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RESUMO

RODRIGUES, Fabiana Carvalho, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
dezembro de 2011. Avaliacdo da farinha de vyacon (Smallanthus
sonchifolius) na modulacao das propriedades biomecanicas e na retencao
de minerais nos ossos de ratos Wistar. Orientadora: Célia Lucia de Luces
Fortes Ferreira. Coorientadoras: Hércia Stampini Duarte Martino e Tania Toledo
de Oliveira.

O yacon € um alimento ainda pouco explorado, caracteristico pela vida de
prateleira curta, decorrente da grande porcentagem de agua que possui. Neste
sentido, a farinha de yacon torna-se promissora, pois além de aumentar a vida
util do yacon, facilita sua incorporagédo na producao de diversos alimentos. Os
objetivos deste estudo foram: elaborar a farinha a partir da raiz do yacon,
determinar seu rendimento e caracterizar a composi¢cao quimica (estudo I);
avaliar o efeito da farinha de yacon na saude 6ssea dos animais (estudo Il e Ill);
verificar os possiveis efeitos hepatotdxicos da farinha de yacon em ratos (estudo
Il e Ill) e avaliar o efeito da farinha de yacon na modulagcdo da microbiota cecal
dos animais (estudo lll). Para elaboracdo da farinha de yacon foi realizada
secagem a 55°C/48 horas. A farinha obtida foi utilizada no preparo das dietas
experimentais para realizacdo dos ensaios bioldégicos com ratos Wistar. No
estudo I, os animais (n=8) foram distribuidos em 6 grupos experimentais, com
dois niveis de calcio (100% e 75% das recomendacdes) e trés niveis de FOS da
farinha de yacon (0%, 4% e 8%) da seguinte maneira: 1) 100% Ca; 2) 100% Ca
+ farinha de yacon (FY) com 4% FQOS; 3) 100% Ca + FY com 8% FQOS; 4) 75%
Ca; 5) 75% Ca + FY com 4% FOS e 6) 75% Ca + FY com 8% FOS. Para
realizacdo do estudo Ill, os animais (n=8) foram distribuidos em 4 grupos: 1)
Controle (dieta padrdao AIN-93G); 2) Prebidtico (FY com 4% de FQOS); 3)
Probidtico (0,1 mL do concentrado celular de B. longum); 4) Simbidtico (FY
com 4% de FOS + probidtico). Ao final dos 28 dias de experimentagao os
animais (estudo Il e Ill) foram avaliados quanto a funcao hepatica (proteina,
albumina, AST, ALT, fosfatase alcalina, triacilgliceréis, colesterol total e fragcoes);
propriedades biomecénicas (comprimento, espessura e forca de fratura) do
fémur e conteddo de minerais (calcio, fosforo e magnésio) na tibia. No estudo
[ll, avaliou-se também a concentracdo de AGCC e a microbiota do conteudo
cecal. No estudo | foram obtidos 0s seguintes resultados para a composicao
quimica da FY: 0,05 g de calcio; 0,15 g de lipidios; 0,18 g de magnésio; 0,21 g
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de fosforo; 2,7 g de proteinas; 5,4 g de residuo mineral fixo; 6,9 g de umidade;
25,7 g de FOS e 38,95 g de carboidratos nao digeriveis. O consumo da farinha
de yacon com 4% e 8% de FOS, em dieta com 100% ou 75% das
recomendacoes de calcio ndo afetou as variaveis hepaticas. A forca de fratura
do fémur e os teores de calcio e fésforo na tibia aumentaram (P<0,05) com a
adicdo de niveis crescentes da farinha de yacon (estudo Il). Houve aumento
(P<0,05) do conteudo de calcio, fosforo e magnésio na tibia dos animais dos
grupos probidtico e simbidtico (estudo Ill). A incorporacao da farinha com 4%
de FOS elevou a contagem de anaerébios estritos e facultativos, aumentou a
concentracdo de acido propridnico e butirico, exercendo efeito positivo na
modulacado desses acidos graxos de cadeia curta no ceco dos animais (estudo
[I). Os experimentos realizados nesta pesquisa constituem um indicativo de que
a farinha de yacon pode melhorar a saude 6ssea, por aumentar a resisténcia a
fratura e a retencao de minerais (calcio, fosforo e magnésio) nos ossos. Devido a
versatilidade que a farinha possui de ser incorporada a varios tipos de produtos,
o yacon nesta forma pode contribuir para o desenvolvimento de varios alimentos

com alegacao de propriedades funcionais, por apresentar 25,7% de FOS.
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ABSTRACT

RODRIGUES, Fabiana Carvalho, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
December, 2011. Evaluation of yacon flour (Smallanthus sonchifolius) in the
modulation of the biomechanical properties and retention of minerals in the
bones of Wistar rats. Adviser: Célia Lucia de Luces Fortes Ferreira. Co-
Advisers: Hércia Stampini Duarte Martino and Tania Toledo de Oliveira.

Yacon is a food product that has been little explored and is characterized by its
high water content resulting in short shelf life. Thus, yacon flour is a promissing
alternative since it extend the shelf life of yacon and facilitates its incorporation to
various foods. The objectives of this study were: to develop flour from the yacon
root, determine yield and characterize the chemical composition (study 1),
evaluate the effect of yacon flour on bone health of animals (study Il and Ill),
verify the possible effects of hepatotoxic yacon flour in rats (study Il and Ill) and
evaluate the effect of yacon flour on the modulation of caecal flora in animal
(study Ill). For preparation of yacon flour it was first dried at 55°C for 48 hours.
The flour obtained was used to prepare the experimental diets to carrying out the
biological tests with rats. In study Il, the animals (n = 8) were divided into six
experimental groups for two levels of calcium (100% and 75% of the
recommended) and three levels of yacon flour FOS (0%, 4% and 8%) as follows:
1) 100% Ca; 2) 100% Ca + yacon flour (FY) with 4% FOS; 3) 100% Ca + FY with
8% FOS; 4) 75% Ca; 5) 75% Ca + FY with 4% FOS and 6) 75% Ca + FY with 8%
FOS. In study lll, the animals (n = 8) were divided into 4 groups: 1) control
(standard AIN-93G diet), 2) prebiotic (FY with 4% FOS), 3) Probiotic (0.1 mL of
concentrated B. longum cells), and 4) Symbiotic (FY with 4% FOS + probiotic).
After 28 days, of experimental the animals (study Il and Ill) were evaluated for
liver function (protein, aloumin, AST, ALT, alkaline phosphatase, triglycerides,
total cholesterol, HDL-c and LDL-c), biomechanical properties (length, thickness
and fracture strength) and femur mineral content (calcium, phosphorus and
magnesium) in the tibia. In study Ill the concentration of SCFA and microbiota in
the cecal content was also evaluated. Study | provided were obtained the
following results for the chemical composition of FY: 0.05 g of calcium, 0.15 g of
lipids, 0.18 g of magnesium, 0.21 g of phosphorus, 2.7 g of protein, 5.4 g ash, 6.9
g moisture, 25.7 g of FOS and 38.95 g of non-digestible carbohydrates. The
consumption of yacon flour with 4% and 8% FOS in the diet with 100% or 75% of

the recommended calcium did not affect the liver variables. Fracture strength of
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the femur and the calcium and phosphorus in the tibia increased (P<0.05) with
the addition of increasing levels of yacon flour (study Il). Increased (P<0.05)
contents of calcium, phosphorus and magnesium were observed in the tibia of
animals of the probiotic and synbiotic groups (study Ill). Incorporation of flour with
4% FOS increased the count of strict and facultative anaerobes and also
increased concentrations of propionate and buritato, exerting a positive effect on
the modulation of short-chain fatty acids in the cecum of the animals (study ).
The experiments conducted in this study are indicative that yacon flour can
improve bone health by increasing resistance to fracture and retention of
minerals (calcium, phosphorus and magnesium). Because of the versatility of the
flour to be incorporated into various products, yacon may contribute to the
development of various foods with functional property claims due to their high
FOS content.
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1. INTRODUCAO

A utilizacdo dos alimentos como veiculo de promocao do bem-estar e
saude tem incentivado a realizagdo de pesquisas para descobrir novos
componentes naturais que possam atuar como alimentos funcionais. Dentre
esses alimentos tem-se o yacon, que apesar de ser cultivado no Brasil desde
1989 (VILHENA, CAMARA e KAKAHIRA, 2000), somente na ultima década é
que se observa um aumento de pesquisas cientificas visando estudar suas
propriedades funcionais e medicinais (AYBAR et al., 2001; VALENTOVA et al.,
2004; MOSCATTO et al., 2006; VOLPATO et al., 2007; ROLIM, 2008).

O yacon faz parte da familia Asteraceae e possui, em base seca, de 40 a
70% de fruto-oligossacarideos (FOS) (MANRIQUE, PARRAGA e HERMANN,
2005). Este componente bioativo pertence a classe dos frutanos e sao formados
por polimeros de frutose com ligagdes B (2—1) (CARABIN e FLAMM, 1999). Os
FOS sao classificados como fibras sollveis e tem despertado o interesse de
muitos pesquisadores por atuarem como prebiético (GIBSON et al., 2004;
SALES et al., 2010).

Prebioticos sdo definidos pela Food and Agriculture Organization (FAO)
como “ingredientes nao digeriveis que afetam beneficamente o hospedeiro pelo
estimulo seletivo do crescimento e, ou atividade de uma ou de um numero
limitado de bactérias no célon” (FAO, 2007). Alguns estudos tém detectado a
acao prebidtica na modulacdo da microbiota intestinal (BARTRAM et al., 1994;
CAMPBELL, FAHEY e WOLF, 1997; BOUHNIK et al., 2004; FERREIRA,
TESHIMA e COSTA, 2008); modulacao do sistema imune (ARSLANOGLU et al.,
2008); melhora do metabolismo ésseo em animais (LOBO, COLLI e FILISETTI,
2006) e diminuicdo na concentracdo de triacilglicerdis, insulina e glicose
(DELZENNE e KOK, 1999).

Além dos prebibticos, pesquisas tém avaliado o efeito dos probidticos e
simbidticos na modulacdo da microbiota intestinal (FERREIRA, TESHIMA e
COSTA, 2008) e da biodisponibilidade de minerais (PEREZ-CONESA, LOPEZ e
ROS, 2007). Probidticos sao “micro-organismos vivos que quando administrados

em quantidades adequadas conferem um beneficio a saude do hospedeiro”



(FAO, 2002). Quando um alimento contém ambos (probiotico e prebiodtico) tem-
se um simbidtico (GIBSON e ROBERFROID, 1995).

Oliveira e Nishimoto (2004) relataram que ao comparar o yacon com
outras plantas freqientemente utilizadas no processo de extracdo de frutanos,
como Helianthus tuberosus, Chichorium inthybus e Dalia sp.; o yacon possui a
vantagem de fornecer maior producao de frutanos (5,7 toneladas/hectare contra
4,5, 0,9 e 2,5 toneladas/hectare das espécies citadas, respectivamente). Além
disso, as fontes tradicionais de FOS apresentam frutanos com grau de
polimerizacdo (GP) maior que 35, sendo necessario realizar processos de
hidrélise para obtencdo dos FOS. Isso contribui para aumentar o custo do
produto final e inviabiliza a utilizacdo pela populagdo em geral. O yacon, por sua
vez, possui frutanos com GP maximo de 12 moléculas (VILHENA, CAMARA e
KAKIHARA, 2000), e na forma de farinha a concentracdo de FOS pode atingir
19,43% (VASCONCELOS et al., 2010), o que possibilita sua utilizagdo como
uma fonte alternativa de FOS.

Além de estudos com as raizes tuberosas, a farinha de yacon tem
chamado a atencdo dos pesquisadores por proporcionar uma vida de prateleira
maior do que o0 yacon in natura, maior praticidade de uso e incorporacdo na
elaboracdo de diversos alimentos (MOSCATTO et al., 2006; MARANGONI,
2007; ROLIM, 2008). Portanto, faz-se necessario investigar as propriedades
funcionais da farinha de yacon, uma vez que na literatura cientifica ha poucos
estudos publicados sobre os possiveis efeitos benéficos do consumo desse

alimento.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Alimento funcional: importancia e beneficios do consumo

As doengas crdnicas nao transmissiveis acometem milhdes de pessoas e
de acordo com a World Health Organization (WHO), em 2001, elas foram
responsaveis por cerca de 60% do total de 56.500 mil mortes no mundo. Um dos
fatores que auxilia na redugcédo do risco dessas patologias é a adog¢dao de uma
alimentacao saudavel (WHO, 2003), e isto, tem levado pesquisadores do mundo
inteiro a desenvolver estudos bioquimicos, nutricionais e toxicolégicos com
modelos animais, além de ensaios clinicos, na tentativa de descobrir alimentos
com componentes bioativos capazes de reduzir o risco das doencas crdnicas
nao transmissiveis.

Neste contexto, em 1980 originou-se no Japao o termo alimentos
funcionais para designar os alimentos que contém compostos bioativos que
afetam a estrutura e/ou funcédo do organismo de forma benéfica, auxiliando na
manutencdo ou regulacdo da saude. Contudo, ainda ndo ha uma definicao
universalmente aceita para essa categoria de alimentos, mas tanto os EUA
quanto a Unido Européia consideram que um alimento funcional é aquele que
além do papel de nutricdo basica, também contribui para melhorar a saude do
hospedeiro (AMERICAN DIETETIC ASSOCIATION, 2009).

A FAO publicou algumas recomendacdes quanto ao consumo de
alimentos, dieta e estilo de vida, sugerindo niveis de evidéncia cientifica
(convincente diminuicao de risco, provavel diminuicdo de risco, etc.) para o risco
do desenvolvimento de doencas crénicas ndao transmissiveis, de acordo com a
qualidade, quantidade e os resultados dos estudos disponiveis (WHO, 2003). A
Tabela 1 apresenta alguns exemplos desses niveis de evidéncia relacionados

com o0 consumo de alimentos.



Tabela 1 - Niveis de evidéncia para o risco do desenvolvimento de obesidade,
diabetes tipo 2, doenca cardiovascular (DCV), cancer e osteoporose.

Obesidade Diabetestipo2 DCV Cancer Osteoporose

Alta ingestdo de fibra Cl Pl Py

alimentar (NSP)

Acido linoléico cl

Acido oléico Pl

Cereais integrais PJ

Calcio Cl
Frutas (inclusive frutas Clf PLX cl Py

vermelhas) e vegetais

Peixe e éleo de peixe Cl

(EPA e DHA)

Cl: convincente diminuicdo de risco; PL: provavel diminuicdo de risco; NSP: polissacarideos nao
amilaceos; EPA: &cido eicosapentaendico; DHA: acido docosahexaendico; k: baseado nas contribui¢cbes de
frutas e vegetais com polissacarideos nao amilaceos; |: para cancer da cavidade oral, es6fago e colorretal.
Fonte: adaptado de WHO (2003).

Para uma determinada populacdo, a pratica dietética recomendada pela
WHO (2003), associada ao estilo de vida saudavel, deve modificar o risco
atribuivel de uma doenca. Portanto, o consumo desses alimentos como parte
habitual da dieta, e a diminuicdo da ingestao de agucar, sal e gordura constitui
uma maneira de prevenir o surgimento de muitas patologias. A divulgacdo de
estudos como esse, possivelmente, explica o interesse da industria de alimentos
em relagdo aos alimentos funcionais. O ritmo global de crescimento dessa
categoria de produtos é cerca de 10% ao ano, indice trés vezes maior que o de
produtos alimenticios convencionais (TERRAVIVA, 2007).

Alimentos funcionais sado ainda considerados uma area de estudo
recente, e portanto, mais pesquisas sobre as substancias bioativas presentes
nesses alimentos sdo necessarias para que se possa determinar seus efeitos
benéficos com maior exatiddo, e também as doses maximas e minimas a serem

ingeridas pela populacao, a fim de se obter os efeitos desejaveis.



2.2. Alimentos funcionais no Brasil

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) é o o6rgao
responsavel por regulamentar os alimentos funcionais no Brasil e somente em
1999, pela Resolucdo n° 19/04/1999 é que foram estabelecidos os
procedimentos para registro de alimentos com alegacdo de propriedades
funcionais e/ou de saude. A alegacdao de propriedade funcional refere-se ao
papel metabdlico ou fisiologico que o nutriente ou ndo nutriente tem no
crescimento, desenvolvimento, manutencao e outras fungdes normais do
organismo humano, enquanto que a alegacao de propriedade de saude é aquela
que afirma, sugere ou implica a existéncia da relacdao entre o alimento ou
ingrediente com doenca ou condicao relacionada a saude (BRASIL, 1999).

Para que um alimento possa ser comercializado com alegacdo de
funcionalidade, varias informacées devem se fornecidas para obtencdo do
registro na ANVISA. Dentre estas informacdes, deve-se apresentar uma
descricao cientifica dos ingredientes do produto, segundo espécie de origem
botanica, animal ou mineral; composicdo quimica com caracterizagao molecular,
quando for o caso e/ou evidéncias cientificas (ensaios nutricionais, fisiolégicos
e/ou toxicoldégicos em animais de experimentacdo, ensaios bioquimicos e
clinicos, estudos epidemiol6gicos, comprovacao de uso tradicional, observado
na populagcdo, sem danos a saude); além de outras evidéncias abrangentes da
literatura cientifica e de organismos internacionais de saude e legislagédo
internacionalmente reconhecida sobre as propriedades e caracteristicas do
produto (BRASIL, 1999).

Esses procedimentos visam proteger o consumidor de “propagandas
enganosas”, que poderiam anunciar no rotulo uma alegacao funcional e/ou de
saude ndo encontrada no alimento. Para auxiliar as industrias na rotulagem e
registro de alimentos funcionais, a ANVISA (2008) determinou uma lista com o
tipo de alegacdo que o novo alimento/ingrediente pode apresentar (Tabela 2).
Nessa lista, tém-se os FOS, inulina e lactulose que sao prebidticos, e os
probidticos, ambos utilizados para modular a microbiota intestinal, tanto do
intestino delgado (probiético) como do intestino grosso (prebiético) (FERREIRA,
2003).



