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“A tarefa ndo é tanto ver aquilo que ninguém viu, mas pensar o que
ninguém ainda pensou sobre aquilo que todo mundo vé.”

(Arthur Schopenhauer)
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RESUMO
Yacon (Smallanthus sonchifolius) € uma raiz tuberosa com alto teor de

compostos fendlicos e fibras prebibticas, ambos importantes para prevencao
e/ou promocédo da reducdo ao risco de doencas crbnicas nao transmissiveis.
Contudo, a vida de prateleira dessa raiz é bastante reduzida e culmina com a
reducdo desses compostos benéficos a saude, o que pode ser evitado com uso
da fermentagéo espontanea da bebida de yacon. Assim, o presente estudo tem
como objetivo (i) produzir e avaliar as bebidas de yacon tratadas com os agentes
antiescurecimento cisteina ou acido citrico, a partir de sua fermentacéo
espontanea, durante 60 dias de armazenamento quanto as caracteristicas
microbiolégicas, nutricionais, fisico-quimicas e de compostos bioativos, e (ii)
produzir bebidas de yacon fermentadas espontaneamente e avalia-las apds 30
dias de armazenamento quanto as caracteristicas microbiolégicas, nutricionais,
fisico-quimicas e de compostos bioativos e efeito toxicoldgico em Caenorhabditis
elegans (C. elegans). Foram produzidas bebidas de yacon com 0,05% de
cisteina, com 0,05% &cido citrico e sem adi¢cdo de agentes antiescurecimento.
Os dados foram avaliados por ANOVA e comparados pelo teste Duncan (p<0,05)
ou foram ajustados modelos de regressdo. Em relagdo aos microrganismos
todas as bebidas atingiram 10° UFC.ml! apés 30 dias de armazenamento.
Quanto a utilizac&do de agentes antiescurecimento, as diferencas foram pontuais,
contudo, a bebida com &cido citrico apresentou pH desejavel para uma bebida
fermentada o que permite inibicdo de bactérias indesejaveis e maior quantidade
proporcional inicial de FOS e menor variagdo com 30 e 60 dias de
armazenamento. Ainda, as bebidas apresentaram quantidade consideraveis de
compostos fenolicos como acidos clorogénico e galico que conferem importante
atividade antioxidade que trazem varios benéficos a saude. As bebidas com 30
dias de armazenamento também demonstraram auséncia de toxicidade aguda
pelo C. elegans., indicando que elas sdo seguras para 0 consumo humano, tendo
a bebida com acido citrico apresentado maior desenvolvimento desses vermes.
Ainda, pode-se sugerir um efeito simbiético da bebida que naturalmente possui
FOS, considerados prebioticos e que podem ter favorecido na bebida, a
proliferacdo de microrganismos benéficos a saude, os probioticos.

Palavras-chave: Bebidas fermentadas, FOS, compostos fendlicos, C. elegans,

yacon.



ABSTRACT
Yacon (Smallanthus sonchifolius) is a tuberous root with a high content of

phenolic compounds and fibers that has a prebiotic effect, both important for the
prevention and / or promotion of the reduction of the risk of chronic non-
communicable diseases. However, the shelf life of this root is greatly reduced and
reduces the reduction of these compounds beneficial to health, or can be avoided
with the spontaneous fermentation of the yacon drink. Therefore, the objective of
this work was (i) to produce yacon beverages treated with anti-browning agents,
cysteine or citric acid, from their spontaneous fermentation during 60 days of
storage as for microbiological, nutritional, physical-chemical characteristics and
bioactive compounds, and (ii) produce spontaneously fermented yacon
beverages and evaluate them after 30 days of storage for microbiological,
nutritional, physical-chemical characteristics and bioactive compounds and
toxicological effect on Caenorhabditis elegans (C. elegans). The yacon
beverages were produced with 0.05% cysteine or citric acid and a control
beverage. The data were evaluated by ANOVA and compared by the Duncan test
(p<0.05) or regression models were adjusted. In relation to microorganisms, all
beverages reached 10° UFC.ml! from 30 days of storage. Regarding the use of
antibrowning agents, the differences were punctual, however, the drink with citric
acid presented desirable pH for a fermented beverage, which allows inhibition of
undesirable bacteria and higher initial proportional amount of FOS and lower
variation with 30 and 60 days of storage. Furthermore, the beverages presented
considerable amount of phenolic compounds such as chlorogenic and lalic acids
that confer important anti-oxidade activity that bring several health benefits.
Beverages with 30 days of storage also demonstrated no acute toxicity by C.
elegans., indicating that they are safe for human consumption, and the drink with
citric acid showed greater development of these vermins. In addition, it can be
suggested a symbiotic effect of the drink that naturally has FOS, considered
prebiotic and that may have favored in the beverage, the proliferation of
microorganisms beneficial to health, probiotics.

Keywords: Fermented beverages, FOS, phenolic compounds, C. elegans,
Yacon.



INTRODUCAO GERAL

Alimentos funcionais tem sido foco de muitas pesquisas considerando o
aumentando de consumo voltado para uma alimentagdo mais saudavel, e que,
além de nutrir, demonstrem beneficios fisiologicos e/ou reduzam o risco de
doencas cronicas (Costa, Rosa, 2016; Kaur, Singh, 2017).

Os alimentos podem ter em sua composi¢ao caracteristicas funcionais
presentes naturalmente ou adicionados em forma de ingredientes durante o
processamento (Alkhatib et al., 2017). Um alimento que tem recebido grande
importancia neste contexto por apresentar naturalmente constituintes com
alegacdo de propriedade funcional é o yacon (Smallanthus sonchifolius).
Pertencente a familia Asteraceae originaria da regido dos Andes, essa raiz é
considerada o alimento que contém naturalmente o maior conteudo de
frutooligossacarideos (FOS) (Valentova, Ulrichovd, 2003; Santana, Cardoso,
2008; Fujishima et al., 2009; Apolinério et al., 2014; Cao et al., 2018) podendo
variar de 0,7% a 13,2% do peso fresco, dependendo do cultivo (Campos et al.,
2012; Castro et al., 2013).

Os frutanos (FOS e inulina) sédo utilizados como aditivo funcional em
alimentos devido a suas propriedades prebioticas, que favorece o crescimento
de bactérias promotoras de salude como Bifidobacterium spp. e Lactobacillus
spp., reduzindo as popula¢des patogénicas e promovendo a imunomodulacéo
intestinal (Whelan, 2013; Caetano et al., 2016). Dessa forma, compde assim uma
boa oportunidade de agregar valor ao produto em termos de funcionalidade e
saude (Delgado et al., 2010).

Aliado a presenca das fibras prebioticas, o yacon é rico em compostos
fendlicos com potencial antioxidante (Simonovska et al., 2003), protegendo as
membranas celulares contra danos provocados pelos radicais livres sendo
importante contra doengas como as cardiovasculares e cancer. A presenca de
compostos fendlicos ocorre tanto nas folhas quanto nas raizes (Valentova,
Ulrichova, 2003).

Durante as etapas do processamento como corte e choque ficam
expostos favorecendo a reagcdo com as enzimas polifenoloxidases (PPO) e

peroxidases (POD) presentes. Estas enzimas catalisam a oxidacdo dos
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compostos fendlicos em quinona, levando ao escurecimento enzimatico com
formacdo de pigmentos escuros denominados melanoidinas (Queiroz et al.,
2008; Padilha et al., 2009; Borges et al., 2012). A adigcdo de agentes anti-
escurecimento associada ou ndo a um pré-tratamento térmico, por controlar o
escurecimento enzimatico pode favorecer a preservacdo dos compostos
fendlicos (Menolli et al., 2008). Os agentes antioxidantes mais utilizados em
alimentos com bons resultados demonstrados sdo o &acido ascorbico, acido
citrico, &cido tartarico e L-cisteina (Rodrigues et al., 2013; Vasconcelos et al.,
2015).

Devido a predominancia de agua na raiz de yacon, sua perecibilidade é
reduzida e, portanto, a técnica de fermentacdo é uma alternativa que permite
melhorar a seguranca microbioldgica, preservar o valor nutricional e
conseguentemente, seus compostos de interesse a saude e, aumentar sua vida
de prateleira. Produtos como queijo e iogurte sdo 0s principais alimentos
fermentados probioticos utilizados atualmente (Ranadheera et al., 2018), porém,
com o0 aumento de alimentagéo vegana, intolerancia a lactose, alergia a proteina
do leite e elevado teor de colesterol, aumentou a demanda e necessidade de
alimentos probioticos ndo lacteos (Martins et al., 2013; Vasudha, Mishra, 2013).
Como existe uma alta demanda por alimentos com propriedades funcionais em
todo o mundo, a inclusdo da yacon como fonte de FOS, um dos compostos
comprovadamente considerados prebibticas, na producdo de bebida com
potencial alegacdo simbibtica representa uma grande oportunidade para
inovacao e agregacao de valor na industria de alimentos com essa alegagéo.

As pesquisas relacionadas ao processo de fermentacdo do yacon ainda
sdo muito recentes, sendo a maioria delas realizadas por fermentagdo exdgena,
ou seja, com adigdo de microrganismos, como demostrado nos estudos de Chen
et al. (2019) e Dahal (2020) que adicionaram culturas probiéticas. J4 Reina et
al., (2015) conseguiram obter um yacon por fermentacdo endogena, sendo
identificado os microrganismos presentes, como as bactérias acido laticas e
leveduras.

Devido & escasses de estudos voltados para a fermentacdo enddgena de
yacon, faz-se necessario fomentar mais esses conhecimentos por meio da

caracterizacao fisico-quimica, avaliacdo do teor de compostos com potencial
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bioativo, além da verificacdo da possibilidade de consumo desse produto,
através de teste de toxicidade, viabilizando testes posteriores com humanos e
comercializagao do produto.

Os testes toxicoldgicos in vivo utilizando Caenorhabditis elegans (C.
elegans) € um método muito utilizado para verificar a existéncia ou ndo de
toxicidade, pois, utiliza-se um nematddeo facilmente cultivado em laboratério,
devido ao seu tamanho reduzido, ciclo de vida curto e baixo custo de
manutencdo (Brenner, 1974). A andlise da toxicidade in vivo utilizando o C.
elegans possui varias vantagens em relacdo as analises in vitro, como por
exemplo a cultura de células, que trata-se de um organismo multicelular, capaz
de permitir que a acdo dos compostos estudados sejam avaliados de forma
sistémica (Scanlan et al., 2018). Além disso, o cultivo e os experimentos
realizados com este organismo sd0 muito mais baratos, quando comparados
com testes em camundongos ou outros modelos animais. Isto se deve
principalmente ao fato de que, no caso do C. elegans, a oferta de animais néo é
limitante, uma vez que eles crescem rapidamente em um sistema simples e
barato, onde podem ser gerados milhares de corpos em poucos dias (Charao et
al., 2015; Yoshimura et al., 2019). Estas vantagens permite o desenvolvimento
de estratégias de alta demanda, rapida e pratica para identificacdo de compostos
gue causam alteracdes no C. elegans (Leung et al., 2008; Fitzgerald et al., 2009).

Diante de todo esse contexto e tendo em vista os beneficios relacionados
ao consumo de yacon é importante buscar estratégias que aumentem o tempo
de armazenamento, preservando 0s compostos bioativos e estimulando a
proliferacdo de microrganismos com potencial benéfico, em uma bebida
possivelmente simbidtica e toxicologicamente segura, favorecendo assim a

salde do consumidor.

JUSTIFICATIVA

Yacon (Smallanthus sonchifolius), uma raiz tuberosa originaria da regiao
dos Andes, vem sendo estudada devido sua composicdo e propriedades
funcionais por conter quantidades relevantes de compostos fendlicos e frutanos

(inulina e frutooligossacarideos - FOS). Esses compostos encontrados na raiz
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instigam interesse médico e nutricional (Bielecka et al., 2015; Caetano et al.,
2016).

A composicdo quimica do yacon tem como principal substancia os
carboidratos e aproximadamente 83 a 90% de agua, atribuindo um baixo valor
energético por porcao e vida util reduzida (Santana, Cardoso, 2008).

A raiz tuberosa de yacon tem sido considerada um dos alimentos com
maior quantidade de FOS na natureza, diferenciando das demais raizes em que
0s carboidratos sdo estocados na forma de amido. Os FOS séo polimeros de
frutose ligados por ligagcdo B (2-1) com glicose terminal, encontrados
principalmente em produtos de origem vegetal (Bielecka et al., 2002). Nao sao
metabolizados pelo organismo humano, devido a falta de enzimas especificas
para sua metabolizagdo, dessa forma ndo séo considerados cal6ricos. Ainda,
sao designados como fibras sollveis prebidticas, pois estimulam o crescimento
seletivo e atividade de bactérias benéficas, predominando lactobacilos e
bifidobactérias, influenciando a fungao intestinal e parametros lipidicos (Marco et
al., 2017). Com o equilibrio da flora intestinal o consumo da raiz estimula efeitos
benéficos para a saude, como reducédo de colesterol sérico, auxilio na prevencao
de alguns tipos de cancer, melhora do metabolismo de diabéticos e reducao da
pressao sanguinea em pessoas hipertensas (Pedreschi et al., 2003; Gusso et
al., 2014).

Além dos constituintes nutricionais, a raiz de yacon também € rica em
compostos fendlicos, que sdo metabdlitos secundarios das plantas e um dos
grupos mais importantes de constituintes bioativos de frutas e hortalicas, devido
as suas propriedades antioxidantes. Os compostos fendlicos possuem um
importante mecanismo de acao contra alguns tipos de doencas, exercem efeitos
guelantes e modulam as atividades de varios sistemas enzimaticos,
apresentando efeitos benéficos a saude (Hondo et al., 2000; Maydata, 2002;
Simonovska et al., 2003; Campos et al., 2012).

