagdo de novos alimentos funcionais e
ingredientes para prevenir doencas especificas.

De acordo com a Sociedade Brasileira de Alimentos Funcionais (2007), alimento
funcional pode ser definido como “o alimento ou ingrediente que, além das fung¢des nutricionais
basicas, quando consumido como parte da dieta usual, produz efeitos metabolicos e/ou
fisiologicos benéficos a salde, devendo ser seguro para consumo sem supervisdo médica,
mediante a comprovagdo da sua eficdcia e seguranga por meio de estudos cientificos”
(PEREIRA, 2014).

O Brasil é 0 pais que apresenta a maior biodiversidade do mundo, e na América do sul ha
uma grande variedade de plantas com potencial funcional que séo esquecidas ou pouco utilizadas
(PEDRESCHI et al., 2003), 0 que permite acesso a inumeras espécies, muitas delas praticamente
desconhecidas e por tal motivo, muito pouco exploradas comercialmente (MATTIETTO, 2005;
FAQ, 2013). Um exemplo disso € o yacon (Smallanthus sonchifolius), uma fonte particularmente
abundante de fruto-oligossacarideos (FOS) que sdo considerados prebidticos por atuarem
principalmente no intestino grosso provocando a multiplicacdo e a atividade da microbiota
intestinal (bifidobactérias e lactobacilos), inibindo a proliferacdo de microrganismos patogénicos,
favorecendo a defesa imunolégica (PEDRESCHI et al., 2003).
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H& evidéncias de que os fruto-oligossacarideos favorecam a diminuigdo da concentracao
sérica de glicose e insulina pds-prandial aumentando a viscosidade do contetdo de nutrientes no
intestino delgado, o que retarda a liberacdo da glicose e a ligacdo da glicose com a fibra,
diminuindo, assim, sua disponibilidade para absorcéo e inibicdo da acdo da amilase sobre o
amido. Além disso, estudos mostram que a inulina e FOS presentes no yacon sdo considerados
bons agentes formadores de gel, o que influencia a absor¢do dos carboidratos retardando o
esvaziamento gastrico e/ou diminuindo o tempo de transito no intestino delgado (CABRERA
LLANO; CARDENAS FERRER, 2006; SAAD, 2006).

Além dos FOS, o yacon possui elevada quantidade de compostos fendlicos, como &cido
clorogénico, acido ferdlico e &cido caféico (SIMONOVSKA et al., 2003). Esses compostos estdo
relacionados com a prevencdo de cancer, além de atividade antioxidante e insulinotropica sobre
células-B. O 4acido clorogénico é bastante encontrado no yacon e vem sendo reportado por
modular a atividade da glicose-6-fosfatase hepatica, envolvendo o metabolismo da glicose
(KARTHIKESAN; PARI; MENON, 2010; HEMMERLE et al., 1997).

Outros compostos fendlicos, como os acidos anacardicos, que sdo encontrados no caju
estdo relacionados a protecdo contra danos oxidativos e cancer, (HEMSHEKHAR et al., 2012)
além de estarem associados a propriedades anti-diabéticas, porém ha& poucos estudos que
associam 0s mecanismos de acao a essas propriedades benéficas. Embora os compostos fendlicos
promovam efeitos benéficos a sadde (WILLET, 2011), estes compostos sdo substratos para
enzimas da classe das oxido-redutases. E importante ressaltar que, durante o descascamento, 0
yacon sofre rapido escurecimento, uma vez que essa raiz € rica em polifenoloxidase, enzima que
catalisa a oxigenacdo de compostos fenolicos que, ap6s polimerizacdo, apresentam os tipicos
pigmentos marrons ou pretos, conhecidos da oxidacdo enzimatica de vegetais (VALENTOVA,
ULRICHOVA, 2003). Esse escurecimento prejudica a qualidade do produto pela manifestacio de
odores estranhos (“off flavors™), além de alteracGes indesejaveis na cor, sabor (PADILHA et al.,
2009; HAARD; CHISM, 2000; VALDERRAMA; MARANGONI; CLEMENTE, 2001). Desta
forma, o processamento do yacon sem qualquer tipo de tratamento de inativagao enzimatica leva
a um escurecimento, uma vez que a presenga da enzima polifenoloxidase e de compostos
fendlicos da torna o yacon suscetivel a acdo das enzimas peroxidase (POD) e polifenoloxidase
(PPO).
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Nesse contexto o objetivo geral desse trabalho foi o desenvolvimento de duas bebidas de
frutas tropicais e extrato de yacon, com funcionalidade comprovada através de ensaios in vivo.

Para elaboracdo desta dissertacéo, o trabalho de pesquisa foi dividido em quatro capitulos.
O primeiro capitulo apresenta uma revisdo bibliografica que aborda os principais pontos
envolvidos no trabalho, com destaque para alimentos funcionais e legislacdo, a importancia das
frutas tropicais, o yacon como fonte de oligossacarideos prebioticos, o controle do escurecimento
enzimatico através da inibicdo da enzima polifenoloxidase, os fruto-oligossacarideos e compostos
fendlicos no controle do diabetes, e 0 edulcorante natural estévia.

O segundo capitulo aborda o estudo da enzima polifenoloxidase quanto aos valores de pH
de atividade e estabilidade, sua inativacdo pelo uso de &cido citrico e acido ascorbico, e 0
processamento para obtencdo do extrato de yacon e sua incorporacdo em bebidas funcionais. Para
isso, foi utilizado um planejamento estatistico do tipo DCCR (Delineamento Central Composto
Rotacional), a fim de se determinar a concentracdo dos acidos estudados e o tempo de imersao do
yacon na solucdo 4&cida. Através dos resultados foi possivel estabelecer um processo que
viabilizou a obtencdo de um extrato de yacon com inativacao da enzima PPO e manutencao dos
componentes funcionais, como os FOS.

O terceiro capitulo trata do desenvolvimento de bebidas prebidticas compostas por polpas
de abacaxi, acai, acerola, caja, caju e camu-camu, adicionadas de extrato de yacon (obtido no
capitulo anterior), do tratamento térmico aplicado a essas bebidas, das analises para
caracterizacdo e da selecdo de duas formulages.

O quarto e ultimo capitulo aborda através de estudo in vivo com ratos Wistar, 0s
parametros nutricionais de ganho de peso, consumo da dieta e glicemia, atividade da enzima
antioxidante catalase (CAT) no figado, e a quantificacdo de lactobacilos no material cecal dos
animais tratados com as formula¢Ges desenvolvidas no terceiro capitulo desta dissertacdo. Desta
forma, foi possivel relacionar as bebidas prebidticas a efeitos benéficos na redugdo de glicemia,
atividade antioxidante e favorecimento do desenvolvimento de microrganismos benéficos ao

funcionamento do intestino humano.
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CAPITULO 1: REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Alimentos funcionais e legislacéo

A crescente preocupacdo em aumentar a expectativa de vida da populacéo tem provocado
avangos nos estudos que envolvem alimentos e seus efeitos no organismo humano, buscando
melhorar a qualidade nutricional e de vida das pessoas. Apesar da ideia de que alimentos
poderiam estar relacionados a prevencdo e tratamento de doencas ter surgido h& milénios,
somente na década de 80 o termo “alimento funcional” foi empregado, que, de uma forma geral,
consiste na incorporacdo de determinados ingredientes bioativos, 0s quais o alimento ndo contém
naturalmente, ou contém em pequena quantidade (RAIZEL et al., 2011; PALANCA et al., 2006).

Nos ultimos anos tem-se atribuido aos alimentos, além das finalidades de nutrir e ter apelo
sensorial, uma terceira funcdo, associada a respostas fisioldgicas especificas provocadas por
alguns alimentos, que sdo chamados de alimentos funcionais (ZERAIK et al, 2010).

Dentre estes, destacam-se 0s prebidticos, componentes alimentares ndo digeriveis que
afetam beneficamente o hospedeiro, por estimularem seletivamente a proliferacdo ou atividade de
populacbes de bactérias desejaveis no colon, além de inibir a multiplicacdo de pat6genos,
garantindo beneficios adicionais a saude do hospedeiro (SAAD, 2006).

Os alimentos com alegacéo de propriedades funcionais tém sido regulamentados no Brasil
através das resolucBes n° 16, 17, 18 e 19 de 30 de abril de 1999 (BRASIL, 1999 a, b, c, d),
resolugdo n° 23, de 15 de marco de 2000 (BRASIL, 2000) e resolugdo RDC n° 2 de 2002
(BRASIL, 2002), publicadas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), tratando
desde as diretrizes basicas para analise e comprovacdo destas propriedades até procedimentos
para registro. Segundo Brasil (2002), a alegacdo de propriedade funcional é relativa ao papel
metabdlico ou fisioldgico que o nutriente ou ndo nutriente tem no crescimento, desenvolvimento,
manutencdo e outras fungdes normais do organismo humano. Neste contexto, dentre as 16
alegacOes aprovadas pela ANVISA, destacam-se 0s prebidticos, que devem estar contidos no
alimento em quantidades minimas (1,5 g /porcdo se o alimento for liquido, ou 3 g /por¢éo se o
alimento for sélido) para assegurar que o beneficio ao hospedeiro seja alcancado com a ingestédo
do produto alimenticio.
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1.2 Sucos e frutas tropicais — fontes de antioxidantes naturais

A producao de sucos de frutas é considerada como uma das atividades mais promissoras
na industria alimenticia com grandes possibilidades de crescimento de mercado. Bebidas com
novos sabores e aromas estdo sendo elaboradas em todo o mundo, sendo as bebidas de frutas
mais uma opcao para 0s consumidores e uma tendéncia no mercado internacional (SOUSA,
2006).

Segundo Sousa (2006), apesar da grande variedade de frutas tropicais com sabores
diferenciados apresentando grande potencial mercadoldgico, ainda sdo poucos 0s produtos
comerciais de misturas de frutas tropicais. Esses produtos apresentam uma série de vantagens,
como a combinacdo de diferentes aromas e sabores somados aos componentes nutricionais e
funcionais.

No mercado de sucos e néctares industrializados, um novo segmento que esta se
expandindo é o de bebidas mistas de frutas (blends), que comp&em uma boa fonte nutricional de
algumas vitaminas, minerais e carboidratos soltveis, de forma que algumas frutas possuem teor
mais elevado de um ou de outro nutriente, € com o desenvolvimento de “blends” ocorre uma
compensacdo, produzindo sucos e néctares com alto valor nutritivo. Além disso, o
desenvolvimento de bebidas mistas possibilita a obtencdo de novos sabores, cores, texturas e o
incremento de componentes nutricionais (MORZELLE et al., 2010).

Dentre os compostos bioativos presentes em frutas tropicais, destaca-se a presenca de
compostos secundarios de natureza fenolica, denominados polifendis. Indmeros estudos
realizados com estes compostos demonstram a capacidade de sequestrar radicais livres (atividade
antioxidante) e seus efeitos na prevencdo de enfermidades cardiovasculares, circulatérias, no
diabetes e no mal de Alzheimer (KUSKOSKI et al., 2006). Além de compostos fendlicos, 0s
carotenoides, assim como o0 acido ascorbico (vitamina C), também apresentam capacidade
antioxidante, que atuam inibindo e/ou diminuindo os efeitos desencadeados pelos radicais livres.

Diversos estudos apontam o agai, o camu-camu e a acerola (RUFINO et al., 2010;
RUFINO et al., 2009; ROSSO et al., 2008) como frutas tropicais com elevada concentragdo de
acido ascoérbico: 84 + 10 mg /100 g (acai); 1882 + 43,2 mg /100 g (camu-camu); 1357 + 9,5 mg
/100 g (acerola) e compostos fenolicos: 3268 + 527 mg GAE/100 g (agai); 11,615 + 384 mg
GAE/100 g (camu-camu); 10,280 = 77,7 mg GAE/100 g (acerola); e o caja como rico em
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carotenoides (0,7 £ 0,0 mg /100g de polpa). Rufino et al. (2010) encontraram cerca de 190 mg
/100 g de vitamina C no peddnculo de caju. Desta forma, sdo frutas promissoras para a
elaboracdo de bebidas mistas com apelo funcional, devido a sua elevada concentracdo de
antioxidantes naturais.

O abacaxi destaca-se entre os sucos de frutas tropicais principalmente pelas suas
caracteristicas sensoriais (BORGES et al., 2004).

1.2.1 Abacaxi

O abacaxi (Ananas comosus L. Merri) é uma espécie proveniente de regides tropicais e
subtropicais, sendo bastante apreciado em todo o0 mundo (GOMES et al., 2009) devido as suas
atraentes caracteristicas sensoriais de sabor, acidez, dogura e cor e nutricionais: é fonte de
vitamina C (47,8 g /100g), rico em manganés (0,927 mg/100g) e possui fibras (1,4 g/100g) que
ajudam a regular o funcionamento intestinal e eliminar toxinas do organismo (MORAES, 2007,
RAMALLO; MASCHERONI, 2012). O Brasil destaca-se por ser o0 maior produtor de abacaxi da
América do Sul (GOMES et al., 2009), em 2012 produziu 3.176.593 t de abacaxi, e é
reconhecido mundialmente pela expansdo da sua producdo e pelo seu potencial de exportacdo
(USDA, 2014; IBGE, 2013).

1.2.2 Acai

O acai (Euterpe oleracea Mart.) é um fruto tipico da regido amazonica que tem se
destacado nos Gltimos anos por seus beneficios a saude associados a sua composic¢do fitoquimica
e & capacidade antioxidante (PORTINHO et al., 2012). E rico em antocianinas, podendo
apresentar 111 mg /100 g de polpa (RUFINO et al., 2010), que sdo responsaveis pela cor do fruto
e possuem fungdo antioxidante, com acdo antimutagénica e anticarcinogénica, além de efeitos
antibacteriano, antiviral, antiinflamatorio, antialérgico, antitrombotico e vasodilatador (POMPEU
et al., 2009). E uma importante fonte de lipidios, proteinas, fibras, minerais (Mn, Cu, Cr, B) e
vitaminas (SANTOS et al., 2008).



25

1.2.3 Acerola

A acerola é uma fruta exotica que se destaca por ser uma abundante fonte de vitamina C,
possuindo cerca de 1300 mg /100 g de polpa (CARPENTIERI-PIPOLO et al., 2000), ou seja, 100
vezes mais vitamina C que a laranja e o liméo, 20 vezes mais que a goiaba e 10 vezes mais que 0
caju e a amora. Em virtude de tal caracteristica, é conferido a essa fruta um imensuréavel valor
farmacologico e alimenticio, por sua importancia como alimento e por consistir em uma
alternativa de fonte de vitamina C a baixo custo. E bastante cultivada na regi&o Nordeste, devido
as condicdes de solo e clima favoraveis, sendo, portanto uma fruta de grande importancia
econdmica para os Estados de Pernambuco, Ceard, Bahia, Paraiba e Rio Grande do Norte
(SILVA; TASSARA, 2005).

1.2.4 Caja

O caja (Spondias mombin L.) € uma fruta cultivada no Nordeste do Brasil, especialmente
no periodo chuvoso. E consumido principalmente in natura e na forma de polpa, dependendo da
regido do pais. Apresenta alto valor nutricional devido a presenca de carboidratos, proteinas,
lipidios, fibras, célcio, ferro, fésforo, vitamina A, vitamina C [cerca de 26,50 mg /100 g de polpa,
segundo Rufino et al. (2010)], tiamina, riboflavina, niacina e pigmentos carotenoides (0,7 mg
/100 g de polpa) em sua composicdo, sendo este Ultimo de elevada importancia, pois sao
pigmentos precursores da vitamina A (CARVALHO et al.,, 2013; RUFINO et al., 2010;
REBOUGCAS NETO, 2007).

1.2.5 Caju

O cajueiro (Anacardium occidentale L.) é uma planta tropical, nativa do Brasil, dispersa
em quase todo territorio brasileiro. A Regido Nordeste é a principal responsavel pela produgéo
nacional, sendo os Estados do Ceara, Rio Grande do Norte, Piaui e Pard os principais produtores
de caju em 2011 (ADECE, 2013).

O Ceara ocupou a 4° posicdo no ranking dos principais Estados produtores de frutas do
Brasil em 2011, destacando-se como o Estado que mais produziu caju (ADECE, 2013).
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O caju possui notavel interesse nutricional e econdmico. E bastante conhecido pela
qualidade de sua castanha e pela riqueza em vitamina C, apresentando cerca de 190 mg /100 g de
polpa (RUFINO et al., 2010) de seu pedunculo avolumado, o qual corresponde a polpa
comestivel (CARVALHO et al., 2011).

Destaca-se dentre as diversas frutas tropicais que possuem potencial para aproveitamento
agroindustrial na composi¢do de bebidas funcionais, fabricagdo de doces, frutas secas e

cristalizadas, sucos, bebidas destiladas e fermentadas (PAIVA et al., 2000).

1.2.6 Camu-camu

O camu-camu é uma espécie nativa da Amazonia, tipicamente silvestre, com um alto
potencial econémico capaz de torna-lo tdo importantes quantas outras frutiferas da regido, como
0 acai e o cupuacu. O fruto apresenta elevado valor nutritivo, em especial, possui uma altissima
concentracdo de &cido ascorbico, chegando a ter mais vitamina C (1882 mg /100 g de polpa) do
que a acerola (SILVA; TASSARA, 2005; RUFINO et al, 2010).

1.3 Yacon — fonte de oligossacarideos prebidticos

O yacon [Smallanthus sonchifolius (Poepp. & Endl.) H. Robinson] é uma planta de origem
andina, comumente utilizado como alimento na América do Sul, sendo introduzida no Brasil na
década de 90 (OJANSIVU et al., 2011). A Figura 1 mostra que o cultivo do yacon ainda é mais
presente na América do Sul, porém ha registro de cultivo na Asia e cultivos em pequena escala ja

relatados na literatura em outras regides.
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Figura 1 — Cultivo do yacon em diversas partes do mundo. Adaptado de Ojansivu et al. (2011)

@ Cultivo de yacon confirmada )

@ Cultivo em pequena escala (citacdo na literatura)

O yacon possui sabor semelhante ao de frutas como meldo, com polpa levemente
amarelada, devido a presenca de carotenoides, além de possuir textura crocante e aquosa. Tais
caracteristicas tornam versatil a utilizacdo do yacon na alimentacdo, com facil incorporacdo em
bebidas. Apesar de o yacon ser comumente consumido in natura, diversos produtos tém sido
desenvolvidos com o intuito de explorar as potencialidades desse alimento, devido,
principalmente, apresentar elevadas concentracdes de fruto-oligossacarideos (FOS) (OLIVEIRA
et al., 2009).