Tabela 2 - Exemplos de novos alimentos/ingredientes, substancias bioativas e

probidticos com alegacao de propriedades funcionais e ou de saude, aprovadas

pela ANVISA.

COMPONENTE

ALEGACAO

OMEGA 3

“O consumo de acidos graxos 6mega 3 auxilia na
manutengéo de niveis saudaveis de triacilglicerdis,
desde que associado a uma alimentagao
equilibrada e habitos de vida saudaveis”.

LICOPENO

“O licopeno tem agdo antioxidante que protege as
células contra os radicais livres. Seu consumo
deve estar associado a uma alimentagdo

equilibrada e habitos de vida saudaveis”.

FITOESTEROIS

“Os fitoesterdis auxiliam na redugdo da absorgao
de colesterol. Seu consumo deve estar associado
a uma alimentagdo equilibrada e héabitos de vida

saudaveis”.

FIBRAS ALIMENTARES

“As fibras alimentares auxiliam o funcionamento do
intestino. Seu consumo deve estar associado a
uma alimentagdo equilibrada e habitos de vida

saudaveis”.

FRUTO-OLIGOSSACARIDEO (FOS)

“Os fruto-oligossacarideos contribuem para o
equilibrio da flora intestinal. Seu consumo deve
estar associado a uma alimentagdo equilibrada e
habitos de vida saudaveis”.

INULINA

“A inulina contribui para o equilibrio da flora
intestinal. Seu consumo deve estar associado a
uma alimentagédo equilibrada e habitos de vida

saudaveis”.

LACTULOSE

“A lactulose auxilia o funcionamento do intestino.
Seu consumo deve estar associado a uma
alimentagcdo equilibbrada e habitos de vida

saudaveis”.

PROBIOTICOS

“O (indicar a espécie do micro-organismo)
(probidtico) contribui para o equilibrio da flora
intestinal. Seu consumo deve estar associado a
uma alimentagédo equilibrada e habitos de vida

saudaveis”.

Fonte: adaptado de ANVISA (2008).



O sistema digestério dos mamiferos € formado por uma microbiota
complexa que contém entre 500 a 1.000 espécies diferentes de micro-
organismos. A microbiota intestinal humana tem sua composi¢do alterada em
individuos com doencas inflamatérias, sugerindo que determinadas espécies de
bactérias sdo importantes na manutencdo do balanco imunolégico e da saude
(KELLY, KING e AMINOV, 2007; SHAH, 2007).

A microbiota intestinal estd envolvida em varias funcées fisioldgicas,
incluindo o desenvolvimento da barreira intestinal, producao de acidos graxos de
cadeia curta, transformacdo de acidos biliares e sintese de vitaminas
(BRUZZESE et al.,, 2006; GEIER, BUTLER e HOWARTH, 2007). O
conhecimento da importancia da microbiota intestinal na manutencédo da saude é
um fator que tem estimulado o desenvolvimento de estudos para avaliar os
benéficios do consumo de probidticos, prebidticos e simbidticos para o

organismo humano.



2.3. Prebioticos e probiéticos como alimentos funcionais

Atualmente, encontra-se disponivel no mercado prebibticos classificados
como dissacarideos (lactitol, lactulose, xilitol), oligossacarideos (inulinas, fruto-
oligossacarideos, galacto-oligossacarideos, oligossacarideos da soja, xilo-
oligossacarideos) e amido resistente (FAO, 2007).

Gibson (2004) descreveu alguns critérios para que um ingrediente possa
ser considerado prebibtico, tais como: i) deve ser resistente aos processos de
digestdo e absorcao do hospedeiro; ii) deve ser fermentado pela microbiota que
coloniza o sistema gastrointestinal e iii) deve estimular seletivamente o
crescimento e/ou a atividade de uma ou de um numero limitado de bactérias
dentro do sistema gastrointestinal, alterando a microbiota colénica em favor de
uma composicao mais saudavel.

Os probidticos aprovados pela ANVISA (2008) sao: Lactobacillus
acidophilus; Lactobacillus casei shirota; Lactobacillus casei variedade
rhamnosus; Lactobacillus casei variedade defensis; Lactobacillus paracasei;
Lactococcus lactis; Bifidobacterium bifidum; Bifidobacterium animallis (incluindo
a subespécie B. lactis); Bifidobacterium longum e Enterococcus faecium.

Um probidtico deve possuir algumas caracteristicas, como: i) nao
apresentar variagdo genética; ii) ser estavel no alimento durante sua vida de
prateleira; iii) apresentar resisténcia ao ambiente acido do estdmago e a sais
biliares; iv) ter capacidade de proliferacdo, afinidade e sobrevivéncia nos
intestinos; v) produzir metabdlitos como acidos e bacteriocinas, antagonistas a
patégenos; vi) modular favoravelmente o sistema imune; vii) ser reconhecido
como seguro, pertencendo a lista GRAS (Generally Recognized as Safe/GRAS)
com minima possibilidade de transferir resisténcia a antibidticos (GIBSON e
FULLER, 2000).

Alguns mecanismos para a atuagdo benéfica dos probidticos foram
propostos por Fuller (1989), como a supressao do numero de células viaveis de
patdégenos por meio da produgdo de compostos com atividade antimicrobiana, a
competicdo por nutrientes e a competicdo por sitios de adesédo. As culturas
probidticas podem alterar o metabolismo microbiano pelo aumento ou diminuigcao

da atividade enzimatica e estimulo da imunidade do hospedeiro.



Além desses alimentos funcionais, encontram-se também no mercado os
simbibticos, que contém ambos os componentes probi6tico e prebidtico com
beneficio demonstrado a saude humana. Os simbi6ticos podem aumentar a
sobrevivéncia dos probidéticos durante a passagem pelo trato digestoério superior,
pelo fato de seu substrato especifico estar disponivel para fermentacao
(GIBSON e ROBERFROID, 1995).

2.4. Efeitos benéficos dos prebioéticos, probiéticos e simbiéticos

Alguns beneficios a saude tém sido descritos na literatura cientifica
decorrente da ingestdo de prebidticos, tais como: modulagcdo de funcdes
fisioldgicas, aumento da absorcdo de minerais, especialmente o calcio,
modulacdo do metabolismo de lipidios e da composi¢cao da microbiota intestinal
(ROBERFROID, 2002). Em relacdo as culturas probidticas, destacam-se os
seguintes beneficios: melhora do metabolismo da lactose, estimulagdo do
sistema imune, alivio da constipacdo, aumento da absorcdo de minerais e
reducéo de diarréia (SHAH, 2007). Os efeitos relatados advém de resultados de
pesquisas com humanos e animais, € sdo sumarizados nas Tabelas 3 e 4.
Observa-se que dentre os micro-organismos probiéticos avaliados, destacam-se
0s géneros Lactobacillus e Bifidobacterium, e dentre os prebibticos, tem-se 0s
FOS e inulina.



Tabela 3- Beneficios do consumo de prebiédtico, probibdtico e simbibdtico: resumo

de estudos clinicos.

Referéncia Casuistica Prebiodtico, probiodtico Resultados
e simbiético avaliado obtidos
Coudray et al. Jovens saudaveis Prebidtico T Absorgao aparente e
(1997) (Inulina) balanco de Ca
Davidson et al. Adultos Prebidtico { Colesterol e LDL-c
(1998) hipercolesterolémicos (Inulina)
Chen et al. Adultos saudaveis Probiético Modulagao microbiota
(1999) (B. bifidum) (T bifidobactérias e | de
coliformes)
Bouvier et al. Adultos saudaveis Probidtico Melhora do transito
(2001) (B. animalis) intestinal
Prebidtico
Bouhnik et al. Adultos saudaveis Prebidticos Efeito bifidogénico
(2004) (FOS, GOS*, etc.)
Abrams et al. Adolescentes Prebidtico T Absorcao de Ca e
(2005) (Inulina) melhora da mineralizagao
Ossea
Burigo et al. Adultos sob tratamento Prebiético Efeito bifidogénico
(2007) quimioterapico (FOS)
Arslanoglu, Bebés (6 meses de Prebiético ! Infecgbes, especialmente
Moro e Boehm vida) (GOS e FOS) a respiratéria
(2007)
Rafter et al. Adultos com cancer de Simbidtico Equilibrio da microbiota e
(2007) célon (L. rhamnosus, B. lactis alteracao favoravel dos
biomarcadores de cancer

Chouraqui et al.

(2008)

Arslanoglu
et al. (2008)

Andrade e
Borges (2009)

Wong et al.
(2010)

Recém-nascido

€ inulina)

Probiético e simbiético

Bebés (2 anos) Prebidtico
(GOS e FOS)

Adultos saudaveis e Probidtico
hiperlipidémicos (B. longum)

Adultos hiperlipidémicos

Prebiotico (inulina)

colon
! Diarréia
{ Manifestacdes alérgicas
e infecgdes

! LDL-c plasmatico

Melhora do perfil lipidico

FOS - fruto-oligossacarideos; GOS — galacto-oligosacarideos.
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Tabela 4- Beneficios do consumo de prebibtico, probibdtico e simbibdtico: resumo

de estudos com modelo animal.

Referéncia

Prebiotico, probiodtico e
simbiotico avaliado

Resultados obtidos

Levrat, Remesy e
Demigne (1991)

Ohta et al. (1995)

Ohta et al. (1998)

Singh et al. (1997)
Trautwein, Rieckhoff
e Erbersdobler
(1998)

Takahara et al.
(2000)

Scholz-Ahrens e
Schrezenmeir (2002)

Kruger et al. (2003)

McCarthy et al.
(2003)

Raschka e Daniel
(2005)

Perez-Conesa et al.
(2006)

Peran et al. (2007)

Lobo et al. (2009)

Prebidtico (Inulina)

Prebictico (FOS)

Prebiético (FOS)
Probiético (B. longum)
Prebiético (Inulina)
Prebiético (FOS)
Prebiético (FOS)
Prebiético (FOS + inulina)
Probidtico
(L. salivarius e B. Infantis)

Prebidtico (Inulina)

Probiético e simbiético
(bifidobactérias e/ou GOS)

Probiético

(L. caseli, L. acidophilus e B. lactis)

Prebiético (FOS + Inulina)

Efeito hipocolesterolemiante e 1
absorgéao de Ca

T Absorcao de Fe, Ca e Mg

T Absorcao de Ca, Mg, Zn e Fe

d Cancer de célon

! Colesterol e triacilglicerois

T Absorcao Ca e Mg
e retengdo nos 0ssos

J Perda 6ssea

T Absorcao e retencdo de Ca
{ Citocinas pré-inflamatérias
T Absorcao e retencao de Ca, Mg
e Zn nos 0ssos
T Biodisponibilidade
de Ca,MgeP

Atividade anti-inflamatéria

T Absorcao de Ca, Fe, Cu, Mg e Zn

FOS - fruto-oligossacarideos; GOS — galacto-oligosacarideos.

Trautwein, Rieckhoff e Erbersdobler (1998) utilizaram hamsters; McCarthy et al. (2003) camundongos e o0s

demais estudos foram realizados com ratos.

Além das evidéncias cientificas sobre os efeitos de prebibticos,

probiéticos e simbidticos apresentados nas Tabelas 3 e 4 , Reddy (1998)

demonstrou que a administracdo dietética de oligofrutose, inulina e

Bifidobacterium longum inibiu a formacéao de lesdes pré-neoplasicas no célon e a
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carcinogénese do colon e/ou mamaria em modelos animais. Segundo Gibson e
Roberfroid (1995) a inulina e oligofrutanos estimulam seletivamente o
crescimento de bifidobactérias, que sdo bactérias probidticas, e mantém em
baixas contagens Bacteroides, Clostridium e/ou coliformes contribuindo na
reducdo do risco de cancer de célon.

Tem sido reportado que o uso de prebidtico pode melhorar as funcoes
metabdlicas da microbiota intestinal pela inibicdo da colonizagdo por patogénos
nos tecidos do epitélio intestinal. Desta forma, esses carboidratos ndo digeriveis
poderiam auxiliar na reducao do risco de doencgas inflamatérias do intestino, tais
como doenca de Crohn’s e colite ulcerativa (GUARNER, 2005; BOSSCHER,
LOO e FRANCK, 2006; GEIER, BUTLER e HOWARTH, 2007).

O consumo de prebidtico favorece o aumento na contagem de
bifidobactérias (BOUHNIK et al., 2004; BURIGO et al., 2007), e por isso, sdo
chamados de fatores bifidogénicos. A administracdo de FOS na dose de 8 g dia™
durante 4 semanas elevou a contagem de bifidobactérias nas fezes dos
voluntarios e também aumentou a excrecao de colesterol no periodo do estudo
(BOUHNIK et al., 2007).

Varios sdo os estudos que apresentam evidéncias positivas em relacédo
ao consumo de prebibticos, probidticos e simbibticos (Tabelas 3 e 4). Contudo,
alguns aspectos ainda permanecem obscuros e precisam ser esclarecidos,
como por exemplo, a dose diaria recomendada. At¢é o momento ndao ha
indicacdo de dose conforme o publico alvo (criangas, jovens e idosos),
relacionando-se com o efeito desejavel. Outro ponto que deve ser melhor
estudado é o periodo de consumo desses alimentos. Geralmente os resultados
das pesquisas referem-se a periodos experimentais curtos (15 a 30 dias), sendo
necessario entdo verificar se o beneficio observado se mantém em peridos

superiores a 30 dias.
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2.5. Influéncia de prebidtico e probidtico na funcao hepatica e no perfil de
lipidios

O figado desempenha um papel importante na homeostasia das
proteinas, carboidratos e lipidios. As vias metabdlicas da glicélise, ciclo de
Krebs, da sintese e degradacdo dos aminoacidos e dos processos da
fosforilacdo oxidativa, sdo todos realizados nos hepatécitos (GAW et al., 1999).
Isso demonstra a importancia da realizagdo dos testes da funcao hepatica, uma
vez que esses fornecem indicios sobre a existéncia de lesdao que poderia
prejudicar o funcionamento do figado.

Os indicadores da funcao hepatica mais comumentemente avaliados séo:
albumina, proteina total e enzimas hepaticas (fosfatase alcalina, alanina
aminotransferase-ALT e aspartato aminotransferase-AST). A albumina é uma
proteina sintetizada no figado, cuja concentracao é utilizada como indicador da
funcdo hepatica e do estado nutricional nos animais, sendo responsavel por 35 a
50% do total de proteinas séricas; sua concentracdo pode ser modificada pela
oferta de proteina na ragdo (KANEKO, HARVEY e BRUSS, 1997). Sua fungéao é
transportar acidos graxos livres, aminoacidos, metais e bilirrubina, sendo que
valores baixos sugerem consumo inadequado de proteinas (MEYER et al.,
1995). As proteinas desempenham varias fungdes (transporte, tamponamento
do pH, coagulacéo, etc.) e a maioria é sintetizada no figado. A hiperproteinemia
pode ocorrer em casos de desidratacdo e enfermidades crdénicas como cirrose
hepética. Casos de desnutricdo, dietas pobres em proteinas ou ma absorcao
pode levar a hipoproteinemia (MOTTA, 2003).

AST e ALT sao enzimas intracelulares presentes em grandes quantidades
no citoplasma dos hepatécitos e sao liberadas quando ocorre lesbées ou
destruicdo das células hepaticas. Sdo enzimas importantes que atuam na
interconversdo dos aminoacidos a piruvato ou a acidos dicarboxilicos,
desempenhando um importante papel no metabolismo dos aminoacidos e
carboidratos. A fosfatase alcalina € uma enzima amplamente distribuida nos
tecidos humanos, sendo que a forma predominante no soro em adultos normais
origina-se principalmente do figado e esqueleto. Desordens do trato biliar,
hepatite viral e cirrose, pacientes com doencas Osseas caracterizadas pela

13



hiperatividade osteoblastica podem elevar a concentracdo desta enzima
(MOTTA, 2003).

Poucos estudos com prebidtico e/ou probidtico avaliaram o efeito do
consumo desses alimentos funcionais na funcao hepéatica. Dentre estes, tem-se
a pesquisa de Azorin-Ortund et al. (2009) que investigaram o efeito da inulina
com diferentes GP na concentracédo de proteinas totais, albumina, AST e ALT e
constataram que em relacdo ao controle, ndo houve diferenga significativa em
nenhum dos parametros avaliados. Esses pesquisadores relataram que o
consumo de inulina em baixa dosagem (0,82 g dia™') pode dificultar a absorcédo
de gordura em ratos e consequentemente reduzir a atividade da fosfatase
alcalina, uma vez que esta enzima parece estar envolvida no transporte de
triacilglicerideos.

Além desse estudo, tem-se o de Genta et al. (2005) que avaliaram a
toxicidade do yacon, alimento com elevado teor de FOS, durante 4 meses de
consumo. Foi administrado aos animais farinha de yacon com 0,6% e 13% de
FOS/peso corpéreo e verificou-se que nao houve diferenca significativa nas
concentracdes de proteinas totais, albumina, AST, ALT e fosfatase alcalina,
comparado com o grupo controle.

A influéncia do prebidtico e/ou probidtico no perfil de lipidios tem sido
avaliada em estudos com animais (VANHOOF e SCHRIJVER, 1995;
DELZENNE e KOK, 1999;) e com humanos (BOUHNIK et al., 2007; ANDRADE e
BORGES, 2009; WONG et al., 2010), uma vez que as doengas cardiovasculares
estao relacionadas com desordens no metabolismo de lipidios.