Devido as caracteristicas nutricionais e funcionais da raiz de yacon, a
fermentacdo € uma alternativa interessante e vantajosa, pois € uma técnica que
permite melhorar a seguranca microbiolégica, o valor nutricional decorrente da
biossintese microbiana de vitaminas e aminoacidos essenciais, qualidade

sensorial e ainda, aumentar o tempo de armazenamento devido a producao de
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metabdlitos como acido latico, acético ou propidnico (Galvez et al.,, 2007;
Bourdichon et al., 2012), que servem como estratégias de conservacdo do
alimento.

O crescimento e tipo de microrganismos presentes nos alimentos
fermentados sdo definidos durante o processo de fermentacéo. A fermentacéo
de vegetais, geralmente é dependente do desenvolvimento espontaneo de
bactérias lacticas (BAL), e a temperatura, pH inicial, nutrientes presentes e
concentracéo de sal (NaCl) sédo fatores relevantes para o crescimento delas
(Rodriguez et al., 2009).

Normalmente utiliza-se uma concentracdo de NaCl de 2 a 10%
dependendo do fabricante. O NaCl ajuda na proliferacdo de bactérias benéficas,
principalmente as BAL que produzem acido lactico, fazendo com que o pH do
meio diminua e iniba o crescimento de bactérias indesejaveis (Rodriguez et al.,
2009). Apesar deste tipo de fermentacdo ser um processo anaerobio, alguns
organismos realizam esse metabolismo mesmo na presenca de grandes
guantidades de oxigénio, como as leveduras (Bortolini et al., 2001; Kim et al.,
2016).

As leveduras sdo mais utilizadas na fermentacao alcodlica e podem ser
classificadas como anaerodbios facultativos (Rodrigues and Sant’'anna, 2001).
Segundo Reina et al., (2015), a fermentacao da raiz de yacon contendo 2% de
NaCl é composta principalmente por bactérias lacticas e leveduras.

Em relacdo aos impactos na saude provenientes de seu consumo,
estudos in vivo evidenciam os benéficios do yacon em doencas de agravos nao
transmissiveis, como a melhora na alteracdo dos lipideos na dislipidemia. A
American Heart Association (AHA) enfatiza que a oferta de vitaminas, minerais,
antioxidades e fibras presentes nos alimentos ajudam a reduzir o risco de
doencas cardiovasculares (NCEP, 2002).

Durante o processo de fermentacdo bacteriana, as fibras sollveis
presentes no yacon podem ser utilizadas como substratos levando a producéo,
principalmente, de acidos graxos de cadeia curta (AGCC), além de &cido latico,
diéxido de carbono e hidrogénio (Mira et al., 2009; Roberfroid, 2018). A produc¢éo
de AGCC no colon diminui o pH, impedindo a proliferacdo de bactérias nocivas

no intestino grosso, melhorando assim o metabolismo de lipideos (Seminario et
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al., 2003).

O estudo conduzido por Oliveira (2013) mostrou que a ingestao de extrato
aquoso da raiz diminuiu colesterol total, triglicerideos e outras lipoproteinas de
baixa densidade, aumentou HDL-colesterol, promoveu efeito protetor hepatico e
reduziu os sintomas associados ao diabetes mellitus tipo 1. Outro estudo in vivo
com farinha de yacon, demonstrou que uma dieta contendo 5 g de FOS em 100
g de farinha auxiliou o aumento de bifidobactérias e lactobacilos levando ao
aumento dos niveis de &cidos graxos de cadeia curta na mucosa do coldn,
preservando as criptas do ceco, evidenciando o potencial prebidtico na
manutencdo da saude do célon e apresentando varios indicativos benéficos a
saude intestinal (Campos et al., 2012).

Vaz-Tostes et al. (2014) avaliou a utilizacdo da farinha de yacon na
preparacao de bolos, biscoitos e doces para criancas e constatou que o0 yacon
melhorou os efeitos imunolégicos com o aumento da producdo de
imunoglobulina A (IgA) e interleucina 4 (IL-4). Outra pesquisa obteve resultados
parecidos utilizando raizes de yacon moidas e liofilizadas na dieta de
camundongos, observando uma melhora do sistema imuldgicos e imunidade da
mucosa, baseado no aumaneto IgA intestinal e reducdo de citocinas
inflamatérias (Delgado et al., 2012).

Contudo, para que um produto seja comercializado, € necessario que seja
garantido a auséncia de toxicidade. O teste de toxicidade tem como objetivo
analisar e definir quais alimentos possuem ou nao potencial de causar danos a
saude humana. O potencial toxicolégico de um alimento sobrevém devido a
presenca de um ou mais composto presentes ou produzidos no no mesmo, que
podem causar danos a saude dos seres vivos, estando diretamente relacionada
com diversas condi¢des, tais como: tempo de armazenamento do produto, sua
natureza, frequéncia de ingestéo, exposicao da substancia, via de introdug¢édo no
organismo e susceptibilidade individual (Midio, 2000).

Até o momento, ndo se sabe sobre a seguranca ou toxicidade da bebida
de yacon fermentada espontaneamente. Recentemente, h4 um nudmero
crescente de estudos sobre nanotoxicologia em Caenorhabditis elegans. O C.
elegans € um modelo animal com vantagens potenciais para estudos da

atividade nutracéutica como vida util relativamente curta, facil manutengéo, baixo
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custo, tamanho de ninhada e varias linhagens mutantes (Brunelli, Gastoni, 2013;
Boldori, Denardin, 2017). C. elegans € um nematoide de vida livre utilizado como
modelo experimental para estudos preliminares, pois apresenta inumeras
vantagens frente aos demais modelos, como um curto ciclo de vida (cerca de 20
dias), alta reprodutibilidade, facilidade de manutencdo e genoma totalmente
sequenciado, no qual apresenta uma alta homologia aos mamiferos (Hunt, 2017;
Ludewig, Schroeder, 2018).

Como demostrado anteriormente a raiz tuberosa de yacon destaca-se
pela sua composicao nutricional e na prevencéao e diminuicdo das complicacdes
de doencas de agravos ndo transmissiveis. Contudo, os efeitos a saude,
caracteristicas e toxicidade dessa raiz sendo fermentada espontaneamente,
ainda sao inexistentes. Por isso, faz-se necessario estudar a fermentacao
espontanea da bebida de yacon, uma vez que, a fermentacdo estimula o
crescimento de microrganismos enddégenos como bactérias ndo patogénicas e
possiveis leveduras benéficas, aumentando o valor agregado do produto,
podendo potencializar os beneficios j& existentes na raiz, culminando em um

produto de alto potencial inovador no mercado.
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CAPITULO 1

CARACTERIZACAO MICROBIOLOGICA, NUTRICIONAL E
COMPOSTOS BIOATIVOS DA BEBIDA DE YACON (Smallanthus
sonchifolius) FERMENTADA ESPONTANEAMENTE

RESUMO

O yacon (Smallanthus sonchifolius) é uma raiz tuberosa com alto teor de
compostos fendlicos e fibras que apresentam efeito prebidtico, ambos
importantes para prevencao e/ou promocao da reducao ao risco de doengas
cronicas nao transmissiveis. Contudo, a vida de prateleira dessa raiz € bastante
reduzida e culmina com a reducdo desses compostos benéficos a saude, o que
pode ser evitado com uso da fermentacdo espontanea da bebida de yacon.
Sendo assim, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia dos
agentes antiescurecimento sob as caracteristicas fisico quimicas, nutricionais e
microbiolégicas de bebidas de yacon fermentadas espontaneamente durante 60
dias. Foram produzidas trés bebidas de yacon: com 0,05% de cisteina, 0,05%
de &cido citrico, e sem adicdo de agente antiescurecimento (controle) e
caracterizadas quanto a contagens microbiolégicas, composi¢cdo centesimal,
teor de carboidratos simples, andlises fisico-quimicas, compostos fendlicos
totais e acidos fendlicos. Os dados foram avaliados por ANOVA (p<0,05) e
comparados pelo teste Duncan ou ajustados modelos de regressédo. Em relacéo
aos microrganismos todas as bebidas atingiram 10° UFC.mI* a partir de 30 dias
de armazenamento. Quanto a utilizacdo de agentes antiescurecimento, as
diferencas foram pontuais, contudo, a bebida com acido citrico apresentou pH
desejavel para uma bebida fermentada o que permite inibicdo de bactérias
indesejaveis e maior quantidade proporcional inicial de FOS e menor variacao
com 30 e 60 dias de armazenamento. Ainda, as bebidas apresentaram
guantidade consideraveis de compostos fenélicos como &cidos clorogénico e
galico que conferem importante atividade antioxidade que trazem varios
benéficos a saude.

Palavras-chave: Yacon, Fermentagédo, FOS, Compostos fendlicos.
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1. INTRODUCAO

Yacon (Smallanthus sonchifolius) pertence a familia Asteraceae originaria
da regido dos Andes e possui propriedades de interesse nas areas da nutricao,
medicina e saude, por fornecer nutrientes e compostos quimicos que promovem
saude e bem-estar, além de efeito protetor para doencas (Valentova, Ulrichova,
2003).

A principal forma de consumo do yacon esta relacionada a ingestao de
suas raizes tuberosas in natura, que possuem consisténcia crocante e sabor
adocicado (Simonovska et al.,, 2003; Reina et al., 2015). Quanto a sua
composicao quimica, sua biomassa fresca é constituida, em geral, de 83 a 90%
de agua, o que diminui consideravelmente o seu valor energético (Santana,
Cardoso, 2008a).

Em relacdo a matéria seca, as raizes de yacon possuem grande
quantidade de frutooligossacarideos (FOS) e inulina, e também, de compostos
fendlicos, como acido clorogénico, acido ferulico e acido cafeico (Takenaka et
al., 2003; Pedreschi et al., 2003; Genta et al., 2005; Ojansivu and Lucia, 2011;
Silva et al., 2017). FOS e inulina sdo as unicas fibras alimentares reconhecidas
como prebidticas pela ANVISA; séo identificados como carboidratos n&o-
digeriveis, pois fornecem substratos que as bactérias benéficas do célon sdo
capazes de fermentar (ANVISA, 2002; Macfarlane et al., 2006).

Dada a composicéo da raiz de yacon, durante seu armazenamento, ocorre
espontaneamente uma fermentacdo que favorece o0 crescimento de
microrganismos, dentre eles, de bactérias do acido latico, havendo prevaléncia
de heterofermentacdo desencadeada pelo Leuconostoc, em uma concentracéo
de 2% de NacCl, além de uma consideravel quantidade de leveduras (Reina et
al., 2015).

Geralmente, as bactérias lacticas se desenvolvem de forma espontanea
em vegetais, sendo a temperatura, pH inicial, nutrientes e concentracao de sal
(NaCl), fatores de relevancia para a fermentagcdo. As leveduras sdo mais
utilizadas na fermentacéo alcoolica e, geralmente, conseguem fermentar tanto
em condicbes aerdbicas quanto anaerébicas (Rodrigues, Sant'anna, 2001;
Chaud, Sgarbieri, 2006).
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A fermentacdo tem como finalidade melhorar a seguranca microbiologica,
o valor nutricional e qualidade sensorial e, ainda, aumentar o tempo de
armazenamento devido a producédo de metabdlitos como os acidos organicos
(acido lactico, acido acético, acido foérmico, acido propidnico), etanol,
bacteriocinas, podendo ser associada com adicdo de sal ou secagem para a
diminuicdo da atividade de 4gua (Bourdichon et al., 2012; Reina et al., 2015).

A respeito da raiz de yacon, até o momento, ndo foram identificados
estudos que avaliaram as caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas
desencadeada pela fermentacao espontanea dessa raiz enquanto bebida. Neste
contexto, o desenvolvimento de uma bebida com propriedades de alegacéao
funcional, contendo compostos bioativos, estimulando a proliferacdo de
microrganismos com potencial benéfico, pode promover beneficios a saude e se
tornar um produto com potencial inovador para os consumidores.

Sendo assim, o objetivo desse estudo foi produzir bebidas de yacon
fermentadas espontaneamente e presenca de agentes antiescurecimento e
avaliar as caracteristicas microbiologicas, nutricionais, fisico-quimicas e de

compostos bioativos durante 60 dias de armazenamento.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Delineamento Experimental

O experimento foi conduzido seguindo um delineamento inteiramente
casualizado (DIC) em esquema de parcelas subdivididas, sendo os agentes
antiescurecimento (cisteina, acido citrico e controle) localizado na parcela, e o
tempo de armazenamento (0, 7, 15, 30, 45 e 60 dias) nas subparcelas, com 3

repeticdes, totalizando 54 unidades experimentais.

2.2 Preparo das bebidas de yacon

As raizes foram obtidas no comeércio local da cidade de Vila Velha/ES. As
etapas de preparo foram baseadas na metodologia descrita por Vasconcelos et
al. (2015) com algumas adaptacdes.

Primeiramente as raizes foram selecionadas para retirada daquelas
improprias para consumo, higienizadas em agua corrente e descascadas

manualmente. Depois foram cortadas em fatias cilindricas de aproximadamente
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2 cm e submetidas ao branqueamento a 100 °C por 4 minutos com a quantidade
de agente antiescurecimento calculada para o peso de yacon.

As concentracdes adicionadas as bebidas de yacon do acido citrico e
cisteina foram de 0,05% (m/v) definidos conforme testes preliminares e o
trabalho de Vasconcelos et al (2015).

As fatias foram imediatamente removidas do branqueamento, sendo a
agua desprezada, e colocadas em um recipiente contendo agua e gelo na
proporcao 1:1 (m/v) yacon: agua e gelo. Depois, desprezou-se novamente a
agua e o yacon foi triturado com 2% de NaCl, conforme utilizado por Reina et al.,
(2015) em mix (Walita Philips, Brasil). As bebidas foram entédo embaladas com
15ml em cada embalagens plasticas impermeaveis, utilizando seladora a vacuo
Orved e Brock (Mod.-12) para evitar trocas gasosas, e mantidas sob
refrigeracdo, aproximadamente 10 °C durante o tempo de armazenamento.