O cultivo e consumo do yacon apresenta franca expansdo devido a diversos fatores, como:
praticas agricolas (a planta é altamente adaptavel a diversos climas e solos), econémico (exige
poucos cuidados no plantio e possui alta produtividade) e sensorial (apresenta raiz suculenta,
textura crocante e sabor levemente adocicado, semelhante ao da pera) (SANTANA; CARDOSO,
2008). Esse fato justifica os trabalhos desenvolvidos recentemente no Brasil com yacon, com
destaque para: doce de goiaba vermelha e yacon (desidratados osmoticamente) e acerola
(VENTURA, 2004), aplicagdo de farinha de yacon em produtos a base de cereais, como bolo
inglés, biscoito tipo “champurrada” e snacks a base de arroz (MARANGONI, 2007), farinha de
yacon e inulina como ingredientes na formulacéo de bolo de chocolate (MOSCATTO et al.,
2004), massa alimenticia a base de extrato em po, farinha de yacon e farinha de arroz
(GONCALVES, 2010), bebida funcional de péssego a base de yacon (SILVA, 2004) entre outros.
No entanto, o foco destes trabalhos € apenas o desenvolvimento da tecnologia, e ndo a verificagdo

de sua funcionalidade in vivo, fato este que compromete a aplicagdo e validagdo da tecnologia
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gerada com foco em produtos que realmente tragam beneficios a satde, pela auséncia de dados
que comprovem a sua eficiéncia e seu efeito benéfico no metabolismo humano (SILVA, 2004).

O Japdo, considerado um dos pioneiros no uso desta raiz, vem desenvolvendo produtos de
panificacdo, bebidas fermentadas, pd ou polpa liofilizada, picles entre outros (TEIXEIRA et al.,
2009). A industrializacdo do yacon, na forma de bebida mista, sucos mistos ou néctares, é de
facil consumo podendo ser incorporado a dieta do diabético e da populacdo em geral.

Além dos fatores socioecondmicos e sensoriais, outros fatores importantes para utilizagdo
de FOS com sucesso na inddstria de alimentos se devem a propriedades tecnolégicas como,
resisténcia aos processos térmicos (pasteurizacao), sdo considerados isentos de calorias (1 a 1,5
Kcal/g), ndo sdo cariogénicos, ndo cristalizam, ndo precipitam e nem deixam sabor residual
(MOLIS et al., 1996; YUN, 1996).

Como citado anteriormente, o yacon vem sendo estudado como ‘“‘alimento funcional”
devido principalmente a sua elevada concentracdo de fruto-oligossacarideos, que sdo encontrados
naturalmente em diversas plantas, mas em concentraces menores se comparadas as da raiz de
yacon (FERNANDEZ et al., 2013).

Diferentemente da maioria das raizes que armazenam carboidratos na forma de amido, o
yacon os armazena na forma de frutanos. Os 6rgdos subterraneos do yacon contém de 60 a 70%
(em matéria seca) de frutanos do tipo inulina com grau de polimerizacdo (GP) méaximo de 12
(VILHENA et al., 2000; ZARDINI, 1991).

Os frutanos do tipo inulina sdo oligo e polissacarideos constituidos por uma molécula de
sacarose, a qual se unem residuos de frutose por ligacdes glicosidicas p (2—1), com estrutura
baseada no composto 1-cestose (QUINTEROS, 2000). Dentro dos frutanos do tipo inulina estdo
dois grupos gerais de materiais, inulina e seus subconjuntos oligofrutose e fruto-oligossacarideos
(FOS) (CARABIN; FLAMM, 1999).

Os FOS sdo capazes de resistir @ acdo das enzimas hidroliticas da saliva e da parte
superior do trato gastrointestinal humano. Quando consumidos, chegam ao c6lon sem alteracdes
significativas em sua estrutura, pois ao chegarem ao intestino delgado se transformam em um gel,
dificultando a absor¢do da glicose e reduzindo sua concentracdo sanguinea (COUDRAY et al.,
2006; REIS et al., 2006; TEIXEIRA et al., 2009). Por esta razdo, eles ttm um baixo valor
caldrico. Os beneficios dos FOS estdo relacionados a alivios de constipacéo, e reducdo dos niveis
de lipidos e glicose em animais e individuos diabéticos. Os FOS do yacon sé&o seletivamente
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fermentados no célon por bactérias benéficas que compdem parte da microbiota intestinal,
especialmente as dos géneros Bifidus e Lactobacillus (GENTA et al., 2009), com produgéo de
acidos graxos de cadeia curta (AGCC) como 0 acetato, propionato e butirato, além de acido
lactico, dioxido de carbono e hidrogénio (ROBERFROID, 1993; LUO et al., 1996).

Frutanos do tipo inulina, a inulina e FOS tém sido estudados como oligossacarideos
prebioticos ndo digeriveis por modularem a composigdo e a atividade metabdlica da microbiota
intestinal favorecendo o crescimento de bactérias bifidogénicas, ao passo que reduzem a
proliferacdo de microrganismos patdgenos para o hospedeiro (CHARALAMPOPOULOS;
RASTALL, 2012).

Os fruto-oligossacarideos presentes no yacon sdo apontados como eficientes na
modulacdo da sindrome metabdlica, fator de predisposicdo no desenvolvimento de diabetes
mellitus tipo 2 e dislipidemias. Isso se deve a forma como tal carboidrato € absorvido, pois
diferente da maioria dos carboidratos que sdo absorvidos na forma de glicose, os FOS, devido a
presenga das ligagdes B (2—1) e a auséncia de enzimas capazes de quebrar essas ligagdes em
humanos, resistem a hidrélise das enzimas digestivas sendo fermentados no colon até produzir
acidos graxos de cadeia curta que ndo elevam a concentracdo de glicose no sangue (GRAEFE et
al., 2004; VALENTOVA et al., 2008; TEIXEIRA et al., 2009).

O consumo de FOS também pode elevar a absor¢do de minerais como magnésio, fésforo
e célcio e, consequentemente, promovem a mineralizagdo 6ssea. S&o capazes também de reduzir
a inflamacdo decorrente da deficiéncia de magnésio, além de auxiliar na reducdo da pressdo
arterial em individuos hipertensos. Isso ocorre devido a sua forma de absor¢do que reduz a
demanda de insulina evitando, dessa maneira, a hiperinsulinemia que, quando presente, ativa o
sistema nervoso autdbnomo e age no hipotalamo aumentando sua atividade. Este fato prejudica a
elasticidade vascular e eleva a absorcdo renal de sodio, o que contribui para a hipertenséo
(PASSOS; PARK, 2003; TEIXEIRA et al., 2009).
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1.4 Fruto-oligossacarideos e compostos fendlicos no controle do diabetes

1.4.1. Fruto-oligossacarideos (FOS)

Os efeitos fisioldgicos das fibras na dieta, bem como de suas propriedades fisicas
inerentes ao alimento, tém sido foco de atencdo na prevengdo do diabetes mellitus tipo 2. O
diabetes mellitus pode ser definido como uma desordem metabdlica de multiplas etiologias,
caracterizada por um estado de hiperglicemia crénica com consequentes alteracbes no
metabolismo de carboidratos, lipideos e proteinas, os quais resultam de defeitos na secrecdo e, em
geral, na agdo da insulina (MELLO; LAAKSONEN, 2009).

Os FOS podem ser usados de forma segura por individuos diabéticos por serem menos
caldricos que a sacarose e fornecerem de 30% - 50% da docura da sacarose. Eles tém solubilidade
maior que a sacarose, ndo cristalizam, ndo precipitam, nem deixam sensagdo de boca seca ou
areia na boca. Os FOS néo séo degradados durante a maioria dos processos de aquecimento, mas
podem ser hidrolisados em frutose em condi¢des muito acidas e em condicdes de exposicao
prolongada de determinados bindmios tempo/temperatura (PASSOS; PARK, 2003).

O diabetes esta se tornando a epidemia do século e j& afeta cerca de 246 milhdes de
pessoas em todo o0 mundo. Até 2025, a previsdo é que existirdo aproximadamente 380 milhdes de
individuos diabéticos, valor este que é impulsionado pelo estilo de vida sedentéario, o consumo de
dietas de alto contetdo energético, a obesidade e os fatores genéticos (MINISTERIO DA
SAUDE, 2012). No Brasil, de acordo com o Vigitel (2011) (Vigilancia de Fatores de Risco e
Protecdo para Doencas Cronicas por Inquérito Telefonico), a ocorréncia média de diabetes na
populacdo adulta (acima de 18 anos) é de 5,6%, 0 que representa cerca de 10.779.06 de pessoas
que confirmaram ser portadoras da doenca. Porém, a prevaléncia aumenta com a idade, chegando
a atingir cerca de 21,6% da populagdo com idade superior a 65 anos.

A doenca € caracterizada por niveis elevados de glicose sanguinea (126 mg/dL em glicose
de jejum), resultantes da deficiéncia na secrecdo e/ou agdo da insulina, o que leva a
anormalidades no metabolismo de carboidratos, lipidios e proteinas, com complica¢Bes agudas e
crbnicas, como a cetoacidose, coma, macro e microangiopatia, retinopatia, nefropatia, neuropatia,
infeccOes recorrentes, Ulceras nas extremidades inferiores e amputacfes. A hiperglicemia é
marcada pela poliuria, polidipsia, perda de peso, polifagia e visdo turva (AMERICAN
DIABETES ASSOCIATION, 2008; SACKS et al., 2002; COSTA et al., 2006). Estas
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complicagdes séo as principais causas de mortalidade em pacientes diabéticos e estdo associadas
a hiperglicemia e a formac&o de proteinas glicadas (JENKINS et al., 2002).

Para reducéo dos fatores de risco para o diabetes, a ingestdo de fibras alimentares pode ser
uma alternativa (LAIRON et al.,, 2005). Estudos experimentais tém examinado os efeitos
fisiologicos de vérios tipos de fibras e os efeitos relatados variam desde a modulacdo da
morfologia e funcdo gastrointestinal até alteragBes no metabolismo de nutrientes e aumento das
respostas imunoldgicas. Alguns destes efeitos resultam das a¢fes mecanicas das fibras no trato
gastrointestinal, outros derivam da interacdo das fibras com a agua, minerais e compostos
organicos no quimo intestinal. Muitos efeitos adicionais s&o consequéncia da fermentagédo dessas
fibras no colon por bifidobactérias e lactobacilos, que influenciam na ecologia intestinal e geram
produtos finais fisiologicamente ativos (AACC, 2001), como os acidos graxos de cadeia curta
(acetato, propionato e butirato, lactato, sucinato, piruvato, entre outros), que aumentam a
tolerancia a glicose na refeicdo posterior (GENTA et al., 2009). A fermentacdo da inulina e dos
fruto-oligossarideos produz altos niveis de &cido latico, o que reduz expressivamente, o pH do
colon (DE SCHRIJVER, 1996; ROBERFROID, 1993), desfavorecendo o crescimento de
microrganismos patdgenos.

Baseado em evidéncias epidemioldgicas, certos tipo de fibras alimentares tém
demonstrado serem capazes de aumentar o bolo fecal, a motilidade gastrointestinal e a saciedade,
impedir o desenvolvimento do diabetes mellitus bem como reduzir valores de glicemia e
insulinemia pos-prandial (SILVA et al., 2003), e em consequéncia, a resposta insulinica.
Melhoram também a tolerancia a glicose e o perfil lipidico (LOCK et al., 2005), o que favorece o
controle do diabetes por meio do controle do peso corporal, reduzindo o risco de complicacdes da
doenca (LIU et al., 2003).

O uso medicinal da yacon tem aumentado devido a propriedade hipoglicemiante relatada
nesta planta (CORREA et al., 2009), relacionada ao FOS. Além desta propriedade, tém sido
relacionados outros efeitos benéficos da raiz na saide humana, que seriam a ndo-cariogenicidade,
o reduzido valor energetico, a reducdo de lipidios no sangue, 0 aumento da absor¢do de minerais
como calcio, magnesio e ferro e a inibicdo dos estigios iniciais do cancer de colon
(QUINTEROS, 2000; VANINI et al., 2009; SILVA et al., 2004).

Na literatura podem ser encontrados estudos que demonstram o efeito hipoglicemiante

dos fruto-oligossacarideos do yacon em ratos induzidos ao diabetes (OLIVEIRA et al., 2009) no
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envolvimento no controle do indice glicémico em jovens universitarios (TEIXEIRA et al., 2009),
e em mulheres saudaveis (SILVA et al., 2006).

Figura 2 — Estrutura quimica dos principais frutooligossacarideos: 1-kestose (A), nistose (B) e
frutofuranosil nistose (C). Fonte: Fortes & Muniz (2009).

1.4.2. Compostos fenolicos

Estudos mostram que os antioxidantes oriundos de alimentos podem estar relacionados
com a prevencdo de diversas patologias, incluindo diferentes tipos de cancer, doencas
cardiovasculares e neurologicas, e doencas relacionadas com o envelhecimento (WILLET, 2011).
Além de possuir vitaminas A, C e E, os alimentos de origem vegetal também apresentam em sua
composic¢do carotenoides e compostos fenolicos, como os flavonoides. (TABART et al., 2009).
Os fitoquimicos estdo relacionados com a prevencdo de cancer, doencas cardiacas, diabetes e alta
pressdo sanguinea, além de atividade antioxidante e insulinotropica sobre células-p (CRAIG,
1999; KARTHIKESAN; PARI; MENON, 2010). O &cido clorogénico é um composto fendlico
bastante encontrado em vegetais (MATTILA; KUMPULAINEN, 2002), como o yacon, que vem
sendo reportado por modular a atividade da glicose-6-fosfatase hepatica, envolvendo o
metabolismo da glicose (HEMMERLE et al., 1997).

Os efeitos antidiabéticos do extrato da raiz yacon em ratos diabéticos induzidos por
estreptozotocina (STZ) foram atribuidos a sua atividade antioxidante e compostos fendlicos,
como o acido clorogénico (PARK et al., 2009). Genta et al. (2009) relataram que a ingestdo
diéria de xarope de yacon pode auxiliar na reducdo de peso corporal, circunferéncia da cintura e

no indice de massa corporal, sugerindo que o yacon é uma alternativa para o tratamento da
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obesidade. Além disso, foram relatados efeitos benéficos sobre a resisténcia a insulina e os niveis
de LDL-colesterol sérico, sugerindo um efeito na sindrome metabdlica e diabetes, sendo a
maioria dos efeitos benéficos do consumo de yacon atribuidos ao contetdo de compostos
fenolicos, antioxidantes e prebidticos (FOS). (CAMPOS et al., 2012).

Os é&cidos anacardicos também sdo classificados como compostos fenolicos. Séo
encontrados no caju e possuem valor medicinal relacionado a protecéo contra danos oxidativos e
cancer. (HEMSHEKHAR et al., 2012). Esses compostos também estdo associados a propriedades
anti-diabéticas, sendo associados a efeitos sobre a captacdo de glicose nas células do musculo
esquelético, possivelmente através da ativacdo da adenosina-monofosfato de proteina quinase —
AMPK (TEDONG et al., 2010; ARION et al., 1998), porém hé poucos estudos que associam 0s
mecanismos de acdo a essas propriedades benéficas. Brito et al., 2007 e Trevisan et al., 2006)
mostraram que polifendis e flavonoides tém acdo antioxidante, e Salam et al., (2008) mostrou que
alguns flavondides isolados a partir de plantas podem atuar como agentes anti-diabéticos pela
acao seletiva nos receptores ativados pelo proliferador de peroxissomo gama (PPAR-y), um
receptor nuclear que desempenha um papel essencial na resisténcia a insulina e sindrome
metabolica (ABDULLAHI; OLATUNJI, 2010).

1.5 Tratamento &cido para inibicdo da polifenoloxidase do yacon

O escurecimento enzimatico esta associado a a¢do das enzimas polifenoloxidase (PPO) e
peroxidase (POD), que utilizam compostos fendlicos como substratos e podem promover
alteracOes indesejaveis na cor, sabor e aroma dos vegetais (VALDERRAMA; MARANGONI;
CLEMENTE, 2001).

O yacon contém quantidades consideraveis da enzima polifenoloxidase, a qual catalisa a
oxigenacdo de compostos fendlicos a quinonas, que apds polimerizacdo apresentam pigmentos
marrons ou pretos, caracterizando a oxidacdo enzimatica de frutas e hortalicas (escurecimento
enzimético). A figura 3 ilustra as reages catalisadas pela PPO envolvidas no escurecimento

enzimatico.
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Figura 3 — ReacOes catalisadas pela PPO e formacdo de compostos escuros (melaninas).
Adaptado de Santos (2009).
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Durante as etapas de corte e descascamento no processamento do yacon, as membranas
das células sd@o rompidas e os polifendis e taninos tornam-se disponiveis para reagir com outros
componentes celulares, 0 que pode provocar essa oxidacdo enzimatica, tornando a superficie
recém-cortada rapidamente escura quando exposta ao ar, causando danos a sua aparéncia e a de
seus produtos (CHISARI; BARBAGALLO; SPAGNA, 2007; MDLULI, 2005; VALENTOVA;
ULRICHOVA, 2003).