O risco de doenca cardiovascular (DCV) aumenta significativa e
progressivamente quando as concentragdes de colesterol total, triacilglicerideos
e LDL-c (lipoproteina de baixa densidade) encontram-se elevados. Para o HDL-c
(lipoproteina de alta densidade) a relagdo de risco é inversa, ou seja, quanto
mais elevado seu valor, menor o risco de DCV, uma vez que esta lipoproteina
esta envolvida no transporte de colesterol dos tecidos para o figado. A
determinacdo do perfil de lipidios possibilita o calculo das razbes colesterol
total/HDL-c e LDL-c/HDL-c e ha uma forte associacdo epidemiologica entre
esses indices e a prevaléncia de DCV (SANTOS, GUIMARAES e DIAMENT,
1999).
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Até o momento, os estudos sobre o efeito hipocolesterolemiante de
probibticos e prebidticos tém apresentado resultados controversos. Teshima
(2001) verificou que ndo houve alteragdo na concentragéo de colesterol total ao
administrar prebi6tico na dose de 5% de FOS (Meioligo® P, Japao); probidtico
(Bifidobacterium breve) e simbiotico para ratas durante 28 dias. Naruszewicz et
al. (2002) constataram em estudo clinico que o consumo de 400 mL dia™ de um
produto contendo Lactobacillus plantarum (5 x10” UCF mL™") por 6 semanas
promoveu reducao na pressao sanguinea e na concentragao de LDL-c.

Kim e Shim (1998) realizaram uma pesquisa com ratos Sprague-Dawley
utilizando 1% e 5% de extrato aquoso de chicoria e 5% de inulina (Sigma,
extraido da chicoria). Foram adicionados 0,2% de colesterol em todas as dietas
e observou-se que nao houve diferenca significativa nas concentragdes séricas
de colesterol e triacilglicerdéis entre os tratamentos e nem em relagcao ao controle.
As concentragcdes de HDL-c foram significativamente maiores nos grupos
tratados com extrato de chicéria e inulina, e para LDL-c as concentracdes
obtidas foram menores que o controle, sendo o melhor resultado obtido com o
grupo que recebeu inulina.

Ha relatos que a administracdo da inulina (LEVRAT et al., 1991) e outras
fibras soluveis (ANDERSON, JONES e RIDDELL-MASON, 1994) contribuem
para reduzir as concentracdes de colesterol. Levrat et al. (1991) adicionaram na
dieta dos animais inulina nas doses de 5, 10 e 20% por 21 dias e verificaram um
efeito hipocolesterolemiante em todos tratamentos, sendo este mais acentuado
na dose de 20%. Em estudo de meta andlise (1995-2005) com ensaios clinicos
foi constatado que dietas com inulina e FOS reduziram as concentragdes de
triacilglicerdis (BRIGHENTI, 2007).

Embora o mecanismo de acao de probidticos e prebidticos na modulacao
do metabolismo de lipidios ndo esteja totalmente elucidado, algumas hipéteses

tém sido propostas e sao sumarizados na Figura 1.
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Figura 1 — Possiveis mecanismos de agéo de probidticos e prebibticos sobre o
metabolismo de lipidios. Fonte: SANTOS, FERREIRA e COSTA, 2003.
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Alguns autores relataram que a capacidade da microbiota intestinal em
desconjugar &cidos biliares, por meio da agéo da enzima sais biliares hidrolases,
pode influenciar a concentracdo do colesterol por dois mecanismos. No
primeiro, os acidos biliares desconjugados absorvem menor quantidade de
lipidios do trato gastrointestinal, quando comparados aos acidos conjugados, e
também, poderiam induzir a precipitacdo do colesterol intestinal. Isso pode
influenciar o nivel de colesterol sanguineo, visto que ha reducao na absorgéao de
colesterol no intestino (KLAVER e VANDER MEER, 1993; TARANTO et al.,
1997).

O segundo mecanismo estéa relacionado com a circulagéo enterohepatica.
A maior parte dos acidos biliares € reabsorvida na porcado do ileo terminal.
Entretanto, se eles forem desconjugados por bactérias intestinais que convertem
os acidos biliares primarios (célico e quenodesoxicélico) em seus respectivos
acidos biliares secundarios (desoxicdlico e litocdlico), esse reaproveitamento
sera reduzido, levando ao aumento da excrecdo desses acidos.
Consequentemente, para ocorrer a reposicao dos acidos biliares eliminados,
havera aumento no catabolismo do colesterol, levando a uma reducado do
colesterol endégeno (MURRAY et al., 1994).

As diferengas reportadas na literatura cientifica em relacdo ao efeito
hipolipidemiante dos prebibticos e probidticos pode ser devido a uma série de
fatores como: a adicao de colesterol na dieta, o tipo de prebidtico e/ou probibtico
utilizado, acréscimo ou ndo de acido cdélico, periodo experimental, via de
administracdo e dose empregada. Todos esses parametros devem ser
considerados ao se analisar os resultados encontrados nas diferentes

pesquisas.

2.6. Prebidticos e probiéticos na modulacao de minerais

Alguns estudos apontam uma associacado positiva entre o consumo de
prebibticos e/ou probidticos e 0 aumento da absor¢cado de minerais (OHTA et al.,
1995; OHTA et al., 1998; SCHOLZ-AHRENS et al., 2001; PEREZ-CONESA et
al., 2006). Os minerais desempenham um papel importante no organismo,
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atuando na formacdo da estrutura 6ssea, como cofatores para enzimas e
proteinas extracelulares envolvidas em varias atividades, tais como: contragéo
muscular, transmissao nervosa, secrecado glandular e divisdo celular, sendo,
portanto, fundamentais em todos os processos metabdlicos (WEAVER e
HEANEY, 2003). A deficiéncia de alguns minerais pode levar ao
desenvolvimento de doencas graves como osteoporose e anemia ferropriva, que
sdo consideradas problemas de saude publica (RIZER, 2006; JORDAO,
BERNARDI e BARROS FILHO, 2009).

Os mecanismos provaveis que explicam o aumento da absorcado de
minerais devido ao consumo de prebidtico e/ou probidtico envolvem a producao
de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) e a diminuicao do pH intestinal, que
favorece a solubilizacdo de minerais (CAMPBELL; FAHEY e WOLF, 1997).

Segundo Ohta et al. (1998) os FOS estimulam a absorcdo de minerais
ndo apenas pela via paracelular, mas também pela via transcelular. Uma das
hip6teses levantadas sugere que o aumento de butirato de sédio, produzido a
partir da fermentacao luminal de FOS, poderia aumentar o nimero de receptores
de calbindina. Essa proteina atua ligando-se ao Ca®* na superficie do enterécito,
e, portanto, € fundamental no processo de absorcdo deste mineral (COSTA,
2008). Além disso, a fermentagéo de carboidratos no ceco de animais € também
acompanhada pelo alargamento dessa parte do intestino, o que pode
incrementar a absorcao intestinal pelo aumento da superficie absortiva, em
resposta a proliferacdo de células do célon devido a producdo de AGCC
(YOUNES et al., 2001; WEAVER et al., 2010).

Assim como o0s prebidticos, os probiéticos também podem melhorar e/ou
manter a saude oOssea, devido a capacidade das culturas probibdticas em
sintetizar vitaminas (C, K e do complexo B) necesséarias para o crescimento e
formacao da matriz é6ssea (ARUNACHALAM, 1999; CRITTENDEN, MARTINEZ
e PLAYNE, 2003). Em sua pesquisa, Kim et al. (2009) demonstraram que a
suplementacdo de Lactobacillus casei atenuou a perda Ossea em ratos
ovariectomizados. Além disso, tem sido relatado que a producao de poliaminas
por micro-organismos probidticos favorece a absor¢do de minerais por estimular
a proliferacao celular, ampliando assim a superficie absortiva (BONGERS e
HEUVEL, 2003).
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Os AGCC sao os principais produtos originarios da fermentagao
bacteriana de polissacarideos, oligossacarideos, entre outros substratos. Sao
absorvidos rapidamente no ceco e colon, sendo que somente 5% a 10% sao
excretados nas fezes. Dentre as diversas funcdes que eles desempenham tem-
se: modulacdo do pH do colén e intracelular, modulacdo do volume celular,
transporte de ions, regulacao da proliferacao, diferenciacao e expressao génica,
além de ser nutriente para as células epiteliais do célon e ceco, como ocorre
com o butirato que é usado para a producdo de energia. O aumento da
producdo de AGCC resulta na diminuicao do pH, que influencia na composicao
da microbiota intestinal, reduz a solubilidade de acidos biliares e favorece a
absorcdo de minerais, pois 0 meio acido promove o aumento da fracao soluvel
na forma ionizavel de alguns minerais como calcio, magnésio e fdsforo
(BONGERS e HEUVEL, 2003; HIJOVA e CHMELAROVA, 2007).

Os prebidticos sdo fermentados no cdlon por bactérias endbégenas
levando a producao de AGCC como acido acético, propidnico e butirico, sendo
que o aumento destes acidos graxos é dependente da dose de prebibtico
administrado. A literatura reporta que o consumo de 10% de inulina promoveu
aumento na concentracdo de AGCC no intestino grosso (SCHOLZ-AHRENS et
al., 2001). Levrat, Remesy e Demigne (1991) administraram 5 a 10% de inulina a
ratos e constataram que houve um aumento consideravel na fermentacao cecal
e na concentragao intraluminal de propionato ao se comparar com 0s animais
gue ndo receberam inulina na dieta. Campbell; Fahey e Wolf (1997) verificaram
que ratos alimentados com dieta contendo 6% de FOS durante 14 dias tiveram
maior concentracdo de butirato que o grupo controle. Ha relatos de que o
butirato pode estimular o aumento de calbindina no célon. Além disso, ele é
utilizado como fonte de energia pelas células epiteliais, 0 que contribui para a
proliferacdo celular. Essa por sua vez, esta relacionada com o aumento da
superficie absortiva, muitas vezes observada pelo tamanho do ceco que
apresenta-se maior quando ha fermentagdo dos carboidratos (BONGERS e
HEUVEL, 2003).

A osteoporose € uma doenca que tem acometido milhdes de pessoas.
Estima-se que a incidéncia anual mundial da fratura de quadril passara de 1,26
milhdes em 1990 para 2,6 milhdes em 2025 e para 4,5 milhdes em 2050
(GULLBERG, JOHNELL e KANIS, 1997). Isso, possivelmente, explica porque as
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pesquisas sobre o efeito de prebidtico e probidtico na biodisponibilidade de
minerais tem enfatizado o calcio. Morohashi et al. (1998) constataram aumento
significativo na absorcdo de célcio em ratos alimentados com dietas
suplementadas com 5% de FOS. Zafar et al. (2004) observaram que houve
aumento da absorcédo intestinal de céalcio em ratos que consumiram frutanos e
diminuicdo do turnover 6sseo, pela supressdo da reabsorcdo osteoclastica.
Contudo, o efeito sobre a biodisponibilidade de outros minerais como o fésforo,
magnésio, zinco e ferro também estao sendo avaliados (COUDRAY et al., 1997;
WOLF, FIRKINS e ZHANG, 1998; PEREZ-CONESA; LOPEZ e ROS, 2007;
LOBO et al., 2009). Estudos tém sido realizados visando descobrir novas fontes
de alimentos com potencial prebibtico. Dentre esses alimentos, o yacon tem
recebido destaque por apresentar um teor elevado de FOS (superior a 70%) em
base seca (LACHMAN et al., 2004).

2.7 Yacon: caracteristicas, propriedades funcionais e utilizacao na
producao de alimentos processados

O yacon (Smallanthus sonchifolius) é um tubérculo pertencente a familia
da Asteraceae originalmente cultivado nos Andes (Colébmbia) e no norte-
ocidental da Argentina. O tamanho da planta pode variar de 1,5 a 3,0 m de
altura, apresentando um sistema de raiz composto de 4 a 20 tubérculos.
(AYBAR et al., 2001; GRAEFE et al., 2004). O consumo desse vegetal esta
relacionado com beneficios para a populacdo em geral, representando um novo
produto a ser explorado e aplicado nos niveis social, agricola, tecnologico e
cientifico (SANTANA e CARDOSO, 2008).

Segundo Marangoni (2007) o yacon in natura possui 87,45% de agua,
0,26% de proteinas, 0,10% de lipidios, 2,40% de fibras e 12,04% de
carboidratos. Capito (2001) verificou uma elevada variagdo no teor de
carboidratos no yacon in natura (1,58% a 4,11% de frutose; 0,31% a 1,24% de
sacarose; 0,55% a 1,15% de glicose e 0,85% a 4,11% de frutanos). Os FOS
estdo presentes em grandes quantidades, constituindo aproximadamente de 70-
80%, em base seca (LACHMAN et al., 2004), sendo esses de baixo GP (ASAMI
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et al., 1989). A composicao quimica do yacon é bastante variavel, dependendo
do periodo em que € colhido, da sazonalidade, clima, altitude, solo e o
tratamento pés-colheita (GRAEFE et al., 2004).

Algumas caracteristicas como facilidade de cultivo, manejo e
adaptabilidade a diferentes tipos de condicées climaticas tem despertado a
atencdo dos produtores e proporcionado a expansdo do cultivo do yacon em
diversas regides do mundo como no Japao, Nova Zelandia, Filipinas, Republica
Tcheca e inclusive no Brasil, podendo ser consumido cru € em saladas ou na
forma industrializada (suco, chips desidratados, farinha, xaropes, etc.)
(OJANSIVU, FERREIRA e SALMINEN, 2011).

O interesse mundial na producdo do yacon, principalmente pelas
industrias alimenticias e farmacéuticas, deve-se ao fato da raiz tuberosa ser
considerada um alimento funcional por apresentar compostos bioativos (FOS e
compostos fendlicos) que oferecem beneficios para o organismo (VANINI et al.,
2009). A possibilidade de uso do yacon na redugdo do risco de doencas
envolvidas com estresse oxidativo (VALENTOVA, SERSEN e ULRICHOVA,
2005) tem sido aventado com base no conteddo expressivo de antioxidantes
naturais, tais como o acido clorogénico, caféico, ferulico; e flavondides como a
quercetina (VALENTOVA et al., 2003; JAUREGUI et al., 2007).

A escassez de publicacbes que comprovem as suas propriedades
funcionais e medicinais tem motivado a realizacdo de diversos estudos in vitro,
com modelo animal e com humanos para avaliar o efeito como hipoglicémico
(SILVA et al., 2006), antimicrobiano (JOUNG et al., 2010), anti-inflamatorio
(ARRUDA et al., 2007), anti-ulcerogénico (MAGON et al., 2007), na modulagao
do transito intestinal (GEYER et al., 2008) e da biodisponibilidade de minerais
(LOBO et al., 2007), além do potencial como prebiético (PEDRESCHI et al.,
2003).

O elevado de agua faz com que as raizes tuberosas tenham vida (util
curta, em torno de 21 dias com armazenamento 4°C, e de 7 dias em temperatura
ambiente (OLIVEIRA e NISHIMOTO, 2005). Por isso, pesquisas tém buscado o
processamento dessa planta, como por exemplo, sua desidratacdo, ndao sé
aumentar a vida util, mas também facilitar sua utilizacdo na industria de
alimentos (VENTURA, 2001; MOSCATTO, PRUDENCIO-FERREIRA e HAULY,
2004; MOSCATTO et al., 2006; ROLIM, 2008). Neste sentido, a farinha de yacon
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torna-se promissora como ingrediente funcional. In natura, o yacon apresenta
1,12% de FOS e na farinha a concentragdo pode atingir 19,43% de FOS
(VASCONCELOS et al., 2010).

A Tabela 5 apresenta alguns estudos que desenvolveram produtos
processados com yacon. Estas pesquisas verificaram que a incorporacdo do
yacon na elaboragdo de alimentos melhora o valor nutritivo (aumento do teor de

fibras), e também, algumas propriedades tecnologicas.

Tabela 5 — Produtos alimenticios a base de yacon.

Referéncia Alimento produzido Forma de utilizacao do

yacon

Silva (2004) Bebida funcional Raiz tuberosa
Marangoni (2007) Biscoisto, bolo e snaks Farinha

Maldonado e Singh (2008) Doce tipo pao Raiz tuberosa

Dzazio et al. (2007) Péao integral Raiz tuberosa

Prati et al. (2009) Geléia Raiz tuberosa

Granato et al. (2009) Doce dietético Raiz tuberosa
Rosa et al. (2009) Bolo Farinha
Silveira (2009) Bebida fermentada Extrato
Padilha et al. (2010) Bolo de chocolate Farinha
Rolim et al. (2010) Péaes Farinha

Lago (2010) Suco concentrado Raiz tuberosa

A adicdo da farinha de yacon no bolo de chocolate contribuiu para
melhorar a maciez, aroma, gosto doce e sabor (PADILHA et al., 2010). Segundo
Dzazio et al. (2007) a avaliacao sensorial do pao integral a base de yacon
apresentou boa aceitagdo, com indice de até 74%. Portanto, esses resultados
indicam que o consumo de yacon deve ser incentivado devido ao seu baixo valor

caldrico e alto teor de fibras.
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2.8. Importancia do calcio, fosforo e magnésio na manutencao da saude

ossea

A osteoporose é uma doenca caracterizada pela diminuicdo da densidade
mineral 6ssea (DMO), com deterioracdo microestrutural do tecido ésseo, levando
a uma maior fragilidade e consequentemente, ao aumento no risco de fraturas
(NETO et al., 2002). Outras doencas do tecido 6sseo sao importantes, mas a
osteoporose tem chamado a atencao dos pesquisadores por ser um problema
de saude publica (PINHEIRO et al., 2009). Estima-se que a incidéncia anual
mundial da fratura de quadril passara de 1,26 milhdes em 1990 para 2,6 milhdes
em 2025 (GULLBERG, JOHNELL e KANIS, 1997).

O osso é constituido por uma matriz protéica que apresenta colageno tipo
| e proteinas néo colagenosas, e principalmente por material inorganico (95% a
98%). O mineral 6sseo € uma hidroxiapatita composta por 37% a 40% de caicio,
50% a 58% de fosfato e 2% a 8% de carbonato. Contém também, magnésio e
outros ions em menor quantidade (HEANEY, 2003).

O tecido ésseo estd em constante remodelamento pelos processos de
reabsorcdo e formacdo. A massa éssea depende do balanco entre estes dois
processos, sendo que as células responsaveis pela reabsorcdo sao os
osteoclastos e a formacdo é mediada pelos osteoblastos. O remodelamento
0sseo é fundamental para a manutencao do tamanho normal do esqueleto, da
forca O0ssea e da reparacao dos ossos danificados (SWAMINATHAN, 2001;
VILLIERS, 2009).