A bebida controle foi preparada seguindo todas as etapas anteriores, com
exclusiva excecdo da adicdo de agente antiescurecimento durante o

branqueamento.

2.3 Contagem microbioldgica

Nas analises microbiolégicas foram utilizados os meios de cultura
seletivos: Plate Count Agar (PCA) Biolog® para bactérias totais, MRS
Lactobacillus Kasvi® para lactobacilos e Agar Sabouraud Dextrose Kasvi®
para levedura e fungos filamentosos. Os meios foram preparados segundo a
orientagdo do fabricante e as andlises realizadas conforme técnica descrita por
Silva (2007), que consiste na diluicdo das bebidas em série, em solucéo salina
e plagueados. As contagens foram expressas em Unidades Formadoras de

Colonias por grama da Amostra (UFC/qg).

2.4 Determinacdo da composicao centesimal

A umidade foi determinada por secagem em estufa a 105 °C até peso
constate; proteina pelo método de Kjeldahl, empregando-se 5,75 como fator de
conversao de nitrogénio em proteina; cinzas por incineragcdo em mufla a 550 °C
(e lipideos totais pelo método de extragdo de Goldfish. Calculou-se o teor de
carboidratos totais por diferencga, subtraindo-se de 100 a soma dos valores dos

demais constituintes da composicdo centesimal (umidade, proteina, lipidios e
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cinzas) (AOAC, 2005). O valor calérico da bebida de yacon em estudo foi
calculado a partir dos fatores de converséo de Atwater: 4 kcal.g* para proteinas

e carboidratos e 9 kcal.g* para lipidios (Watt, Merrill, 1964).

2.5 Quantificacéo de carboidratos simples

O teor de sacarose, frutose, glicose e manitol das bebidas fermentadas
de yacon foram determinados por meio de cromatografia liquida de alta
performance (HPLC) segundo Silva et al. (2013) e Evangelista et al. (2015), com
algumas adaptacoes.

Eppendorfs com 2 ml de cada amostra foram colocados na centrifuga
(Heraeus Megafuge 16R®) a 10.000 rpm por 10 minutos a 10 °C. O sobrenadante
passou por microfiltragcdo em filtro de acetato de celulose de 0,2 ym para
remocao da fracdo insolUvel. A separacdo dos acucares foi realizada por uma
coluna (Aminez HPX-87C de 250 cm x 4 mm) a 55 °C. Foi utilizada uma fase
movel constituida de 266 pl de acido sulfarico por litro de dgua ultrapura, a um
coeficiente de vazdo de 0,8 ml.minuto. Vinte microlitros de amostra foram
injetados e corridos durante 35 min. Pelo detector de indice de refracao (RID) os
compostos foram identificados por comparacdo dos tempos de retencdo de
padrdes (manitol, frutose, glicose e sacarose — Sigma Aldrich®) previamente
injetados e quantificados pela area dos picos observados nos cromatogramas.

Os resultados foram expressos como a porcentagem da area do pico.

2.6 Analises fisico-quimicas

O pH foi aferido com a introducédo direta de eletrodo na amostra. O
medidor foi devidamente calibrado (AOAC, 2000).

O teor de solidos soluveis totais (SST) e densidade foram realizados
segundo o método AOAC (1997) pelo refratbmetro modelo RTP 20 ATC, sendo
0s resultados expressos em °Brix e g.cm3, respectivamente (AOAC, 1997).

A acidez total titulavel foi determinada por meio da titulacdo da bebida
com solucdo de hidroxido de sodio 0,01M até obtencdo de coloracdo rosea
(1997).

2.7 Determinacédo do conteudo de compostos fendlicos totais

O teor de compostos fendlicos totais foi determinado pelo método
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utilizado por Bloor (2001), com algumas modificagoes. A extragao foi realizada
pesando 1 g de amostra em tudo falcon com protecéo da luz, adicionando 10
ml de metanol (MeOH): agua (60:40 v/v) e em seguida, foi centrifugado a 3500
rpm por 10 min (marca Fanem®, modelo Excelsa i 2206). O sobrenadante foi
transferido para outro tubo e o volume, diluido até 15 ml. Em uma placa de 96
pocos foi adicionado uma aliquota de 100 ul da amostra, 100 pl do reagente
Folin Ciocalteu a uma concentracdo de 20% e, em seguida, de 100 pl de
carbonato de sodio (Na2Cos) a 7,5%. Apos 30 min foi realizada a leitura a 765
nm em espectrofotbmetro SpectraMax®190. A curva de calibracdo foi
preparada utilizando como padréo o acido gélico, nas concentragcfes de 0 a
1000 mg.mlL. A partir da equacéo da reta obtida na curva padrédo (y = 0,2528
+ 0,0698, R2 = 0,9990) foi realizado o calculo do teor de compostos fendlicos

totais, sendo os resultados expressos em mg EAG por grama de bebida.

2.8 Determinacéo de acidos fendlicos

Para a identificacdo dos compostos fendlicos acido galico, acido
clorogénico, acido cafeico, acido siringico, acido coumarico e acido ferulico foi
utilizado um cromatégrafo liquido de alta eficiéncia (Breeze, Waters) acoplado a
um detector UV (Waters 2489) e coluna de fase reversa C18 (150 x 4,6 mm; 5
um; GL Sciences). As condi¢cdes cromatograficas foram baseadas no trabalho
descrito por Brunetto et al. (2007) com modificacGes . As bebidas foram filtradas
em membrana de 0,45 pm antes da injecdo no HPLC. Os compostos foram
separados utilizando como fase movel metanol 30% com é&cido acético 0,1% (v/v)
em condicdo de eluicdo isocratica. As corridas tiveram tempo total de 12 minutos
com vazéo de 1,4 ml.minutol. Os cromatogramas foram monitorados por UV nos
comprimentos de onda de 274 nm para acido galico e acido siringico, e 325 nm
para acido clorogénico, acido cafeico, acido p-coumarico e acido ferulico. O
método utilizado teve linearidade de R2>0,99 para todos 0s compostos
encontrados, o Limite de Detecgédo (LOD) e o Limite e Quantificacdo (LOQ)
ficaram na faixa de 0,25 pg.mlt a 0,52 pg.mlt e 0,50 pg.ml* a 1,03 pg.mi?,

respectivamente.
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2.9 Anélise estatistica

Os efeitos principais (Agentes antiescurecimento e Tempo) e de interagao
(Agentes antiescurecimento*Tempo) sobre as variaveis respostas foram
analisados por meio da Analise de Variancia (ANOVA), a 5% de probabilidade.
Para os resultados que apresentarem p<0,05, referentes ao tempo, foram
utilizadas equacgdes de regressdo multipla linear ou quadratica, para analisar os
efeitos das variaveis independentes do processo nas respostas (yi). Os
resultados significativos (p<0,05) em relagao aos agentes antiescurecimento, as
médias foram comparadas pelo teste Duncan na mesma probabilidade. Todas

as analises estatisticas foram realizadas no software SAS, verséao online.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Analises microbioldgicas

N&o foi possivel observar diferenca estatistica (p>0,05) entre as bebidas
de yacon com e sem agente antiescurecimento, ou seja, independente da
presenca de cisteina ou acido citrico, todas tenderam a ter um comportamento
similar em relacdo a quantidade de microrganismos totais, bactérias acido
laticas, leveduras e fungos filamentosos, como observado na Tabela 1.

Tabela 1. Valores médios do crescimento de microrganismos (UFC.ml?) das
bebidas de yacon fermentada, nos diferentes meios de cultura, durante o tempo

de armazenamento.

Dias
Andlises _ 7 15 30 45 60
Bebida

) Controle 52x10% 2,8x10" 1,1x10° 1,3x10% 6,4x10°
Bactérias
- Cisteina 29x10% 3,8x10" 7,0x10%® 7,5x10° 1,7 x 10°
otais
A. citrico 8,4x10% 1,3x10” 1,3x10° 5,9x10° 3,9x10°
Controle 3,9x10% 2,1x10” 6,1x10%® 8,8x10° 4,3 x10°
Bactérias _
L Cisteina 4,3x10° 4,2x10" 6,1x10® 1,3x10%° 1,4x10%
acido latico _
A. citrico 49x10° 16x10° 6,0x10%® 7,8x10° 3,7x10°
Leveduras e Controle 7,0x10° 3,9x10" 3,6 x10%® 1,1x10*° 23x10°
fungos Cisteina 1,1x10% 1,8x107 2,1x10%® 7,5x10° 3,2x10°

filamentosos A. citrico 8,5x10% 19x10" 8,4x10%® 4,9x10° 3,8 x 10°
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Apesar do crescimento semelhante, independentemente do tipo de
bebida, houve diferenga (p<0,05) na quantidade de microrganismos, durante o
tempo de armazenamento. Entretanto, ndo foi possivel ajustar um modelo de
equacao para explicar o crescimento em funcdo do tempo de armazenamento.

De acordo com a cinética de fermentacao tem-se um tempo de adaptacdo
dos microrganismos ao meio, fase essa em que estes se encontram em um
estado de laténcia. ApGs esse periodo, a multiplicacdo dos microrganismos
ocorre em maior velocidade, dada a maior atividade metabdlica dos mesmos
(Kim et al., 2016). As bebidas atingiram seu apice de multiplicacdo entre 30 e 45
dias de armazenamento, nos 3 grupos de microrganismos analisados com 10°
UFC.ml? nas 3 bebidas de yacon, ou seja, a adicdo de acido citrico ou cisteina
nao foi fator quantitativamente relevante no favorecimento ou inibicdo do
crescimento dos microrganismos.

Normalmente, nas fermentacdes vegetais ocorrem 0 crescimento
espontaneo de bactérias nativas do acido lactico (BAL), com variacdes na
guantidade a depender da temperatura, pH inicial, nutrientes e sal (NaCl)
(Fleming et al., 1995). O NacCl favorece o crescimento das BAL que produzem
acido lactico e, consequentemente, reduzem o pH do meio, inibindo a
proliferacéo de bactérias indesejaveis concorrentes (Rodriguez et al., 2009a).

O estudo com yacon fermentado conduzido por Reina et al. (2015)
encontrou resultados semelhantes com predominio BAL (10° UFC.g?) por 30
dias de fermentacéo. Foram identificados trés tipos de Leuconostoc spp., sendo
elas mesenteroides, pseudomesenteroides e citreum.

Kriger et al. (2008) relatam que para 0S microrganismos garantirem
efeitos funcionais é necessario produzir culturas viaveis em concentracoes
efetivas, estimando ser entre 108 a 10! UFC.g* de produto. Ja& outros autores
afirmam que a sobrevivéncia das bactérias probidticas no produto final deve ser
acima de 10° UFC.g' de produto para ser de importancia fisiolégica ao
consumidor (Mattila-Sandholm et al., 2002; Maruyama et al., 2006).

Recentemente, a ANVISA (2020) publicou que a alegacéo de propriedade
funcional ou de saude deve ter comprovacao de eficacia baseada em evidéncias
cientificas robustas, construidas por meio de estudos clinicos, randomizados,

duplo-cego e placebo controlados cujos desfechos demonstrem a relacéo
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proposta na alegacao entre o consumo do produto e o efeito funcional. No caso
de produtos com mais de um microrganismo ou de produtos que misturem fibras
prebidticas com microrganismos, a comprovacao do efeito probidtico deve ser
feita para a combinacdo. Sendo assim, dada a quantidade de microrganismos
existentes e a presenca de fibra prebidtica na raiz, em especial os
frutooligossacarideos, € provavel que se tenha uma bebida simbiédtica, mas sédo

necessarios outros estudos para confirmacao.

3.2 Determinacédo da composicao centesimal

A composicao centesimal das bebidas de yacon foi determinada apenas
no tempo 0, ou seja, logo apds processamento, portanto, elas ainda ndo estavam
sofrendo o processo de fermentacéao.

As médias da composicao centesimal e o valor caldrico total das bebidas
de yacon tratadas com o0s agentes antiescurecimento podem ser visualizados na
Tabela 2.

Tabela 2. Média e desvio padrdo dos resultados de composicdo centesimal
(9.100 g1) e valor caldrico total (VCT — kcal.100 g') das bebidas de yacon com
e sem agentes antiescurecimento, logo ap6s processadas.

Constituintes Controle Acido citrico Cisteina
Umidade 83,64 + 1,79° 91,11 + 2,382 91,42 + 0,942
Carboidratos 8,85 + 1,222 6,54 + 0,454° 7,45 + 0,60°
Proteinas 0,15+ 0,052 0,15+ 0,032 0,19 £ 0,042
Lipideos 1,34 £ 0,692 1,47 £0,642 1,53 £0,502
Cinzas 2,02 £ 0,452 1,73 £ 0,462 1,79 £ 0,452
VCT 35,57 + 4,872 26,44 + 1,93 30,19 + 2,42

Letras diferentes na mesma linha diferem entre si, a 5 % de probabilidade, pelo Teste Duncan.

Umidade e carboidratos variaram significativamente (p<0,05),
possivelmente devido a variagdo intrinseca no teor de umidade das raizes.
Contudo, os valores encontrados estdo condizentes com a literatura, onde
estudos comprovam elevado teor de umidade da raiz, podendo exceder 70% do
seu peso fresco, conferindo um baixo valor energético (BORGES et al., 2012;
Gusso et al., 2015; Marcon et al., 2019).
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Como esperado, as bebidas de yacon tem como predominio em sua
constituicdo os carboidratos (Santana, Cardoso, 2008a; Kotovicz, 2011), dentre
eles glicose, frutose e sacarose, que podem ser utilizados como fontes de
carbono, para 0s microrganismos, para producdo de outros compostos como
acido latico e acético (Reina et al., 2015), resultado da fermentacao.