O controle do escurecimento enzimatico torna-se necessario nessas etapas do
processamento e é geralmente limitado a inibicdo da enzima, pois inativando as enzimas
polifenoloxidase e peroxidase, responsaveis pela reacdo de escurecimento, (CABELLO, 2005)
evita-se a oxidacdo dos fenodlicos. Dentre os métodos propostos para a prevencdo da oxidagéo,
estdo: a desidratacdo, 0 armazenamento a baixas temperaturas, o tratamento térmico, a eliminagéo
do oxigénio do meio, a retirada de oxigénio do meio com controle de luminosidade utilizando
embalagens adequadas, a utilizacdo de antioxidantes como bissulfito de sodio, acido ascoérbico,
acido citrico, butil-hidroxianisol (BHA), butil-hidroxitolueno (BHT), tocoferdis e EDTA, entre
outros, (LUPETTI et al., 2005; OZOGLU; BAYINDIRLI, 2002) sendo, entre os métodos de

inativagdo enzimatica, um dos mais indicados e utilizados, o tratamento térmico.
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Contudo, Vendrell-Pascuas, Castellote-Bargallo, Lopez-Sabater (2000) mencionam que a
inulina pura é praticamente insolivel em &gua fria, mas facilmente solGvel em &gua quente.
Assim, o tratamento do yacon com elevadas temperaturas torna-se inviavel, pois acarretaria na
perda dos constituintes funcionais do yacon, diminuindo o seu potencial como ingrediente
funcional, enquanto que a utilizacdo de &cidos organicos € um método vidvel, sendo a
concentracdo do &cido (pH da solugdo de imersdo) e o tempo de imersdo dois pontos criticos a

serem controlados para evitar a perda de fruto-oligossacarideos por hidrdlise acida.

1.6 Estévia (Stevia rebaudiana Bertoni)

A estévia é um edulcorante natural que possui sabor doce, seguido de um sabor amargo
residual (aftertaste), porém, dentre os edulcorantes naturais se destaca por possuir poder adocante
cerca de 150 a 300 vezes maior do que o da sacarose, e pela sua estabilidade frente ao calor e a
uma ampla faixa de pH, caracteristicas que propiciam sua aplicacdo na industria alimenticia
(GOTO; CLEMENTE, 1998; PARPINELLO et al., 2001).

Além dessas vantagens, a estévia ndo é calorica, possui acdo anticariogénica, e nao é
metabolizada pelo organismo humano, o que torna esse edulcorante interessante do ponto de vista
alimentar, pois pode ser utilizado por pessoas diabéticas e obesas (REZENDE et al., 2004;
GEUNS, 2003).

Estudos mostram que a estévia é capaz de regular a deficiéncia insulinica em ratos (CHEN et
al., 2005) e pode reduzir a glicose no sangue em pacientes com diabetes tipo 2, indicando efeitos
benéficos no metabolismo da glicose (GREGERSEN et al., 2004). Jeppesen et al. (2002) tratou
ratos diabéticos Goto-Kakizaki e Wistar com estévia e afirmou que este edulcorante possui agao
anti-hiperglicémica e insulinotrdpica, sendo uma terapia promissora no tratamento da diabetes

tipo 2.
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CAPITULO 2: PROCESSAMENTO DO YACON COM MANUTENCAO DAS SUAS
PROPRIEDADES NUTRICIONAIS E INATIVACAO DAS ENZIMAS DE
ESCURECIMENTO

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do tratamento das raizes de yacon com os acidos
citrico e ascorbico, visando inativacdo da atividade da enzima polifenoloxidase (PPO), com
minima alteracdo nos teores de fruto-oligossacarideos (FOS). Observou-se que o tratamento do
yacon com o0s acidos ascorbico e citrico foi eficaz na inativacdo da enzima PPO, sendo as
condicBes 6timas: concentracdo de &cido ascorbico de 4,6% com tempo de imersdo de 2 minutos;
ou concentracdo de &cido citrico de 2,4% durante 9 minutos. Além disso, os tratamentos nao
diminuiram expressivamente os teores de FOS, tornando viavel a inativacdo enzimatica da PPO
do yacon com A&cido citrico e ascorbico, nas concentracdes e tempos determinados pelos

resultados do planejamento experimental.

Palavras-chave: yacon, polifenoloxidase, escurecimento enzimatico, acido citrico, acido

ascorbico, fruto-oligossacarideos.
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ABSTRACT

The aim of this study was evaluate the effect of yacon roots treatment with two organic acids
(citric and ascorbic acids), targeting inactivation of polyphenol oxidase (PPO) activity, with
minimal change in fructo-oligosaccharides (FOS) levels. The yacon treatment with ascorbic and
citric acids was effective in PPO inactivation and the optimal conditions were: the concentration
range of 4.25 — 4.6% for ascorbic acid with soak time of 1 to 2 minutes; or citric acid
concentration of 2.4 to 4% for 8.5 — 9 minutes. Furthermore, the treatments did not significantly
decreased the FOS levels, making feasible the enzymatic inactivation of yacon PPO with citric
acid and ascorbic acid at concentrations and times determined by the results of the experimental

design.

Keywords: yacon, polyphenoloxidase enzymatic browning, citric acid, ascorbic acid, fructo-

oligosaccharides.
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2.1 INTRODUCAO

O yacon (Smallanthus sonchifolius) € uma raiz nativa dos Andes, da familia Asteraceae,
cujo cultivo tem se expandido a outros paises, inclusive o Brasil. O interesse nessa raiz € devido
ao seu elevado teor de fruto-oligossacarideos, que sdo capazes de estimular o desenvolvimento de
bactérias benéficas no intestino humano, como bifidobactérias e lactobacilos (SANTANA;
CARDOSO, 2008; GRAEFE et al, 2004). O contetudo de fruto-oligossacarideos na raiz tuberosa
é de aproximadamente 60-70% em base seca (PEDRESCHI et al., 2003), sendo considerado
como um dos alimentos com mais elevados teores destes componentes (FERNANDEZ et al.,
2013).

Além disso, 0 yacon apresenta caracteristicas sensoriais apreciadas (sabor doce e textura
crocante, semelhantes a pera e ao meldo), com facilidade de incorporacdo em produtos
alimenticios, principalmente bebidas. Devido a essa semelhanca, nos mercados locais andinos o
yacon é exposto junto as macds e outras frutas, em vez de serem dispostos junto as raizes e
tubérculos (VALENTOVA; ULRICHOVA, 2003).

As raizes do yacon também contém quantidades expressivas de compostos fendlicos
(variando de 7,9 — 30,8 mg de CAE/g em matéria seca), com predominancia do acido clorogénico
(CAMPOS et al., 2012; LACHMAN et al., 2003; YAN et al., 1999) e derivados do &cido caféico
(TAKENAKA et al., 2003). Estes compostos tém reconhecida importancia para a saide humana
por atuarem como antioxidantes naturais, protegendo as membranas celulares contra danos
oxidativos e suas consequéncias nas doencas cardiovasculares e no cancer. Portanto, deve-se
evitar a oxidacdo dos compostos fendlicos no yacon para manter o valor funcional das raizes.
Porém, devido ao seu elevado conteudo de enzimas da classe das polifenolxidases, apds
descasque e corte, a raiz de yacon se caracteriza por se deteriorar facilmente e pelo réapido
escurecimento do suco e de seus tecidos (NEVES; SILVA, 2007) durante o processamento e/ou
armazenamento (LACHMAN et al., 2004).

A polifenoloxidase (PPO) é uma enzima que provoca escurecimento enzimatico em
vegetais e derivados, e € um dos maiores problemas que ocorrem durante 0 processamento de
frutas e hortalicas (YEMENICIOGLU; CEMEROGLU, 2003). O escurecimento rapido da raiz é
causado em presenca da polifenoloxidase, substratos fenolicos e oxigénio, em que a PPO catalisa

a oxidacao dos compostos fenolicos a quinonas, as quais sao rapidamente condensadas, formando
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complexos pigmentos de coloragdo marrom, denominados de melaninas. Esse escurecimento
ocorre de forma répida e intensa, acarretando perdas econdmicas consideraveis, além da
diminuicdo do valor nutritivo, e alteracfes indesejaveis no sabor e na aparéncia (LUPETTI et al,
2005; ARAUJO, 2008).

A utilizacdo de métodos de inativagdo enzimatica de baixo custo e que possibilitem a
obtencdo de extrato de yacon com apreciaveis caracteristicas sensoriais e manutencdo dos seus
componentes funcionais (FOS) torna-se essencial para viabilizar a incorporacéo desse extrato em
bebidas. O controle do escurecimento enzimatico pode ser feito através de métodos fisicos ou
quimicos de conservacdo de alimentos como, utilizacdo de calor, sulfitos, ou adi¢do de acidos
(ARAUJO, 2008), aplicados sob banho de imersdo, porém, a solubilidade dos FOS aumenta
drasticamente com uso de temperaturas elevadas (SILVA, 1996), acarretando a perda desses
componentes para a agua do banho, que é descartada, e 0 uso do sulfito, por sua vez, tem sido
alvo de muitas criticas, tornando sua aplicacdo cada vez mais limitada.

Foram reportados na literatura estudos do efeito da temperatura na inativagdo da PPO em
vegetais, considerando temperaturas que variaram de 0 — 80 °C. Aydemir (2004), Ni Eidhin;
Murphy; O'beirne (2006) e Rapeanu et al. (2006) verificaram que as temperaturas na faixa de 70
— 80 °C foram eficientes na reducdo da atividade da polifenoloxidase (tendo atividade residual
variando de 10 — 20%), evidenciando que sdo necessarias altas temperaturas para a inibicdo
satisfatOtia dessa enzima, indicando que o tratamento térmico ndo é o mais adequado quando se
tem FOS na composi¢do do produto, e quando ha interesse na manutencdo dos teores desses
compostos. Isso ocorre porque, conforme mencionado anteriormente, os fruto-oligossacarideos
sdo acucares sollveis em &gua, e sua solubilidade aumenta de acordo com o aumento da
temperatura. Desta forma, a imersdo deste material em agua em temperaturas elevadas,
necessarias para a invativagdo enzimatica, ocasionaria uma migracdo destes compostos para a
agua, que seria entdo, descartada.

A utilizag&o de acidos organicos torna-se entdo uma etapa essencial para o processamento
desta raiz, sendo o tempo e a concentracdo do &cido considerados pontos criticos, pois em
concentragdes muito elevadas (pH muito baixo) e por tempo muito prolongado podem ocorrer
grandes perdas nos teores de FOS devido a hidrolise acida desse carboidrato (PASSOS; PARK,
2003). Devido a este fato, e importante aliar condi¢cbes de processamento acido com uso de

tempos relativamente curtos, porém que sejam eficientes para o controle do escurecimento
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enzimético do yacon. A definicdo de condicbes de processamento podem ser melhor obtidas
através de planejamento de experimental, baseado nos fundamentos estatisticos. Isso torna-se
uma ferramenta poderosa para se chegar as condicGes otimizadas de um processo e avaliar 0s
efeitos ou impactos que os fatores tém nas respostas desejadas (RODRIGUEZ; IEMMA, 2005).
Desta forma, avaliar o emprego de dois acidos orgéanicos (acido ascorbico e &cido citrico)
para inibicdo do escurecimento enziméatico do yacon consiste em uma etapa fundamental para
garantir sua incorporacdo, sem alteracdo na qualidade do produto final, em diversos produtos
alimenticios com apelo funcional, como as bebidas prebidticas, atendendo assim as necessidades

de um mercado avido por produtos inovadores e versateis na area de alimentos funcionais.
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2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Matéria-prima

As raizes de yacon (Smallanthus sonchifolius) in natura foram adquiridas no comércio

local de Fortaleza — CE.

2.2.2 Obtencéo do extrato enzimatico aquoso de yacon

Para obtencdo do extrato de yacon, 100 g da raiz tuberosa foram descascadas e a porcao
comestivel foi triturada em liquidificador doméstico por 60 segundos com adi¢do de 100 mL de
agua destilada e, posteriormente, a mistura foi filtrada em papel Whatman n° 1. O conteido
filtrado foi utilizado na determinacdo da atividade e caracterizagcdo enzimatica da PPO em

diferentes valores de pH.

2.2.3 Determinacéo da atividade enzimética

A atividade da PPO no extrato foi determinada como descrito por Paz (2010) com
modificacdes. Adicionou-se 0,1 mL do extrato enzimatico aquoso de yacon a 2,9 mL de catecol
0,01 M em tampéo fosfato 0,1 M, pH 6,0. Ap6s 15 segundos da reacdo, a absorbancia foi lida em
espectrofotébmetro a 420 nm, a temperatura de 25 °C. O tubo branco foi preparado com a mistura
de 2,9 mL de catecol 0,01 M e 0,1 mL do tampéo fosfato 0,1 M, pH 6,0. Uma unidade de
atividade da PPO foi definida como a quantidade da enzima que ocasiona o aumento de 0,001 na

absorbancia por minuto por mL de amostra, (OKTAY et al., 1995) nas condi¢cfes acima.

2.2.4 Efeito do pH na atividade da PPO do yacon

Utilizou-se os sistemas tampéo acetato (pH 3,8 — 5,2), tampao fosfato (pH 5,6 — 7,8) e
tampdo borax-hidréxido de soédio (pH 9,2 — 10,1), nos quais adicionou-se 2,0 mL extrato aquoso

de yacon. Para a determinacgdo da atividade enziméatica em cada um dos ensaios, utilizou-se 0,1
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mL de extrato adicionados de 2,9 mL de solucdo de catecol 0,01 mol/L. Em seguida, a atividade
enzimaética foi determinada por espectofotdmetro.

2.2.5 Efeito do pH na estabilidade da PPO do yacon

O efeito do pH na estabilidade da PPO foi determinado na faixa de pH 3,8 a 10,1. Foram
utilizados os sistemas tamponantes citados no item 2.2.4. Utilizou-se 2,0 mL de extrato aquoso
adicionados de 2,0 mL de solugcbes tampdo de diferentes valores de pH, em seguida foram
incubados por 18 horas a 5 °C. Apds a incubacao, a atividade residual da PPO foi determinada no

pH 6timo de atividade da enzima, utilizando-se tampé&o fosfato 0,1 mol/L, pH 7,2.

2.2.6 Planejamento experimental e defini¢do das condicdes de inibicdo do escurecimento

enzimatico

Apds conhecimento do pH de atividade étima e de estabilidade da PPO do yacon, foi
realizado um delineamento do tipo Delineamento Central Composto Rotacional (DCCR) para
inativacdo da atividade da enzima mediante adicdo de solugdo acida (citrico ou ascorbico). O
delineamento estatistico (2% + 2(2) + 3 PC) considerou as variaveis “tempo de permanéncia na
solugdo de acido (ascorbico ou citrico)” e “concentragdo da solugdo de acido (ascorbico ou
citrico)” como varidveis independentes, totalizando 11 ensaios para cada acido utilizado no
estudo. Os valores da varidvel “tempo de permanéncia na solucdo 4cida” variaram de 60 a 540
segundos, e da concentracdo de acido, de 0,2 a 4,6%, considerando a = 1,41, de acordo com a
Tabela 1.
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Tabela 1 — Matriz do planejamento experimental completo (valores codificados e valores reais)
dos tratamentos com &cido citrico e acido ascorbico para inibicao da atividade da PPO.

Ensaios Acido (%) Tempode 440 (%) Tempo de

solucéo (s) solucéo (s)
1 -1 -1 0,84 129
2 1 -1 3,96 129
3 -1 1 0,84 471
4 1 1 3,96 471
5 -1,41 0 0,20 300
6 1,41 0 4,60 300
7 0 -1,41 2,40 60
8 0 141 2,40 540
9 0 0 2,40 300
10 0 0 2,40 300
11 0 0 2,40 300

2.2.6.1. Preparo das amostras para o planejamento estatistico

Inicialmente, as raizes foram pesadas e limpas em agua corrente para retirada das
sujidades, e materiais estranhos. Em seguida, as raizes injuriadas e com doencas foram
descartadas. Apoés a selecdo, as raizes foram imersas por 15 minutos em tanque de aco inoxidavel
contendo &gua clorada (200 mg.L™ de cloro ativo por litro de 4gua) e enxaguadas em tanque de
aco inoxidavel contendo &gua limpa e tratada, para retirar o excesso de cloro. As raizes foram
entdo descascadas utilizando-se um descascador de legumes manual e cortadas com facas de aco
inoxidavel em fatias de, aproximadamente, 1 cm de espessura. As etapas de descascamento e
corte foram répidas para evitar o escurecimento enzimatico, que se inicia rapidamente apés o
descascamento. Em seguida, as fatias foram cortadas em cubos de aproximadamente 1 cm3
usando um cortador de legumes apropriado de aco inoxidavel. Os cubos de yacon foram imersos
em solucdes de acido citrico e acido ascorbico em diferentes concentracdes, e por diferentes
tempos (de acordo com o planejamento experimental apresentado na Tabela 1). Apds o
tratamento 4cido, as amostras foram trituradas em liquidificador por 60 segundos, com adicao de
agua na proporcdo 1:1 (m:v) e embaladas em recipientes plasticos. Apds 2 horas do inicio do
processamento, as amostras foram analisadas quanto a atividade da enzima polifenoloxidase,

segundo metodologia descrita no item 2.2.3.



O fluxograma do processo para obtencéo de extrato de yacon encontra-se na Figura 1.

Figura 1 — Fluxograma de processamento para obtencdo de extrato de yacon.
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2.2.6.2. Anélise estatistica

Os dados obtidos foram analisados através do software Statistica versdo 7.0, e o0s

coeficientes de regressao e ANOVA foram determinados (P < 0,05).

2.2.7 Teor de fruto-oligossacarideos

Apbs determinacdo das condigdes 6timas de processo utilizando ambos acidos organicos,
o yacon foi processado conforme metodologia descrita no item 2.2.6.1, porém sem adi¢do de
agua, e o teor de FOS foi determinado através de metodologia descrita por Horwitz et al. (2010).
Para verificar as perdas no processamento pelo uso dos acidos, uma amostra sem adicdo de acido

foi também utilizada para esta analise.
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Efeito do pH na atividade e estabilidade da enzima PPO do yacon

Para indicagdo de um tratamento apropriado para evitar a acdo da PPO do yacon, foi
necessario conhecer caracteristicas da enzima. Desta forma, o pH de atividade e de estabilidade

da enzima foram determinados, e os resultados podem ser visualizados na Figura 2.