O crescimento e manutencao do tecido 6sseo dependem de fatores
genéticos e ambientais. A hereditariedade contribui com cerca de 60% a 70% da
expressao fenotipica da DMO. Por outro lado, fatores ambientais como dieta e
estilo de vida contribuem com 30% a 40% da DMO (BUZINARO, ALMEIDA e
MAZETO, 2006). A ingestao adequada dos minerais (calcio, fésforo e magnésio)
que constituem a matriz inorganica do osso é importante para manutencao da
saude Ossea. Torna-se entdo, necessario conhecer as vias metabdlicas e a
forma como eles sdo absorvidos pelo organismo.

Além do papel estrutural, esses minerais desempenham uma série de
outras fungdes essenciais para o bom funcionamento do corpo. O célcio atua
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como mensageiro intracelular e cofator para enzimas e proteinas extracelulares
envolvidas em diversos processos: movimento celular, contragdo muscular,
transmissdo nervosa, secrecdao glandular e divisdo celular (WEAVER e
HEANEY, 2003). J4 o fosforo € um mineral essencial em todas as células por ser
componente dos fosfolipidios, de varios compostos fosforilados como adenosina
trifosfato, creatina fosfato, dentre outros. E também responsavel pela atividade
de diversas enzimas e horménios que dependem da fosforilagdo para sua
ativacao e de vital importancia para a regulagéao acido-basica.

O conteddo normal de magnésio no organismo é de aproximadamente
22,6 g, sendo que cerca de 50% a 60% esta localizado no osso. Esse mineral é
o principal cation divalente da célula e segundo o Institute of Medicine (IOM) a
recomendacao da ingestao diaria para adultos com idade acima de 31 anos é de
420 mg dia™’ para homens, e de 320 mg dia” para mulheres (IOM, 1997). O
magnésio atua como cofator de diversas enzimas (especialmente aquelas
relacionadas com o metabolismo dos carboidratos) e, portanto, € importante em
uma série de processos metabdlicos como replicagdo e transcricdo do DNA,
traducao do mRNA, no funcionamento de bombas idnicas, etc. (MUSSO, 2009).

O processo de absorcdo do calcio ocorre por duas vias: transporte
transcelular (via ativa) e transporte paracelular (via passiva). O transporte
transcelular ativo ocorre na porcdo proximal do duodeno e é dependente de
vitamina D e da proteina ligante de calcio, calbindina. O transporte paracelular
corresponde a difusdo simples ou facilitada e ocorre a favor do gradiente de
concentracao entre as estreitas jungdes dos enterocitos. Essa é a principal forma
de absorcao quando o consumo de calcio é adequado ou alto, contudo, cerca de
11% da absorcao pode ocorrer no colon pela via paracelular ou transporte ativo
(COSTA e MARTINO, 2011).

A absorcéo do fosforo ocorre em toda a extensdo do intestino delgado e
esta sob controle da vitamina D e de transportadores de fosfatos especificos
(KNOCHEL, 2003). Seu transporte é realizado através da parede intestinal e se
da por um mecanismo ativo, dependente de sédio. A absorcao intestinal de
fosforo representa a soma do componente saturavel, mediado por carreador e
nao saturavel, que é dependente da concentracdo. Como o nivel de fosforo
intracelular é relativamente alto e o interior da célula é eletronegativo, é provavel

que um transporte ativo seja necessario para levar o fésforo para dentro da
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célula, entretanto, a saida de fésforo da célula se da por difusdo (COSTA e
MARTINO, 2011).

A maioria dos estudos indica que a absorcdo do magnésio ocorre no
intestino delgado. Ha evidéncias de que o processo se da por transporte
transcelular saturavel quando a ingestdo é baixa. Em doses habituais, a
absorcdo ocorre principalmente por mecanismo de difusdo (COUDRAY,
DEMIGNE e RAYSSIGUIER, 2003).

Uma das maneiras de prevenir a osteoporose é pelo aumento da massa
O0ssea na infancia e na adolescéncia. A massa 6ssea adequada para cada
individuo esta associada a uma boa nutricdo, que deve ser constituida de uma
dieta balanceada e com ingestdo adequada de minerais (NETO et al., 2002).
Além do consumo adequado, é importante que 0s minerais estejam
biodisponiveis para serem utilizados pelo organismo. Com isso, novos estudos
estdo sendo realizados para investigar a biodisponibilidade dos alimentos e
também, para verificar quais outros fatores poderiam melhorar a absor¢do dos

minerais.

2.9. Influéncia do calcio no perfil de lipidios

O célcio € um nutriente essencial requerido para o desenvolvimento de
diversas funcbes biolégicas como coagulagdo sanguinea, formacédo do
esqueleto, contracdo muscular, mitose e conducdo de impulsos nervosos. A
ingestao inadequada desse nutriente tem sido considerada um problema de
saude publica e estd associada a varias doengcas como osteoporose,
hipertensdo, cancer de célon, cancer de mama, dentre outras. Para reduzir o
risco do desenvolvimento dessas doencas cronicas nao transmissiveis, tem-se
recomendado o aumento da ingestdo de célcio para 1000 mg dia™’, para adultos
com idade acima de 30 anos (IOM, 1997).

Estudos experimentais e clinicos sobre a influéncia do célcio dietético no
perfil de lipidios tém apresentado resultados contraditérios. Alguns reportaram
que o calcio promove alteracdes favoraveis nas concentragdes de lipidios e
lipoproteinas plasmaticas, e assim contribui para reduzir a incidéncia de doengas
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cardiacas (FLEISCHMAN et al.; 1966; KROMHOUT et al., 1985; MA et al;
2011), enquanto que outros estudos relataram ndo encontrar efeito benéfico da
ingestao de calcio na reducédo de lipidios (BOSTICK et al., 2000; BOLLAND et
al., 2010; SMILOWITZ et al., 2011).

Segundo American Institute of Nutrition, em dietas purificadas, a
recomendacdo de calcio para roedores é de 5 g kg' de dieta (REEVES,
NIELSEN e FAHEY, 1993). Ma et al. (2011) administraram dietas contendo 0, 2,
6 e 8 g de calcio kg para verificar o efeito de doses baixas a elevadas em
hamsters e constataram que houve redug¢do na concentracao de colesterol total
e triacilgliceréis em fungdo do aumento da dose de célcio.

Hsu e Culley (2006) demonstraram que coelhos tratados com dieta
depletada em 50% de calcio tiveram aumento de 57% na concentracdo de
colesterol total, enquanto que a suplementagéo de calcio inibiu a calcificagcdo na
aorta e aterosclerose.

O efeito da concentragdo de caélcio dietético foi investigado por
Malekzadeh et al. (2007) em modelo animal. Foi constatado que ratos que
receberam na dieta baixo teor de calcio (0,2%), teor moderado (0,5%) e teor alto
(1,2%) por 10 semanas nao tiveram alteragbes nas concentragbes de
triacilgliceréis e HDL-c, no entanto o colesterol total e LDL-c foi
significativamente menor no grupo que consumiu a maior dose de célcio na
dieta.

Os mecanismos que explicam como o calcio dietético modula o
metabolismo de lipidios ainda ndo estdo totalmente esclarecidos. Segundo
Zemel (2004), o aumento da concentracdo de calcio intracelular parece
promover acumulo de triacilgliceréis nos adipdcitos, exercendo um controle
coordenado sobre a lipogénese e lipdlise.

O aumento de calcio na dieta resulta na diminuicdo da concentracdo de
calcio intracelular, que por sua vez aumenta a lipdlise. Por outro lado, a baixa
ingestao de célcio estimula o aumento nos niveis de horménio da paratiredide e
de 1,25-dihidroxi vitamina D na corrente sanguinea, que poderia levar ao
aumento nos niveis de caélcio intracelular nos adipécitos, estimulando a
lipogénese e inibindo a lipdlise (ZEMEL 2004; SCHAGER, 2005).

O calcio atua como cofator enzimatico para muitas enzimas, dentre elas

tem-se as dessaturases, que catalizam reacdes envolvidas na sintese de acidos

26



graxos. Marra e Alaniz (2000) constataram inibicdo na atividade dessas enzimas
em ratos que consumiram dieta deficiente em calcio (0,5 g kg de dieta).
Fleischman et al. (1966) relataram que o aumento do consumo de célcio na dieta
pode promover reducao de colesterol via excrecao de acidos biliares. O calcio é
capaz de se ligar aos acidos biliares formando sabdes insollveis, no entanto, o
sitio de ligacao e a forma como ocorre ainda n&o sdo conhecidos. Os resultados
controversos obtidos nos estudos descritos na literatura cientifica apontam a
necessidade de novas pesquisas para elucidar o efeito da concentracéo (seja da
restricdo ou suplementacéo) dietética do calcio no perfil de lipidios.
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3. HIPOTESES E OBJETIVOS DO ESTUDO

3.1. Hipéteses

i) O consumo da farinha de yacon nas doses indicadas (4% ou 8% de FOS)
contribui para aumentar a concentracdo de minerais nos ossos e melhorar a

resisténcia 6ssea dos animais;

ii) O consumo da farinha de yacon nas doses indicadas (4% ou 8% de FOS)
ndo causa efeito hepatotoxico;

iii) O consumo da farinha de yacon e do probiético (Bifidobacterium longum)
modula a microbiota intestinal e contribui para melhorar as propriedades 6sseas

dos animais.

3.2. Objetivo geral

O objetivo geral deste estudo foi avaliar o efeito da farinha de yacon na
modulacao das propriedades biomecanicas e na concentracado de minerais nos

0ssos em modelo animal.

3.3. Objetivos especificos

v Elaborar a farinha a partir da raiz do yacon, determinar seu rendimento e

caracterizar a composicao quimica;

v Avaliar o efeito da farinha de yacon na saude 6ssea dos animais;

v Verificar os possiveis efeitos hepatotdxicos da farinha de yacon em ratos;

v Avaliar o efeito da farinha de yacon na modulagao da microbiota cecal dos

animais.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Delineamento Experimental

Esta pesquisa foi desenvolvida conforme ilustrado pela Figura 1. A
primeira etapa constitui do processamento da farinha (estudo 1) e foi realizada
na fabrica piloto do Departamento de Tecnologia de Alimentos (DTA) da
Universidade Federal de Vigosa/UFV, MG. As analises da composi¢cao quimica
foram realizadas no Departamento de Nutricdo e Saude da UFV/MG e as
analises dos teores de carboidratos soluveis e FOS foram realizadas no CERAT
— Centro de Raizes e Amidos Tropicais, Botucatu-SP, Brasil. A segunda etapa
constitui da realizagdo dos ensaios bioldgicos com ratos Wistar (estudos Il e 1l1),
realizados no Laboratério de Nutricdo Experimental do Departamento de
Nutricdo e Saude da UFV/MG.

O ensaio biolégico do estudo Il foi delineado segundo um esquema
fatorial (2x3), correspondente a combinagédo de dois niveis de calcio (100% ou
75% da recomendacao) e trés niveis de FOS (0%, 4% e 8%) da farinha de
yacon. Os tratamentos foram dispostos no delineamento inteiramente
casualizados, em 6 grupos experimentais com 8 repeticoes, nos quais 0s
animais foram alocados de forma que as médias iniciais de peso entre 0s grupos
fossem as mais préximas possiveis.

Para realizacdo do ensaio biolégico do estudo Ill os tratamentos foram
delineados inteiramente ao acaso em 4 grupos experimentais com 8 repeticoes,
nos quais os animais foram alocados de forma que as médias iniciais de peso

entre os grupos fossem as mais préximas possiveis.
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ESTUDO |

Preparo da farinha de yacon (FY)

/

ESTUDO I
Grupos do Ensaio biolégico

G1:100% das recomendacdes Ca
G2: 100% Ca + FY com 4% de FOS
G3:100% Ca + FY com 8% de FOS
G4: 75% das recomendacoes de Ca
G5:75% Ca + FY com 4% de FOS
G6: 75% Ca + FY com 8% de FOS

\_

\

)

|

Variaveis avaliadas
1- Consumo alimentar, ganho de
peso e coeficiente de eficiéncia
alimentar;

2- Indicadores da fungéo hepatica;

3- Propriedades biomecénicas e
conteudo mineral 6sseo;

4- Perfil de lipidios no soro.

-

o

il

ESTUDO il

~

Grupos do Ensaio biolégico

G1: Controle (AIN93-G)
G2: Prebittico (FY com 4% de FOS)
G3: Probiético (0,1 mL da cultura
probiética de B. longum)
G4: Simbidtico (FY com 4% de FOS
+ 0,1 mL da cultura probiotica) /

|

Variaveis avaliadas
1- Consumo alimentar, ganho de
peso e coeficiente de eficiéncia
alimentar;

2- Indicadores da funcao hepatica
e perfil de lipidios no soro;

3- Propriedades biomecanicas e
contetudo mineral 6sseo;

4- Microbiota, pH e AGCC cecal.

Figura 2 — Delineamento experimental dos ensaios bioldégicos com ratos Wistar.
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4.2. Protocolo de elaboracao da farinha de yacon (estudo I)

O yacon foi adquirido no mercado local da cidade de Vigosa-MG, no més
de agosto. As raizes foram selecionadas, pesadas e submetidas ao processo de
elaboracdo da farinha conforme a metodologia de Marangoni (2007), com
adaptacoes. Apos lavagem e sanitizagdo em agua clorada, o descascamento foi
realizado com descascador de vegetais e em seguida, iniciou-se o tratamento
com solucdo de citrato de sodio 0,5% por 15 minutos. Depois de triturar no
multiprocessador (Walita-RI7625), o yacon foi imerso em uma solucido de
bissulfito de sédio 0,5% por 15 minutos. O citrato e bissulfito foram utilizados
para inibir a agcdo de enzimas que causam o escurecimento de vegetais. Apds
esse procedimento, o liquido foi drenado com auxilio de um escorredor € a
secagem foi realizada a 55°C por 48 horas em um secador de circulacao de ar
(Polidryer-DP, Vicosa, Brasil) com capacidade média para 60 kg de produto.

A producéo ocorreu em duas bateladas, sendo utilizado no total 115,5 kg
de yacon in natura. Ao final do processo de secagem, o material desidratado foi
triturado em moedor do tipo cutter e depois em multiprocessador (Arno-PRC,
Séao Paulo, Brasil). A farinha foi peneirada obtendo-se a granulometria maxima
de 425 pm em peneira de 40 mesh (Abronzinox-PGB 97891, Sdo Paulo, Brasil).
Pesou-se a quantidade de farinha obtida para célculo do percentual de
rendimento, sendo % Rendimento = (massa da farinha x 100)/peso liquido. A
farinha foi embalada em sacos plasticos de 2 a 5 kg que foram vedados e
armazenados sob refrigeracdo a temperatura de 10°C até o momento do

preparo das dietas experimentais.

4.2.1. Analises fisico-quimicas da farinha de yacon

As farinhas obtidas foram homogeneizadas e retirou-se uma amostra para
realizacdo das analises fisico-quimicas, conforme metodologias indicadas pela
AOAC (2002). A umidade foi determinada pelo método de secagem em estufa a
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105°C até peso constante, a proteina pelo método de Kjeldahl, utilizando-se o
fator 6,25; os lipidios totais foram analisados pelo método de extracao com éter
etilico em equipamento Soxhlet e o teor de cinzas (residuo mineral fixo) pelo
método de incineragdo em mufla a 550°C. As fibras soluveis e insoluveis foram
determinadas pelo método enzimatico-gravimétrico da AOAC (2002), utlizando-
se kit dietary fiber total (Sigma). Os carboidratos ndo digeriveis foram calculados
pelo somatério da fracdo de fibra soluvel, insoluvel e FOS. O valor cal6rico foi
calculado pela soma das calorias fornecidas pelas proteinas, lipidios e
carboidratos totais, descontando os carboidratos nao digeriveis, utilizando-se os
fatores de conversdo 4 kcal g', 9 kcal g' e 4 kcal g', respectivamente
(BRASIL, 20083).

Os teores dos minerais (calcio, fésforo e magnésio) foram determinados
por espectrofotometria de emissao de plasma (Perkin Elmer-Optima 3300 DV,
Norwalk, USA), com limite de deteccao de 0,02 ppb para calcio; 0,1 ppb para
magnésio e 30 ppb para fésforo. O preparo da amostra foi realizado conforme
metodologia da AOAC (2002). Apbs pesagem de 1 g da amostra em tubo de
ensaio, iniciou-se o processo de digestdo em acido nitrico concentrado por 16
horas. O conteudo do tubo, uma vez resfriado a temperatura ambiente, foi
transferido para um baldo volumétrico de 50 mL, completando-se o volume com
agua deionizada e procedeu-se a determinacdo dos minerais no
espectrofotdmetro.

Oligofrutanos (FOS) e os agucares (glicose, frutose e sacarose) foram
determinados por meio de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) em
cromatégrafo (Varian, Pro-Star 410), com duas bombas binarias, e injetor
automatico (auto sampler 410), detector IR (indice de refracdo) e agua
deionizada ultrapura (Milli-Q) na fase mével, seguindo-se metodologia descrita
por Kaneko, Kudo e Horikoshi (1990). Utilizou-se coluna HPX 87P (BIO-RAD),
fase estacionaria de chumbo, com temperatura da coluna a 85°C e fluxo de 0,6
mL min™'. Os padrées utilizados foram frutose (Sigma), glicose e sacarose (Acros
Organics); FOS comercial (85% de pureza). Para o preparo da amostra pesou-
se 1g e diluiu-se em 100 mL de agua destilada. Realizou-se a centrifugacédo a
12000 rpm por 10 minutos e filtragcdo em membrana de decafluoreto de polivinil
(PVDF) da Milli Pore com 0,22 um de porosidade € 13 mm de diametro, e em
seguida, a amostra foi injetada no cromatégrafo. A identificacao de cada acucar
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foi realizada comparando-se os tempos de retencédo obtidos para os padrbes e
para a amostra, analisados sob as mesmas condicdes cromatograficas. Para a
quantificacdo dos compostos utilizou-se curvas analiticas construidas a partir de
concentracdes crescentes de solucbes padrbes para cada acucar e para 0S
FOS. A equacao linear obtida para cada padrao foi utilizada para quantificar o
conteudo dos agucares e FOS na amostra.