As bebidas de yacon apresentaram baixas quantidades de proteina,
lipideos e cinzas, sem diferencas significativas (p>0,05) entre elas. Os teores de
proteina podem ainda ser reduzidos devido a uma possivel hidrélise durante o
processo de fermentagao (Asquieri et al., 2008).

A composicdo centesimal das bebidas se assemelha aos estudos de
Lachman et al.(2003) e Asquieri et al.(2020) com yacon fresco, que encontrou
uma variacao de 3,33 a 3,50 % para cinzas, 0,15 a 4,29 para proteina, 0,80 a
1,50 de lipideos, contudo, € importante salientar que a composi¢cao do yacon
pode ter uma variacdo expressiva em funcdo da época do cultivo, condi¢cdes
ambientais no local em que foi cultivado, periodo da colheita, tempo, temperatura
e condicbes de armazenamento pos-colheita; fatores que provocam variacoes,
especialmente, na quantidade de carboidratos digeriveis e fibras, além de outros
compostos quando comparados a literatura (Vilhena et al., 2000; Graefe et al.,
2004).

A raiz de yacon tem valor energético considerado baixo devido a elevada
concentracdo de agua (Lewu et al., 2010) e inferior guando comparado a outras
raizes e tubérculos, que tem como fonte de energia o amido, como mandioca e
batata inglesa que possuem em torno de 91,78 kcal (Lewu et al., 2010). Dentre
0s aclcares encontrados no yacon estdo os monossacarideos frutose e glicose;
o dissacarideo sacarose; além das fibras FOS e inulina (VANINI et al., 2009;
RICARTE et al., 2020), sendo que essas fibras, ndo fornecem calorias de forma
direta ao organismo.

Diante destas caracteristicas, o consumo de yacon por portadores de
diabetes inclui o aumento da absorcdo de glicose nos tecidos periféricos,
diminuicdo da gliconeogénese, melhor tolerancia a insulina no figado e aumento

da secrecéo de insulina no pancreas (Russo et al., 2015; Caetano et al., 2016).
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3.3 Determinacéao dos carboidratos simples

Durante as analises cromatogréficas dos acucares nas bebidas de yacon
nao foram identificadas, pela metodologia utilizada, presenca de sacarose e
manitol. Os resultados das areas cromatograficas obtidas para cada acucar
foram comparados com a area total de cada bebida, no respectivo tempo, e
apresentados na forma de porcentagens. Da mesma forma, foram comparadas
as areas totais das curvas nos tempos 30 e 60 em relacdo a area no tempo 0
para avaliacdo do quanto aumentou ou reduziu o teor de carboidratos totais
(Tabela 3).

Tabela 3. Valores percentuais em relacdo a area das curvas cromatograficas
geradas na determinacdo de carboidratos das bebidas de yacon com e sem
agentes antiescurecimento, durante o armazenamento e valores proporcionais

(Vp) da area total das bebidas nos 30 e 60 dias de armazenamento, em relacéo

ao tempo 0.
_ _ Tempo de armazenamento
Bebidas Carboidratos
30 60 Vpo.3o Vpo.eo
Glicose 4,70 0,95 ND
Controle Frutose 10,72 ND ND +14,4% - 2,8%
FOS 84,59 99,05 100,00
Glicose 35,83 ND ND
Cisteina Frutose 15,11 ND ND +17,7% -4,8%
FOS 49,06 100,00 100,00
. Glicose 3,38 ND ND
Acido
o Frutose 6,53 ND ND -5,0% -2,5%
citrico
FOS 90,09 100,00 100,00

*ND: ndo detectado.

Em todas as bebidas tem-se o predominio de FOS, como ja esperado,
pois esse € 0 constituinte de maior peso e importancia nas raizes de yacon
(Ojansivu, Lucia, 2011; Vasconcelos et al., 2015; Silva et al., 2017). Também
observa-se a reducgéo, especialmente, da frutose e glicose com o tempo de
armazenamento, sendo que, na avaliacdo realizada com 30 dias a quantidade
desses carboidratos ndo foi detectada, com excecdo da bebida controle em

baixos teores, sugerindo consumo pelos microrganismos presentes nas bebidas.
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Reina et al. (2015) na avaliacdo de yacon fermentado espontaneamente
também observaram reducéo nas quantidades de glicose e frutose, de 4,3 e 2,7
vezes, respectivamente em 2 dias de fermentacdo. Mas a partir de 7 dias de
fermentacdo ndo detectaram frutose e depois, com 30 dias, a glicose,
corroborando nossos achados. A maioria das bactérias lacticas obtém energia
somente a partir do metabolismo de moléculas de acgucares (Madigan et al.,
2010).

As cadeias de FOS sédo instaveis em determinadas condicbes de
processo, e sua composicao final no produto depende das etapas utilizadas no
processamento, como temperatura, pH e tempo de armazenamento, além da
matriz alimentar e grau de polimerizacdo dos FOS (Veja, Zuniga-Hansen, 2015;
Campos et al., 2016; Topolska et al., 2017).

O branqueamento prejudica a estabilidade dos FOS devido a hidrolise
principalmente de GF3, GF4 e GF5 (Campos et al., 2016). Sendo assim, a
quantidade maior de frutose em relacéo a glicose no tempo 0 pode ser resultado
da hidrélise decorrente dessa etapa do processamento. Por outro lado, durante
o processo de fermentacdo das bebidas ocorre a reducdo do pH, que é
consistente com o envolvimento de prétons no processo de degradacédo e,
portanto, com um mecanismo de catalise acida dos FOS, cadeias instaveis em
condicBes acidas (Matusek et al., 2009), condizente com a reducdo esperada
durante o armazenamento.

No entanto, observa-se aumento da quantidade de carboidratos (maior
area total) no tempo 30 (Vpo-30) para as bebidas controle e adicionada de
cisteina. Carboidrato esse que pode ser considerado FOS, pois as quantidades
de glicose e frutose nao foram detectadas.

As BAL pertencentes aos ¢géneros Lactobacillus, Streptococcus,
Leuconostoc e Weissella séo relatadas como produtoras de frutosiltransferases
(FTFs) (Monsan et al., 2001; Tieking et al., 2003; Malik et al., 2009; Malang et
al., 2015). Essas enzimas podem catalisar a transferéncia de frutose tanto da
sacarose quanto da rafinose para aceptores variaveis. Na presenca de diferentes
monossacarideos, dissacarideos e oligossacarideos como aceptores da
atividade de transferéncia pode levar a sintese de FOS (van Hijum et al., 2001).
A natureza da enzima, o tipo e a concentracéo de aceptores, a temperatura e o

pH da reacdo influenciam a quantidade e as massas moleculares dos
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oligossacarideos sintetizados (Van Hijum et al., 2002; Korakli et al., 2003; Korakli
and Vogel, 2006). Como FOS sdao instaveis ao pH, esse pode ter sido o fator
limitante para a producdo e hidrélise das cadeias que apresentaram baixa
reducao aos 60 dias de armazenamento. Esse resultado concorda com os dados
observados para crescimento microbiol6gico, que demonstrou tendéncia a
estabilizacao entre 30 e 45 dias de armazenamento.

N&o apenas bactérias, mas algumas espécies de fungos e leveduras
também sdo capazes de sintetizar FOS (Antosova, Polakovic, 2001), e nas
bebidas foram encontradas elevadas unidades formadoras de colonias de
leveduras, no entanto, ainda ndo foram identificas quais estdo presentes na
fermentacao de yacon.

A bebida com &cido citrico teve inicialmente uma proporcédo maior de FOS
e menor oscilacdo do teor de carboidratos durante 60 dias de fermentacéo.
Vérias BAL podem decompor &acido citrico produzindo &cido latico, mas também
acido acético e outros produtos (Garcia-Martinez et al., 2012; Moreno, Peinado,
2012), sugerindo a utilizagdo ndo apenas dos carboidratos dessa bebida, mas
também do acido citrico como substrato.

Os resultados aqui obtidos indicam que € possivel ter uma bebida com até
60 dias de armazenamento com presenca de FOS que possui alegacdo de
prebiético e de BAL, com potencial probidtico (ANVISA, 2002). Mas novos
estudos sdo necessarios para confirmar a possibilidade de um produto

simbidtico.

3.4 Analises fisico-quimicas
As médias e desvio padrdo de pH, solidos soluveis totais (SST), acidez e
densidade das bebidas fermentadas de yacon tratadas com 0s agentes

antiescurecimento podem ser visualizados na Tabela 4.
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Tabela 4. Média e desvio padrdao das analises fisico-quimicas das bebidas de

yacon com e sem agentes antiescurecimento.

Analises Controle Acido citrico Cisteina
pH 4,38 + 0,82% 4,13 + 0,44° 4,52 + 0,722
Acidez (ml.g?) 3,12 +1,332 2,54 + 1,052 2,94 +1,792
SST (°Brix) 6,18 + 0,772 5,43 £ 0,882 5,67 £ 0,722
Densidade (g.cm?3) 1,04 + 0,012 1,04 + 0,012 1,04 + 0,012

Letras diferentes na mesma linha diferem entre si, a 5 % de probabilidade, pelo Teste de Duncan.

Apenas o pH apresentou diferenca significativa (p<0,05) entre as bebidas
com e sem agentes antiescurecimento. A bebida fermentada com adi¢cao de
acido citrico obteve média menor de pH que a bebida com cisteina (p<0,05),
provavelmente devido a forte capacidade de acidificacdo com seus baixos
valores de pKa (pkl= 3,12; pkl = 3,13, respectivamente), contrapondo com a
cisteina que apresenta um pka de 8,3, por isso seu pH foi proximo ao bebida
controle (Rosa et al., 2007; Rodrigues et al., 2014).

A variacéo de pH observada nas bebidas de yacon encontra-se de acordo
com a faixa de pH 6timo, de 4 a 4,5, para conduzir uma boa fermentacao e
exigido pelas diretrizes de seguranca (Lopes et al., 2005; Reina et al., 2015).

O pH ainda variou em funcdo do tempo e na interacdo Agente
antiescurecimento*Tempo, entretanto, para nenhuma dessas fontes de variacéo
foi possivel ajustar equacbes lineares ou quadraticas, sendo assim, foram
plotados graficos com os resultados médios obtidos. Para avaliacdo da influéncia

do tempo em relacdo ao pH de cada bebida foi plotado o grafico da Figura 1.
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Figura 1. Variacdo de pH, durante o tempo de armazenamento, para cada bebida de yacon.

--e-- Bebida com cisteina; ...m... Bebida com acido citrico; -- A -- Bebida controle.

E possivel observar a reducéo gradativa do pH da bebida fermentada de
yacon durante o tempo de armazenamento, especialmente para as bebidas
controle e com cisteina, que apresentavam pH inicial superior. Essa diminui¢do
coincidiu com o crescimento de microrganismos, atingindo um equilibrio apds 15
dias de fermentacdo, independente do agente antiescurecimento utilizado.
Resultados semelhantes foram encontrados no estudo de yacon fermentado que
iniciou com o pH de 5,77 e ap6s 7 dias de fermentacdo, o pH chegou a 3,71,
diminuic&o diretamente relacionada com o crescimento de bactérias acido laticas
(Reina et al., 2015). Em outros alimentos esse comportamento de reducao de
pH também foi observado como em leite fermentado por L. casei, de 5,59 para
4,60 (Hu et al., 2018) e em iogurtes de 4,51 para 4,40, ambos ap06s 28 dias de
armazenamento a 4 °C (Akalin et al., 2004) confirmando o metabolismo ativo das
bactérias mesmo em temperaturas refrigeradas.

A Figura 2 demonstra o comportamento geral das bebidas de yacon, em

funcéo do tempo, para as andlises fisico-quimicas realizadas.
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Figura 2. Comportamento das analises fisico-quimicas de bebida de yacon, durante o tempo de
armazenamento.
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Com a diminuicdo do pH, houve um rapido aumento da acidez no inicio
da fermentacdo das bebidas de yacon, o que pode favorecer a reducao de
bactérias deteriorantes, como por exemplo do género Clostridium. Ja a lenta
acidificacao limita o processo de fermentacédo pelo crescimento de bactérias
butiricas (Kohajdové, 2006) que sao importantes, mas na fabricacdo de queijos.

Durante a fermentacdo dos aguUcares utilizados como fonte de carbono
sdo originados os metabdlitos acidos acético e lactico, caracteristicamente
produzidos por L. mesenteroides heterofermentativos em fermentacdes naturais
(Saha, Racine, 2011).

As bebidas fermentadas de yacon néo diferiram significativamente quanto
ao teor SST (p>0,05). Valores similares foram encontrados no estudo de Muniz
et al. (2002) que evidenciou uma reducéo gradual no Brix durante todo o periodo
de fermentacéo de mosto de ata, ciriguela e mangaba, 0s quais estabilizaram-se
entre 5,4 e 6,5 °Brix.

A reducdo de SST durante o tempo de armazenamento ocorre devido a
utilizacdo de acucar como substrato para fermentacdo microbiolégica pelas
bactérias acido lacticas e leveduras presentes nas bebidas (Yoon et al., 2006).

A temperatura de armazenamento, aproximadamente 10 °C, pode ter
tornado o consumo do substrato e metabolismo mais lento e gradual. Resultados

semelhantes foram encontrados em estudos de 7 a 18 dias, com adicdo de
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leveduras como no fermentado de umbu por Paula et al. (2012), no fermentados
de sucos de vegetais por Kohajdova (2006) e no fermentado de laranja por
Corazza (2001).

A densidade apresentou discreta reducdo durante o periodo de
armazenamento. Isto se deve ao fato de que a densidade se relaciona
diretamente com o teor de SST (Rizzon et al., 2005), que na bebida fermentada
de yacon séo constituidos predominantemente por carboidratos. Sendo assim,
conforme ocorreu a reducdo dos SST observou-se também a reducdo da

densidade.