Figura 2 — Faixa de pH 6timo de atividade (a); e pH de estabilidade (b) da enzima PPO do yacon
apos incubacdo por 18h a5 °C
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A PPO do yacon apresentou atividade étima entre pH 7,2 e 7,8 (Figura 2a). Segundo
Gawlik-Dziki (2008) a maioria das plantas, em geral, apresentam atividade méxima da PPO em
pH neutro, ou préximo da neutralidade. Kavrayan; Aydemir (2001) em estudo com hortela-
pimenta encontram valor de pH 6timo de atividade da PPO 7,0 e Gomes et al. (2001), em
trabalho realizado com extrato bruto de feijdo, encontraram atividade 6tima para a PPO em pH
7,2. Segundo Neves; Silva (2007), o pH 6timo da PPO varia de acordo com a fonte da enzima e
depende também do substrato fenolico. Em batatas, Duangmal; Apenten (1999) relataram que a
faixa 6tima de pH de atividade da enzima é de 6,6 a 7,2, sendo a atividade reduzida para menos
de 40% quando o pH encontra-se abaixo de 6,0. Rapeanu et al. (2006) obtiveram que a atividade
maxima da PPO em extrato de uva ocorreu em pH 5,0, e que a faixa de pH ideal comum para a
atividade da PPO em uva, bem como outros frutos, é na faixa de 5,0 — 7,0. Embora os resultados
encontrados apresentem variagdes inerentes a matriz analisada, os resultados encontrados no
presente trabalho mostram que os valores encontrados para atividade 6tima da enzima PPO estdo
de acordo com a literatura.

Com relacdo a estabilidade da enzima, a Figura 2b ilustra que a PPO do yacon mostrou-se
estavel na faixa de pH de 6,2 a 9,2 (com declinio da atividade em pH 9,2), mantendo cerca de
50% ou mais da atividade inicial, ap6s 17h a 25°C. A PPO do yacon mostrou menor estabilidade
em pH inferior a 4,2. Resultado semelhante foi obtido por Kavrayan; Aydemir (2001), em estudo
com hortela-pimenta, em que a enzima ainda apresentou 20% de atividade em pH 4,0. Segundo
Zemel et al. (1990), as PPOs sdo frequentemente inativadas a valores de pH abaixo de 4,0,
fornecendo assim um método de controle do escurecimento enzimatico. Rapeanu et al. (2006)
obtiveram que em pH acido (faixa de 2,5 — 4,0) a PPO da uva ainda apresentou atividade, pois em
pH 3,5 a enzima apresentou 70% de atividade residual, e em pH alcalino (faixa de 7,0 — 9,0) a
atividade da enzima diminuiu rapidamente, apresentando apenas 20% de atividade em pH 8.

Como ja citado anteriormente, o tratamento do yacon é uma etapa fundamental no
processamento da raiz, pois suas enzimas apresentam uma alta velocidade de reacéo,
comprometendo a qualidade do produto pelo desenvolvimento de uma coloracao escura intensa.
O pH de atividade 6tima da enzima obtido neste trabalho foi de 7,2, muito préximo ao pH da
agua. Desta forma, a obtencdo do extrato de yacon sem qualquer tratamento predispde o produto

a acdo das enzimas, tornando-se rapidamente inaceitavel para consumo. Considerando o pH de
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estabilidade da enzima (Figura 2b), o tratamento com &cidos pode ser uma estratégia viavel, uma

vez que a enzima apresenta menos de 20% de sua atividade inicial em pH inferiores a 4,2.

2.3.2 Tratamento do yacon visando inibi¢éo do escurecimento enzimatico

A atividade enzimética da PPO é bastante elevada principalmente em pH proximo a
neutralidade (Figuras 2a e 2b). Desta forma, a obtencdo do extrato de yacon para incorporacao
em diferentes produtos sem tratamento (acido, térmico ou com sulfito, por exemplo), torna-se
invidvel devido ao rapido escurecimento do produto. Isso pode ser facilmente visualizado na
Figura 3, que mostra a comparagédo entre o yacon processado sem nenhum tipo de tratamento

prévio e, apds tratamento com &cido citrico.

Figura 3 — Extrato de yacon sem tratamento (a) e com tratamento com acido citrico (b),
imediatamente ap6s 0 processamento.

(@) (b)

Para estabelecer as condic¢Ges otimizadas de processamento, utilizando as varidveis tempo
de imersdo e concentracdo de acido, um planejamento experimental foi realizado e a variavel
dependente foi a atividade residual da PPO. Através da Figura 4 é possivel visualizar que alguns
tratamentos utilizados no planejamento experimental ndo foram capazes de inibir a acdo da

enzima, tornando o produto inaceitavel para incorporagdo em produtos alimenticios.
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Figura 4 — Ensaios do planejamento experimental, utilizando acido ascorbico (Figura a) e acido
citrico (Figura b) para inibir a atividade enzimatica da polifenoloxidase.

(b)

Os resultados da atividade enzimética para cada tratamento podem ser visualizados na
Tabela 2, em que é possivel visualizar o binbmio estudado para os dois acidos, bem como a

atividade enzimatica em cada tratamento.
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Tabela 2 — Matriz do planejamento experimental completo (valores codificados) dos tratamentos
com &cido citrico e &cido ascorbico, com as respostas da atividade de polifenoloxidase.

Ensai Acido Tempo em Atividade enzimética (U/g)
nsaios o )
(%) solucéo (min)
Tratamento com Tratamento com
acido citrico acido ascorbico
1 -1 -1 61,5 104,7
2 1 -1 51,9 24,6
3 -1 1 65,3 67,1
4 1 1 42,6 14,3
5 -1,41 0 107,0 92,5
6 1,41 0 47,7 14,3
7 0 -1,41 46,7 38,2
8 0 1,41 42,4 34,0
9 0 0 47,0 40,3
10 0 0 47,4 34,4
11 0 0 47,8 38,3

Os resultados de atividade enzimatica foram utilizados para determinacao dos coeficientes

de regressdo (Tabela 3), e posteriormente, da ANOVA (Tabela 4).

Tabela 3 — Coeficientes de regressdo para a resposta da atividade da enzima polifenoloxidase dos
tratamentos com &cido citrico e acido ascorbico.

Coeficientes Erro Limi_te de Limi_te de
Fatores de regressio  padréio t (5) P-valor  confianca confianga
-95% + 95%
Tratamento com acido citrico
Média 47,41 5,14 9,22 <0,0001 34,20 60,62
AC (L) -14,52 3,14 -4,61 0,005 -22,61 -6,42
AC(Q) 13,55 3,74 3,61 0,0152 3,92 23,18
T(L) -1,45 3,14 -0,46 0,6630 -9,54 6,63
T(Q) -2,83 3,74 -0,76 0,4841 -12,46 6,80
ACXT -3,27 4,45 -0,74 0,4949 -14,71 8,16
Tratamento com acido ascérbico
Média 37,70 5,32 7,07 <0,0001 24,01 51,39
AA (L) -30,42 3,25 -9,33 <0,0002 -38,81 -22,04
AA (Q) 9,84 3,88 2,53 0,0521 -0,13 19,82
T(L) -6,71 3,26 -2,05 0,0944 -15,10 1,66
T(Q) 1,18 3,88 0,30 0,7727 -8,79 11,16
AAXT 6,82 4,61 1,47 0,198 -5,03 18,68

*Fatores em itélico foram estatisticamente significativos (P < 0,05) para o processo.

*Considerando: AC = 4cido citrico (%), AA = &cido ascérbico (%) e T = tempo de imersdo (minutos).
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Tabela 4 — ANOVA para a atividade da PPO dos tratamentos com acido citrico e acido ascorbico.

Fonte Eie Soma dos GL* Quaq r_ados Foe P-valor
variacdo  quadrados medios
Tratamento com acido citrico
Regressao 2968,85 2 1484,43 23,71 <0,0001
Residuos 500,92 8 62,62
Total 3469,77 10 346,97
Tratamento com acido ascorbico
Regressao 7411,01 1 7411,01 43,31 <0,0001
Residuos 1540,06 9 171,12
Total 8951,08 10 895,11
*Considerando: F,go0s = 4,46 € Fig00s = 5,12; Variagdo explicada pelo modelo e R®> = 0,85 e R? = 0,83,
respectivamente.

*Considerando GL = Grau de Liberdade.

Através da analise das Tabelas 3 e 4 verifica-se que os termos linear e quadratico da
variavel &cido citrico foram significativos para o processo (P < 0,05), e a variagdo explicada (R?)
pelo modelo foi de 0,85. Para o acido ascorbico, somente o termo linear foi significativo (P <
0,05), com variacao explicada pelo modelo, de 0,83. Os valores de Fcyc. foram maiores que 0 Figp.
para ambos os tratamentos, indicando uma boa concordancia entre os valores experimentais e
previstos pelo modelo. Desta forma, os modelos foram altamente significativos, sendo possivel
construir as superficies de respostas (Figura 5) e definir as regides de interesse.

Figura 5 — Superficies de resposta em funcdo do tempo de imersdo e das concentracdes de acido
ascorbico (a) e acido citrico (b) para a atividade da enzima PPO.

a) b)
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Atraveés das superficies de resposta geradas pelos modelos, pode-se obter as condigdes de
concentragdo dos acidos e do tempo para que a atividade enzimética resulte em um menor valor
de atividade enzimatica. Para o acido ascorbico, é possivel verificar através da superficie de
resposta  (Figura 5a) que a faixa de concentragio Otima do  acido
é de 4,0 a 4,6%, para tempo de imersdo de 1 a 2 minutos. Para o &cido citrico (Figura 5b), a faixa
6tima de concentracdo do &cido é de 2,4 a 4% e um tempo de 8,5 a 9 minutos. Por razGes
praticas, optou-se pelas concentracGes de 4,6% e 2,4% para os acidos citrico e ascorbico,
respectivamente. Embora o tempo de permanéncia na solucdo &cida nao tenha sido significativo,
optou-se considerar os valores obtidos pela regressdo sem a incorporacdo dos termos néo
significativos ao célculo dos residuos. Desta forma, as condi¢cBes Otimas de tempo de
permanéncia em solucdo seriam de aproximadamente 9 minutos para acido citrico e 2 minutos

para o &cido ascorbico.

2.3.3 Fruto-oligossacarideos

Os tratamentos nas condigdes definidas no item 2.3.2 foram submetidos a quantificagdo
dos teores de fruto-oligossacarideos (FOS) e os resultados podem ser visualizados na Tabela 5.

Tabela 5 — Teores de fruto-oligossacarideos no yacon sem tratamento e no yacon apos 0S
tratamentos com acido citrico e acido ascorbico, nas faixas de concentracdo e tempos 6timos de
imersao.

Amostra FOS (g/200 mL)
Yacon sem tratamento 16,26
Yacon com tratamento (2,4% de &cido citrico 14,44
por 9 min)
Yacon com tratamento (4,6% de acido 13,68

ascorbico por 2 min)

Através da Tabela 5 pode-se observar que os dois tratamentos &cidos, nas faixas 6timas de

concentragdo e tempos (2,4% de acido citrico por 9 minutos ou 4,6% de acido ascorbico por 2
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minutos) apresentaram pouca alteracdo na concentragdo de FOS das amostras, visto que 0 yacon
sem tratamento apresentou 16,26 g de FOS/ 200 mL, enquanto o yacon tratado com &cido citrico
apresentou 14,44 g de FOS /200 mL e tratado com acido ascorbico, 13,68 g de FOS /200 mL,
indicando que os tratamentos estudados foram adequados para o processamento da raiz. As
concentragfes de fruto-oligossacarideos obtidas em ambos tratamentos estdo acima do minimo
exigido pela legislacdo sanitaria (BRASIL, 2008) para que um alimento possa ter alegacéo
funcional relativa a esse componente (1,5 g/200mL de produto). Desta forma, o produto obtido
em ambos processos pode ser incorporado em bebidas funcionais, sendo uma importante fonte de

fruto-oligossacarideos e consequentemente, de compostos prebioticos para o produto alimenticio.
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2.4 CONCLUSOES

Ao final deste estudo conclui-se que o tratamento do yacon com os &cidos ascorbico e
citrico foi eficaz visando a inativacao da enzima PPO, sendo estabelecidas as seguintes condi¢bes
Otimas: concentracdo de éacido ascorbico de 4,6% com tempo de imersdo de 2 minutos; ou
concentracdo de é&cido citrico de 2,4% durante 9 minutos. Ambos o0s tratamentos foram
adequados para 0 processo, pois além de terem inativado a enzima estudada, ndo diminuiram
expressivamente os teores de FOS, tornando vidvel os tratamentos de inativacdo da PPO do
yacon. Para a etapa posterior deste estudo optou-se pelo uso do &cido citrico por ter alterado
menos o teor de FOS em relacdo ao tratamento com &cido ascorbico, e por ser mais viavel

economicamente.
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CAPITULO 3: DESENVOLVIMENTO DE BEBIDAS PREBIOTICAS DE FRUTAS
TROPICAIS E YACON

RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi 0 desenvolvimento de duas bebidas prebidticas, sendo uma de
frutas tropicais e yacon, e uma de caju e yacon, por meio de delineamento do tipo DCCR
(Delineamento Central Composto Rotacional) 22, sendo as variaveis: concentracéo de extrato de
yacon e concentracdo do edulcorante estévia. Foram desenvolvidas 22 formulagbes (11 de frutas
tropicais e extrato de yacon, e 11 de caju e extrato de yacon), sendo a concentracdo das variaveis
determinadas de acordo com o planejamento estatistico. Através da superficie de resposta foram
determinadas as concentracdes de edulcorante e de extrato de yacon que resultaram em maior
aceitabilidade das bebidas. As bebidas desenvolvidas foram caracterizadas através de analises
fisico-quimicas sensoriais, além da determinacdo de sua atividade antioxidante e fruto-
oligossacarideos, ap0s processamento térmico. Devido aos consideraveis valores encontrados
para atividade antioxidante, o ensaio antiproliferativo das formulacdes também foi realizada
utilizando-se células HepG,. Para a aceitacdo sensorial das bebidas formuladas a concentracdo de
edulcorante foi determinante na avaliacdo dos julgadores, enquanto que a concentracao de extrato
de yacon ndo influenciou significativamente sua aceitacdo. A bebida prebidtica de frutas tropicais
e yacon (Bebida A) apresentou maiores teores de compostos fendlicos e consequente maior
atividade antioxidante que a bebida prebidtica de caju (Bebida B), devido provavelmente a
presenca das polpas de acerola, acai e camu-camu, por serem frutas ricas em vitamina C e
compostos fenolicos. Porém, os resultados da atividade antiproliferativa das bebidas mostraram
que ndo houve correlacdo com a atividade antioxidante e compostos fenolicos, uma vez que a
Bebida B apresentou melhores resultados para inibigdo do desenvolvimento de células tumorais

(HepG2) em condigdes in vitro.

Palavras-chave: bebida prebiética, frutas tropicais, compostos bioativos, yacon.
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ABSTRACT

The aim of this work was develop two prebiotic beverages of tropical fruits and yacon extract
made by CCD design type 2% wherein the variables was "yacon extract concentration" and
"sweetener stevia concentration”. In this way, 22 formulations (11 of tropical fruits and yacon
extract, and 11 of cashew apple and yacon extract) were developed with the concentration of the
variables determined in accordance with the statistical design. Through the response surface, the
sweetener and the yacon extract concentrations were determined and resulted in greater
acceptability of beverages. Based on this results, two formulations were selected and called
Beverage A (prebiotic beverage of tropical fruit and yacon) and Beverage B (prebiotic beverage
cashew apple and yacon). The developed beverages were characterized by sensory and
physicochemical analysis, antioxidant activity and fructo-oligosaccharides content after the
thermal processing. Furthermore the antiproliferative test of formulations was also carried out,
using HepG, cells. The results showed that the concentration of sweetener was determinative in
the evaluation of judges, while the concentration of yacon extract did not significantly influence
their acceptance. The prebiotic beverage of tropical fruit and yacon (Beverage A) showed higher
content of phenolic compounds and consequent higher antioxidant activity than the prebiotic
drink cashew (Beverage B). This occurred probably due to the presence of acerola, acai and
camu-camu pulps. However, the results of the antiproliferative activity of beverages showed no
correlation with phenolics and antioxidant activity, since the Beverage B showed best results for
growth inhibition of tumor cells (HepGy) in vitro conditions, compared with Beverage A. Thus, it
was possible to verify the influence of the variables in the acceptability of beverages, characterize
them, particularly with respect to its bioactive components, and check their effects on cell growth

of liver cancer cells .

Keywords : prebiotic drink, tropical fruits, bioactive compounds, yacon.
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3.1 INTRODUCAO

O yacon (Smallanthus sonchifolius), recentemente introduzido no Brasil, vem despertando
0 interesse do mundo cientifico devido ao seu potencial como alimento funcional, principalmente
pelo seu elevado contetido de fruto-oligossacarideos (FOS) (ALBUQUERQUE; ROLIM, 2012).
Uma das principais caracteristicas dos FOS é o estimulo do crescimento de bactérias néo-
patogénicas por meio da fermentacdo colbnica, levando a modulacdo da composicdo da
microbiota natural do intestino grosso, sendo assim classificados como constituintes bioativos
com alegacéo prebiodtica (VASCONCELOS et al., 2010; MEIER; LOCHS, 2007).