Os resultados da composicdo centesimal e minerais (calcio, fésforo e
magnésio) foram expressos como meédia de trés replicatas, e fibora como média
de duas replicatas. De acordo com o conteudo dos minerais encontrados a
farinha foi classificada como fonte de cada um, segundo os critérios da Portaria
n® 27/1998 da ANVISA que estabelece que um alimento é fonte de um
determinado nutriente se apresentar no minimo 15% do valor da ingestéao diaria
recomendada (IDR) (BRASIL, 1998).

4.3. Animais utilizados nos ensaios bioldgicos dos estudos Il e Il

Para realizacao dos ensaios biologicos foram utilizados ratos machos
(Rattus norvegicus, variedade albinus, classe Rodentia) da linhagem Wistar, com
peso corporal inicial entre 108 a 111 g, obtidos do Biotério do Centro de
Ciéncias Bioldgicas e da Saude da Universidade Federal de Vigosa/UFV, MG.
Os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica
do Departamento de Veterinaria da UFV/MG (processo n® 18/211).

No Laboratério de Nutricdo Experimental/lUFV os animais foram
mantidos em gaiolas individuais, em condi¢cées de temperatura controlada
(22 £ 2°C), umidade relativa cerca de 60% e fotoperiodo controlado em ciclos
de 12 horas de claridade e 12 horas de escuridao, recebendo agua deionizada
ad libitum e as dietas experimentais com base na AIN-93G (REEVES,
NIELSEN e FAHEY, 1993) suplementadas ou ndo com farinha de yacon
durante o periodo experimental de 28 dias.
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4.4. Descricao do estudo Il

Os animais foram distribuidos em 6 grupos experimentais (n=8) e apds o
periodo de adaptacdo de uma semana as dietas testes, com dois niveis de
calcio (100% e 75% das recomendacoes) e trés niveis de FOS farinha de yacon
(0%, 4% e 8%), foram fornecidas por um periodo de 28 dias da seguinte forma:

Grupo 1 - 100% de célcio

Grupo 2 - 100% de célcio + farinha de yacon (FY) com 4% de FOS

Grupo 3 - 100% de calcio + FY com 8% de FOS

Grupo 4 - 75% de calcio

Grupo 5 - 75% de célcio + FY com 4% de FOS

Grupo 6 - 75% de célcio + FY com 8% de FOS

Para o preparo das dietas experimentais o conteudo de proteina, fibra
alimentar, carboidratos e lipidios fornecidos pela farinha de yacon foram
calculados para balancear os ingredientes provenientes da dieta AIN-93G
(REEVES, NIELSEN e FAHEY, 1993) (Tabela 6). As dietas foram
devidamente ajustadas para fornecerem 100% ou 75% da recomendacao de
célcio para os animais, procedentes do carbonato de calcio (CaCO3;= 400 mg Ca
g'; Rhoster, Arocoiaba da Serra, Sdo Paulo). A farinha de yacon foi incorporada
de modo a fornecer 4% (15,6 g) e 8% (31,2 g) de FOS da farinha de yacon
em 100 g de dieta (Tabela 6).
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Tabela 6 — Composicdo das dietas experimentais (g 100g™") do estudo 1.

100 % Ca’ 75 % Ca’
_Ingredientes 0% FOS 4% FOS 8%FOS 0%FOS 4%FOS 8 %FOS
Albumina ° 20 20 20 20 20 20
Amido dextrinizado* 13,2 13,2 8,86 13,2 13,2 8,86
Sacarose ° 10 2,83 10 2,83
Oleo de soja’ 7 7 7 7 7 7
Fibra (celulose microfina)’ 8 4 0 8 4 0
Mistura de minerais sem
calcio® 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5
Mistura de vitaminas® 1 1 1 1 1 1
L-cistina '’ 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
Bitartarato de colina'’ 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
Amido de milho ' 35,5 31,09 26,68 35,81 31,4 26,99
Farinha de yacon (FOS)™ 15,6 31,2 15,6 31,2
Calcio (CaCO,)"* 1,25 1,25 1,25 0,94 0,94 0,94
Densidade cal6rica
(kcal g 3,5 3,4 3,3 3,5 3,4 3,3

1- Dieta AIN-93G modificada (100% das recomendagdes de calcio).

2- Dieta AIN-93G modificada (75% das recomendagdes de calcio).

Marca/Fornecedor:

3,4 - Maximum/ARVE - Vigosa/MG - Brasil. 5 - A¢ucar Unido/Comércio de Vigosa. 6 — SOYA/Comércio de
Vigosa. 7,8,9,10,11,14 — Rhoster/Rhoster- Industria e Comércio Ltda. 12 —Anchieta/Comércio de Vigosa. 13 -
Fabrica piloto de processamento de alimentos, Departamento de Tecnologia de Alimentos - UFV/MG-Brasil.

Os ingredientes foram pesados individualmente em balanga semi-analitica
(Gehaka-BG2000, Sao Paulo, Brasil) e misturados manualmente em vasilhames
plasticos previamente lavados e enxaguados com agua deionizada. Seguiu-se a
homogeneizagdo em batedeira semi-industrial, capacidade para 2,5 kg (Lieme,
Caxias do Sul, Brasil), por aproximadamente 15 minutos. As dietas prontas
foram acondicionadas em sacos de polietilieno de 2 kg devidamente
identificados, datados e armazenados a 10°C.

Ao final do estudo, os animais foram submetidos a eutanasia em
camara com CO, Todos os procedimentos foram descritos posteriormente,
sendo que neste ensaio biolégico foram avaliados os indicadores da fungao
hepética (proteinas totais, albumina, alanina aminotransferase-ALT e aspartato
aminotransferase-AST); perfil de lipidios (triaciglicerdis, colesterol total e
fracoes); propriedades biomecanicas 6sseas (comprimento, espessura e forca
de fratura); peso do fémur; conteudo de minerais 6sseos (calcio, fosforo e

magneésio) e peso da tibia.
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4.5. Descricao do estudo lll

Neste estudo, optou-se por testar a farinha de yacon com 4% de FOS
(15,6 g de farinha) para investigar se em associacao com um probidtico poderia
ocorrer uma melhora na saude 6ssea dos animais, uma vez que O ensaio
biologico 1l demonstrou que ndo houve diferenga significativa entre a
administragcdo da farinha de yacon com 4% e 8% de FOS na retencdo de
minerais e nas propriedades biomecanicas 6sseas (comprimento, espessura
e forgca de fratura). Para tanto, os ratos Wistar foram distribuidos em 4 grupos
experimentais (n=8) da seguinte forma:

Grupo 1 - Controle (dieta padrao AIN-93G);

Grupo 2 - Prebiético (farinha de yacon com 4% de FOS);

Grupo 3 - Probiético (0,1 mL do concentrado celular de Bifidobacterium

longum ATCC 15707);

Grupo 4 - Simbiético (farinha de yacon com 4% de FOS + 0,1 mL do

concentrado celular de Bifidobacterium longum ATCC 15707).

Para o preparo das dietas experimentais o conteudo de proteina, fibra
alimentar, carboidratos e lipidios fornecidos pela farinha de yacon foram
calculados para balancear os ingredientes provenientes da dieta AIN-93G,
(Tabela 7). O carbonato de calcio (CaCO3z = 400 mg Ca g'; Rhoster, Arogoiaba
da Serra, Sao Paulo) foi adicionado de forma a suprir 100% das
recomendacdes de calcio para animais em fase de crescimento (REEVES,
NIELSEN e FAHEY,1993).
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Tabela 7 — Composicédo das dietas experimentais (g 100g™") do estudo Il

Ingredientes

Controle' Prebiotico? Probiético® Simbiético*

Albumina® 20 20 20 20
Amido dextrinizado® 13,2 13,2 13,2 13,2
Sacarose’ 10 2,83 10 2,83
Oleo de soja® 7 7 7 7
Fibra (celulose microfina)® 8 4 8 4
Mistura de minerais sem calcio® 3,5 3,5 3,5 3,5
Mistura de vitaminas'' 1 1 1 1
L-cistina'? 0,3 0,3 0,3 0,3
Bitartarato de colina™ 0,25 0,25 0,25 0,25
Amido de milho™ 35,5 31,09 35,5 31,09
Farinha de yacon (FOS)™ 15,6 15,6
Calcio (CaCO;)'"® 1,25 1,25 1,25 1,25
Bactérias bifidas'® - 0,1 mL 0,1 mL

Agua deionizada

0,1 mL 0,1 mL --- ----

Densidade calérica (kcal g")

3,5 3,4 3,5 3,4

1- Controle: dieta AIN93-G.

2- Prebidtico (farinha de yacon com 4% de FOS).
3- Probiético (Bifidobacterium longum ATCC 15707).

4- Simbiético (farinha de yacon com 4% de FOS + 0,1 mL do concentrado celular de B. longum).

Marca/Fornecedor:

5,6 - Maximum/ARVE - Vicosa/MG - Brasil. 7 - Acucar Unidao/Comércio de Vicosa. 8 -
SOYA/Comércio de Vigosa. 9,10,11,12,13 - Rhoster/Rhoster- Industria e Comércio Ltda. 14 -
Anchieta/Comércio de Vigosa. 15 - Fabrica piloto de processamento de alimentos, Departamento
de Tecnologia de Alimentos - UFV/MG-Brasil. 16 - Banco de Culturas Laticas do Bioagro/UFV.
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Os ingredientes foram pesados individualmente em balanca semi-analitica
(Gehaka-BG2000, Sao Paulo, Brasil) e foram misturados manualmente em
vasilhames plasticos previamente lavados e enxaguados com agua deionizada.
Seguiu-se a homogeneizacao em batedeira semi-industrial, capacidade para 2,5
kg (Lieme, Caxias do Sul, Brasil), por aproximadamente 15 minutos. As dietas
prontas foram acondicionadas em sacos de polietileno de 2 kg devidamente
identificados, datados e armazenados a 10°C.

A cultura de Bifidobacterium longum (American Type Culture Collection -
ATCC 15707, Rockville, USA) foi obtida de repicagem de cultura depositada na
UFVCC (Colecdo de Culturas da Universidade Federal de Vigosa, Vigosa,
Brasil). Apds descongelamento a temperatura ambiente, procedeu-se a ativagao
(1%) por trés vezes consecutivas em caldo MRS (De Mann, Rogosa e Sharpe,
Difco, Detroit, USA) modificado (agar 0,075%, carbonato de sédio 0,02% e
cloreto de célcio dihidratado 0,01% e 1% de solucao 0,05% de L-cisteina.HCI). A
solugdo de cisteina foi esterilizada separadamente utilizando- se membrana
filtrante com poros de 0,45 um (Millipore, Billerica, USA) e adicionada
assepticamente (1%) ao caldo MRS modificado esterilizado a 121°C por 15
minutos. A cultura foi incubada a 37°C por 18-24 horas em jarras de anaerobiose
(Gas Pak jar, Franklin Lakes, USA).

Para producdo do concentrado celular inoculou-se 2% da cultura ativa em
500 mL do caldo MRS modificado e o periodo de incubacéo foi de 18-24 horas a
37°C em jarras de anaerobiose (Gas Pak jar, Franklin Lakes, USA). Ap6s o
crescimento celular, o material foi distribuido em tubos esterilizados de
centrifuga de prolipropileno, seguindo-se centrifugacdo a 2750 x g por 10
minutos a 4°C. Apds o descarte do sobrenadante, seguiram-se 2 lavagens em
tampéo fosfato estéril e o pellet foi ressuspendido em 100 mL do mesmo
tampao, pH 7,2. Procedeu-se uma segunda centrifugacdo nas mesmas
condicbes ja descritas. O sobrenadante foi descartado e o pellet final foi
ressuspendido em 10 mL do tampé&o fosfato estéril. A cultura de Bifidobacterium
longum foi administrada diariamente, via oral, na forma de concentrado celular
de 10° UFC mL™, em quantidade de 0,1 mL/rato/dia, para os grupos probiético e
simbidbtico.

Ao final do estudo os animais foram submetidos a eutanasia em
camara com CO.. Todos os procedimentos foram descritos posteriormente,
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sendo que neste ensaio bioldgico foram avaliados os indicadores da fungao
hepatica (proteinas totais, albumina, alanina aminotransferase-ALT, aspartato
aminotransferase-AST e fosfatase alcalina); perfil de lipidios (triacilglicerdis,
colesterol total e fragdes); propriedades biomecanicas désseas (comprimento,
espessura e forca de fratura); peso do fémur; conteudo de minerais 6sseos
(célcio, fésforo e magnésio); peso da tibia; avaliagdo da microbiota, pH e da
concentracao de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) no ceco.

4.6. Descricao das variaveis avaliadas nos estudos Il el

4.6.1. Determinacao do coeficiente de eficiéncia alimentar, ganho de peso e
consumo de dieta

O monitoramento do peso dos animais foi realizado semanalmente e do
consumo de dieta diariamente variando de 15 a 18 g, utilizando-se balanca
eletrénica digital (Marte-AS2000C, Sao Paulo, Brasil). O ganho de peso dos
animais foi determinado pela diferenca entre peso final e inicial e o coeficiente
de eficiéncia alimentar segundo a férmula: CEA = ganho de peso(g)/consumo de

dieta total (g).

4.6.2. Avaliacao da microbiota, pH e concentracao de AGCC no ceco

O ceco de 4 animais por grupo foi retirado e acondicionado em saco
estéril Whirl-Pak, (Millipore, Billerica, USA), previamente pesado e identificado. A
avaliacdo do pH e da microbiota cecal foi realizada no Laboratério de Culturas
Laticas do Bioagro/UFV. As amostras foram submetidas a diluigbes decimais,
utilizando como diluente dgua peptonada reduzida estéril. A primeira diluicao foi

utilizada para determinacdo do pH utilizando pHmetro (Bel Engineering-W3B,
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Monza, ltalia). As contagens microbiolégicas foram realizadas em meios
seletivos da seguinte forma: bifidobactérias em 4gar MRS modificado, acrescido
de 5% de solucdo de antibiéticos (sulfato de neomicina, sulfato de paromicina,
acido nalidixico e cloreto de litio); incubadas a 37°C por 72 horas em jarras de
anaerobiose (Gas Pak jar, Franklin Lakes, USA); lactobacilos em agar Rogosa
(Difco, Detroit, USA); anaerdbios estritos e facultativos em agar Wilkins-Chalgren
(Difco, Detroit, USA); ambos incubados a 37°C por 48 horas em jarras de
anaerobiose (Gas Pak jar, Franklin Lakes, USA); aerébios mesofilos em PCA
(Plate Count Agar, Difco, Detroit, USA) incubados a 37°C por 24 horas e
enterococos em agar Enterococcus (Difco, Detroit, USA), incubados a 37°C por

48 horas. A contagem microbiolégica foi expressa em base logaritmica da UFC
1

g.

As analises de AGCC (acido acético, propidnico e butirico) foram
realizadas no Departamento de Quimica/UFV segundo a metodologia
descrita por Smiricky-Tjardes et al. (2003). Pesou-se 500 mg de cada
amostra em balanga analitica (Shimadzu-AY220, Sao Paulo, Brasil) e realizou-
se a acidificagdo com 500 uL de acido meta-fosférico a 25%. Apds repouso
por 30 minutos a temperatura ambiente, procedeu-se a centrifugacdo em
micro centrifuga refrigerada (Hitachi-CT15RE, Toquio, Japédo) a 16.100 x g
durante 30 minutos, na temperatura de 4°C. Depois, o sobrenadante obtido
foi novamente centrifugado e utilizado para determinagdo da concentracao
dos AGCC por cromatografia gasosa (ERWIN, MARCO e EMERY,1961),
com cromatégrafo (Shimadzu-17A, Toquio, Japao) equipado com detector de
ionizacao de chama, coluna Nukol capilar, de silica fundida (30 m x 0,25 mm x
0,25 um Film Thickenss, Supelco, Bellefonte, USA) e nitrogénio como carreador
com velocidade linear programada para 43,2 cm s'. As condicdes
cromatograficas foram as seguintes: temperatura da coluna 100°C por 5 minutos
e 185°C por 10 minutos; temperatura do injetor e do detector de 220°C e 250°C,
respectivamente; fluxo da coluna 1,0 mL minuto™.

A partir de solucdes estoque de acido acético, propiénico e butirico foram
feitas diluicbes para obtencdo das solucbes padrdes. Cada solucao foi injetada
no cromatdgrafo para obtencéo das curvas analiticas, correlacionando a area do

pico com a concentracdo de acido graxo na solucdo. O volume de 1 uL de cada

amostra foi injetado com auxilio de seringa de 10 uL em sistema Splitless, e
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cada acido graxo presente foi identificado e quantificado por comparacdo com as
curvas analiticas das solucdes padroes dos AGCC. Os calculos foram feitos pelo
microcomputador acoplado ao sistema de CG (cromatografia gasosa) equipado
com o programa GC Solution.

4.6.3. Determinacao do conteudo mineral 6sseo

Apéds a eutandsia em camara de CO,, a tibia direita de cada animal foi
retirada com auxilio de tesoura cirirgica, sendo dissecada para remog¢ao dos
tecidos moles, pesada e armazenada em ultra freezer (-80°C) para futuras
analises. As amostras foram preparadas segundo metodologia preconizada pela
AOAC (2002), sendo que a tibia foi colocada em tubos de ensaio individuais,
especificos para a digestdao de minerais. Em seguida, adicionou-se 10 mL de
acido nitrico concentrado e os tubos foram mantidos em capela de exaustao de
gases por aproximadamente 6 horas até que a tibia estivesse totalmente
dissolvida (sem identificar fragmentos 6sseos).

Os tubos de ensaios foram aquecidos por 16 horas no bloco digestor a
uma temperatura inicial de 80°C, elevando-se a temperatura progressivamente
até 160°C. Apods as primeiras 8 horas de digestao, foram adicionados 5 mL de
acido nitrico para evitar que a solugcdo secasse. Ao final da digestao, os tubos
permaneceram na capela de exaustdo, resfriando a temperatura ambiente.
Depois, o conteudo do tubo foi transferido para um baldo volumétrico de 50 mL,
completando-se o volume com agua deionizada. Deste baldo volumétrico retirou-
se uma aliquota para a leitura dos minerais (AOAC, 2002).