3.5 Determinacado dos compostos fendlicos totais e acidos fendlicos
Foram avaliados nas bebidas de yacon o teor de compostos fendlicos
totais e mais 6 compostos individuais - acido galico, acido siringico, acido
clorogénico, acido cafeico, &cido p-coumarico e acido ferulico. No entanto, foi
possivel identificar e quantificar apenas 2 acidos fendlicos nas bebidas de yacon,
sendo eles o acido gélico e acido clorogénico. Tanto o teor de compostos
fendlicos totais, quanto de acido galico e clorogénico diferiu estatisticamente

entre as bebidas de yacon (p<0,05) (Tabela 5).

Tabela 5. Média e desvio padrao do teor de compostos fendlicos totais (CFT -
mg EAG.g?), acido galico (ug.ml?) e acido clorogénico (ug.ml?) das bebidas de

yacon com e sem agentes antiescurecimento.

Anédlises Controle Acido citrico Cisteina
CFT 0,52 £ 0,20 0,38 +0,16° 0,48 + 0,20%
Acido gélico 285,44 + 3,542 40,87 + 1,32°¢ 198,30 + 2,01°
Acido clorogénico 434,20 + 52,582 230,37 + 168,63° 251,16 + 138,13°

Letras diferentes na mesma linha diferem entre si, a 5 % de probabilidade, pelo Teste Duncan.

O teor de compostos fendlicos médio das bebidas fermentadas de yacon
apresentou valores inferiores comparado com a quantidade encontrada na
matéria fresca (cerca de 2 mg.g), relatado por outros autores (Simonovska et
al., 2003; Gusso et al., 2015).

Algumas espécies de microrganismos como o0s Lactobacillus fermentum,

sao capazes de metabolizar compostos fendlicos em alimentos fermentados por
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descarboxilagdo e/ou atividade de reducao (Campos et al., 2009; Svensson et
al., 2010). No entanto, apesar desse menor valor, os teores se aproximam de
algumas frutas como maracuja (0,21 mg EAG.g?), goiaba (0,83 mg EAG.g?),
mamao (0,53 mg EAG.g?) e abacaxi (0,38 mg EAG.g!) (Rocha et al., 2011;
Alves et al., 2017).

A bebida controle apresentou os maiores teores (p<0,05) de compostos
fendlicos, acido galico e clorogénio, apenas com semelhanca a bebida com
cisteina no teor de compostos fendlicos totais (p>0,05).

Durante o processamento e armazenamento, ocorre a ruptura das
estruturas celulares que contém as enzimas e 0s substratos fendlicos da raiz,
em compartimentos distintos. Essas enzimas oxidativas comecam entdo a
catalisar a oxidacdo de compostos fendlicos a quinonas, que por sua vez, se
polimerizam formando compostos de coloracdo escura, denominados
melanoidinas levando, portanto, degradacao dos compostos fendlicos (Pereira,
Gibson, 2002; Zardo et al., 2008; Mizobutsi et al., 2010; Dionisio et al., 2016).

E possivel que tenha ocorrido a inativacdo das enzimas oxidativas em
presenca de acido citrico ou cisteina evitando o escurecimento das respectivas
bebidas e, consequentemente, a preservacao dos compostos fendlicos (Campos
et al., 2009; Sekwati-Monang, Ganzle, 2011). No entanto, as bactérias do acido
lactico, uma parte importante da microbiota de fermentacdo de alimentos e
bebidas vegetais fermentadas (Di Cagno et al., 2013; Reina et al., 2015), assim
como encontrado nas bebidas de yacon, possuem capacidade de metabolizar
antioxidantes, inclusive com sintese de outros produtos, afetando o perfil de
compostos fendlicos, acido galico e acido clorogénico (Rodriguez et al., 2009a;
Cueva et al., 2010; Curiel et al., 2010; Filannino et al., 2015; Pereira et al., 2016;
Lago, Norefia, 2017), indo de encontro com os resultados encontrados no
presente trabalho, reduzido teor de compostos e acidos fendlicos, sem prejuizo
da cor natural das bebidas com agente antiescurecimento.

O tempo de armazenamento também afetou (p<0,05) o conteudo de
compostos fendlicos das bebidas, de forma geral, independente da bebida, mas
nao foi possivel ajustar um modelo de equacéo linear ou quadratico para explicar

esse comportamento, sendo a sua tendéncia plotada em um grafico (Figura 3).
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Figura 3. Variacdo média do teor de fendlicos (mg EAG.g yacon?) da bebida fermentada de

yacon em fun¢&o do tempo de armazenamento.

Houve um aumento na quantidade de fendlicos até o 15° dia de
armazenamento e ap0s esse periodo, uma tendéncia de reducao destes teores,
culminando em uma suave oscilacdo. As enzimas oxidativas, além da forma ativa
presente no citosol, também s&o encontradas de forma latente, tanto no citosol
guanto em plastidios, isolado do restante da célula (Sellés-Marchart et al., 2006;
Queiroz et al., 2011; Carvalho, Orlanda, 2017). Essas enzimas na forma latente
e os plastidios ainda integros, quando armazenados sob refrigeracdo, podem
sofrer modificacdes ao longo do tempo, levando ao rompimento dos plastidios e
oxidacdo dos compostos fendlicos. Associado a isso, também existe o
metabolismo secundario das células que leva a ciclos formadores de compostos
fenolicos e, provavelmente esses ciclos podem ter sido ativados durante o
armazenamento refrigerado e pelo estresse causado durante o preparo da
bebida (Ding et al., 2001; Ferreres et al., 2009).

No entanto, para que as rea¢des de escurecimento ocorram, é necessario
presenca de oxigénio e as bebidas foram seladas a vacuo, o que sugere que, a
partir do momento em que o oxigénio dissolvido na bebida acaba, cessa as
reacdes enzimaticas.

Acido clorogénico também reduziu com o tempo de armazenamento
(p<0,05), tanto na interagdo (Agentes antiescurecimento*Tempo) como em
relacdo ao comportamento geral (Tempo), sendo possivel observar pelos
modelos de regresséo ajustados (Tabela 6). E importante salientar que o acido
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galico foi encontrado apenas no Tempo 0, ndo sendo detectado nos demais dias
de analises em nenhuma bebida.

Tabela 6. Modelo de regresséo para o acido clorogénico (ug.ml?) das bebidas
fermentadas de yacon em funcao do tempo (T) e seus respectivos coeficientes
de determinacéo (R?) e niveis de probabilidade (p).

, Modelo de
Bebida R? Prob > F
Regresséo
Controle 493,3827-1,9728*T 0,9999 <0,0001
Cisteina 378,9044 — 4,2582*T 0,6459 <0,0001
Acido Citrico 424,6194 — 6,4748*T 0,9999 <0,0001
Comportamento geral 432,3022 — 4,2353*T 0,9439 0,0003

O consumo de alimentos que contenham &cido clorogénico confere
beneficios a saude, porém, sem sua metabolizacdo esses beneficios séo
reduzidos, pois, a mucosa gatrointestinal humana néo possui esterases capazes
de hidrolisar os &cidos esterificados, reduzindo significativamente a eficiéncia de
absorcdo desse acido no lumen géstrico e no intestino delgado (Manach et al.,
2004; Farah et al., 2008). Contudo, na bebida de yacon este acido pode
metabolizado formando &cido hidroxicinAmico pelos microrganismos durante o
tempo de fermentacdo (Olthof et al., 2001; Rechner et al., 2002; Adam et al.,
2002). Assim, a hidrolise do acido clorogénico torna-o mais biodisponivel para o
organismo, que por sua vez, sera melhor absorvido pelo trato gastrointestinal
promovendo beneficios a salde.

Mesmo diante da reducdo dos compostos fendlicos com o tempo de
armazenamento, as bebidas fermentadas de yacon apresentaram consideravel
guantidades, dentre eles os acidos clorogénico e galico, que possuem importante
atividade antioxidante (Simonovska et al., 2003; Valentova, Ulrichova, 2003). O
consumo de alimentos que contenham compostos fendlicos trazem beneficios
auxiliando na atividade anti-inflamatoéria, antiplaquetaria, além de impedir a acéo
dos radicais livres (Angelo, Jorge, 2007; Silva et al., 2010; Caleja et al., 2017,
Taamalli et al., 2019; Yan et al., 2019) e, possivelmente, esses beneficios podem

ser observados com o consumo dessa bebida fermentada espontaneamente.
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4. CONCLUSAO

A fermentacdo espontanea foi uma técnica de preparo que agregou
valores nutricionais a bebida de yacon. Em relacao aos microrganismos todas as
bebidas atingiram 10° UFC.ml* a partir de 30 dias de armazenamento, que pode
ser considerado um alimento com propriedades funcionais, dada a identificacéo
dos microrganismos ja identificados e relatados na literatura. Considerando a
guantidade de microrganismos existentes e fibras prebidticas como FOS, é
possivel que se tenha uma bebida simbiotica, contudo, faz-se necessaria
comprovacao para garantir essa hipotese.

Em relacdo a utilizacdo de agentes antiescurecimento, as diferencas
foram pontuais, contudo, a bebida com acido citrico apresentou pH desejavel
para uma bebida fermentada o que permite inibicdo de bactérias indesejaveis e
maior quantidade proporcional inicial de FOS e menor variacdo com 30 e 60 dias
de armazenamento. As bebidas também apresentaram quantidade
consideraveis de compostos fendlicos como acidos clorogénico e gélico que

conferem importante atividade antioxidade que trazem varios benéficos a saude.
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CAPITULO 2

BEBIDA DE YACON (Smallanthus sonchifolius) FERMENTADA
ESPONTANEAMENTE: CARACTERIZACAO E TOXICIDADE EM
CAENORHABDITIS ELEGANS

RESUMO

O yacon (Smallanthus sonchifolius) tem sido considerado alimento com alegacéo
funcional, sendo uma fonte abundante de frutooligossacarideo (FOS), com
propriedades prebioticas, associado a beneficios a saude. No entanto, essa raiz
€ muito perecivel e, portanto, técnicas que favorecam sua vida de prateleira e,
ainda, preservem seus constituintes beneficios sao visadas. Assim, este trabalho
teve como objetivo produzir bebidas de yacon fermentadas espontaneamente,
caracteriza-las e analisa-las toxicologicamente em modelo in vivo de
Caenorhabditis elegans (C. elegans). Foram analisadas as bebidas fermentadas
de yacon contendo &cido citrico, cisteina ou sem agente antiescurecimento
(controle) apés 30 dias de armazenamento, quanto as caracteristicas
microbiolégicas, nutricional, fisico-quimica, de compostos fendlicos, atividade
antioxidante e toxicidade aguda. Os resultados foram analisados por meio de
ANOVA e teste Duncan para comparacdo das meédias, ambos a 5% de
probabilidade. Observou-se que, independente da presenc¢a ou ndo dos agentes
anti-escurecimento, as contagens microbiolégicas atingiram quantidades de 10%
9 UFC/ml e pH, acidez total titulavel, sélidos solliveis e densidade n&do variam
estatisticamente (p>0,05) entre as bebidas fermentadas. Mas a bebida
adicionada de acido citrico apresentou maior preservagao de FOS, compostos
fendlicos a atividade antioxidante superior. Ainda, o ensaio de toxicidade mostrou
que as bebidas analisadas ndo provocaram mortalidade ou prejudicaram o
desenvolvimento do C. elegans, tendo a bebida com acido citrico apresentado
maior desenvolvimento dos vermes. Desta forma, os resultados demonstram
pela primeira vez que as bebidas fermentadas de yacon avaliadas apos 30 dias
de armazenamento ndo apresentaram toxicidade aguda, indicando que as
mesmas podem ser seguras para o consumo humano. Somado a isso, pode-se
sugerir um efeito simbidtico da bebida que naturalmente possui FOS,

considerados prebioticos e que podem ter favorecido na bebida, a proliferacéo
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de microrganismos benéficos a saude, os probioticos, especialmente da bebida
fermentada de yacon contendo &cido citrico como agente antiescurecimento.
Palavras-chaves: Yacon; Bebida fermentada; Caenorhabditis elegans;

Toxicidade.

1. INTRODUCAO

Yacon (Smallanthus sonchifolius) é uma raiz tuberosa, semelhantes as
batatas doces em aparéncia, de gosto doce e polpa crocante, sendo bastante
consumidas na forma in natura. Essa raiz é oriunda da regido Andina, e tem sido
considerada alimento com alegacdo funcional em decorréncia de seus
componentes, tais como as fibras alimentares soluveis, que devido a sua baixa
digestibilidade pelas enzimas do trato gastrointestinal humano estimula o
crescimento seletivo e atividade de bactérias intestinais promotoras da saude,
conferindo ao alimento propriedade prebiodtica (Guigoz et al., 2002; Pereira,
Gibson, 2002; Sacramento et al., 2017). Sua composi¢ao tem como principais
substancias dgua e carboidratos, os quais sdo armazenados principalmente sob
a forma de frutooligossacarideos (FOS) e inulina, que conferem naturalmente
caracteristicas funcionais (Valentova, Ulrichov4, 2003; Rivera, Manrique, 2005)
Aliado a presenca das fibras prebidticas, o yacon também apresenta compostos
fendlicos com importante atividade antioxidante (Simonovska et al., 2003).

O reconhecimento dos efeitos promissoérios para a saude advindo do
consumo de yacon como prevencdo e reducdo de risco de aterosclerose,
reducéo da absor¢éo de glicose, reducéo do risco de cancer de célon (Vanini et
al., 2009; Delgado et al., 2013; Oliveira et al., 2013), melhora do sistema imune
(Vaz-Tostes et al., 2014) e outros, aumentou o0 interesse comercial nos
mercados, levando ao desenvolvimento de atividades comerciais em torno de
seu cultivo (Manrique, 2005).