Os FOS ndo sofrem acdo das enzimas gastricas e passam facilmente pelo trato digestorio,
resultando em um aporte caldrico reduzido, em efeitos benéficos na funcédo intestinal e em ndo
elevar as concentracOes de glicose sanguinea (PASSOS; PARK, 2003; LACHMAN et al., 2004;
BOEING; LIBERALLI; COUTINHO, 2012). Portanto, esses compostos estdo também diretamente
relacionados ao controle glicémico, sendo o uso do yacon difundido entre os portadores de
diabetes, os quais necessitam de controle regular da glicemia, sendo um coadjuvante no
tratamento desta doenca (MIURA, 2007; MIURA; ITOH; ISHIDA, 2004; BARONI et al., 2008;
BOEING; LIBERALI; COUTINHO, 2012). Além disso, essa raiz tuberosa ainda apresenta
consideraveis concentracdes de polifendis (YAN et al., 1999; MARUTA; KAWABATA,; NIKI,
1995; CHUDA et al.,, 1998), além de outros compostos bioativos, como carotenoides
(QUINTEROS, 2000) e triptofano (YAN et al., 1999), que contribuem para a atividade
antioxidante desta raiz.

Tem-se demonstrado que os individuos que consomem diariamente cinco ou mais por¢des
de frutas e hortalicas tém aproximadamente metade do risco de desenvolver diversos tipos de
cancer, particularmente aqueles do trato gastrointestinal. Estudos realizados por Dembitsky et al.,
(2011) e Pereira (2014) relataram que Burton-Freeman (2010) associa 0 consumo de vegetais
ricos em compostos fendlicos ao aumento da capacidade antioxidante no sangue.

Assim como o yacon, diversas frutas tropicais apresentam uma variedade de compostos
bioativos que estdo associadas a sua atividade antioxidante e, consequentemente, aos beneficios a
salde. Devido a diversidade de frutas e dos compostos naturalmente presentes nesses alimentos, é
vantajoso combinar diferentes frutas a fim de obter produtos com caracteristicas sensoriais

diversificadas somadas aos componentes nutricionais e funcionais (SOUSA, 2006).
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O acai é conhecido por conter fitoquimicos associados a beneficios na saide, como as
antocianinas, devido a capacidade antioxidante desses compostos (PORTINHO et al., 2012).
Assim como o acai, 0 camu-camu é uma fruta nativa da regido Amazonica e se destaca pelo seu
elevado contetdo em vitamina C (SILVA; TASSARA, 2005; CARVALHO et al., 2013;
CARVALHO et al., 2011), assim como a acerola, que também representa uma boa fonte desta
vitamina. Por sua vez, o cajé possui fibras, céalcio, ferro, fésforo, vitamina A, vitamina C e o caju
é conhecido pela riqueza em vitamina C, acidos anacardicos e pela sua vasta aplicacdo em
produtos agroindustriais (CARVALHO et al., 2013; RUFINO et al., 2010).

O hébito de consumir sucos de frutas processadas tem aumentado no Brasil e no mundo,
impulsionado pela falta de tempo da populagcdo em preparar o suco das frutas in natura, pela
praticidade oferecida pelos produtos, pela substituicdo do consumo de bebidas carbonatadas
devido ao seu valor nutritivo, e pela crescente preocupacdo em consumir alimentos mais
saudaveis (MATSUURA; ROLIM, 2002; CARVALHO et al., 2005).

As bebidas formuladas a partir de yacon também representam uma das categorias mais
interessantes para uso desta raiz em produtos processados. I1sso ocorre devido a facil incorporacéo
desta raiz tuberosa nesses produtos e praticidade de consumo, podendo ser incorporado a dieta de
diabéticos e da populagdo em geral (SILVA, 2004; QUINTEROS, 2000). Com relacdo ao
processamento de produtos visando a populacdo diabética, o uso de edulcorantes faz-se
necessario no controle dos niveis glicémicos em substituicdo a agucares de facil absorcéo, como é
0 caso da sacarose. A estévia € um edulcorante natural bastante utilizado em alimentos e é
conhecida por possuir em sabor amargo residual — aftertaste (GOTO; CLEMENTE, 1998;
REZENDE et al., 2004). Considerando seu sabor residual indesejado, a concentracdo de
edulcorante é uma varidvel importante na formulagdo de um produto, pois podera influenciar na
sua aceitacdo ou rejeicdo sensorial.

Diversas sao as ferramentas utilizadas para visualizar as relagdes entre diferentes variaveis
e suas influéncias sobre as respostas. Dentre estas, destaca-se a metodologia de superficie de
resposta, amplamente utilizada na otimizacao de processos, pois fornece respostas rapidas. Esta
metodologia permite verificar a existéncia ou ndo de uma regido 6tima para as interacdes entre
variaveis que se pretende avaliar. Pode ser aplicada quando uma resposta ou um conjunto de
respostas de interesse sdo influenciadas por diversas variaveis (JUNIOR et al., 2007; BEZERRA
et al., 2008).
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Neste contexto, 0 objetivo do presente trabalho foi o desenvolvimento de duas bebidas
prebidticas, sendo uma bebida mista de frutas tropicais (abacaxi, acerola, acai, caja, caju e camu-
camu) e yacon, e uma bebida de caju e yacon. Para o desenvolvimento das formulacdes foram
utilizados um planejamento estatistico de experimentos e a metodologia de superficie de resposta
como ferramenta de otimizagdo de processos. Desta forma, foi possivel verificar a influéncia das
variaveis concentracdo de extrato de yacon e concentracdo de edulcorante na aceitabilidade das
bebidas, caracteriza-las com relagdo aos componentes bioativos e acgucares, e verificar seus

efeitos sob o crescimento celular de células de cancer hepatico - HepG,.
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3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Matéria prima

As polpas das frutas tropicais (abacaxi, acai, acerola, caja, caju e camu-camu) foram
adquiridas no comércio de Fortaleza-CE e armazenadas em cémara de congelamento a
temperatura de -18 °C, localizada no Laboratério de Processos Agroindustriais da Embrapa
Agroindustria Tropical. Por sua vez, o yacon foi adquirido no comércio local de Fortaleza-CE,e
seu extrato foi obtido conforme item 2.2.6 do CAPITULO 2. O extrato foi armazenado em
camera de congelamento a temperatura de -18 °C. No momento do uso, as polpas de frutas e o
extrato de yacon foram devidamente descongelados sob refrigeracéo (4 °C) e as bebidas foram

elaboradas segundo metodologia estatistica descrita a seguir.

3.2.2 Desenvolvimento das bebidas prebidticas de frutas tropicais e yacon

Para o desenvolvimento das duas bebidas prebitticas foi utilizada a metodologia de
superficie de resposta. Como edulcorante, optou-se pela estévia, por ser natural e possuir
consideravel poder edulcorante, considerando os individuos diabéticos como um dos potenciais
consumidores destas bebidas. Foram desenvolvidas 11 formulagdes com um blend de frutas
tropicais, contendo 20% de abacaxi, 5% acai, 10% acerola, 5% caja, 5% caju, 5% camu-camu (30
— 50%) e extrato de yacon (50 — 70%), (adaptado de PEREIRA et al., 2014) e 11 formulacbes
constituidas por polpa de caju (30 — 50%) e extrato de yacon (50 — 70%), de acordo com a Tabela
1. As propor¢des de extrato de yacon e polpas de frutas foram definidas de acordo com o
delineamento estatistico do tipo DCCR (Delineamento Central Composto Rotacional),
considerando as varidveis: concentracdo de extrato de yacon adicionado a bebida de frutas
tropicais (em %: +a = 70 e —a= 50), e concentracdo de estévia (em %: +o= 0,1 e —o= 0,01). As
propor¢Oes foram as mesmas na bebida de caju.

Para a analise estatistica utilizou-se o programa Statistica 7.0, em que foram avaliadas as
influéncias de cada variavel do processo e as suas interagcdes sobre a resposta de interesse com o
objetivo de determinar os valores 6timos das varidveis independentes (concentracdo de extrato de
yacon e concentracdo de estévia) em relacdo a variavel dependente (aceitabilidade sensorial). Os

modelos obtidos para as respostas experimentais foram avaliados em termos de sua significancia
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(P < 0,05) e coeficientes de determinacdo (R?) ao nivel de 5% de probabilidade, e as superficies
de resposta foram utilizadas para analisar o comportamento do atributo aceitagdo global em

funcdo das concentracdes de yacon e de estévia.

Tabela 1 — Variacdes das concentracOes de extrato de yacon e de estévia

Variaveis -1,41 -1 0 +1 +1,41
Concentracdo de extrato de

yacon adicionado as frutas 50 53 60 67 70
tropicais / caju (%)

Concentracdo de estévia (%) 0,01 0,055 0,07 0,087 0,1

3.2.3 Andlise sensorial — aceitabilidade

A analise sensorial foi realizada no Laboratério de Analise Sensorial da Embrapa
Agroindustria Tropical, de acordo com o Parecer Consubstanciado do CEP da Universidade
Estadual do Ceara (Parecer nUmero 147.279).

Para avaliacdo sensorial, as formulacbes foram preparadas no dia da analise,
acondicionadas em garrafas e servidas aos julgadores em copos de polipropileno de 50 mL,
identificados com codigos de trés digitos. Utilizou-se um delineamento casualizado em 3 blocos
de forma que, para cada bebida houve 3 sessdes, sendo as duas primeiras sessdes compostas por 4
amostras, e a Ultima por 3 amostras, seguindo o planejamento 22 + 2(2) + 3 PC (totalizando 11
formulacGes de cada bebida). As bebidas foram avaliadas por 150 provadores néo treinados, de
ambos os sexos e com idades entre 18 e 45 anos. As amostras foram distribuidas aleatoriamente,
com excecdo das repeticdes no ponto central, as quais foram distribuidas uma em cada bloco. A
aceitacdo das amostras foi avaliada pelo atributo impressdo global, utilizando-se um escala
hedonica estruturada de 9 pontos ancorados nos extremos pelos termos “desgostei muitissimo” e

“gostel muitissimo”.
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3.2.4 Processamento térmico das bebidas selecionadas

O processamento foi realizado no Laboratdrio de Processos Agroindustriais da Embrapa
Agroindustria Tropical. Para o processamento térmico, apenas duas formulacGes de bebidas
prebioticas foram selecionadas, de acordo com os resultados da avaliagdo sensorial e analise do
teor de FOS: uma composta por uma mistura de frutas tropicais e yacon, contendo 20% de
abacaxi, 5% acai, 10% acerola, 5% caja, 5% caju, 5% camu-camu, 50% de extrato de yacon e
0,07% de estévia (Bebida A), e uma contendo caju e extrato de yacon, com 50% de caju, 50% de
extrato de yacon e 0,07% de estévia (Bebida B). Para o processamento térmico, as formulacdes
foram individualmente homogeneizadas em liquidificador industrial e levadas a um trocador
tubular Armfield FT74X. Foi utilizada a temperatura de 85 °C e o tempo de 90 segundos. As
formulacGes foram envasadas a quente (hot fill) em garrafas de vidro de 200 mL, previamente

higienizadas com agua clorada, e mantidas sob refrigeracéo (+ 6 °C) para posteriores anlises.

3.2.5 Analises microbioldgicas das bebidas pasteurizadas

A caracterizacdo microbioldgica da bebida formulada foi avaliada pela determinacdo de
coliformes fecais (NMP/mL) e E.coli, contagem de fungos filamentosos e leveduras e detec¢édo
de Salmonella spp., conforme a metodologia descrita no manual FDA's Bacteriological
Analytical Manual (ANDREWS; HAMMACK, 2005; FENG; WEAGANT, 2002). O estudo foi

realizado com trés repeticdes, sendo cada repeticdo constituida por cinco unidades amostrais.

3.2.6 Caracterizacdo das bebidas prebidticas pasteurizadas

3.2.6.1 Caracterizacao fisico-quimica

Os teores de umidade, proteina, lipidios, cinzas e solidos soltveis foram determinados,
respectivamente, pelos métodos n® 934.01, n°® 984.13, n° 930.05, n® 930.05 e n°® 932.12 da AOAC
(1995). A quantidade total de carboidratos foi calculada por diferenca: 100 — (% agua + %
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proteina + % lipidios + % cinzas). Os valores de pH foram determinados através de leitura direta
das amostras em potenciémetro, e a acidez titulavel foi realizada titulando-se a amostra com

solucdo de NaOH 0,1M, utilizando a solucgéo de fenolftaleina 1% como indicador (IAL, 2008).

3.2.6.2 Compostos bioativos

Acido ascérbico

Foi quantificado utilizando método de titulometria com solucdo de 2,6
diclorofenolindofenol a 0,02% (DFI) até coloracdo rosea clara permanente, utilizando-se 1g de

suco diluido em 50 mL de acido oxalico 0,5% de acordo com Strohecker; Henning (1967).

Conteudo de polifendis totais e atividade antioxidante total

Preparacao dos extratos

Os extratos foram preparados segundo metodologia proposta por Larrauri, Ruperez;
Saura-Calixto (1997), com modificagcdes. As amostras de suco foram pesadas (g) em tubos de
centrifuga e submetidas a extracdo sequencial, inicialmente com 4 mL de solucdo de
metanol/agua (50:50, v/v) a temperatura ambiente durante 60 minutos. Os tubos foram
centrifugados a 15.000 rpm durante 15 minutos, o sobrenadante foi filtrado em papel de filtro e
recuperado em baldo volumétrico (10 mL). Em seguida, foram adicionados ao precipitado da
primeira extracdo, 4 mL da solucdo de acetona/agua (70:30, v/v), a temperatura ambiente,
extraiu-se durante 60 minutos e posteriormente foi realizada a centrifugacdo e a recuperacao do
extrato nas mesmas condic¢Oes citadas anteriormente. O extrato de acetona foi adicionado ao
extrato de metanol e em seguida, completou-se o volume final do baldo para 10 mL com agua
destilada. Estes extratos foram mantidos em temperatura de -18 °C, durante um periodo maximo
de 30 dias, sendo utilizados nas determinacGes de Polifendis totais (TP) e Capacidade
antioxidante total (TAC).
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Polifendis totais (TP)

Os polifendis totais foram determinados utilizando o reagente de Folin-Ciocalteu,
utilizando curva padrdo de acido galico como referéncia, conforme metodologia descrita por
Larrauri, Ruperez; Saura-Calixto (1997). Os resultados foram expressos em miligramas de

equivalente ao acido galico por 100 gramas de suco (mg GAE. 100g™).
Capacidade antioxidante total (TAC) pelo método ABTS

A atividade antioxidante total foi determinada por meio de ensaio com o radical ABTS,
método desenvolvido por Miller et al. (1993), com modificagbes propostas por Rufino et al.
(2006a). O radical livre ABTS (2,2 AZINO BIS (3-ethylbenzo thiazoline 6 sulfonic acid) foi
obtido pela reacio do ABTS (7 mM) com persulfato de potassio (2,45 uM). O sistema foi
mantido em repouso e em temperatura ambiente (25 °C), durante 16 horas em auséncia de luz.
Uma vez formado o radical ABTS™, diluiu-se com etanol até obter um valor de absorbancia entre
700 a 705 nm. A leitura espectrofotométrica foi realizada exatamente apds 6 minutos, a partir da
mistura do radical com o extrato em um comprimento de onda de 734 nm. Utilizou-se uma
aliquota de 30 uL de amostra e 3 mL de radical ABTS™". A curva gerada a partir dos valores das
absorbéancias e das concentragdes das amostras foi calculada. Os valores da TAC foram obtidos
substituindo-se o valor de “y” na equacdo da reta pela absorbancia equivalente a 1000 uM

Trolox, sendo os resultados expressos em pM Trolox/g.

Capacidade antioxidante total (TAC) pelo método DPPH’

Esse método é baseado na captura do radical DPPH" (2,2-Diphenyl-1-picrylhidrazil) por
antioxidantes, que produz um decréscimo da absorbancia a 515 nm. A atividade do antiradical
expressa pelo parametro EC50 e definida como a quantidade do antioxidante necessario para
reduzir 50% da concentracdo do DPPH" inicial de acordo com Brand-Williams et al. (1995) e
com modificagOes sugeridas por Rufino et al. (2007). Os resultados foram expressos em g suco/g
de DPPH".
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Capacidade antioxidante total (TAC) pelo método FRAP

O método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) mede o poder antioxidante da
reducdo do Ferro, conforme metodologia descrita por Benzie; Strain (1996) e Pulido et al. (2000),
com modificacdes feitas por Rufino et al. (2006b). A partir dos extratos obtidos anteriormente,
foram preparados em tubos de ensaio, trés dilui¢cdes diferentes, em triplicata de cada extrato. Em
ambiente escuro, transferiu-se uma aliquota de 90 pL de cada diluicdo do extrato para tubos de
ensaio, sendo acrescentado 270 puL 88 de agua destilada, e 2,7 mL do reagente FRAP (80% de
tampdo de acetato, 10% TPTZ (2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina) 10 mM e 10% de uma solucéo
aquosa de cloreto férrico 20 mM, usado imediatamente apds sua preparacdo), em seguida as
amostras foram homogeneizadas em agitador de tubos e mantidas em banho-maria a 37° C. A
leitura foi realizada ap6s 30 minutos do preparo da mistura, no comprimento de onda de 595 nm,
o reagente FRAP foi utilizado como branco para calibrar o espectrofotdmetro. A curva gerada a
partir dos valores das absorbancias e das concentragcdes das amostras foi calculada. Os valores da
AAT foram obtidos substituindo-se o valor de “y” na equagdo da reta pela absorbancia

equivalente a 1000 uM de sulfato ferroso, sendo os resultados expressos em uM F,SO,/g de suco.

3.2.6.3 Determinacao de fruto-oligossacarideos, sacarose, frutose e glicose

O teor de FOS das amostras foi determinado segundo Horwitz et al. (2010). Para a
determinacdo de sacarose, frutose e glicose, foi utilizado um sistema de Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (Varian 3380) equipado com duas bombas (modelo ProStar 210), injetor
automatico (modelo 410), detector de indice de refracdo (modelo ProStar 355), coluna analitica
Hiplex Pb (8um, 300 x 7,7mm ID) e pré-coluna Hiplex Pb (50 x 7,7 mm ID). A temperatura da
coluna foi de 65 °C, fluxo isocratico de 0,6 mL/min, agua grau HPLC como fase mével e tempo

de anélise de 35 minutos.