Os minerais (célcio, magnésio e fosforo) foram determinados por
espectrofotometria de emissao de plasma (Perkin Elmer-Optima 3300 DV,
Norwalk, USA), com limite de deteccao de 0,02 ppb para calcio; 0,1 ppb para
magnésio e 30 ppb para fésforo.

Para realizacdo da andlise, as vidrarias utilizadas foram desmineralizadas
da seguinte forma: lavagem em agua corrente e detergente neutro; imersao por
24 horas em agua com detergente seguida de enxague com agua deionizada;

imersdo em solucéo de acido nitrico 10% por 24 horas, seguido de enxague com
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agua deionizada; e secagem das vidrarias em estufa. Todas as etapas de
enxagues foram realizadas em série de 3 repeticdes.

4.6.4. Avaliacao das propriedades dsseas

O fémur direito de cada animal foi retirado com tesoura cirurgica logo
apos a eutanasia e imediatamente dissecado removendo-se os tecidos moles,
sendo em seguida seco com papel toalha. Os fémures foram armazenados em
ultra freezer (-80°C) para analises futuras. As propriedades 6sseas analisadas
foram: comprimento, espessura, peso e resisténcia a fratura 6ssea (forca de
fratura). O comprimento do fémur, distancia da borda superior da cabega até a
borda inferior do céndilo medial, e a espessura, no ponto intermédio da medida
do comprimento foi determinado utilizando-se um paquimetro de aco inox. O
peso é6sseo foi aferido em balanga eletrbnica digital (Marte-AS 2000C, Séao
Paulo, Brasil). Para a analise da resisténcia a fratura dssea (for¢a de fratura) foi
utilizado o teste de fratura por trés-pontos no aparelho texturémetro TA.HDi
Texture Analyser (Stable Micro System, Godalming, Reino Unido), conectado a
um computador equipado com o programa Texture Expert® empregando um
“probe” de 3 pontas. Cada extremidade d&ssea foi apoiada sobre hastes
inoxidaveis separadas por 2,5 cm de distancia e uma terceira haste, apoiada
sobre o ponto intermédio 6sseo, onde foi realizada uma forga até a fratura. O
equipamento registrou a forca necessaria para fraturar o osso (SHIGA et al.,
2002; TSANZI, LIGHT e TOU, 2008).

4.6.5. Determinacoes bioquimicas do soro

No Laboratério Biofarmacos/UFV foram realizadas as seguintes anélises
bioguimicas: proteinas totais, albumina, fosfatase alcalina, alanina
aminotransferase-ALT, aspartato aminotransferase-AST, colesterol total,
colesterol-HDL (HDL-c), colesterol-LDL (LDL-c) e triacilglicerdis. A coleta do
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sangue foi realizada por puncéo cardiaca, com auxilio de seringas descartaveis
e as amostras foram centrifugadas a 2865 x g por 15 minutos (Fanem-204, Sao
Paulo, Brasil) para obtencao do soro. As anélises foram realizadas de acordo
com as recomendacdes do fabricante (Bioclin, Belo Horizonte, Brasil) em
equipamento automatizado utilizando-se “Kits” enzimaticos e colorimétricos.

Determinou-se também a razao colesterol total/HDL-c e LDL-¢c/HDL-c.

Dosagem de triacilglicerdis

Para esta dosagem utilizou-se 0 método enzimatico colorimétrico que se
baseia na degradacgéo do triacilglicerol em glicerol e acidos graxos pela a¢ao da
lipase. O glicerol obtido reagiu com ATP, em presenca da glicerolquinase,
gerando o (glicerol-3-fosfato e ADP. O glicerol-3-fosfato foi oxidado a
diidroxiacetonafosfato pela glicerol fosfato oxidase, liberando agua oxigenada.
Esta, juntamente com p-clorofenol e amino-4-antipirina, em presenca da
peroxidase, transformou-se no cromogénio (que absorve em comprimento de
onda de 505 nm) liberando agua, cuja intensidade de cor formada é proporcional

a concentracao de triacilglicerdis na amostra.

Dosagem de colesterol total

O colesterol total foi determinado pelo método enzimatico colorimétrico.
Esta analise baseou-se na transformacéao do colesterol esterificado em colesterol
e acido graxo, mediado pela enzima colesterol esterase. O colesterol formado foi
oxidado pela enzima colesterol oxidase em 4-colesteno-3-ona e dgua oxigenada.
Esta, juntamente com o fenol e 4-aminoantipirina, pela acdo da peroxidase, foi
transformada no cromogénio (que absorve em 500 nm) e em agua, cuja
intensidade de cor formada é diretamente proporcional a concentracdo de

colesterol na amostra.
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Dosagem de colesterol-HDL

Esta dosagem foi realizada pelo método enzimatico colorimétrico,
utilizando o kit HDL direto. Neste teste, os reagentes empregados fazem a
dosagem seletiva do colesterol ligado ao HDL, que se solubiliza pela agao de um
detergente, permitindo a acdo enzimatica sobre o colesterol ligado a ele. Desta
forma, a intensidade da coloragdo formada € proporcional a concentracao de

colesterol HDL presente na amostra.

Dosagem de colesterol-LDL

Esta dosagem foi realizada pelo método enzimatico colorimétrico,
utilizando o kit LDL direto. O detergente presente no reagente 1 solubiliza
apenas as lipoproteinas nao LDL. O colesterol liberado dessas lipoproteinas é
entdo consumido pelas enzimas colesterol esterase, colesterol oxidase e
peroxidase, ndo ocorrendo a formacao de cor. Um segundo detergente, presente
no reagente 2, solubiliza a lipoproteina LDL, permitindo o seu consumo pelas
enzimas anteriores, levando a formacao de peroxido de hidrogénio. O perdxido
de hidrogénio formado reage com um cromdgeno ocorrendo a formacéao de cor.
A intensidade de cor formada é diretamente proporcional a concentracao de

colesterol LDL na amostra.

Dosagem de proteina total

A proteina total do soro foi dosada, colorimetricamente, pelo método do
tipo Biureto, que consiste em complexar as ligacbes peptidicas das proteinas
com sais de cobre em meio alcalino, formando um complexo de coordenagao
entre o ion cuprico e quatro grupos NH das cadeias peptidicas. Esse complexo
absorve em um comprimento de onda de aproximadamente 545 nm.
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Dosagem de albumina

O principio do método baseia-se na colorimetria, sendo que em presenca
de albumina, o indicador verde-de-bromocresol forma um complexo corado, que
exibe um espectro de absorcdo diferente do indicador na forma livre. A
concentracdo desse complexo (que absorve em 630 nm) € proporcional a

concentracao da albumina na amostra.

Dosagem da alanina amino-transferase (ALT)

A determinagéo cinética da atividade da ALT se baseia na conversdo da
L-alanina e a-cetoglutarato em piruvato e L-glutamato, mediada pela ALT. O
piruvato formado reage com NADH e o ion hidrénio, produzindo L-lactato e
NAD+, numa reacéao catalisada pela lactato desidrogenase (LDH). A velocidade

de oxidacao € proporcional a atividade da ALT na amostra.

Dosagem da aspartato amino-transferase (AST)

A determinacao cinética da atividade da AST se baseou na converséo de
L-aspartato e o-cetoglutarato em oxaloacetato e L-glutamato, mediada pela
enzima AST. O oxalacetato formado reage com NADH e o ion hidrénio,
produzindo L-malato e NAD+, numa reacdo catalisada pela enzima malato
desidrogenase (MDH). A velocidade de oxidagédo é proporcional a atividade da

AST na amostra.
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Dosagem da fosfatase alcalina

O método utilizado foi o cinético, onde a fosfatase alcalina hidroliza o p-
nitrofenilfosfato produzindo fosfato e p-nitrofenol. A velocidade da aparicdo do
anion p-nitrofenolato a 405 nm é proporcional a atividade enzimatica na amostra.
A dietanolamina, além de regular o pH da reacdo, intervém ativamente na
mesma, atuando como receptor de fosfato liberado pela enzima.

4.7. Analise estatistica

Para analise dos resultados (estudo Il e Ill) utilizou-se o programa SAS
(Statistical Analysis System — SAS Institute Inc., Cary, NC, USA), versao 9.20,
licenciado para UFV. Os dados obtidos pelo estudo Il foram interpretados por
meio de analise de variancia e regressao, utilizando o teste F, ao nivel de 5% de
probabilidade. No estudo Ill, os resultados foram interpretados por meio de
analise de variancia e as médias dos grupos experimentais foram comparadas

utilizando o teste de Duncan, ao nivel de 5% de probabilidade.
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5. RESULTADOS

5.1. Composicao quimica da farinha de yacon (estudo I)

A partir de 115,5 kg de yacon in natura obteve-se 9,6 kg de farinha com
rendimento de 9% (Tabela 8).

Tabela 8- Processamento do yacon para obtencao da farinha.

Total (kg)
Yacon in natura 115,5
Perdas durante o descascamento 8,7
Quantidade processada 106,8
Quantidade de farinha obtida 9,6

* Indice de perdas em relacédo a quantidade total processada foi de 7,5%.

As condicbes empregadas para a producao da farinha de yacon foram
eficientes para inibir o escurecimento enzimatico do produto, mesmo apés 6
meses de armazenamento sob refrigeracdo de 8° a 10°C.

Na Tabela 9 tem-se a composicdo quimica da farinha de yacon que
apresentou 6,9% de umidade e 25,7% de FOS. De acordo com os resultados, a
farinha pode ser considerada fonte de fésforo e magnésio, por fornecer 30% e
69,2% da IDR, respectivamente, para adultos.
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Componente Teor
Umidade 6,9
Cinzas 5,4
Proteinas 2,7
Lipidios 0,15
Fibra alimentar solavel (FS)* 2,72
Fibra alimentar insoluvel (Fl) 10,53
Carboidratos nao digeriveis' 38,95
Valor calérico (kcal g7') 195,75
Glicose 8,6
Frutose 21,1
Sacarose 16,3
Oligofrutanos (FOS)** 25,7
Calcio 0,05
Magnésio 0,18
Fosforo 0,21

*Fracao soluvel de fibra determinada pelo método enzimatico-gravimétrico.

**Fracao soluvel de fibra determinada pelo método HPLC.

1 - Carboidratos nao digeriveis = FS + FI + FOS.

Tabela 9- Composicdo quimica e valor calérico da farinha de yacon (g 100g™).
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5.2. Efeito da farinha de yacon com 4% e 8% de FOS, em dieta com 100%
ou 75% das recomendacoées de calcio em modelo murino (estudo Il)

Para realizacdo deste estudo os animais foram distribuidos em 6 grupos
experimentais, com dois niveis de célcio (100% ou 75% das recomendacdes) e
trés niveis de FOS (0%, 4% e 8%) da farinha de yacon da seguinte maneira: 1)
100% Ca; 2) 100% Ca + farinha de yacon (FY) com 4% de FOS; 3) 100% Ca +
FY com 8% de FOS; 4) 75% Ca; 5) 75% Ca + FY com 4% de FOS e 6) 75% Ca
+FY com 8% de FOS.

5.2.1. Ganho de peso, consumo alimentar, coeficiente de eficiéncia
alimentar e avaliacao da funcao hepatica

O acréscimo da farinha de yacon (4% e 8% de FOS) em dieta com 100%
ou 75% das recomendacdes de calcio ndo afetou o ganho de peso (91,9 £ 18 @),
o consumo alimentar total (370,3 + 31,2 g) e o CEA (0,2 £ 0,04) (P>0,05). As

Tabelas 10 e 11 representam os resultados das variaveis da fungéo hepatica.

Tabela 10 — Variaveis da funcao hepatica no soro de ratos Wistar que receberam
farinha de yacon com 4% e 8% de FOS, em dieta com 100% ou 75% das
recomendacgdes de calcio.

Teor de FOS (%)
Variaveis Recomendacao 4 8
de calcio (%) Média DP Média DP
Proteina 100 58,8"2 6,5 56,92 5,3
total (g/L) 75 57,22 1,3 59,8"2 3,5
Albumina 100 3,472 0,2 3,372 0,1
(g/L) 75 3,57 0,9 3,472 0,9
AST (UI) 100 193,974 51,3 181,02 47 1
75 194 6" 51,7 189,62 40,9
ALT (UI) 100 37,272 4,0 29,7 5,8
75 35,772 7,7 36,6"° 3,2

Valores em média + desvio padrao (DP), n= 8. Significancia (P<0,05): médias seguidas de pelo
menos uma mesma letra mailscula na coluna e mindscula na linha para cada variavel nao
diferem entre si pelo teste t.
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Tabela 11 — Perfil de lipidios (mg/dL) no soro de ratos Wistar que receberam
farinha de yacon com 4% e 8% de FOS, em dieta com 100% ou 75% das
recomendacgdes de calcio.

Teor de FOS (%)

Variaveis Recomendacao 4 8
de calcio (%) Média DP Média DP
Colesterol 100 80,92 9,6 87,02 13,7
Total 75 84,02 8,8 86,02 15,4
LDL-c 100 35,97 4,9 36,72 8,5
75 33,142 4,8 35,6"2 7,0
HDL-c 100 33,02 3,7 35,42 4,9
75 34,07 41 33,42 3,7
Triacilgliceréis 100 80,52 17,1 75,82 22,1
75 50,652 11,1 50,652 13,6

Valores em média + desvio padrao (DP), n= 8. Significancia (P<0,05): médias seguidas de pelo
menos uma mesma letra mailscula na coluna e mindscula na linha para cada variavel nao
diferem entre si pelo teste t.

Nao houve diferenca (P>0,05) nas concentracées de colesterol total e
LDL-c entre os grupos que consumiram farinha de yacon com 4% e 8% de FOS,
em dieta com 100% ou 75% das recomendacgdes de calcio. Os animais que
receberam 100% das recomendacbes de calcio apresentaram maiores
concentracbes de triacilgliceréis que os animais que receberam 75% das
recomendacdes (P<0,05).

Pode-se observar pela Figura 3 que houve redugao nas concentracdes de
triacilglicerdis e de HDL-c com a adicdo de niveis crescentes da farinha de yacon
nas dietas.
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Figura 3 — Concentracao de triacilgliceréis (a) e HDL-c (b) de ratos Wistar que

consumiram farinha de yacon com 4% e 8% de FOS, em dieta com 100% ou

75% das recomendacdes de célcio.
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5.2.2. Propriedades biomecéanicas e conteudo mineral 6sseo

Ao se comparar o efeito do consumo da farinha de yacon com 4% e 8%
de FOS observa-se (Tabela 12) que nao houve diferenca significativa (P>0,05)
nas propriedades biomecéanicas dos fémures, nos conteudos de célcio e fosforo
na tibia dos animais, em dieta com 100% ou 75% das recomendagdes de calcio.
Em relacdo ao peso do fémur houve efeito da interagédo célcio*FOS, sendo que o
peso foi menor (P<0,05) nos animais que receberam 75% das recomendacdes
de calcio e farinha de yacon com 8% de FOS. O peso da tibia ndo foi afetado

pelas dietas testes (P>0,05).

Tabela 12 — Propriedades biomecanicas do fémur, conteddo mineral e peso da
tibia de ratos Wistar que receberam farinha de yacon com 4% e 8% de FOS, em
dieta com 100% ou 75% das recomendacdes de célcio.

Teor de FOS (%)

Variaveis Recomendacao 4 8
de calcio (%) Média DP Média DP

Peso 100 0,632 0,04 0,642 0,03
fémur (g) 75 0,622 0,02 0,585° 0,04
Espessura 100 4,6"2 0,3 4,52 0,3
(mm) 75 4,32 0,2 4.4"2 0,3
Comprimento 100 32,0"2 0,9 31,5%2 0,9
(mm) 75 32,072 0,7 31,872 1,0
Forca de Fratura 100 99,82 7,3 109,02 14,0
(mkg s®) 75 96,9"2 14,3 106,62 17,9
Contetdo 100 7,82 1,1 8,8"2 1,7
de Ca (%) 75 8,42 1,0 8,5™? 0,8
Conteldo 100 9,2ha 1,1 9,972 1,7
de P (%) 75 9,4"2 1,1 9,52 1,0
Contetdo 100 0,66"2 0,14 0,672 0,19
de Mg (%) 75 0,772 0,1 0,792 0,1

Peso da 100 0,472 0,04 0,442 0,06
Tibia (g) 75 0,44"2 0,02 0,472 0,04

Valores em média t desvio padréo (DP), n= 8. SignificAncia (P<0,05): médias seguidas de pelo
menos uma mesma letra maildscula na coluna e mindscula na linha para cada variavel nao
diferem entre si pelo teste t.
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A forca de fratura do fémur (Figura 4c) e os teores de calcio e fésforo na

tibia aumentaram significativamente com a adicdo de niveis crescentes da
farinha de yacon (FOS) (Figura 4a e 4b).
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Figura 4 — Teor de fésforo (a) e célcio (b) na tibia e for¢ca de fratura do
fémur (c) de ratos Wistar que consumiram farinha de yacon com 4% e 8%

de FOS. em dieta com 100% ou 75% das recomendacoes de calcio.

53



5.3. Efeito de farinha de yacon com 4% de FOS, probiético (B. longum) e

simbioético em modelo murino (estudo Ill)

Para realizacdo deste estudo os animais foram distribuidos em 4 grupos
experimentais: 1) Controle (dieta padrdao AIN-93G); 2) Prebidtico (farinha de
yacon com 4% de FOS); 3) Probidtico (0,1 mL do concentrado celular de
Bifidobacterium longum ATCC 15707); 4) Simbidtico (farinha de yacon com

4% de FOS + 0,1 mL do concentrado celular probiotico).