Apesar da forma mais comum de consumir yacon ser a in natura, muitos
produtos como xarope, farinha, suco, chips (yacon cortado em laminas
desidratado) e cha (das folhas) foram desenvolvidos a fim de aproveitar as
potencialidades desse alimento (Adriano et al., 2019; Ross, 2019; Torres, 2019;
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Ueda et al.,, 2019; Machado et al., 2020; Marques et al., 2020), contudo, as
pesquisas relacionadas ao processo de fermentacdo do yacon ainda sao muito
recentes, principalmente se considerarmos a fermentacdo de forma espontanea
da raiz.

A fermentacdo é um processo gerado pelas transformacdes quimicas da
matéria organica catalisadas por enzimas produzidas por microrganismos. A
transformacdo da matéria ocorre pela oxidacdo e quebra de carboidratos
liberando energia e produzindo aceptores para se ligarem (Jay et al., 2008).

A fermentacédo do alimento depende do tipo de microrganismo e da carga
microbiana inicial, teor de &gua livre e composicdo do alimento. Os
microrganismos normalmente encontrados na fermentacdo vegetal sdo as
bactérias do &cido latico (BAL) que adquirem energia através da fosforilacédo
durante a oxidac&o dos carboidratos, atuando na producéo de acidos e gases
para sua metabolizacdo e mutiplicacdo (Jay et al., 2008; Rodriguez et al., 2009a).
A fermentacdo também é dependente de fatores como temperatura, pH inicial e
teor de NaCl presente, normalmente entre 2 a 10% (Rodriguez et al., 2009b;
Reina et al.,, 2015). O NaCl estimula a producdo das BalL, regulando a
osmolaridade e ainda impede a proliferacdo de bactérias competidoras
(Carbonera, Espirito Santo, 2010).

No entanto, além do desenvolvimento de uma bebida fermentada de
caracteristicas e propriedades nutricionais e fisico-quimicas adequadas, é de
suma importancia verificar a seguranca do produto, quanto a auséncia de
toxicidade, para posteriores testes e comercializacdo. Uma forma de verificar
essa seguranca ocorre por testes toxicolégicos in vivo utilizando Caenorhabditis
elegans (C. elegans), um nematédeo facilmente cultivado em laboratério, devido
ao seu tamanho reduzido, ciclo de vida curto e baixo custo de manutencéo
(Brenner, 1974). A analise da toxicidade in vivo utilizando o C. elegans apresenta
vantagens em relagdo as analises in vitro, como por exemplo a cultura de células,
pois trata-se de um organismo multicelular, capaz de permitir que a agcéo dos
compostos estudados seja avaliada de forma sistémica (Mohan et al., 2010).
Além disso, o cultivo e os experimentos realizados com este organismo s&o
muito mais baratos, quando comparados com testes em camundongos ou outros
modelos mamiferos. Isto se deve principalmente ao fato de que, no caso do C.

elegans, a oferta de animais ndo € limitante, uma vez que eles crescem
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rapidamente em um sistema simples e barato, onde podem ser gerados milhares
de corpos em poucos dias (Mohan et al., 2010; Hunt, 2017). Estas vantagens
permitiram o desenvolvimento de estratégias de alta demanda, rapida e pratica
para identificacdo de compostos que causam alteracdes no C. elegans (Leung
et al., 2008; Fitzgerald et al., 2009).

Desta forma, diante da possibilidade de uma bebida de yacon
espontaneamente fermentada com efeitos benéficos a saude devido a presenca
de prebibticos, compostos antioxidantes e, possivelmente, probidticos, o
presente trabalho teve como objetivo caracterizar microbiol6gica, nutricional,
bioativa e fisico-quimicamente a bebida de yacon espontaneamente fermentada

e avaliar a sua toxicidade aguda in vivo em C.elegans.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Delineamento Experimental

O experimento foi conduzido seguindo um delineamento inteiramente
casualizado (DIC) com 3 agentes antiescurecimento (cisteina, acido citrico e
controle) e 3 repeticdes, totalizando 9 unidades experimentais.

As concentracdes adicionadas as bebidas de yacon do &cido citrico e
cisteina foram de 0,05% (m/v) definidos conforme testes preliminares e o

trabalho de Vasconcelos et al (2015).

2.2 Preparo das bebidas de yacon

As raizes foram obtidas no comércio local da cidade de Vila Velha/ES. As
etapas de preparo foram baseadas na metodologia descrita por Vasconcelos et
al. (2015) com algumas adaptacdes.

Primeiramente as raizes foram selecionadas para retirada daquelas
improprias para consumo, higienizadas em agua corrente e descascadas
manualmente. Depois foram cortadas em fatias cilindricas de aproximadamente
2 cm e submetidas ao branqueamento a 100 °C por 4 minutos com a quantidade
de agente antiescurecimento calculada para o peso de yacon.

As fatias foram imediatamente removidas do brangueamento, sendo a
agua desprezada, e colocadas em um recipiente contendo agua e gelo na

proporcao 1:1 (m/v) yacon: agua e gelo. Depois, desprezou-se novamente a
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agua e o yacon foi triturado com 2% de NacCl, conforme utilizado por Reina et al.
(2015) em mix (Walita Philips, Brasil). As bebidas foram entdo embaladas em
embalagens plasticas impermeaveis, utilizando seladora a vacuo Orved e Brock
(Mod.-12) para evitar trocas gasosas, e mantidas sob refrigeracao,
aproximadamente 10 °C por 30 dias, definido conforme testes anteriores
(Capitulo 1). Apoés esse periodo foram realizadas as analises.

A bebida controle foi preparada seguindo todas as etapas anteriores, com
exclusiva excecdo da adicdo de agente antiescurecimento durante o

branqueamento.

2.3 Contagem microbiolégica
Nas analises microbiolégicas foram utilizados os meios de cultura
seletivos: Plate Count Agar (PCA) Biolog® para bactérias totais, MRS
Lactobacillus Kasvi® para lactobacilos e Agar Sabouraud Dextrose Kasvi®
para levedura e fungos filamentosos. Os meios foram preparados segundo a
orientacdo do fabricante e as analises realizadas conforme técnica descrita por
Silva (2007), que consiste na diluicdo das bebidas em série, em solucéo salina
e plaqueados. As contagens foram expressas em Unidades Formadoras de
Coldnias por grama da Amostra (UFC.g™).

2.4 Determinacdo da composicao centesimal

A composicao centesimal foi avaliada segundo metodologias oficiais da
AOAC (2005): Umidade, determinada por secagem em estufa a 105 °C até peso
constante; proteina, pelo método de Kjeldahl empregando-se 5,75 como fator de
conversao de nitrogénio em proteina; cinzas, por incineracdo em mufla a 550 °C
e lipideos totais pelo método de extracdo de Goldfish.

Calculou-se o teor de carboidratos totais por diferenca, subtraindo-se de
100 a soma dos valores dos demais constituintes da composi¢ao centesimal
(umidade, proteina, lipidios e cinzas) (AOAC, 2005). O valor cal6rico da bebida
de yacon em estudo foi calculado a partir dos fatores de conversao de Atwater:
4 kcal.g! para proteinas e carboidratos e 9 kcal.g™ para lipidios (Watt, Merrill,
1964).
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2.5 Quantificagéo de carboidratos simples

Sacarose, frutose, glicose e manitol das bebidas fermentadas de yacon
foram determinados por meio de cromatografia liquida de alta performance
(HPLC) segundo Silva et al. (2013) e Evangelista et al. (2015), com algumas
adaptacoes.

Eppendorfs com 2 ml de cada amostra foram colocados na centrifuga
(Heraeus Megafuge 16R®) a 10.000 rpm por 10 minutos a 10 °C. O sobrenadante
passou por microfiltragcdo em filtro de acetato de celulose de 0,2 ym para
remocdo da fracdo insolavel. A separacdo dos agucares foi realizada por uma
coluna (Aminez HPX-87C de 250 cm x 4 mm) a 55 °C. Foi utilizada uma fase
movel constituida de 266 pl de acido sulfarico por litro de agua ultrapura, a um
coeficiente de vazdo de 0,8 ml.minutol. Vinte microlitros de amostra foram
injetados e corridos durante 35 min.

Pelo detector de indice de refragdo (RID) os compostos foram
identificados por comparacado dos tempos de retencédo de padrbes (manitol,
frutose, glicose e sacarose — Sigma Aldrich®) previamente injetados e
quantificados pela area dos picos observados nos cromatogramas. Os

resultados foram expressos como a porcentagem da area do pico.

2.6 Andlises fisico-quimicas

A determinacédo do pH foi realizado de acordo com o método da AOAC
(2000), utilizando um pHmetro digital (marca Quismis-Q400).

Os sdélidos soluveis totais (SST) e densidade foram determinados com
auxilio de um refratbmetro digital, segundo o método AOAC (1997) pelo
refratbmetro modelo RTP 20 ATC. Estes resultados sdo expressos em °Brix e
g.cm3, respectivamente.

A acidez total titulavel foi determinada por meio da titulacdo da bebida
com solucdo de hidroxido de sodio 0,01M até obtencdo de coloracdo résea,
seguindo o método n° 942.15 da AOAC (1997).

A turbidez foi determinada utilizando o espectofotometro KASUAKI para
medir a absorbancia das amostras a um comprimento de onda de 595 nm, onde

utilizou-se agua destilada como branco para comparar (AOAC, 1995).
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2.7 Determinacgéo de compostos fenolicos
O teor de compostos fendlicos totais foi determinado pelo método
utilizado por Bloor (2001), com algumas modificacdes. A extracao foi realizada
pesando 1 g de amostra em tudo falcon com protecéo da luz, adicionando 10
ml de metanol (MeOH): agua (60:40 v/v) e em seguida, centrifugado a 3500
rpm por 10 min (marca Fanem®, modelo Excelsa i 2206). O sobrenadante foi
transferido para outro tubo e o volume, diluido até 15 ml. Em uma placa de 96
pocos foi adicionado uma aliquota de 100 pl da amostra, 100 ul do reagente
Folin Ciocalteu (Sigma®). a uma concentracao de 20% e, em seguida, de 100
pl de carbonato de sddio (Naz2Cos) a 7,5%. Apés 30 min foi realizada a leitura
a 765 nm em espectrofotbmetro SpectraMax®190.
Uma curva analitica de acido galico Dinamica Ltda ®, nas concentracdes
de 10 a 100% foi elaborada, gerando a equacéo de regressao (y = 0,2528 +
0,0698, Rz = 0,9990) foi realizado o céalculo do teor de compostos fendlicos
totais, sendo os resultados expressos em mg EAG por grama de bebida.

2.8 Determinacdo da atividade antioxidante
A andlise da atividade antioxidante foi realizada utilizando os radicais
ABTS, DPPH e FRAP.

2.8.1 ABTS

Foram pipetados trinta microlitros de cada bebida e adicionados de 270 pl
do radical ABTS em uma microplaca. Apds 6 minutos, a absorbancia foi lida a
734 nm em espectrofotbmetro SpectraMax® 190. A analise do branco foi
realizada com metanol concentrado NEON® (Awika, Rooney, Wu, Prior, &
Cisneros-Zevallos, 2003). Uma curva analitica de acido galico foi preparada a
partir das concentracbes de 0,00002 a 0,00250 pg, gerando a equacao de
regressao (y = -364,62x + 0,7521; R?2 = 0,9854). Os resultados foram expressos
por meio do indice de atividade de eliminagdo de radical (1), utilizando a equacéo:
I (%) = [(Abs branco — Abs amostra) x 100]/ Abs Branco (Dionisio et al., 2016;
Scherer and Godoy, 2009a).

2.8.2 DPPH

DPPH foi determinado pelo método utilizado por Scherer e Godoy (2009),
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com algumas modificagdes. Foram pipetados em microplaca vinte microlitros de
cada bebida e 280 pl do radical DPPH. A leitura foi realizada a 517 nm ap6és 60
minutos de incubacéo, ao abrigo da luz em espectrofotdmetro SpectraMax® 190.
A analise do branco foi realizada com metanol concentrado NEON® (Bloor,
2001). Foi elaborada uma curva analitica de acido galico, nas concentracdes de
0,00002 a 0,00250 pg, por meio da equacao de regressao (y = -348,34x +
0,7911; R2 = 0,9811). Os resultados foram expressos por meio do indice de
atividade de eliminacéo de radical (1), por meio da equacéao: | (%) = [(Abs branco
— Abs amostra) x 100]/ Abs Branco (Scherer and Godoy, 2009a).

2.8.3 FRAP

Foram pipetados em microplaca trinta microlitros de cada bebida e
adicionados de 270 pl de solucdo FRAP. A leitura foi realizada a 595 nm apos
10 minutos de incubacao, ao abrigo da luz, em espectrofotdmetro SpectraMax®
190. A analise do branco foi realizada com metanol concentrado NEON®. O
resultado foi expresso por meio do indice de atividade de eliminacao de radical
(), calculado pela equacéo: | (%) = [(Abs branco — Abs amostra) x 100]/ Abs
Branco (Benzie and Strain, 1996; Scherer and Godoy, 2009a).

2.9 Andlise de toxicidade aguda em C.elegans

2.9.1 Preparo da cepa de C. Elegans para sicronizagéao

Utilizou-se no estudo cepas dos nematddeos C. elegans N2, do tipo
selvagem, cedidas gentiimente pela Professora Solange Cristina Garcia,
responsavel pelo Laboratério de Toxicologia (LATOX), Departamento de
Andlises, Faculdade de Farmécia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS), Porto Alegre, RS, Brasil, obtidos a partir do “Caenorhabditis Genetics
Center” (USA).

Foram preparadas 3 placas de petri contendo meio de crescimento para
nematoides (NGM) (Brenner, 1974) Foram acrescentados ao meio 30 microlitros
de solucéo contendo Escherichia Coli geneticamente modificadas do tipo Na22.
Replicou-se a cepa de C. elegans tipo selvagem (N2 - sem modificacado genética)
utilizando pedacos do meio de cultura para a manutencdo contendo o0s
nematddeos em todos os estagios larvais, que eram mantidos em meio de
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crescimento para nematédeos (NGM- Nematode Growth Medium) com Agar e
Escherichia coli OP50 a 20 °C. As placas contendo a repicagem foram levadas
a estufa TE- 391 BOD mantidas a temperatura de 20 °C por 3 dias para
incubacédo (Brenner, 1994; Porta-de-la-Riva et al., 2012).