79

3.2.6.4 Inibigdo da atividade proliferativa de células HepG,

A atividade antiproliferativa das bebidas prebidticas foi medida pelo ensaio de MTS
(ensaio de proliferacdo celular ndo radioativo com titulacdo de células a base de MTS 96), tal
como descrito por Sun et al. (2002). Células HepG, (ATCC, Rockville, MD) foram mantidas em
meio de Williams e (WME), contendo Hepes 10 mM, 5 pg /ml de insulina, 2 mg/ mL de
glucagon, 0,05 pg /mL de hidrocortisona, e 5% de soro bovino fetal. As células HepG, foram
incubadas a 37 °C em 5% de CO,. Um total de 1,0 x 10* células HepG, do meio de crescimento
foram colocadas pocos de uma microplaca de 96 pocos de fundo plano. Apos 4 h de incubacdo a
37 °C em 5% de CO;, o meio de crescimento foi substituido por meio contendo diferentes
concentraces de bebida prebiética (1 a 10 mg.ml™). As culturas controle receberam a solucéo de
extracdo, menos as bebidas prebioticas e pogos branco, que continham 100 mL de meio de
crescimento sem células. Apés 72 horas de incubacdo, a proliferacdo celular foi determinada por
ensaio colorimétrico MTS. A proliferagdo celular (%) foi determinada a partir da absorvéncia
MTS (490 nm) para leitura de cada concentracdo em comparacao com o controle. Trés repeticdes

para cada amostra foram utilizadas para determinar a proliferacao celular.

3.2.6.5 Anélise estatistica

Para o tratamento estatistico dos dados foi utilizada a analise de variancia (ANOVA), e
Tukey-Kramer, utilizando-se o software Prism 3.0 (GraphPad). Os dados foram expressos como

média e desvio padrao, cujos valores P < 0,05 foram considerados significativos.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os ensaios realizados, sendo 4 ensaios fatoriais, 4 ensaios nos pontos axiais, e trés pontos
centrais, seguiram a matriz do delineamento estatistico descrita abaixo (Tabela 2). Nesta tabela
também podem ser visualizados os resultados da aceitabilidade sensorial das bebidas prebidticas.

Tabela 2 — Matriz do planejamento experimental completo (valores reais) das concentracdes de
edulcorante e de extrato de yacon, com as respostas da aceitabilidade sensorial.

Ensaios Edulcorante Extrato de  Aceitabilidade Aceitabilidade
(%) yacon (%) Bebida A Bebida B
1 0,055 53 6,1 6,1
2 0,087 53 6,3 6,6
3 0,055 67 6,0 6,0
4 0,087 67 6,6 7,0
5 0,01 60 4,5 5,0
6 0,1 60 6,8 7,0
7 0,07 50 6,6 7,0
8 0,07 70 6,8 7,0
9 0,07 60 6,9 7,0
10 0,07 60 7,0 7,0
11 0,07 60 6,9 7,0

Considerando Bebida A: bebida prebidtica de frutas tropicais e yacon; Bebida B: bebida prebidtica de caju e yacon.

Os coeficientes de regressao, erro padrdo, o valor tcc, 0 p-valor e os limites de confianga
para a aceitabilidade das bebidas sdo apresentados nas tabelas 3 e 4. Para ambas as bebidas, os
valores mostram que foram significativos apenas os termos linear e quadratico da variavel

“concentracao de edulcorante” (%).

Tabela 3 — Coeficientes de regressdao do DCCR para aceitabilidade da bebida prebidtica de frutas
tropicais e yacon (Bebida A).

Coef. de Erro - 95% +95%
Fator X ~ t(5) P-valor limite de limite de
regresséo  padrao . .
confianga  confianca
Média 6,93 0,22 30,59 0,000 6,35 7,52
Edulcorante L 0,51 0,14 3,65 0,015 0,15 0,86
Edulcorante Q -0,62 0,16 -3,77 0,013 -1,05 -0,198
«E. Ag. Yacon L 0,60 0,14 0,43 0,68 -0,296 0,42
~E. Ag. Yacon Q -0,097 0,16 -0,59 0,58 -0,52 0,33
Edulcorante x E. 0,10 0,196 0,51 0,63 -0.40 0,60
Aqg. Yacon

Fatores em italico sdo estatisticamente significativos ao nivel P < 0,05. *E. A.q Yacon = extrato aquoso de yacon
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Tabela 4 — Coeficientes de regressdo do DCCR para aceitabilidade da bebida prebidtica de caju e
yacon (Bebida B).

Coef. de Erro - 95% +95%
Fator regressa ~ t(5) P-valor Ilimitede limite de
padrao . .
0 confianca confianca
Média 7,00 0,13 54,99 0,000 6,67 7,33
Edulcorante L 0,54 0,08 6,94 0,001 0,34 0,74
Edulcorante Q -0,52 0,09 -5,59 0,002 -0,76 -0,28
«E.AQ. Yacon L 0,04 0,08 0,48 0,650 -0,16 0,24
«E. Ag. Yacon Q -0,19 0,09 -0,20 0,848 -0,26 0,22
Edulcorante x+E. -} 011 113 0309  -016 0,41

Ag. Yacon

Fatores em italico séo estatisticamente significativos ao nivel P < 0,05. *E. Ag. Yacon = extrato aquoso de yacon.

A avaliacdo estatistica pela ANOVA para a aceitabilidade das duas bebidas
desenvolvidas, considerando apenas os termos estatisticamente significativos, esta apresentada
nas tabelas 5 e 6. O coeficiente de determinacéo foi igual a 84,97% e 94,33% para as bebidas A e
B, respectivamente. A anélise do R® e do valor F mostrou que o modelo foi adequado para

descrever os resultados através da superficie de resposta

Tabela 5 - ANOVA para a bebida prebiotica de frutas tropicais e yacon (Bebida A).

Fonte de Soma de Grausde  Quadrado = P - valor
variacdo quadrados liberdade médio cale
Regresséo 4,24 2 2,12 4,76 0,0001
Residuos 0,89 8 0,45

Total 5,13 10 0,513

% variacio explicada (R”) = 84,97 F,. g, 005 = 4,46

Tabela 6- ANOVA para a bebida prebiotica de caju e yacon (Bebida B).

Fonte de Soma de Grausde Quadrado = P - valor
variacdo quadrados liberdade médio cale
Regressao 3,86 2 1,93 38,6 0,0001
Residuos 0,43 8 0,05

Total 4,29 10 0,43

% variago explicada (R?) = 94,33 F,. g 0,05 = 4,46
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Os paréametros estatisticamente n&o significativos foram eliminados do modelo e
adicionados aos residuos (Equacao abaixo descrita).

Aceitabilidade Bebida A = 6,9 + 0,51 Educolrante — 0,62 Edulcorante® (Equago 1)
Aceitabilidade Bebida B = 7,0 + 0,54 Edulcorante — 0,51 Edulcorante? (Equagéo 2)

Através da superficie de resposta gerada pelos modelos (Figura 1), pode-se obter as
concentracdes de edulcorante e de extrato de yacon que resultam em maior aceitabilidade das
bebidas. E possivel verificar que para o edulcorante, a faixa 6tima foi de 0,06 a 0,09% para
ambas as bebidas, sendo que a concentracdo de extrato de yacon ndo foi estatisticamente
significativa (P > 0,05) para a aceitagdo sensorial das bebidas. Desta forma, considerando os
custos das matérias-primas empregadas, as formulacdes contendo 50% de yacon e 0,07% de

edulcorante (estévia) foram selecionadas para ambas as bebidas prebidticas.

Figura 1 — Superficie de resposta em fun¢do da concentracdo de edulcorante (%) e extrato de
yacon (%), com valores codificados para os dois tipos de bebidas. (a) bebida prebittica de frutas
tropicais e yacon e (b) bebida prebi6tica de caju e yacon.

a) (b)
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3.3.1. Analises microbioldgicas das bebidas pasteurizadas

A presenca de coliformes fecais, E.coli, Salmonella e fungos filamentosos néo foi
constatada nas amostras avaliadas, indicando que o processamento térmico adotado (85 °C por 90
segundos) atende aos critérios de seguranga microbioldgica preconizado pela legislagéo brasileira
para suco (BRASIL, 2001) e que as bebidas pasteurizadas encontraram-se dentro dos padrdes
estabelecidos pela referida legislacéo.

A elevada acidez e consequente baixo pH (pH < 4,5) da maioria dos sucos de frutas ndo
permite o crescimento de microrganismos patogénicos, permitindo somente a proliferacdo de
microorganismos deteriorantes, que sdo eliminados com temperaturas de pasteurizacdo de 85 a 95
°C durante 1 a 2 minutos (SILVA; TAN; FARID, 2012).

3.3.2. Aceitabilidade das bebidas pasteurizadas

As Figuras 2 e 3 ilustram a aceitabilidade das bebidas desenvolvidas, em histogramas de
frequéncia. A aceitacdo das amostras foi avaliada pelo atributo impressao global, utilizando-se
um escala hedoénica estruturada de 9 pontos ancorados nos extremos pelos termos “desgostei

muitissimo” (1) e “gostei muitissimo” (9).

Figura 2 — Histograma de frequéncia com valores hed6nicos atribuidos a bebida prebidtica de
frutas tropicais e yacon — Bebida A. (1=desgostei muitissimo; 2=desgostei muito; 3=desgostei;
4=desgostei pouco; 5=nem gostei, nem desgostei; 6=gostei pouco; 7=gostei; 8=gostei muito;
9=gostei muitissimo).
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Figura 3 — Histograma de frequéncia com valores heddnicos atribuidos a bebida prebiotica de
caju e yacon — Bebida B. (1=desgostei muitissimo; 2=desgostei muito; 3=desgostei; 4=desgostei
pouco; 5=nem gostei, nem desgostei; 6=gostei pouco; 7=gostei; 8=gostei muito; 9=gostei
muitissimo).
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A pasteurizacdo, além de garantir a seguranca microbiolégica do produto manteve uma
aceitacdo das bebidas (Figuras 2 e 3) com média de 6,2 com 66% das respostas na faixa de
aceitacdo (notas de 6 a 9) para a Bebida A de 7,1 com 86% das respostas na faixa de aceitagéo
(notas de 6 a 9) para a Bebida B.

Embora as duas bebidas tenham sido aceitas sensorialmente, acredita-se que a Bebida A
tenha obtido menores notas na aceitacdo devido a presenca da polpa de camu-camu, que possui
elevada acidez, amargor e adstringéncia (MAEDA et al. 2006).

Vidigal et al. (2011) avaliaram a aceitagdo sensorial de quatro sucos de agai, camu-camu,
caja e umbu, e observaram que 0s sucos de caja e umbu apresentaram maior aceit¢do sensorial,
enquanto o suco de camu-camu obteve a maior rejeicdo sensorial. Souza-Filho et al. (2002)
obtiveram baixa aceitagdo sensorial para um néctar elaborado com elevadas concentragdes de
polpa de camu-camu. Pereira (2014) verificou um efeito negativo da polpa de camu-camu na
aceitacdo sensorial de uma bebida semelhante a Bebida A deste estudo, porém demonstrou que a
contribuicdo do camu-camu no aumento dos niveis de compostos bioativos é relevante, e que
apesar de possuir atributos sensoriais que podem influenciar negativamente na aceitagédo

sensorial, esta fruta pode ser associada com outros frutos para aumentar a sua aceitacao.



85

Silva et al. (2011) em estudo com néctares mistos de manga e caja adicionados de fruto-
oligossacarideos ou inulina obtiveram melhor resultado sensorial para as bebidas adicionadas de
FOS e afirmaram que o produto enriquecido com FOS torna-se uma nova op¢do de “alimento
funcional” para as industrias de sucos, bem como atende as expectativas dos consumidores que

buscam alimentos saudaveis, nutritivos e saborosos.

3.3.3. Analises fisico-quimicas e perfil de compostos bioativos das bebidas prebidticas
pasteurizadas

Os resultados dos parédmetros fisico-quimicos das bebidas prebidticas pasteurizadas
podem ser visualizados na Tabela 7.

Tabela 7 — Valores médios de pH, solidos soltveis, acidez, umidade, cinzas e proteinas das duas
bebidas desenvolvidas.

Parametros fisico-quimicos Bebida A Bebida B
pH 3,50 3,94
Solidos solaveis (°Brix) 11,0 10,8
Acidez (% em 4cido citrico) 0,59 0,34
Cinzas (%) 0,34 0,30
Umidade (%) 88,10 87,91
Proteinas (%) 4,14 3,66

Bebida A: bebida prebidtica de frutas tropicais e yacon; Bebida B: bebida prebiética de caju e yacon.

Como esperado, a bebida prebidtica de frutas tropicais e yacon apresentou uma maior
acidez e um menor pH que a bebida prebidtica de caju e yacon. Isso ocorre devido,
principalmente, a presenca de camu-camu e acerola nesta formulacdo. Lima et al. (2008) em
estudo com bebidas mistas a base de agua de coco e acerola verificaram nas formulacdes uma
variacdo de pH de 3,38 a 3,45 e acidez de 0,44 — 0,50%. Pereira et al. (2009) estudando bebidas
mistas de 4gua de coco, abacaxi e acerola obtiveram valores de pH das bebidas variando de 3,82
a 4,32, solidos soluveis variando de 10,33 a 11,76 e acidez 0,24 — 0,52%. A Bebida A, portanto,
apresentou valores de pH, solidos solUveis e acidez em acordo com a literatura.

A Bebida B apresentou valor médio de pH de 3,94, 10,8 °Brix para solidos sollveis e
acidez de 0,34%. Pinheiro et al. (2006) em estudo com sucos de caju de diferentes marcas
comerciais verificaram uma variacdo de pH entre 2,72 e 3,17, solidos sollveis entre 12,5 e 13,3
°Brix e acidez entre 2,96 e 4,02. Em estudo com suco de caju envasado pelo processo hot fill,

Fonseca (2010) obteve valores médios de sélidos soltveis de 11,1 °Brix, pH de 3,62 e acidez de
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0,23%. Sancho et al. (2007) avaliaram suco de caju com alto teor de polpa e os parametros fisico-
quimicos obtidos apds a pasteurizacdo foram de 11,10 °Brix para solidos soltveis e pH de 3,73.
Os valores obtidos para a bebida de caju e yacon sdo proximos aos encontrados na literatura,
indicando que o presente trabalho estd em acordo com a literatura.

A atividade antioxidante, os teores de fenolicos totais e fruto-oligossacarideos das bebidas
prebidticas pasteurizadas podem ser visualizados na Tabela 8.

Tabela 8 — Capacidade antioxidante total (TAC), fendlicos totais (TP) e agucares das Bebidas A e
B.

Compostos bioativos Bebida A* Bebida B*
Fendlicos totais (mg GAE /1009) 126,83 66,52
Acido ascorbico (mg/100g) 171,64 83,54
Fruto-oligossacarideos (g/200 ml) 4,64 5,94
FRAP (UM F,S0./qg) 33,45 15,58
ABTS (UM Trolox/qg) 10,57 6,45
DPPH’ (g de suco/ g DPPH) 866,36 1780,14
Sacarose (g/100mL) 0,69 n.d.e
Frutose (g/100mL) 0,31 0,58
Glicose (g/100mL) 0,27 0,54

*Bebida A: bebida prebiotica de frutas tropicais e yacon; Bebida B: bebida prebidtica de caju e yacon.
**Considerando: n.d. = ndo determinado.

Os resultados de atividade antioxidante total, por todos os métodos avaliados mostram
que a Bebida A apresentou aproximadamente o dobro de atividade antioxidante quando
comparada a Bebida B. Esses resultados estdo de acordo com o esperado, pois frutas tropicais
como camu-camu e acerola apresentam maiores concentracdes de acido ascorbico que o caju
(SILVA; TASSARA, 2005) e para essa frutas presentes na Bebida A, o acido ascérbico esta
diretamente relacionado ao maior valor de atividade antioxidante total (RUFINO et al., 2010)
encontrado para essa bebida. Além disso, 0 agai possui alto teor de antocianinas presentes em sua
composicdo (FREGONESI et al., 2010), o que possivelmente também contribuiu para esses
resultados. A Bebida A apresentou alto teor de fendlicos totais, 126,83 mg GAE /100g e alta
capacidade antioxidante, com valores de 10,57 uM Trolox/g (ABTS), 33,45 uM F,SO./g (FRAP)
e 866,36 g de suco/ g DPPH" (DPPH). Pereira et al. (2014) obtiveram resultados préximos aos
encontrados no presente trabalho, em uma formulacdo semelhante & Bebida A, com valores de
103,01 mg GAE /100g (TP), 10,27 uM Trolox/g (ABTS), 32,86 uM F,SO./g (FRAP) e 845,87 g

de suco/ g DPPH (DPPH), mostrando que os resultados obtidos estdo em acordo com a literatura.
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Em estudo realizado por Silva et al. (2011) na elaboracdo de néctares mistos a base de manga e
caja adicionados de fruto-oligossacarideos, o teor de TP foi de 20,35 mg GAE /100g, resultados
inferiores aos obtidos neste trabalho. Pereira et al. (2009), em estudo com formulacdes mistas de
agua de coco, abacaxi e acerola obtiveram resultados de PT variando de 29,60 a 150,79 mg
GAE/100g, sendo a formulagdo com a maior porcentagem de acerola a de maior resultado em
fendlicos (150,79 mg GAE /100g) e antioxidantes totais (12,67 M Trolox/g), valores superiores

aos obtidos no presente trabalho.

3.3.4. Determinacao de fruto-oligossacarideos, sacarose, frutose e glicose

Ambas as bebidas apresentaram consideraveis valores de atividade antioxidante, além de
elevada concentracdo de fruto-oligossacarideos, mesmo apds a pasteurizagdo. Segundo a
legislacdo brasileira, as alegagdes aprovadas relacionadas a propriedade funcional e/ou de saude
de um nutriente ou ndo nutriente do alimento, conforme o item 3.3 da Resolugdo n° 18/1999
(BRASIL, 1999), englobam os fruto-oligossacarideos. Esta alegacdo pode ser utilizada desde que
a porcdo do produto pronto para consumo forneca no minimo 3 g de FOS se o alimento for solido
(por porgdo) ou 1,5 g se o alimento for liquido (em 200 mL).