5.3.1. Ganho de peso, consumo alimentar, coeficiente de eficiéncia
alimentar e avaliacao da funcao hepatica

O consumo da farinha de yacon, associada ou nao ao probiético néao
afetou o crescimento, uma vez que néo houve diferenga (P>0,05) no ganho de
peso (96,9 + 20,4 g), consumo de dieta total (372,9 £ 29,38 g) e CEA (0,2 + 0,05)
entre os grupos, apds os 28 dias de experimento. Diariamente, observou-se o
aspecto das fezes dos animais e durante todo o periodo experimental ndo houve
sinal de desordem gastrointestinal.

Os resultados da avaliagdo da funcao hepética encontram-se na Tabela
13 e 14. No grupo que recebeu probidtico as concentracdes de proteinas totais e
albumina foram maiores (P<0,05) que nos demais tratamentos. Entretanto, as
concentracaoes de ASL, AST e fosfatase alcalina ndo diferiram entre os grupos

experimentais (P>0,05) (Tabela 13).
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Tabela 13 — Variaveis da funcéao hepatica no soro de ratos Wistar que receberam
farinha de yacon com 4% de FOS, probidtico e simbdtico.

Variaveis Controle' Prebidtico? Probiético® Simbidtico* P valor
Proteina total (g/L) 60,20 +4,34° 5885+6,54° 70,26 +4,49° 63,49 £ 3,42° 0,0003
Albumina (g/dL) 3,42 +0,11° 3,43 +0,21° 3,69+0,13% 3,56 +0,15% 0,0044
AST (Ul) 204,29 +84,97 193,88 +51,36 223,57 £54,92 213,57+4720  0,7952
ALT (Ul 39,12+1358  37,25+4,03 41,50+1520 34,62+ 16,70 0,7672

Fosfatase alcalina (Ul) 156,88 + 46,83 142,75 +25,89 148,00 +29,71 139,12 + 32,63 0,7575

Valores médios + desvio padrdo. n=8. Significancia (P<0,05): médias seguidas pela mesma letra na linha para cada
variavel nao diferem entre si pelo teste de Duncan.

1-Controle: dieta AIN93-G.

2-Prebidtico (farinha de yacon com 4% FOS).

3- Probiético (Bifidobacterium longum ATCC 15707).

4- Simbidtico (farinha de yacon com 4% de FOS + probiético)

O colesterol total foi menor (P<0,05), nos ratos que receberam prebidtico
quando comparado aos demais grupos experimentais, entretanto, no grupo do
probiodtico a concentracao de colesterol total foi superior a do controle (P<0,05).
Os animais que receberam o simbiético ndo diferiram do controle em relacao a

essa variavel (Tabela 14).

Tabela 14 — Perfil de lipidios (mg/dL) no soro de ratos Wistar que receberam
farinha de yacon com 4% de FOS, probidtico e simbidtico.

Variaveis Controle' Prebidtico>  Probiético® Simbidtico* P valor
Colesterol total 97,26 +12,58° 80,89 £9,62° 117,46+8,53% 103,15+22,58°  0,0030
HDL-c 39,97 £3,10° 32,94 +3,79° 44,86 +5,36° 42,37 +7,55° 0,0003
Colesterol total/HDL 2,45+ 0,39 2,46 + 0,26 2,63 0,21 2,33+0,32 0,2772
LDL-c 33,97 +7,00° 3587 +4,89° 44,36 +7,03" 34,20 + 3,47° 0,0034
LDL-c/HDL-c 0,85 + 0,18 1,10+0,19%° 1,00 +0,22% 0,79 +0,17° 0,0112
Triacilglicerois 91,36 £21,23 80,48 +17,07 101,30 + 13,98 85,35 + 30,52 0,2701

Valores em média + desvio padrdo. n=8. Significancia (P<0,05): médias seguidas pela mesma letra mindscula na linha
para cada variavel nao diferem entre si pelo teste de Duncan.

1-Controle: dieta AIN93-G.

2-Prebiético (farinha de yacon com 4% FOS).

3- Probiético (Bifidobacterium longum ATCC 15707).

4- Simbiético (farinha de yacon com 4% de FOS + probiético)
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O grupo do prebiodtico diferiu dos demais em relacdo ao HDL-c,
apresentando o menor valor (P<0,05). Entre o probiédtico, simbibtico e controle
ndo houve diferenga significativa. As diferentes dietas ndo afetaram a razéo de
colesterol total/HDL e as concentragdes de triacilglicerdis (P>0,05). Os animais
que receberam prebidtico e simbidtico ndo diferiram do controle em relagdo ao
LDL-c, no entanto, houve aumento de LDL-c no grupo probidtico, comparando-
se aos demais grupos (P<0,05). Nos tratamentos com prebidtico e probidtico a
razdo LDL-c/HDL-c foi significativamente maior que o simbidtico, porém o
probidtico ndo diferiu do controle (P>0,05). O simbidtico apresentou a menor
razdo LDL-c/HDL-c, nao diferindo do controle.

5.3.2. Propriedades biomecéanicas e conteudo mineral 6sseo

O peso absoluto, a espessura, comprimento e a forca de fratura dos

fémures nao diferiram entre os grupos experimentais (P>0,05) (Tabela 15).

Tabela 15 — Propriedades biomecanicas dos fémures de ratos Wistar que
receberam farinha de yacon com 4% de FOS, probiético e simbdtico.

Variaveis Controle' Prebidtico® Probiético® Simbiético* P valor
Peso 0,60 £ 0,04 0,63 £ 0,04 0,64 £ 0,04 0,64 £ 0,04 0,2035
absoluto (g)

Espessura 4,60 +0,22 4,58 +0,32 442 +0,25 4,50 +0,32 0,5643
(mm)

Comprimento 32,30 £ 0,47 32,04 +0,87 32,27 + 0,59 31,40 £ 0,95 0,0804
(mm)

Forga de fratura 92,35 +11,19 99,86 + 7,30 100,33 £9,60 105,81 £21,70 0,2876
(m kg *?)

Valores médios * desvio padrdo, n=8. Significancia (P<0,05).
1-Controle: dieta AIN93-G.

2-Prebiético (farinha de yacon com 4% FOS).

3- Probiético (Bifidobacterium longum ATCC 15707).

4- Simbiético (farinha de yacon com 4% de FOS + probiético)
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Os resultados do conteudo mineral 6sseo encontram-se na Tabela 16. O

peso da tibia ndo diferiu em nenhum dos tratamentos (P>0,05).

Tabela 16 — Conteudo mineral (%) na tibia de ratos Wistar que receberam

farinha de yacon com 4% de FOS, probidtico e simbidtico.

Variaveis Controle' Prebiodtico® Probiético® Simbiotico* P valor
Peso 6sseo (g) 0,45 + 0,03 0,47 £0,04 0,45 + 0,06 0,46 + 0,02 0,6962
Calcio 6sseo 7,55 +1,20° 7,82 +1,07° 9,50+0,5% 8,91 +0,772 0,0007
Fosforo 6sseo 8,88 +1,21° 9,18 +1,09 10,75 +1,42° 10,27 £0,57® 0,0067
Magnésio 6sseo 0,62 +0,13° 0,66 +0,1° 0,80 +0,08% 0,82 +0,07% 0,0022

Valores médios * desvio padrao. n=8. SignificAncia (P<0,05): médias seguidas pela mesma letra na linha para cada
variavel nao diferem entre si pelo teste de Duncan.

1-Controle: dieta AIN93-G.

2-Prebiético (farinha de yacon com 4% FOS).

3- Probiético (Bifidobacterium longum ATCC 15707).

4- Simbidtico (farinha de yacon com 4% de FOS + probiético)

No grupo prebidtico os conteudos de calcio, fésforo e magnésio néo
diferiram do controle, no entanto, houve aumento significativo desses minerais
nos animais que consumiram probidtico e simbidtico (P<0,05). O grupo
simbidtico apresentou maior concentracdo de calcio e magnésio do que o0 grupo
prebidtico (P<0,05). O mesmo nao ocorreu em relagéo ao fosforo.

5.3.3. Microbiota, pH e concentracao de AGCC no ceco

A contagem padrdo de aerdbios mesofilos e enterococos no conteudo
cecal dos animais nao diferiram entre os grupos (P>0,05). Na contagem de
anaerobios estritos e facultativos o grupo prebidtico diferiu dos demais (P<0,05),
apresentando a maior contagem (Figura 5-a). A concentracao de bifidobactérias
foi maior em todos os tratamentos (log 5,07 UFC/g para simbiotico; log 4,95
UFC/g para probiotico e log 4,79 UFC/g para prebibtico) em comparagdo com o

controle (log 4,58 UFC/g), entretanto, ndo houve diferenca significativa (P>0,05).
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Os animais tratados com simbidtico tiveram a menor concentracao de
lactobacilos (log 4,94 UFC/g), comparando com os outros grupos (P<0,05)

(Figura 5-b).
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Figura 5 - Variagdo da contagem de micro-organismos no conteudo cecal de
animais tratados com C (dieta AIN-93G); Pre (farinha de yacon com 4% de
FOS); Pro (B. longum) e Simb (farinha de yacon com 4% de FOS + B.
longum). Valores médios * desvio padrdo (barra vertical), n=4. Significancia
(P<0,05). Tratamentos com mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de

Duncan.
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Na Tabela 17 tem-se os resultados do peso do ceco, pH e a concentracao
de acidos graxos de cadeia curta.

Tabela 17 — Concentragdes de acidos graxos de cadeia curta (mmol L"), valores
de pH e peso do ceco de ratos Wistar que receberam farinha de yacon com 4%
de FOS, probibtico e simbiético.

Variaveis Controle’ Prebiotico® Probiético® Simbiético* P valor
pH 7,62 £0,34 7,41 £0,32 7,48 £ 0,14 7,47 £0,17 0,6031
Peso do ceco (g) 1,62 +0,05° 4,70 +0,54° 1,96 +0,17° 2,72 +0,24° 0,0001
Acetato 33,95 + 9,55 43,62 + 16,19 41,82 + 8,06 39,93 + 8,66 0,3492
Propionato 15,38 + 6,96° 31,30 + 10,98° 25,83 £ 9,05% 25,20 +7,31% 0,0095
Butirato 7,37 £1,86° 15,67 + 4,512 12,31 +4,42° 8,29 +1,41° 0,0001

Valores em média + desvio padrdo. Significancia (P<0,05): médias seguidas pela mesma letra na linha para cada variavel
nao diferem entre si pelo teste de Duncan.

1-Controle: dieta AIN93-G.

2-Prebidtico (farinha de yacon com 4% FQOS).

3- Probiético (Bifidobacterium longum ATCC 15707).

4- Simbidtico (farinha de yacon com 4% de FOS + probiético)

O peso do ceco foi maior (P<0,05) nos ratos que consumiram prebidtico,
comparando-se com os demais grupos. Os animais que receberam o simbidtico
também apresentaram maior peso do ceco (P<0,05) que os ratos do grupo
controle e probiédtico, no entanto, ndo houve diferenca (P>0,05) entre os grupos
probiotico e controle. O pH do conteudo cecal ndo foi afetado pelas diferentes
dietas experimentais (P>0,05). A concentracdo de acetato no ceco nao diferiu
entre os grupos, porém, a concentracdo de propionato foi maior em todos os
tratamentos, comparando-se com o controle (P<0,05). Os animais dos grupos
prebidtico e probidtico apresentaram maior concentracdo de butirato que os
animais dos grupos controle e simbidtico (P<0,05). O tratamento com simbidtico
nao diferiu do controle em relagdo a concentracao de butirato (P>0,05).
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6. DISCUSSAO

6.1. Composicao quimica da farinha de yacon (estudo I)

As perdas durante o descascamento variam em fungdo do tamanho e
morfologia das raizes tuberosas, uma vez que no mercado essas sao
comercializadas sem nenhuma padronizagao.

O teor de umidade de 6,9% obtido apds a secagem (55°C/48 horas) esta
de acordo com a Portaria n® 354/96 do Ministério da Saude que estabelece no
maximo 15% de umidade para farinhas (BRASIL, 1996). Valores mais elevados
foram encontrados por Marangoni (2007), que obteve 15,4% de umidade ao
realizar a secagem 60°C/72 horas. Rolim (2008) obteve 13,2% de umidade e a
secagem foi feita a 55°C/24 horas. A variacdo do bindbmio tempo/temperatura
usada na desidratacao do yacon influencia no teor de umidade da farinha.

As condicoes de processamento empregadas neste estudo
proporcionaram um percentual de rendimento de 9,0%, sendo esse maior do
que o encontrado por Ribeiro (2008) e Moscatto et al. (2006), que obtiveram
7,9% e 7,5%, respectivamente. Apesar de ser maior que de outros estudos, 0
rendimento obtido ainda € baixo, provavelmente em funcao do elevado conteldo
de agua e baixo teor de sélidos totais do yacon.

Para viabilizar o processo de producao da farinha de yacon e inseri-lo na
agroindustria tornam-se necessarios mais estudos para melhorar o sistema de
fabricacdo. Isto se justifica pelo fato do yacon atualmente ter um valor agregado
no mercado maior que outros tipos de plantas como milho e mandioca, devido
ao apelo de funcionalidade (prebiético). Além disso, a farinha apresenta como
vantagem a praticidade, facilidade para consumo e uso na elaboragdo de
diversos alimentos tais como produtos de panificagdo, barra de cereal, entre
outros, uma vez que esta podera ser, encontrada em qualquer época do ano,
independente do periodo de safra.

Em relacdo a composicdo quimica, os teores de proteinas e umidade
obtidos foram préximos aos de Vasconcelos et al. (2010), cuja matéria-prima

usada na producgdo da farinha foi adquirida no mesmo mercado do presente
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estudo. Rolim (2008) encontrou valores diferentes na composicdo quimica da
farinha de yacon: 4,2 g 100g™ de cinzas; 3,4 g 100g™" de proteinas; 0,19 g 100g™
de lipidios e 13,2% de umidade.

Segundo a ANVISA um alimento é fonte de um determinado nutriente
quando contribui no minimo com 15% da IDR por 100 g (BRASIL, 1998). De
acordo com os resultados a farinha pode ser considerada fonte de fosforo e
magneésio, por fornecer 30% e 69,2% da IDR, respectivamente, para adultos.
Ribeiro (2008) obteve menor concentracao desses nutrientes. As diferengas nas
concentracdes da composicdo centesimal e de minerais entre os estudos podem
ocorrer em funcao das condi¢gdes de cultivo como clima, altitude, regiao e tipo de
solo.

No presente estudo, o valor de fibra alimentar insoltvel foi préximo ao
encontrado por Ribeiro (2008). Segundo Vasconcelos et al. (2010) a fragao
soluvel é a soma do valor obtido pelo método enzimatico-gravimétrico mais 0s
oligofrutanos (FOS) detectados por HPLC. O método enzimatico-gravimétrico
determina apenas a fragao soluvel da fibora com GP maior ou igual a 12, visto
que tais fibras se solubilizam em alcool 78% e possuem baixo peso molecular,
sendo perdidas na etapa de filtragdo. Como o yacon apresenta teor elevado de
oligossacarideos de baixo GP (3-10 mondmeros), faz-se necessario empregar o
método HPLC para detectar esses compostos.

A farinha de yacon desenvolvida fornece um elevado teor de fibra
alimentar, especialmente a fracdo soluvel, podendo sugerir alegacdo de
funcionalidade, conforme Resolucdo n® 359/2003 da ANVISA (BRASIL, 2003).
Os teores de oligofrutanos encontrados no presente estudo (25,7 g 100g™") foram
superiores aos de Vasconcelos et al. (2010) que obteve 19,4 g 100g”, e
inferiores aos de Genta et al. (2005) que encontrou 44,2 g 100g'. Estas
variagées podem ocorrer devido ao periodo de cultivo e da colheita, tempo de
armazenamento e das condi¢cbes de estocagem. Lobo et al. (2007) ao produzir
uma farinha por meio do processo de liofilizagdo, obtiveram um maior teor de
oligofrutanos (55,3 g 100g™"). Embora a liofilizagdo seja um método de secagem
mais eficiente do que a secagem em estufa, sua utilizacdo no processamento da
farinha de yacon torna-se inviavel na agroindustria por apresentar custo elevado.

A farinha de yacon apresentou-se como uma fonte promissora de
oligofrutanos, podendo ser utilizada como ingrediente para produzir alimentos
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com efeito prebidtico e, ou simbidtico, ou seja, alimento formulado com um

prebidtico e um probidtico.

6.2. Efeito da farinha de yacon com 4% e 8% de FOS, em dieta com 100%
ou 75% das recomendacoées de calcio em modelo murino (estudo Il)

O acréscimo da farinha de yacon com 4% e 8% de FOS, numa dieta com
100% ou 75% das recomendacdes de calcio ndo afetou o crescimento (P>0,05)
dos animais, refletindo numa ingestdo alimentar, CEA e ganho de peso similar
entre os grupos experimentais. As dietas ndo afetaram o desempenho da fungéao
hepéatica. A literatura reporta um estudo em que foi avaliado o efeito do consumo
prolongado da farinha de yacon (4 meses) nas doses de 0,6% e 13% de FOS e
nenhum efeito toxico foi observado, apds avaliacdo das concentracbes de
proteinas totais, albumina, AST e ALT.

Nesta pesquisa, a deficiéncia de calcio dietético (ingestdo de 75% das
recomendac¢des) ndo afetou as propriedades biomecanicas ésseas dos animais.
No entanto, o peso femural foi menor nos ratos que consumiram dieta com
deficiéncia de calcio (P<0,05), indicando que a ingestdo inadequada deste
mineral afeta o crescimento 6sseo. O célcio é um nutriente essencial para
desenvolvimento e manutencdo da massa Ossea. Estudos experimentais e
clinicos demonstraram que a deficiéncia de calcio leva ao aumento da
reabsorcéo e turnover 6sseo, diminuicdo da massa 6ssea e aumento do risco de
osteoporose (EGGER et al., 1994; SHAPSES et al., 1995; ABRAMS et al., 1997;
TALBOTT, ROTHKOPF e SHAPSES, 1998).