Apés 3 dias verificou-se ao microscopio (Leica, DMLS, Alemanha) a
obtencdo de altas quantidades de nematddeos gravidos. Lavou-se as placas
com agua autoclavada utilizando pipeta Pasteur, colocou o contetudo em falcons
de 15 ml até completar seu volume, centrifugou por 6 minutos a 3600 rpm na
centrifuga Excelsa® i 2206 e retirou o sobrenadante de cada falcon, até restar 2
ml de sedimento. Essa etapa foi realizada mais uma vez, desmanchando o pellet
formado no fundo dos falcons.

Preparou-se a solucéo bleaching feita com adi¢cdo de 6 ml NaOH 10 M, 20
ml de hipoclorito e o restante com agua autoclavada até completar o baldo
volumétrico de 100 ml. Foram adicionados 4,5 ml dessa solucao nos falcons que
continham os nematddeos gravidos. Agitou-os vigorosamente durante 6 minutos
até romper as cuticulas liberando os ovos e retirou até 3 ml da espuma formada.
Acrescentou nos tubos falcon a solucéo tampéo M9 (3 g KH2PO4 + 6 g Na2HPO4
+ 5 g NaCl + 1 L H20 com adicao posterior de MgSO4 1M) até completar,
desmanchando o pellet formado. Foram submetidos a centrigugacdo novamente
a 3600 rpm por 6 minutos, com posterior retirada do sobrenadante e adi¢cao do
tampéo M9. Esse procedimento de centrifugacdo e remocao de sobrenadante foi
realizado até restar aproximadamente 1,5 ml. O contetdo dos falcons contendo
os ovos foram transferidos para placas de petri (90x15 mm) e incubados por

aproximadamente 16 horas (Porta-de-la-Riva et al., 2012).

2.9.2 Tratamento da cepa de C. Elegans

Uma gota da solucédo (3 ul) contendo os vermes sincronizados L1 foram
analisadas em microscépio (Leica, DMLS, Alemanha®), para calcular o volume
necessario de solugéo para atingir aproximadamente 2500 vermes.

Os vermes sincronizados foram adicionados em eppendorfs junto com a
solugdo M9 e 50 ul de cada bebida fermentada de yacon. Posteriormente foram
expostos por 30 minutos (tratamento agudo) a 20 °C, por agitagdo constante em
um homogeneizador em meio liquido 0,5% NacCl.

Apoés a exposicdo, os vermes foram lavados 3 vezes com NaCl a 0,5%
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para remover as bebidas e, em seguida, transferidas e espalhadas para placas
NGM inoculadas com E. coli OP50. Logo apds, foram mantidas a 20 °C até
secarem e depois tampadas, sendo colocadas na incubadora BOD por 24 horas
(Avila et al., 2012; Charéao et al., 2015; Augusti et al., 2017).

2.9.3 Avaliagdo da mortalidade e desenvolvimento dos C. Elegans

Apoés a incubacao de 24 horas, realizou-se a contagem do numero de
larvas sobreviventes em cada placa por meio de microscopio (Leica, DMLS,
Alemanha®), avaliando o percentual de morte causado pelas bebidas. A placa
contendo os nematédeos foi colocada sobre uma lamina de retroprojetor com 64
quadrantes igualmente divididos e adicionados abaixo das placas. Contou-se 6
guadrantes de cada duplicata e calculou-se a média (Charéo et al., 2015). Feita
a contagem, as placas retornaram a incubadora para completar 48 horas do
periodo de incubacéo.

O desenvolvimento dos C.elegans foi entdo avaliado por meio da medida
de area corporal (u?) dos vermes adultos em estereomicroscopio (Olympus
IX71). As placas contendo os vermes foram lavadas com agua autoclavada e
estes transferidos para tubos de centrifugacéo. O processo foi repetido até que
a solucao estivesse limpida. Em seguida, 15 pl da solucdo com vermes foi
depositados sobre uma lamina coberta por agarose e quando necessario
adicionadou 30 pl de levamisol 2,25%. Os vermes foram fotografados para terem
seu contorno corporal medido (10 medi¢cdes) manualmente com auxilio do

software AxioVision versao 4.8.2 (Charéo et al., 2015; Augusti et al., 2017).

2.10. Analise estatistica

Os resultados foram analisados por meio da Analise de Variancia
(ANOVA), a 5% de probabilidade. Para resultados significativos (p<0,05) em
relacdo aos agentes antiescurecimento, as medias foram comparadas pelo teste
Duncan na mesma probabilidade. Todas as analises estatisticas foram

realizadas no software SAS, versao online.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Contagem microbiolégica

A analise dos resultados indicou que ndo houve variacdo significativa
(p>0,05) entre as bebidas de yacon fermentadas com cisteina, &cido citrico ou
sem agente antiescurecimento. Nas 3 bebidas a quantidade de microrganismos
totais, bactérias acido laticas, leveduras e fungos filamentosos, tiveram um

comportamento semelhante como observado na Tabela 1.

Tabela 1. Valores médios do crescimento de microrganismos (UFC.g!) das

bebidas de yacon fermentada espontaneamente, nos diferentes meios de cultura

avaliados.
Analises Controle Cisteina Acido citrico
Bactérias totais 3,3 x 108 1,1 x 10% 7,3 x 1082
Bactéria acido latica 4,3 x 108 1,1 x10% 1,0 x 10%
Leveduras e fungos filamentosos 7,2 x 108 1,0 x 10 1,4 x 10

Letras iguais na mesma linha néo diferem entre si, a 5 % de probabilidade, pelo Teste Duncan.

A bebida de yacon apés 30 dias de fermentacdo espontanea teve o
predominio de leveduras e bactérias acido laticas (BAL), atingindo uma
populacdo de 108° UFC.g*. A adicdo de NaCl durante o processamento da
bebida, favorece o crescimento de bacterias &cido laticas, que pela sua atividade
metabdlica produz &cido latico reduzindo o pH do meio, inibindo a proliferacao
de bacterias competitivas (Reina et al., 2009; Rodriguez et al., 2009a).

Os resultados encontrados concordam com os dois estudos de Reina que
avaliaram yacon fermentado espontaneamente utilizando 2% de NaCl e
observaram predominio de bactérias acido laticas (10° UFC.g') com 30 dias de
fermentacdo, e identificaram trés tipos de Leuconostoc spp., sendo elas
mesenteroides, pseudomesenteroides e citreum.

As pesquisas relacionadas ao processo de fermentagéo do yacon ainda
sé&o muito recentes, sendo a maioria delas realizadas por fermentagdo exogena,
ou seja, com adi¢ao de culturas probidticas, como demostrado nos estudos de
Chen et al.(2019) e Dahal et al. (2020). A adi¢ao de culturas permite o predominio
do microrganismo inoculado, diferentemente da fermentacdo enddgena, a qual

65



permite o crescimento de microrganismos diversos que irdo proliferar em
simbiose.

Segundo ANVISA (2002) e Krlger et al. (2008), a quantidade minima
viavel para microrganismos probioticos garantirem efeitos funcionais deve ser de
108 UFC.g!. Corraborando com nossas andlises, os resultados demonstraram
valores acima do recomendado nos trés meios de cultura apos 30 dias de
armazenamento, sugerindo a possibilidade de uma bebida capaz de oferecer

beneficios a saude.

3.2 Caracterizacao nutricional
Os resultados da composicao centecimal das bebidas de yacon fermentadas

espontaneamente estao apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Média e desvio padrdo da composigdo centesimal (g.100 g) e valor
calérico total (VCT — kcal.100 g') das bebidas de yacon com e sem agentes

antiescurecimento.

Constituintes Controle Cisteina Acido citrico
Umidade 89,20 + 0,85P 90,27 + 0,492 91,27 £ 0,702
Carboidratos 6,91+1,472 5,81 + 1,00 5,09 +0,26°
Proteinas 0,15 + 0,052 0,21 + 0,082 0,16 + 0,032
Lipideos 1,53+0,422 1,52 0,144 1,36 £0,372
Cinzas 2,18 £0,192 2,18 £0,102 2,11 +£0,142
VCT 42,13 +2,172 37,83 +£1,06° 33,25 + 3,65°

Letras diferentes nha mesma linha diferem entre si, a 5 % de probabilidade, pelo Teste Duncan.

A quantidade de proteina, lipidios e cinzas nao apresentou variacao
significativa (p>0,05). O teor de cinzas estéa relacionado a presenca de minerais
e vai depender das condi¢cdes climaticas e local de cultivo. Assim, a
caracterizacao fisico-quimica da raiz de yacon pode apresentar diferencas entre
os valores encontrados por diferentes autores.

Umidade, carboidratos e VCT variaram significativamente (p<0,05) entre
as bebidas, provavelmente pelas variagcbes do teor de agua da raiz, mas
também, pelo processo de fermentagdo. Ndo obstante, os resultados condizem
com a literatura, que demonstram a elevada atividade de agua presente na raiz

66



de yacon, com variacao de 70 a 90% do peso fresco e de 10 a 14% de matéria
seca, especialmente carboidratos (Vasconcelos et al., 2010; Marcon et al., 2019),
como apontado por Ribeiro (2008) e Vilhena (2000) ao analisarem a composicéo
quimica da polpa de yacon e encontrar 87,52% e 85,93% de umidade,
respectivamente. Azevedo (2018) obteve 88,86% de umidade também na por¢éo
comestivel da raiz e Vasconcelos et al. (2010), 91,10% de umidade. Esse
elevado teor de umidade torna a raiz de yacon bastante susceptivel a
deterioracéo e, consequentemente, reducdo da sua vida util.

Além da &gua, outro constituente predominante na raiz de yacon sao 0s
carboidratos (Kotovicz, 2011; Cao et al., 2018), dentre eles, sao encontrados 0s
monossacarideos frutose e glicose, dissacarideo sacarose e 0s oligossacarideos
frutooligossacarideos (FOS), além de quantidades menores de inulina, sendo os
dois ultimos considerados fibras solUveis. Todos esses carboidratos podem ser
utilizados como subtrato no processo de fermentacao pelos microrganismos que,
por sua vez, sintetizam outros compostos como 4cido latico (Reina et al., 2015).

Como consequéncia do elevado teor de umidade e presenca de fibras, o
yacon é considerando um alimento com baixo valor energético (Lewu et al.,
2010).

A quantidade de carboidratos foi analisada, no entanto, ndo foram
identificadas, pela metodologia utilizada, presenca de glicose, frutose, sacarose
e manitol. Os resultados das areas cromatograficas obtidas foram comparados
com a éarea total de cada bebida e apresentados na forma de porcentagens
(Tabela 3).

Tabela 3. Valores percentuais de FOS em relacdo a éarea das curvas
cromatograficas geradas na determinacéo de carboidratos das bebidas de yacon

fermentadas espontaneamente com e sem agentes antiescurecimento.

Bebida Controle Cisteina Acido citrico
FOS 55,32 +4,17° 57,00+4,71° 77,29 + 6,842
Area* 0,87 1,00 0,90

Letras iguais na mesma linha nao diferem entre si, a 5 % de probabilidade, pelo Teste Duncan.

*Propor¢éo entre as areas cromatograficas obtidas para cada bebida.

Observa-se elevada propor¢cdo de FOS em todas as bebidas, sendo
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relacionado ao teor a area cromatografica obtida, o que é esperado uma vez que
0 yacon é o alimento com maior contetdo desde constituinte (Santana, Cardoso,
2008b; Fujishima et al., 2009; Apolinario et al., 2014; Vasconcelos et al., 2015;
Cao et al.,, 2018). Os FOS nédo sao hidrolisados pelas enzimas digestivas
humanas, portanto sdo considerados fibra alimentar, pois, passa pelo trato
gastrointestinal sem alteracdes significativas em sua estrutura,desenvolvendo
funcdo de prebidtico (Chandrashekar et al., 2011; Vogt et al., 2013). Assim, 0s
FOS sao de grande interesse como aditivo funcional para alimentos devido a
suas propriedades prebidticas que favorece o crescimento de bactérias
promotoras de salude como Bifidobacterium spp. e Lactobacillus spp., reduzindo
as populacbes patogénicas e promovendo a imunomodulacdo intestinal
(Whelan, 2013; Caetano et al., 2016), compondo assim uma boa oportunidade
de agregar valor ao produto em termos de funcionalidade (Delgado et al., 2010).

Apesar da literatura relatar maior teor de FOS, quase 10% da matéria
seca, as bebidas foram analisadas ap6s 30 dias de armazenamento, o que gerou
uma fermentacdo enddégena com reducdo do pH, crescimento de
microrganismos e, consequentemente, reducdo das cadeias de FOS. Essas
cadeias sao instaveis em determinadas condi¢des de processo, inclusive pH e,
associado a isso, o branqueamento, que foi utilizado inicialmente no preparo das
bebidas também prejudica a estabilidade dos FOS devido a hidrélise
principalmente de GF3, GF4 e GF5 (Veja, Zuniga-Hansen, 2015; Campos et al.,
2016; Topolska et al., 2017).

Essa hidrélise leva ao aumento do teor de glicose e, especialmente, de
frutose. No entanto, glicose nao foi detectada nas bebidas com 30 dias de
fermentacdo, possivelmente por esse ser o carboidrato preferencial dos
microrganismos no meio (Madigan et al., 2010), assim como frutose, o que
também foi observado por Reina et al. (2015).

Contudo, apesar da perda de FOS apds o tempo de fermentagéo, essa
reducdo foi menor na bebida adicionada inicialmente de &cido citrico, mesmo
considerando a menor proporcao da area para essa bebida, sugerindo menor

degradacéo desse constituinte funcional.