A bebida prebidtica de caju e yacon apresentou 5,94 + 0,07 de FOS/200 mL, e a bebida
prebidtica de frutas tropicais e yacon, 4,64 + 0,07 de FOS/200 mL, cerca de quatro vezes mais do
que a exigida pela legislacdo brasileira de produtos com propriedades funcionais (BRASIL,
2008). A alegacdo permitida pela legislagdo brasileira é “o0s fruto-oligossacarideos — FOS
contribuem para o equilibrio da flora intestinal. Seu consumo deve estar associado a uma

alimentacao equilibrada e habitos de vida saudaveis”.

3.3.5. Inibicdo da atividade antiproliferativa de células HepG,

O metabolismo humano em seu estado normal apresenta equilibrio entre os niveis de
compostos oxidantes e antioxidantes, e isso é importante para a manutengdo das condicGes
fisioldgicas Otimas (TEMPLE, 2000; THOMPSON, 1994). A superproducdo de oxidantes em
certas condi¢des pode causar um desequilibrio, que pode conduzir a danos oxidativos a moléculas
como lipidos, proteinas e ao DNA (LI1U, 2004). Evidéncias sugerem que este dano oxidativo que

induz potencialmente ao cancer pode ser impedido ou limitado por compostos presentes em frutas
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e legumes, como os fitoquimicos, que apresentam mecanismos de acdo complementares e
sobrepostos aos agentes oxidantes, a estimulagdo do sistema imunolégico, a regulacdo da
expressao do gene da proliferacao celular e da apoptose, ao metabolismo hormonal, e aos efeitos
anti-bacterianos e anti-virais (LIU, 2004). Desta forma, levando-se em consideracdo que as
bebidas prebioticas desenvolvidas neste trabalho apresentaram moderada atividade antioxidante
in vitro, torna-se interessante avaliar a atividade antiproliferativa destas bebidas no crescimento
in vitro de células de céncer hepatico humano (HepG;). Os resultados destes testes sao

apresentados nas Figuras 4 e 5.

Figura 4 — Viabilidade celular relativa (%) de células HepG, mediante exposicdo a diferentes
concentracdes da Bebida A.
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Figura 5 — Viabilidade celular relativa (%) de células HepG, mediante exposic¢do a diferentes
concentracdes da Bebida B.
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A atividade antiproliferativa foi expressa como a viabilidade celular relativa (%), apds 72
horas de exposicdo das células & bebida, em que um valor mais baixo indica uma atividade
antiproliferativa mais elevada sob as condi¢des experimentais testadas.

A inibicdo da proliferacdo de células de cancer pela Bebida B pode ser explicada pelos
compostos bioativos presentes no caju e yacon, considerando que estes apresentam consideraveis
concentragfes de compostos fendlicos, e estes sdo um dos principais compostos da dieta
envolvidos em beneficios a satde (SUN et al., 2002).

Curiosamente, a bebida prebidtica de caju e yacon (Bebida B) mostrou atividade
antiproliferativa em células HepG, de modo dose-dependente, enquanto a bebida prebidtica de
frutas tropicais e yacon (Bebida A) foi pouco expressiva quanto a inibicdo da proliferacdo das
células. Embora a Bebida A tenha apresentado maiores concentracdes de polifendis e atividade
antioxidante que a Bebida B, esses resultados sugerem que a atividade antiproliferativa destas
bebidas se deve a compostos especificos, ou classe de compostos especificos. Além disso, Sun et
al. (2002), avaliando a atividade antiproliferativa e antioxidante de frutas como mac4, laranja e
abacaxi, mostraram que ndo houve correlacdo entre os valores de atividade antioxidante e de
atividade antiproliferativa para as frutas analisadas, assim como foi observado no presente
trabalho. Desta forma, a atividade antiproferativa verificada nas Bebidas A e B ndo apresenta
relagdo com a concentracdo total destes compostos, mas sim, possivelmente, a um grupo de
compostos especificos presentes na Bebida B em maiores concentracdes que na Bebida A, e esses
compostos estariam possivelmente associados ao caju. Porém, a identificacdo destes compostos

especificos e sua relacdo para a atividade antiproliferativa ainda devem ser investigados.
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3.4. CONCLUSOES

Com relacéo a aceitacdo sensorial das bebidas formuladas, conclui-se que a concentracéo
de edulcorante foi determinante na avaliacdo dos julgadores, enquanto a concentracdo de extrato
de yacon ndo influenciou significativamente no atributo avaliado. A bebida prebiotica de frutas
tropicais e yacon (Bebida A) apresentou maiores teores de compostos fendlicos, e consequente
maior atividade antioxidante que a bebida prebidtica de caju (Bebida B), devido a presenca das
polpas de acerola, acai e camu-camu. Porém, a atividade antiproliferativa das bebidas mostrou
que ndo sao correlacionadas com a atividade antioxidante e compostos fendlicos, onde a Bebida
B apresentou os melhores resultados para inibicdo do desenvolvimento de células tumorais

(HepG2) em condigdes in vitro.
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CAPITULO 4: EFEITO HIPOGLICEMIANTE, ANTIOXIDANTE E PREBIOTICO DE
BEBIDAS DE FRUTAS TROPICAIS E YACON EM RATOS DIABETICOS INDUZIDOS
POR ALOXANO

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos hipoglicemiante, antioxidante e prebidtico de duas
bebidas prebidticas, sendo uma mista de frutas tropicais e yacon (Bebida A), e outra composta
por caju e yacon (Bebida B). As bebidas foram administradas por gavagem, durante 30 dias, em
ratos diabéticos induzidos por aloxano. Ratos Wistar foram divididos em 8 grupos (n = 6), sendo
um grupo de animais saudaveis (controle negativo) e um grupo de animais diabéticos (controle
positivo), ambos recebendo solucédo salina, e seis grupos de animais diabéticos recebendo cada
uma das bebidas liofilizadas (G3 = 100, G4 = 200 e G5 = 400 mg/kg de peso corpdreo, recebendo
a Bebida A; e G6 = 100, G7 = 200 e G8 = 400 mg/kg de peso corporeo, recebendo a Bebida B).
O peso, 0 consumo da dieta e a glicemia dos animais foram monitorados durante 30 dias. Ao final
do experimento os animais foram sacrificados para avaliacdo da enzima antioxidante do figado
(catalase), e contagem de lactobacilos no material cecal. Os resultados mostraram que o G6
apresentou maior diminuicdo da glicemia, e aumento da atividade da catalase. Embora os efeitos
benéficos também tenham sido verificados no G7 e no G8, o contetdo de mono e dissacarideos
presentes naturalmente na bebida pode ter influenciado negativamente os resultados de glicemia.
Para a atividade da catalase, foi verificado na Bebida A um comportamento dose-dependente nos
animais tratados com esta bebida, que pode ser relacionado com o aumento da concentracdo de
compostos antioxidantes provenientes de uma maior ingestdo de bebida, sendo a atividade
antioxidante diretamente relacionada com a atividade da catalase do figado dos animais. Um
efeito prebidtico dose-dependente foi verificado pelo favorecimento do crescimento de

lactobacilos no conteudo cecal dos animais que receberam a Bebida B.

Palavras-chave: hipoglicemiante, diabetes, catalase, in vivo, antioxidante, yacon.
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ABSTRACT

The aim of this study was evaluate the hypoglycemic, antioxidant and prebiotic effects in two
prebiotic drinks: a mixed tropical fruit and yacon, and another consisting of cashew apple and
yacon. The drinks were administered by gavage for 30 days in alloxan induced diabetic rats.
Wistar rats were divided into 8 groups (n = 6), and a healthy animals group (negative control) and
a diabetic animals group (positive control), that ingested saline and six groups of diabetic animals
receiving each of beverages lyophilized (G3 = 100, G4 = 200 and G5 = 400 mg / kg body weight,
that ingested the beverage A, and G6 = 100, G7 = 200 and = G8 = 400 mg / kg body weight, that
ingested the beverage B). The weight, dietary intake and glucose levels were monitored for 30
days. At the end of the experiment the animals were sacrificed to evaluate the liver antioxidant
enzyme (catalase), and counts of lactobacilli in cecal material. The results showed that G6 get
greater reduction in blood glucose, and increased catalase activity. Although the beneficial effects
have also been observed in G7 and G8, the high content of mono and disaccharides naturally
present in the beverage A may be affected adversely the results of glucose. The animals treated
with beverage A showed a catalase activity at a dose-dependent way, which can be related to the
concentration of antioxidant compounds from a greater drink intake, with a directly related
behavior between antioxidant and catalase activities of animals liver. A prebiotic dose-dependent
effect was observed in growth of lactobacilli in the cecal contents of animals receiving the
beverage B.

Keywords: hypoglycemic, diabetes, catalase, in vivo, antioxidant, yacon.
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4.1 INTRODUCAO

O diabetes mellitus é uma das doencas crénicas mais comuns em quase todos o0s paises.
Nos ultimos anos verificou-se 0 aumento do nimero de pessoas diabéticas em decorréncia das
mudangas no estilo de vida que levam ao aumento dos casos de obesidade (SHAW et al., 2010).
Devido o aumento da prevaléncia de obesidade, da inatividade fisica e de habitos alimentares
inadequados, a diabetes mellitus tipo 2 tem sido considerada uma das principais epidemias dos
séculos XX e XXI (MELLO; LAAKSONEN, 2009).

Em 2010 o Brasil ocupou a 5% posi¢do no ranking mundial de incidéncia de diabetes,
apresentando aproximadamente 7,5 milhdes de diabéticos com idades entre 20 e 79 anos. O
estudo mostrou ainda que a estimativa para 0 ano de 2030 é que esse nimero aumente para 12,7
milhdes, e que haja cerca de 300 milhdes de individuos diabéticos no mundo (ZAJDENVERG,
2013; WILD et al., 2004).

Cerca de um tergo dos pacientes com diabetes mellitus busca tratamentos na medicina
alternativa, sendo o yacon bastante consumido por pessoas diabéticas na Bolivia e em outros
paises em que essa raiz € comumente produzida (OJANSIVU; FERREIRA; SALMIEN, 2011).
Algumas frutas tropicais também vém sendo relatadas por sua acdo benéfica no controle
glicémico, com especial destaque para o caju sendo esta agéo relacionada principalmente aos seus
compostos fenodlicos (ABDULLAHI; OLATUNJI, 2010).

O cajueiro (Anacardium occidentale L.) € uma planta tropical nativa da Ameérica, cuja
cultura apresenta grande importancia socio-econémica para a regido Nordeste do Brasil. O
pedinculo do caju, além de conter agucares, sais minerais e acidos organicos, apresenta elevado
teor de polifendis, sendo que alguns deles vem sendo associados a propriedades anti-diabéticas e
antioxidantes (TEDONG et al., 2010; TREVISAN et al., 2006). Além dos polifendis presentes no
caju, outras frutas tropicais apresentam elevadas concentragdes de compostos de natureza
fendlica que vem sendo relacionadas a efeitos benéficos em modelos in vivo, principalmente
aqueles relacionados a atividade antioxidante ou efeito protetor em diferentes tipos de cancer.
Um exemplo de efeitos benéficos das frutas tropicais foi recentemente reportado por Pereira et al.
(2014) e Carvalho-Silva et al. (2014), que demonstraram que uma bebida composta de caju, caja,

camu-camu, acerola e acai apresentou efeitos benéficos quando administradas em animais
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saudaveis, apresentando atividade antioxidante e antimutagénica quando administrada em ratos
Wistar e camundongos Swiss.

O yacon (Smallanthus sonchifolius) € uma raiz tuberosa utilizada hd séculos pelos
habitantes de muitas regides da América do Sul na medicina popular tradicional, e é
particularmente reconhecido como uma fonte abundante de fruto-oligossacarideos (CAMPOS et
al., 2012). Estes compostos passam através do estdmago e do intestino delgado sem ser
absorvidos ou degradados, e chegam intactos ao colon, onde sédo fermentados por grupos de
bactérias resistentes e promovem a proliferacdo de bifidobactérias, melhorando assim o equilibrio
intestinal (ROBERFROID et al., 2010). Embora recentemente o yacon tenha se destacado pelos
efeitos prebidticos, outro grande interesse desta raiz tem sido focado em suas propriedades
antidiabéticas, que vem sendo atribuido ndo somente ao seu contetido de fruto-oligossacarideos,
mas devido aos seus compostos fendlicos, principalmente o acido clorogénico e seus derivados.
Estes compostos estdo relacionados a modulacdo da concentracdo de insulina no plasma e
inibicdo da gliconeogénese hepética devido a inibicdo da glicose-6-fosfatase, que catalisa o
ultimo passo da glicogenolise e gliconeogénese (OJANSIVU; FERREIRA; SALMIEN, 2011,
ARION et al., 1998).

Grande parte do interesse nos beneficios potenciais do yacon e de frutas tropicais
relacionados a salde esta relacionado aos seus compostos bioativos, o que tem incentivado
alguns pesquisadores a investigar os efeitos in vitro e in vivo desses alimentos individualmente.
Contudo, ndo ha dados na literatura de avaliacdo dos efeitos de bebidas pasteurizadas do tipo
“pronta para beber” compostas por diferentes frutas tropicais e yacon. Esses alimentos,
combinados em um mesmo produto, poderiam atuar em diferentes mecanismos para amenizar 0s
problemas relacionados a esta doenca cronica-degenerativa de grande importancia mundial.

O aloxano € um dos agentes diabetogénicos mais comumente utilizados, por destruir
especificamente as células-p das ilhotas de Langerhans, quando em doses adequadas (MENDEZ;
RAMOS, 1994). O mecanismo de agdo em células B do pancreas ¢ mediado por espécies reativas
de oxigénio (ROS). A acdo dos ROS com um grande aumento simultdneo na concentracdo de
calcio citosolico provoca a destrui¢do rapida das células p (SZKUDELSKI, 2001). Segundo
Gorus et al. (1982) essa citotoxicidade seletiva do aloxano é condicionada pela grande
capacidade da célula-B em acumular a droga, aliada ao fato desta célula demonstrar uma maior

sensibilidade aos radicais peroxidos, quando comparada a outros tecidos.
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Diversos séo os estudos com o uso de aloxano para inducdo de diabetes (JEMAI et al.,
2009). O aloxano proporciona discreta reducdo glicémica cerca de 30 minutos apos sua injecao,
como resultado de estimulacdo da secrecdo de insulina e consequente aumento da insulinemia.
Contudo, ap6s 60 minutos da injecdo ocorre hiperglicemia decorrente de decréscimo da
insulinemia persistindo nas 4 horas seguintes, ocorrendo nessa fase as primeiras alteracfes
morfologicas das células B, como dilatagdo do reticulo endoplasmatico rugoso e das
mitocondrias, além de diminuicdo do complexo de Golgi, dos granulos e do contetdo de insulina.
No periodo de 4 a 8 horas ocorre grande aumento da insulinemia, como consequéncia de ruptura
da membrana celular. Posterior e permanentemente segue a hiperglicemia, que ocorre de forma
crescente entre 9 a 144 horas, estabilizando-se em seguida. Esta fase é alcangada com a completa
desgranulacdo e perda de integridade das células B, ocorrendo aumento da presenca de
macrofagos no pancreas (BOQUIST, 1980; SZKUDELKI, 2001; LENZEN, 2008).

Levando em consideracdo que sdo escassos 0s trabalhos relacionando os efeitos benéficos
in vivo de produtos processados de frutas tropicais prontos para o consumo no Brasil, 0 objetivo
do presente trabalho foi avaliar o efeito hipoglicemiante, antioxidante e prebidtico da ingestdo de
duas bebidas de frutas tropicais e yacon através de estudos in vivo com ratos Wistar. De acordo
com a literatura consultada pelos autores, este é o primeiro estudo sobre um produto composto
por essas matérias-primas envolvendo sua relacdo com efeitos benéficos para a salde,

principalmente aqueles relacionados a diabetes.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Formulacao das bebidas prebidticas

O yacon (Smallanthus sonchifolius) in natura e as polpas das frutas utilizadas foram
adquiridos no mercado local de Fortaleza-CE. Para preparo do extrato de yacon, a raiz foi
processada como descrito no Capitulo 2. Ambos os materiais foram armazenados a -18 £ 1 °C
antes do uso.

A Bebida A (bebida mista de abacaxi, acerola, acai, caja, caju, camu-camu) foi preparada
de acordo com o reportado por Pereira et al. (2014) e Carvalho-Silva et al. (2014), com duas

particularidades: adicdo de extrato de yacon em substituicdo a agua e adicdo de 0,07% de
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esteviosideo em substituicdo a sacarose. A Bebida B foi preparada com polpa de caju (50%) e
extrato de yacon (50%) adicionados de 0,07% de esteviosideo. A composicdo da bebida foi
baseada em resultados de analise sensorial realizada por provadores ndo treinados, e teores de
fruto-oligossacarideos (Capitulo 3). Para a pasteurizacdo das bebidas, foi usado um trocador de
calor tubular Armfield modelo FT74, sendo a bebida colocada no tanque de alimentacdo e
bombeada através do pasteurizador para alcancar a condicdo de tratamento (85 °C durante 90
segundos). O envasamento a quente ocorreu logo em seguida. As bebidas foram resfriadas em
banho de gelo/agua, e armazenadas a -18 + 1 °C até o0 momento das analises. As bebidas foram
liofilizadas imediatamente ap6s o tratamento térmico e armazenadas a -18 + 1 °C até 0 momento

do uso.

4.2.2 Animais e delineamento experimental

O trabalho foi iniciado apds aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa no uso de
animais da Universidade Federal de Alfenas/fUNIFAL-MG (Protocolo n°® 528/2013) — Anexo 01.
Para 0 experimento, trinta ratos machos pesando 90 + 5 g foram obtidos no Biotério Central da
Universidade Federal de Alfenas. Os animais foram mantidos em condic@es padrao de laboratério
(temperatura de 22 £ 2°C, umidade relativa de 52 + 5%, e ciclo de 12 horas de claro-escuro), e
alimentados com agua e racdo ad libitum fornecida pelo Biotério Central da UNIFAL-MG, da
empresa Nuvilab, cuja composicdo esta apresentada na Tabela 1.