3.3 Andlises fisico-quimicas

As bebidas fermentadas de yacon foram avaliadas quanto ao pH, acidez
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total titulavel, solidos solluveis totais, densidade e turbidez e os resultados séo
apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Média e desvio padrdo de pH, acidez total titulavel (ml.gt), sélidos
solliveis totais (SST - °Brix), densidade (g.ml) e turbidez (UNT) das bebidas de

yacon fermentadas espontaneamente com e sem agentes antiescurecimento.

Analises Controle Cisteina Acido citrico
pH 4,06 £ 0,832 4,25+0,132 3,47 £ 0,232
Acidez 1,47 + 0,492 1,53 + 0,152 1,97 + 0,212
SST 7,13 £ 0,922 6,4 £ 0,202 5,93 + 0,502
Densidade 1,05 + 0,202 1,04 + 0,062 1,04 + 0,002
Turbidez 0,58 + 0,032 0,47 + 0,00° 0,33 +0,02°¢

Letras diferentes na mesma linha diferem entre si, ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste
Duncan

A partir dos resultados obtidos, pode-se observar que, independente da
presenca ou n&do dos agentes antiescurecimento utilizados, pH, acidez total
titulavel, SST e densidade ndo variam estatisticamente (p>0,05) entre as bebidas
fermentadas.

A determinacdo do valor de pH indica o crescimento microbiologico e
atividade enzimética relacionada a acidez ou alcalinidade das solugées (Cecchi,
2003). O pH da propria raiz € em torno de 6,0 que reduziu, sendo considerado
acido, devido ao processo de fermentacao realizado pelas bactérias presentes
no meio (Rodriguez et al., 2009a).

A acidez titulavel serve como parametro de qualidade, pois, com o passar
do tempo o produto é fermentado gerando compostos acidos (Chim et al., 2013).
Pelos resultados, a fermentacéo, independente do agente antiescurecimento
inicialmente utilizado, gerou o mesmo teor de acidos titulaveis (p>0,05),
sugerindo comportamento e composicdo semelhante dos microrganismos
presentes nas bebidas.

Os SST sao determinados pela refratometria em escala brix, que mede a
quantidade de acucares da fruta juntamente com a densidade AOAC (1997) e
turdidez. Os agucares tedem a diminuir de acordo com o tempo fermentativo uma
vez que 0S microrganismos 0s utilizam como substrato energético liberando
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energia. Os resultados semelhantes entre as bebidas (p>0,05) reforcam o
comportamento e a composi¢cdo semelhante entre 0os microrganismos presentes
nas bebidas.

A turbidez esta intimamente ligada as propriedades 6pticas que a bebida
apresenta em absorver ou refletir a luz (Szutowska et al., 2020). Com a formagé&o
de melanoidinas (compostos de colorag&o escura) maior turbidez foi encontrada

na bebida controle.

3.4 Compostos fendlicos totais e atividade antioxidante
As bebidas de yacon fermentadas espontaneamente também foram
avaliadas quanto ao teor de compostos fendlicos e sua atividade antioxidante

por meio de 3 métodos, sendo os resultados apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Média e desvio padrao do teor de compostos fendlicos totais (CFT -
mg EAG.g?), e atividade antioxidante (%) das bebidas de yacon fermentadas

espontaneamente com e sem agentes antiescurecimento.

Anélises Controle Cisteina Acido citrico
CFT 0,12 £ 0,03¢ 0,44 + 0,012 0,27 +0,02°
ABTS 6,58 + 1,23°¢ 16,85 + 2,03 28,24 + 4,372
DPPH 8,42 + 2,38°¢ 17,83 +1,60° 23,75+ 0,162
FRAP 7,22 = 1,46° 29,74 + 1,04 33,74 £ 0,932

Letras diferentes na mesma linha diferem entre si, a 5 % de probabilidade, pelo Teste Duncan.

A escolha dos agentes antiescurecimento e a dose utilizada foi baseada
na literatura e no trabalho de Vasconcelos et al. (2015). Juntamente com o
agente antiescurecimento foi realizado o branqueamento nas fatias de yacon
com objetivo também de inativar as enzimas polifenoloxidases (PPO),
preservando os compostos fendlicos e reduzir leveduras indigenas (Narai-
Kanayama et al., 2007; McCabe et al., 2015; Reina et al., 2015).

O yacon € rico em PPO que, em contato com oxigénio, oxida os
compostos fendlicos da raiz, levando a formacao de compostos intermediarios
denominados quinonas, que sofrem novas reacdes até obtencdo de polimeros
escuros, as melanoidinas (Valentova, Ulrichova, 2003).

A cisteina € um aminoacido que impede a formacao de melanoidinas nos
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vegetais, agindo com a quinona, fomando compostos incolores e estaveis
(Basunia, Abe, 2001), inibindo, portanto, 0 escurecimento enzimatico e
preservando os substratos dessa rea¢céo, os compostos fendlicos.

O acido citrico atua como agente quelante e redutor do pH. Ambas acoes
impedem a atuacao da PPO, mais especificamente da peroxidase, por meio da
indisponibilidade do seu cofator cobre, no sitio ativo da enzima, inibindo-a, e na
diminuicao geral do pH do meio (Gacche et al., 2004), retardando ou inativando
a acao enzimatica.

Em relacdo ao teor de compostos fendlicos, a bebida controle foi a que
teve menor preservacgdo. As raizes de yacon escurecem rapidamente devido a
presenca de importantes quantidades desses compostos em sua composi¢cao
(Simonovska et al., 2003; Arnao et al., 2011) e a bebida controle foi preparada
sem nenhum agente antiescurecimento para inibir esse processo, apenas
utilizando o branqueamente, que isoladamente, néo foi tdo eficiente na reducao
do escurecimento enzimético. Por outro lado, a bebida de yacon preparada com
acido citrico apresentou o maior conteudo dos compostos fendlicos (p<0,05)
sugerindo que a inativacdo das PPO por esse &cido foi irreversivel e mais efetiva.

Os compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios com potencial
antioxidante que agem diretamente no combate ao radical livre. Em geral os
alimentos ricos em compostos fendlicos podem atuar de maneira benéfica na
saude da populacdo, uma vez que sua acdo antioxidante reduz a oxidacéo
lipidica dos tecidos vegetal e animal (Angelo, Jorge, 2007).

Quando introduzido na alimentacdo ndo mantém apenas a qualidade do
alimento, mas principalmente reduz o risco de doencas como arteriosclerose e
cancer de célon, mama, esbéfago, pulmao, figado e pele (Angelo, Jorge, 2007),
por isso, € de suma importancia a sua preservacdo no processamento e
armazenamento de alimentos.

Além do teor de compostos fendlicos de um alimento, faz-se importante
analisar qual a capacidade de eliminagdo dos radicais livres esses compostos
possuem. Os métodos de atividade antioxidante mais utilizados em alimentos
séo o FRAP, ABTS, DPPH e ORAC. Recomenda-se que pelo menos dois destes
ensaios sejam combinados para fornecer uma informagéo confidvel da atividade
antioxidante total de um alimento (Dionisio et al., 2016). Desta forma, trés destes

meétodos (FRAP, ABTS e DPPH) foram utilizados para analisar a bebida de
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yacon fermentadas e eles apresentaram resultados compativeis.

Todos os métodos indicaram que a bebida de yacon acrescida
inicialmente de acido citrico apresentou a maior atividade (p<0,05), sendo
portanto, mais eficiente seu potencial antioxidante, seguida da bebida com
cisteina.

Segundo Schiozer (2013), a estabilidade da cor destes pigmentos é
afetada fortemente pelo pH e temperatura, sendo normalmente mais estaveis
sob condi¢des acidas; assim a maior quantidade de antioxidantes encontrado na
bebida com &cido citrico pode estar relacionada a acdo do &cido citrico na
inibicdo da PPO, tendo assim reducéo do escurecimento oxidativo ou enzimatico
(Ribeiro, 2008; Padilha et al., 2009).

3.5 Avaliacédo datoxicidade aguda por C.elegans
As bebidas fermentadas de yacon foram avaliadas quanto a toxicidade

com nematddeos C.elegans e os resultados sdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Média e desvio padrdo do percentual de sobrevivéncia e tamanho dos
nematddeos de C.elegans das bebidas fermentdas de yacon com e sem agente

antiescurecimento.

Bebidas Controle Cisteina Acido citrico
% sobrevivéncia 100,00 100,00 98,22
Tamanho (mm) 5.126 + 2.092° 8.448 +2.021°> 13.534 + 8.4572

Letras diferentes na mesma linha diferem entre si, ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste

Duncan.

Mesmo sendo uma espécie sensivel a toxicidade de varias substancias,
os tratamentos nao causaram aumento da taxa de mortalidade ou diminuigéo no
desenvolvimento dos nematodeos de C. elegans. E importante salientar que em
todas as placas preparadas e quantificadas, obtivemos 100% de sobrevivéncia,
com excecao de apenas uma amostra contendo a bebida de acido citrico, o que
fez reduzir a média.

Notadamente, também foi observado aumento da area corporal dos
nematodeos tratados com a bebida preparada com o acido citrico (p<0,05)
quando comparado as bebidas controle e com cisteina, chegando a ter um
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tamanho de, aproximadamente, 2,6 e 1,6 vezes menor que a bebida com acido

citrico, respectivamente, como € possivel obervar na Figura 1.

Figura 1. Fotografias de vermes adultos presente na bebida de yacon
fermentada espontaneamente, sendo a bebida controle (A), com cisteina (B) e

com &cido citrico (C).

Os microrganismos, principalmente as bactérias, sédo as principais fontes
de nutrientes para C. elegans, podendo ser utilizado diretamente como alimento
ou, ainda, como agente que atua no processamento de substratos, fornecendo
compostos importantes para o0 metabolismo dos vermes (Schulenburg, Félix,
2017).

O yacon é rico em fibras prebidticas que estimulam o crescimento
microbiano benéfico, além do elevado teor de compostos fendlicos, antioxidantes
naturais que combatem os radicais livres previnindo a morte celular (Takenaka
et al., 2003; Vanini et al., 2009).

O &cido citrico € um &cido organico de baixa toxicidade muito utilizado nas
indastrias alimenticias principalmente em ragbes, a fim de melhorar o
desempenho, crescimento e evitar o surgimento de bactérias patogénicas
(Kubicek, Roéhr, 1998; Partanen, Mroz, 1999). Estudos apontam o bom
desempenho em relacdo ao crescimento e nutricdo de animais através de
aditivos com acidos organicos em racdes, em que o acido citrico presente gerou
resultados significativos quanto a sua acao (Sugiura et al., 1998; Vielma et al.,
1999; Boling et al., 2000a, 2000b; Boling-Frankenbach et al., 2001; Khajepour,
Hosseini, 2012).

Além deles, também ha na literatura estudos que apontam resultados
promissores na digestdo e absor¢cdo de minerais através da adi¢cdo do &cido
citrico. Os efeitos fisioldgicos desses acidos se devem ao estimulo aumentado

da producéo de acido cloridrico (HCI) e de enzimas que participam do processo
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de digestdo de proteina ou céations quelantes promovendo maior absor¢do dos
minerais (QDverland et al., 2000; Boling-Frankenbach et al., 2001; Anjum,
Chaudhry, 2010).

Em funcéo desses achados os C. elegans possuem um sistema digestivo
completo no qual se alimentam de microrganismos e nutrientes fornecidos pelo
alimento. Tais aspectos estdo diretamente ligados a sua nutricdo e
desenvolvimento desde que possuam um meio nutritivo e seguro para isso
(Leung et al., 2008; Fitzgerald et al., 2009; Hunt, 2017). De acordo com o0s
resultados obtidos, os beneficios foram possiveis devido aos componentes
fornecidos pela bebida fermentada de yacon, especialmente com adicdo do
acido citrico.

Desta forma, pode-se considerar que todas as bebidas produzidas e
avaliadas apoés 30 dias de fermentacdo, ndo apresentaram toxicidade aguda in
vivo frente aos ensaios de mortalidade e desenvolvimento do C. elegans,
indicando que podem ser consumidas por humanos. Somado a isso, pode-se
sugerir um efeito simbidtico da bebida que naturalmente possui FOS,
considerados prebidticos pela ANVISA (2019) e que podem ter favorecido na
bebida, a prolideracdo de microrganismos benéficos a salde, os probiéticos.
Contudo, reforcamos a necessidade de mais investigacdes, especialmente em

relacdo a identificacdo dos microrganismos presentes nas bebidas.

4. CONCLUSAO

As bebidas de yacon fermentada espontaneamente apresentaram
resultados semelhantes (p>0,05) de pH, acidez, SST, densidade e turbidez,
independente da presenca ou ndo de agente antiescurecimento. No entanto,
observamos que em relacdo a area registrada de FOS, teor de compostos
fendlicos totais e atividade antioxidante, a bebida de yacon tratada incialmente
com &cido citrico, apresentou menores perdas desses constituintes com o
processo de fermentacgao.

Quanto ao teste de toxicidade, as 3 bebidas podem ser consideradas néao
toxicas devido a auséncia de mortalidade. No entanto, a bebida tratada com
acido citrico teve maior desenvolvimento dos vermes, possivelmente pela juncao
da composi¢édo nutricional, compostos fendlicos e antioxidantes presentes na

bebida.
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Portanto, as 3 bebidas fermentadas possuem compostos nutricionais e
bioativos preservados, ndo oferecem riscos a salde quando consumida,
podendo ser disponibilizada no mercado como mais um novo produto
tecnoldgico visando a qualidade de vida, pela sua acao prebidtica e funcional
agindo simbioticamente com microrganismos no organismo humano, podendo
auxiliar na promocéo, prevencao e reducao de risco de doencgas cronicas néao
transmissiveis, entretanto, a bebida tratada com acido citrico pode ser mais
interessante quando comparado o potencial de crescimento dos vermes,
preservacao de FOS, dos compostos fendlicos e por apresentar maior atividade

antioxidante.
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