Tabela 1 — Composicéo da racdo oferecida aos animais utilizados no experimento (Racdo Nuvilab
CR1).

Composicéo %
Umidade (max.) 12,50
Proteina Bruta (min.) 22,00
Extrato Etéreo (min.) 5,00
Matéria Mineral (max.) 10,00
Matéria Fibrosa (méax.) 8,00
Caélcio (méax.) 1,40
Fosforo (min.) 0,60

Composi¢do basica do produto: Milho integral moido, farelo de soja, farelo de trigo, carbonato de
céalcio, fosfato bicélcico, cloreto de sédio, gordura vegetal, vitamina A, vitamina D3, vitamina B1,
vitamina B12, vitamina B2, vitamina B6 vitamina E, vitamina K3, niacina, biotina, &cido félico, acido
pantoténico, colina, cobre, cobalto, ferro, iodo, manganés, selénio, zinco, lisina e metionina.
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Para a inducdo de diabetes os ratos foram submetidos a um jejum de 8 horas durante a
noite, com &gua ad libitum e receberam uma injec¢éo intraperitoneal de aloxano (120 mg/kg). Em
sequida, foram alimentados com solucdo aquosa de sacarose a 10% durante 24 horas. Apds
quatro dias, a glicemia foi medida e todos os ratos que sofreram inducdo apresentaram niveis de
glicose superiores a 200 mg/dl. As bebidas prebidticas liofilizadas e a solucdo salina (NaCl a
0,9% para os grupos controle) foram administradas diariamente por gavagem apds ressuspensao
da amostra (0,5 mL/100 g de peso corporal) durante 30 dias. Os ratos foram distribuidos em oito

grupos, com seis animais em cada grupo, sendo:

e Grupo 1 — Controle negativo: Animais saudaveis tratados com solucdo salina (NaCl
0,9%).

e Grupo 2 — Controle positivo: Animais diabéticos tratados com solucdo salina (NaCl
0,9%).

e Grupo 3: Animais diabéticos tratados com 100 mg/kg (peso corporeo) de bebida A.

e Grupo 4: Animais diabéticos tratados com 200 mg/kg (peso corpdreo) de bebida A.

e Grupo 5: Animais diabéticos tratados com 400 mg/kg (peso corporeo) de bebida A.

e Grupo 6: Animais diabéticos tratados com 100 mg/kg (peso corpdreo) de bebida B.

e Grupo 7: Animais diabéticos tratados com 200 mg/kg (peso corp6reo) de bebida B.

e Grupo 8: Animais diabéticos tratados com 400 mg/kg (peso corp6reo) de bebida B.

Os parametros nutricionais de ganho de peso e consumo da dieta foram coletados trés
vezes por semana. Os niveis de glicose no sangue foram medidos a cada trés dias, totalizando 10
medicBes. Ap6s 30 dias, os animais foram anestesiados por inalacdo utilizando halotano (2
L/min) e sacrificados por extracdo de sangue a partir da aorta abdominal com uma seringa. O
soro foi obtido por centrifugacdo a 4.000 rpm durante 10 minutos, e o figado lavado por perfuséo

com solucéo salina (0,9 % p/v), e imediatamente congelado a -80 °C.
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4.2.3 Atividade da catalase do figado

A atividade da catalase (CAT) foi medida no tecido do figado dos animais. A analise foi
realizada com uso de método baseado na reducédo do H,O, 10 mM. A decomposicdo de H,O, pela
CAT contida nas amostras apresenta uma cinética de primeira ordem e as alteracdes na
absorbancia foram medidas ap6s a adi¢do de H,O,, e em seguida, em intervalos de 10 segundos,
durante 60 segundos (HUGO; LESTER, 1984).

4.2.4 Determinacéo de lactobacilos no material cecal

Uma amostra de 1 g de contetdo cecal foi transferida para um tubo estéril, misturada com
9 mL de solucdo estéril de tampédo fosfato salino (PBS, Sigma Aldrich) e, em seguida, diluidas
em série (de 10 a 10”7) em um meio de 4gar Rogosa SL. A incubacéo foi realizada a 35°C, sob
condigdes anaerdbias, utilizando o frasco anaerdbio Anaerocult A (Merck, Drmstadt, Alemanha).

O numero de células foi fixado como logo ufc/g de matéria fresca apds 48h de incubagéo.

4.2.5 Andlise Estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o GraphPad Prism 4.0 para Windows
(San Diego, CA, EUA), efetuando-se analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey (P < 0,05)

entre as médias.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Parametros nutricionais avaliados nos ratos induzidos ao diabetes

No presente experimento, os ratos diabéticos induzidos por aloxano apresentaram um

aumento significativo (P < 0,05) no consumo de racdo quando comparados aos ratos saudaveis
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(controle negativo); porém ndo foram observadas diferencas significativas (P > 0,05) entre o0s
grupos testados com diferentes concentracdes das bebidas prebidticas, quando comparados com 0
controle positivo. No entanto, embora todos os grupos tenham apresentado ganho de peso
corporal inferior quando comparadas ao grupo controle negativo (ndo-diabético), esse ganho de

peso ndo foi estatisticamente significativo (P > 0,05) (Figura 1) .

Figura 1 — Ganho de peso e consumo de dieta dos diferentes grupos experimentais.
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Ambas as bebidas prebidticas apresentaram cerca de 88% de umidade (Capitulo 3 —
Tabela 7). Desta forma, 100 mg do material liofilizado corresponderam a cerca de 25 mg e 19,3
mg de fruto-oligossacarideos, para as Bebidas A e B, respectivamente. Curiosamente, os dados
apresentados neste estudo demonstraram que a administragdo da Bebida B em sua menor
concentracdo (G6 = 100 mg/kg de peso corporal) durante 30 dias causou uma diminuicédo
significativa nos niveis de glicose no sangue (P < 0,05) quando comparados com ratos diabéticos
ndo tratados (controle positivo). Apesar de ndo haver diferenca estatistica (P > 0,05) para os
tratamentos que receberam a bebida prebiotica (G6, G7 e G8), o grupo G6 apresentou os valores

mais baixos de niveis de glicose no sangue (Figura 2).
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Figura 2 — Glicemia dos animais durante o periodo experimental.
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A Bebida B apresentou uma concentracdo consideravel de monossacarideos (Capitulo 3 —
Tabela 8), o que pode ter influenciado negativamente o controle da glicemia dos animais G7 e
G8, que ingeriram maiores concentracdes da Bebida B, quando comparados aos animais G6. O
efeito hipoglicemiante dessa bebida pode ser atribuido a uma combinacdo de diferentes
compostos funcionais, como FOS e componentes fenolicos, encontrados no caju e no yacon.
Estes compostos podem atuar de forma distinta, em diferentes mecanismos envolvidos no
diabetes. Os fruto-oligossacarideos sdo metabolizados pela microbiota do célon, e os produtos
finais da fermentacdo de carboidratos sdo acidos graxos de cadeia curta, tais como acetato,
propionato e butirato. Estes compostos produzidos durante a fermentacdo sdo prontamente
absorvidos pela mucosa do co6lon. Sabe-se que o butirato serve como combustivel para a mucosa,
a0 passo que o propionato, ao entrar na circulacdo sanguinea pode influenciar no metabolismo de
lipideos e carboidratos (ALLES et al., 1999). Por sua vez, os polifendis encontrados no yacon
podem inibir a glicose-6-fosfatase hepéatica, a enzima que catalisa a reacdo terminal da
glicogendlise e gliconeogénese, as duas vias de producao de glicose no figado de seres humanos
e animais superiores, e os polifenodis encontrados no caju podem ter efeito sobre a captacdo de
glicose nas células do musculo esquelético, possivelmente através da ativacdo da adenosina-
monofosfato de proteina quinase — AMPK (TEDONG et al., 2010; ARION et al., 1998). Além
disso, estudos (BRITO et al., 2007; TREVISAN et al., 2006) mostraram que polifenois e
flavonoides tém acdo antioxidante, e Salam et al., (2008) mostrou que alguns flavondides
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isolados a partir de plantas podem atuar como agentes anti-diabéticos pela agdo seletiva nos
receptores ativados pelo proliferador de peroxissomo gama (PPAR-y), um receptor nuclear que
desempenha um papel essencial na resisténcia a insulina e sindrome metabdlica (ABDULLAHI;
OLATUNUJI, 2010).

Diversos sdo os trabalhos encontrados na literatura que mostram os efeitos benéficos da
ingestdo de yacon e de caju. Aybar et al. (2001) obtiveram que ratos diabéticos tratados com cha
de folhas de yacon durante 30 dias apresentaram uma reducdo de aproximadamente 50% nos
niveis de glicose séricos. Abdullahi; Olatunji (2010) verificaram uma reducdo nos niveis séricos
de glicose em ratos tratados com extrato de casca de cajueiro. Esse efeito hipoglicemiante foi
atribuido a presenca de compostos fenodlicos e flavondides presentes no extrato da casca do
cajueiro, indicando assim que o presente estudo obteve resultados semelhantes aos encontrados
na literatura. Além disso, Dominguez et al. (2012), em estudo sobre os efeitos do consumo de
uma bebida de caju sobre a resposta glicémica em pacientes com diabetes mellitus tipo 2,
obtiveram resultados que evidenciaram uma reducéo da reposta glicémica pos-prandial com o
consumo da bebida estudada (de 207 para 181 mg/dL em 60 min), 0 que sugere que 0 caju possuli
propriedades hipoglicemiantes, indicando que uma bebida elaborada com caju pode ser uma
alternativa para individuos diabéticos.

Como mencionado anteriormente, o diabetes mellitus esta associado a producdo de
espécies reativas de oxigénio, que levam a danos oxidativos particularmente no figado e nos rins.
O estresse oxidativo no diabetes ocorre com uma diminui¢do da capacidade antioxidante, o que
pode aumentar os efeitos deletérios de radicais livres. Os antioxidantes desempenham um papel
importante na protecdo de sistemas bioldgicos contra as espécies reativas de oxigénio, e dentre 0s
componentes do sistema de defesa que evoluiram para reduzir a lesdo de ataque de radicais livres,
incluem-se varias enzimas e algumas moléculas que captam radicais livres. A catalase (CAT) é
uma hemoproteina que catalisa a reducdo do peroxido de hidrogénio e protege os tecidos dos
radicais hidroxila extremamente reativos (KAKKAR et al., 1998; PICTON; FLATT,;
MCCLENGHAN, 2001; VENDEMIALE; GRATTAGLIANO; ALTOMARE, 1999; SEARLE;
WILLSON, 1980) No presente experimento observamos uma diminui¢cdo, embora sem
significancia estatistica (P > 0,05) na atividade da CAT no figado de animais diabéticos quando
comparados aos nao-diabéticos (Figura 3). Porém, a administracdo da Bebida B ao grupo G6

durante 30 dias causou um aumento significativo na atividade da enzima antioxidante e uma
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diminuigéo da glicemia quando comparados ao controle positivo (G2). Esse aumento da atividade
da enzima antioxidante catalase sinaliza a possibilidade de que esta bebida, principalmente nesta
concentracdo, pode reduzir o potencial de glicacdo de enzimas, ou entdo pode reduzir os radicais
livres e espécies reativas de oxigénio.

Os mecanismos propostos pela atividade da catalase sdo diferenciados: uma maior
atividade da enzima encontrada no G6 estaria indiretamente relacionada com a ingestdo da
Bebida B, uma vez que esse grupo teve um melhor controle na glicemia dos animais. Por sua vez,
0 aumento dose-dependente da atividade da catalase nos animais que receberam a Bebida A pode
ser relacionada, de uma forma direta, com 0 aumento da concentracdo de compostos
antioxidantes provenientes de uma maior ingestdo da bebida (G3 < G4 < G5), sendo a atividade
antioxidante diretamente relacionada com a atividade da catalase do figado dos animais. Schmatz
(2011) observou uma reducao da atividade da CAT em figados de ratos diabéticos, sustentando a
ocorréncia do estresse oxidativo em animais com essa patologia, ao passo que o tratamento com
resveratrol teve efeito protetor contra os danos oxidativos no figado dos animais tratados,
prevenindo a diminuicdo do sistema de defesa antioxidante enzimatico, e esse efeito foi
relacionado a atividade antioxidante do resveratrol. Assim, os resultados encontrados no presente

trabalho estdo em acordo com a literatura.

Figura 3 — Atividade da catalase nos figados dos animais.
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Os resultados da anélise microbioldgica do material cecal sdo apresentados na Figura 4.

Figura 4 - Quantificagé@o de lactobacilos no material cecal dos animais.
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Os resultados apresentados na Figura 4 mostram um efeito dose-dependente do consumo
da bebida prebidtica de caju e yacon, e o desenvolvimento de lactobacilos, identificados no
material cecal dos animais. As concentracdes de lactobacilos (logio ufc/g de amostra fresca)
foram significativamente mais elevadas (P < 0,05) nos animais diabéticos que receberam a
bebida por meio de gavagem, quando comparados com 0s grupos controle, que receberam apenas
solucdo salina. A quantificacdo de lactobacilos no contetdo cecal foi maior nos animais que
receberam a maior concentragdo de bebida prebiotica (G6 < G7 < G8), devido,
consequentemente, a maior quantidade de FOS neste tratamento. Neste caso, o efeito foi dose-
dependente, pois, diferente dos resultados de glicemia, uma maior concentracdo de mono e
dissacarideos oriundos da maior dosagem de bebida administrada néo teve influéncia negativa
neste parametro analisado. Estes resultados estdo de acordo com outros estudos, que mostram que
FOS provenientes do yacon sdo eficientemente metabolizados pelos lactobacilos in vitro e in
vivo, utilizando um modelo de ratos (PEDRESCHI et al., 2003; BIBAS BONET et al., 2010).
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4.4 CONCLUSOES

O presente estudo mostrou que a bebida prebiotica de caju e yacon (Bebida B) promoveu
o crescimento de lactobacilos no material cecal dos animais que consumiram essa bebida, além
de ter aumentado a atividade da enzima catalase no figado dos animais de uma forma dose-
dependente. Para a atividade da catalase, foi verificado na Bebida A um comportamento dose-
dependente nos animais tratados com essa bebida, que pode ser diretamente relacionado com o
aumento da concentracdo de compostos antioxidantes provenientes de uma maior ingestdo de
bebida, sendo a atividade antioxidante diretamente relacionada com a atividade da catalase do
figado dos animais. Um efeito prebidtico dose-dependente foi verificado pelo favorecimento do
crescimento de lactobacilos no conteudo cecal dos animais que receberam a Bebida B.

Além disso, os animais tratados com a Bebida B em sua menor concentracdo (G6 = 100
mg/kg de peso corporal) apreentaram significativa diminuicdo nos niveis de glicose no sangue
quando comparados com ratos diabéticos ndo tratados. De acordo com os resultados obtidos neste
estudo, sugere-se que a bebida de yacon e caju deve ser considerada como uma alternativa para

futuros estudos sobre a diabetes.
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CONSIDERACOES FINAIS

O tratamento do yacon com os &cidos estudados (ascorbico e citrico) foi otimizado
visando a inativacdo da enzima polifenoloxidase, sendo as condigdes Otimas:
concentracdo de acido ascoérbico de 4,0 a 4,6% com tempo de imersdo de 1 a 2 minutos;
ou concentracao de acido citrico de 2,4 a 4% durante 8,5 a 9 minutos.

Ambos os tratamentos foram adequados para 0 processo, pois além de terem inativado a
enzima estudada, ndo diminuiram expressivamente os teores de FOS, tornando viavel o
tratamento enzimatico do yacon com acido citrico e ascorbico, nas concentracfes e
tempos otimizados.

A concentracdo de edulcorante foi determinante na avaliacdo sensorial de aceitagdo das
bebidas, enquanto que a concentracdo de extrato de yacon ndo influenciou
significativamente no atributo avaliado.

A bebida prebidtica de frutas tropicais e yacon (Bebida A) apresentou maiores teores de
compostos fenodlicos, e consequente maior atividade antioxidante que a bebida prebidtica
de caju (Bebida B), devido a presenca das polpas de acerola, acai e camu-camu. Por outro
lado, a Bebida B apresentou os melhores resultados para inibicdo do desenvolvimento de
células tumorais (HepG,) em condic@es in vitro, o que indica, neste caso, que a atividade
antiproliferativa ndo apresentou correlacdo direta com a atividade antioxidante e
compostos fendlicos.

A bebida prebiética de caju e yacon (Bebida B) promoveu o crescimento de lactobacilos
no material cecal dos animais que consumiram essa bebida, além de ter aumentado a
atividade da enzima catalase no figado dos animais de uma forma dose-dependente.

Os animais tratados com a Bebida A apresentaram um comportamento dose-dependente
para a atividade da catalase, que pode ser diretamente relacionado com o aumento da
concentracdo de compostos antioxidantes provenientes de uma maior ingestdo de bebida,
sendo a atividade antioxidante diretamente relacionada com a atividade da catalase do
figado dos animais.

Os animais tratados com a Bebida B em sua menor concentragdo (G6 = 100 mg/kg de
peso corporal) apreentaram significativa diminuigcdo nos niveis de glicose no sangue (P <

0,05) quando comparados com ratos diabéticos ndo tratados
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O efeito hipoglicemiante da Bebida B pode ser atribuido a uma combinacdo de diferentes
compostos funcionais, como FOS e componentes fenolicos, encontrados no caju e no
yacon. Estes compostos podem atuar de forma distinta, em diferentes mecanismos
envolvidos no diabetes

Diante disso, sugere-se que a bebida de yacon e caju deve ser considerada como uma

alternativa para futuros estudos sobre a diabetes.
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Anexo 01: Aprovacio pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA/UNIFAL/MG)

para realizacao dos ensaios com animais de laboratorio.
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