Segundo Krall e Dawson-Hughes (2003) o peso corporal esta diretamente
relacionado com a densidade 6ssea, e 0 maior peso oferece protecdo contra
fraturas. O aumento da massa éssea na infancia e adolescéncia pode ser obtido
por meio da ingestdo adequada de calcio, o que auxilia na prevencado da
osteoporose. Além disso, a insercdo de FOS na dieta parece auxiliar na redugao
destas perdas (LOBO et al., 2007).
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No presente estudo, constatou-se que a forca de fratura e na retengao de
calcio e fésforo nos ossos aumentou com a adigcdo de niveis crescentes da
farinha de yacon nas dietas. Isso demonstra que o consumo de yacon na forma
de farinha contribui para fortalecer a estrutura éssea e apresenta-se como um
alimento funcional potencial, podendo ser utilizado para reduzir o risco do
desenvolvimento de fraturas e doencas do tecido ésseo.

Tem sido relatado que o consumo de FOS pode aumentar a absor¢ao de
minerais devido ao seu carater prebidtico. Quando esses carboidratos nao
digeriveis sao fermentados pelas bactérias residentes no célon ha acidificacao
do meio, devido a formacao de acidos graxos de cadeia curta, que contribui para
uma melhor solubilizacdo e absorcdao dos minerais (SCHOLZ-AHRENS e
SCHREZENMEIR, 2002; BONGERS e VAN DEN HEUVEL, 20083).

Neste estudo, verificou-se que houve reducdo nas concentracdes séricas
de triacilglicer6is nos grupos que receberam 75% da recomendacao de calcio.
Hsu e Culley (2006) observaram que coelhos tratados com dieta depletada em
50% de célcio durante 75 dias nao tiveram alteracbes nos niveis de
triacilglicerdis. Observou-se que as concentracdes de triacilglicerdis reduziram
também nos grupos que consumiram farinha de yacon, sendo que essa redugao
foi dose dependente, ou seja, de acordo com o aumento da farinha de yacon
(FOS) na dieta. Genta et al. (2005) verificaram que a suplementacédo durante 4
meses da farinha de yacon (0,6% e 13% de FOS) reduziu significativamente as

concentracdes de triacilglicerdis em ratos.
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6.3. Efeito de farinha de yacon com 4% de FOS, probiético (B. longum) e

simbioético em modelo murino (estudo Ill)

Durante todo o periodo experimental os animais mantiveram-se
saudaveis, ndo apresentando nenhuma anormalidade comportamental. Neste
estudo, os resultados do perfil de lipidios e dos indicadores da fungédo hepatica
(AST, ALT e fosfatase alcalina) indicaram que o consumo das dietas
experimentais ndo prejudicou o figado no desempenho de suas funcdes. Nao
houve diferenca (P>0,05) nas concentracées de AST, ALT e fosfatase alcalina.
Embora tenha ocorrido aumento nas concentracdes de proteinas totais e
albumina nos animais que receberam probidtico, ndo houve diferenga no ganho
de peso e CEA entre os outros grupos experimentais (P>0,05), indicando
auséncia de toxicidade hepatica durante os 28 dias de experimentagao.

Nas propriedades biomecanicas do 0sso, observou-se uma tendéncia no
aumento da forga de fratura nos grupos prebiético (8,1%), probiético (8,6%) e
simbibtico (14,6%), quando comparados ao controle. Do ponto de vista clinico,
esse percentual de aumento na resisténcia 0ssea tem importante papel na
reducdo do risco de doengas como osteoporose, uma vez que esta é
caracterizada pela baixa massa 0ssea e deterioragdo da estrutura do tecido
0sseo, 0 que leva a sua fragilidade tornando o osso mais suceptivel a fraturas
(RIZER, 2006). Os resultados obtidos por Lobo et al. (2007) corroboram com o
presente estudo, pois ao avaliar o yacon somente na sua caracteristica de
prebibtico nas concentracdes de 5% e 7,5% de FOS por 27 dias, foi constatado
que o pico de carga e a rigidez foram maiores nos animais que receberam
farinha de yacon, o que contribuiu para fortalecer a estrutura 6ssea do fémur.
Estudos clinicos sdo necessarios para investigar se o consumo prolongado de
prebidtico, probidtico e simbidtico contribuem para diminuir o risco de fratura
0ssea em fungdo do aumento da resisténcia.

Nesta pesquisa, houve aumento das concentracdes de calcio, fésforo e
magnésio na tibia dos animais que consumiram probibtico e simbidtico. Esse
resultado foi melhor que o encontrado no prebidtico, uma vez que esse grupo
nao diferiu estatisticamente do controle na retencao mineral. Estes dados, e

também os obtidos na avaliacdo da forgca de fratura sugerem que o micro-
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organismo probidtico consumido neste periodo de tempo, provavelmente, foi o
responsavel pelas diferencas observadas. Estudos tém indicado que, mesmo na
auséncia de prebidtico, o probidtico pode influenciar positivamente no
crescimento 6sseo, devido a capacidade destas bactérias em sintetizar diversas
vitaminas necessarias para o crescimento e formacdo da matriz dssea tais
como, vitaminas D, C, K e do complexo B (ARUNACHALAM, 1999;
CRITTENDEN, MARTINEZ e PLAYNE, 2003). Além disso, bactérias bifidas séo
responsaveis pela producdo de acidos graxos de cadeia curta que atuam na
reducdo do pH, favorecendo a solubilizacao de minerais e sua absorcéo pela via
paracelular (OTHA et al., 1995; CAMPBELL, FAHEY e WOLF, 1997). O efeito
prebidtico na modulacdo da retencdo de minerais pode estar relacionado com a
dose e o tipo de FOS avaliado. Pesquisas cientificas disponiveis utilizam de uma
forma geral FOS comercial purificado, e neste estudo, utilizou-se 4% de FOS
presente numa matriz alimentar (farinha de yacon). Utilizando doses maiores
(7,5%) Lobo et al. (2007) verificaram que o consumo de FOS da farinha de
yacon aumentou a concentragcéo de calcio no fémur e na tibia de ratos. Portanto,
para obtencao de resultados semelhantes somente pelo consumo da farinha de
yacon seriam necessarias doses préoximas de 7,5%. No entanto, doses elevadas
de FOS geralmente resultam em flatuléncia e desconforto para o hospedeiro
(BOUHNIK et al., 1999). Os resultados do presente estudo sugerem que o uso
do simbidtico parece ser mais interessante que o prebidtico por aumentar
significativamente a retencdo de minerais nos ossos. Além de contribuir para
uma melhor saude éssea, a associacdo de uma menor dose de prebibtico ao
probiodtico poderia também evitar desordens gastrointestinais.

Tem sido reportado que a dieta pode modular a composicao da microbiota
intestinal (GIBSON e ROBERFROID, 1995; MANNING e GIBSON, 2004). Os
metabdlitos produzidos no processo de fermentacao pelas bactérias intestinais,
especialmente as do colon, podem ser reabsorvidos e utilizados pelo
hospedeiro, trazendo beneficios a sua saude (BERNALIER-DONADILE, 2010).
Sabe-se que o prebidtico tem funcdo bifidogénica (BOUHNIK et al., 1999;
KRUSE, KLEESSEN e BLAUT, 1999). Desta forma, o estimulo das bactérias
bifidas no célon aumenta o seu metabolismo e 0 acumulo de AGCC que mantém
0 ambiente tamponado num meio acido, facilitando a reabsorcdo de alguns
minerais por se apresentarem na forma mais solubilizada. Neste estudo, o grupo
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prebiodtico teve uma contagem maior de anaerodbios totais que os demais grupos,
sugerindo uma mudanga na composicado da microbiota intestinal. Todas as
dietas testes, quando comparadas ao controle, apresentaram um percentual de
reducdo no valor de pH (2,8% para prebidtico; 1,8% para probibtico e 2,0% para
simbidtico) e aumento na concentragcdo de propionato. Observou-se também,
aumento na concentragdo de butirato nos animais dos grupos prebidtico e
probiético. Esses AGCC atuam na manutengdo da saude do colon pelo
fornecimento de energia para células, estimulo da diferenciacado e proliferacao
do epitélio, o que pode aumentar a capacidade de absorcdo (TUOHY et al.,
2005; HIJOVA e CHMELAROVA, 2007). O peso do ceco foi maior nos animais
que receberam prebidtico e simbidtico, provavelmente devido ao aumento da
biomassa como resultado de uma maior fermentagcdo no ceco. Esse efeito
tréfico, observado em estudos in vivo (LEVRAT, REMESY e DEMIGNE, 1991;
CAMPBELL, FAHEY e WOLF, 1997), ocorre em funcdo do aumento da
producdo de AGCC como resultado da atividade metabdlica da microbiota
intestinal, o que favorece também o aumento da area absortiva. Os resultados
obtidos por Lobo et al. (2007) corroboram com o presente estudo, pois foi
constatado aumento no contetudo cecal dos ratos que consumiram 5% e 7,5%
de FOS da farinha de yacon. Recentemente, Weaver et al. (2010) verificaram
uma correlagdo positiva entre o peso cecal e o conteudo de célcio no fémur,
sugerindo que o efeito osmaético, o aumento da hipertrofia ou permeabilidade
dos enterdcitos devido o consumo de prebidticos, podem estar envolvidos no
aumento da absorcao de minerais. Portanto, o peso do ceco parece ser um

parametro importante na avaliagdo da saude dssea.
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7. CONSIDERAGOES FINAIS

A suplementagdo da farinha de yacon com 4% e 8% de FOS, em dieta
com 100% ou 75% das recomendacdes de célcio por 28 dias, ndo afetou as
variaveis hepaticas e, portanto, ndo prejudicou o figado no desempenho de suas
funcoes.

A incorporacao da farinha com 4% e 8% de FOS, em dieta com 100% ou
75% das recomendacdes de calcio afetou positivamente as propriedades
biomecanicas 6sseas, aumentando a forca de fratura e a retencédo de calcio e
fésforo nos ossos dos animais, com a adicao de niveis crescentes da farinha de
yacon na dieta. A associacado da farinha de yacon com 4% de FOS + probiético,
também melhorou os parametros 6sseos avaliados, aumentando a retencao de
minerais (calcio, fésforo e magnésio) e a resisténcia a fratura.

A farinha de yacon com 4% de FOS elevou a contagem de anaerdbios
estritos e facultativos, aumentou o peso cecal e as concentragdes de acido
propidnico e butirico, exercendo efeito positivo na modulagdo desses acidos
graxos de cadeia curta no ceco dos animais.

Os experimentos realizados nesta pesquisa constituem um indicativo de
que o consumo da farinha de yacon, por 28 dias, pode melhorar a saude éssea
dos animais por aumentar a resisténcia a fratura e a retengdo de minerais
(célcio, fosforo e magnésio) nos 0ssos.

Este estudo demonstrou que a farinha de yacon € um alimento com
potencial prebibtico por apresentar 25,7% de FOS. Devido a versatilidade que a
farinha possui de ser incorporada a varios tipos de produtos, o yacon nesta
forma pode contribuir para o desenvolvimento de varios alimentos com alegacéo
de propriedades funcionais, como por exemplo, alimentos simbidticos (prebibtio

+ probidtico).
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9. ANEXOS

9.1. Publicacgoes originais

9.1.1. Yacon como alimento funcional: fonte de prebiotico

Fabiana Carvalho Rodrigues, Jodo Thomas Borges, Ménica Ribeiro Pirozi,
Celia Lucia de Luces Fortes Ferreira
Prebioticos e probioticos: atualizacao e prospeccao. Rio de Janeiro: Editora Rubio,

capitulo 8, p. 130-143, 2010.

INTRODUCAO

O conceito da funcdo de alimento tem apresentado mudancas consideraveis
partindo da énfase na sobrevivéncia, satisfacdo da fome, manutencédo da saude
e chegando ao atual conceito que enfatiza o uso de alimentos que promovam
saude, bem-estar e ao mesmo tempo, diminuem o risco de doengas cronicas
como, por exemplo, as doencas cardiovasculares, alguns tipos de cénceres e
obesidade. Da mesma forma, o conceito saude como auséncia de doencga inclui
atualmente o bem-estar fisico, mental, fisiol6gico e assim o alimento passa a ter
um papel na qualidade de vida das pessoas.' Esse novo conceito de alimento,
como funcional, responde as necessidades do publico em geral, e em especial,
as necessidades dos idosos cujo contingente tem crescido em todo o mundo,
melhorando sua qualidade de vida. Essa tendéncia estabelece a relagdo do
alimento com nutricdo e saude, e tem justificado o aumento observado na

procura e na disponibilidade de alimentos funcionais nos mercados mundiais.

Este capitulo enfatiza a importancia atual dos alimentos funcionais e indica as

caracteristicas do yacon como alimento funcional, fonte de prebidtico.
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ALIMENTOS FUNCIONAIS

O conceito de alimentos funcionais surgiu no Japao em 1989, quando o governo
preocupado com o aumento nos gastos com saude publica induzidos pelo
aumento de doencas crbnicas e do contingente dos cidadaos de terceira idade,
prop6s a industria o desenvolvimento de alimentos que além de nutrir
apresentassem efeitos fisiolégicos, promovendo a manutencdo da saude e o
bem-estar da populagéo. Esse desafio culminou com a colocagdo no mercado
dos alimentos foshu — “alimentos com uso especial para a satde”.? Os alimentos

foshu e os novos conceitos de alimento e saude deram origem aos alimentos

funcionais no mundo ocidental.

Os alimentos funcionais incluem varios componentes, nutricionais ou nao, que
afetam o bem-estar do homem e sua saude, podendo diminuir os riscos de
determinadas doencas. Um alimento pode ser considerado funcional se for
demonstrado que além de nutrir afeta beneficamente uma ou mais fungdes no
organismo humano, promovendo seu bem-estar e/ou reduzindo risco de uma
doenca.>* No Brasil, segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) alimento funcional é definido como “alimento ou ingrediente que, além
das funcgbes nutricionais basicas, quando consumido como parte da dieta usual,
produz efeitos metabdlicos e/ou fisioldégicos e/ou efeitos benéficos a saude,

devendo ser seguro para consumo sem supervisdo médica”.’

Os alimentos/ingredientes funcionais s&o divididos em diferentes classes:
fitoestrégenos, acidos fendlicos, tidis, carotendides, proteinas de soja, micro-
organismos (dentre os quais probioticos), fibras dietéticas (dentre as quais os

ingredientes prebidticos).
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Prebiotico

O termo prebidtico foi primeiramente definido por Gibson & Roberfroid (1995)3
como “ingrediente alimentar ndo digerivel que afeta beneficamente o hospedeiro
por estimular seletivamente o crescimento e/ou a atividade de um ou de um
namero limitado de bactérias no célon”. Posteriormente, o termo foi redefinido
como ‘“ingrediente alimentar ndo digerivel pelo hospedeiro, seletivamente
fermentado no célon que permite mudancas especificas, ambas na composicao
e/ou atividade da microbiota gastrointestinal, conferindo beneficios & saude e
bem-estar do hospedeiro”.” De acordo com a FAO (Food and Agriculture
Organization — Organizagdo das Nacbes Unidas para Agricultura e

Alimentacao),® “

prebidtico € um componente alimentar ndo viavel que confere a
saude do hospedeiro beneficios associados a “modulacdo de sua microbiota”.
Além disso, esse componente ndo deve ser totalmente absorvido ou digerido no
intestino delgado, o que indica portanto, ser atuante no célon. Embora os

prebioticos atuem mais frequentemente no célon, podem ter algum impacto

sobre micro-organismos do intestino delgado.®

O mercado de prebidticos tem crescido rapidamente. Cerca de 400 prebibticos,
tém sido comercializados em escala mundial e aproximadamente 20 empresas
estdo produzindo esses prebidticos na forma de oligossacarideos e fibras.?
Embora estatisticas ndo estejam disponiveis sobre a comercializacdo desses
ingredientes no Brasil, na Europa em 2007, o mercado de prebibticos foi de 87
milhdes de euros, com previsdo de atingir em 2010 179,7milhdes de euros. Os
principais prebidticos atualmente disponiveis no mercado pertecem as classes

de: amido resistente, dissacarideo (lactitol, lactulose, xilitol), oligossacarideo
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(fruto-oligossacarideo [FOS], galacto-oligossacarideo [GOS], inulina, xilo-

oligossacarideos, oligossacarideos de soja).?

A maioria dos prebio6ticos pertence a categoria de fibras, cuja definicdo ainda
nao se encontra completamente estabelecida. Fibra tem sido considerado um
termo genérico para um grupo de compostos com diferentes estruturas
quimicas, diferentes propriedades fisicas e que diferem em seus efeitos

fisiolégicos.'

Caracteristicas prebidticas tém sido as vezes atribuidas a componentes
alimentares, como por exemplo, a oligossacarideos e polissacarideos, sem levar
em consideracao os critérios necessarios que os qualifiguem uma vez que nem
todos os carboidratos dietéticos tém efeitos prebiodticos. Uma substéancia para ser

considerada prebidtica devera atender alguns requisitos tais como:®

= Ser um componente alimentar ou um ingrediente quimicamente definido e

para o qual o efeito benéfico é atribuido.
= Ter um efeito benéfico mensuravel no hospedeiro.
= Na&o ser metabolizado pelo hospedeiro, mas por sua microbiota.

O principal grupo microbiano envolvido nos beneficios observados pela
presenga de prebidticos é o de bactérias bifidas que modulam beneficamente a
microbiota do célon.'> Como resultado de seu metabolismo priméario bactérias
bifidas acumulam principalmente acidos graxos de cadeia curta (AGCC) tais
como acetato e lactato. Além disso, a presenca de propionato, e butirato,
presentes em uma microbiota saudavel apresentam varias fungdes importantes
na manutencao da saude do hospedeiro, entre as quais, o antagonismo a

patdgenos e o estimulo a absor¢cdo de minerais, além de manter a renovacao
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epitelial. Dentre os principais efeitos benéficos atribuidos aos prebibticos

destacam-se:
= Efeito positivo no tratamento de encefalopatia hepatica.'
= Estimulo dos movimentos peristalticos.

= Estimulo da absorcdo de minerais como célcio (Ca),'® ferro (Fe)'® e

magnésio (Mg)."’

= Reducgéo de enzimas relacionadas a canceres no sistema digestério.®
Modulagdo da imunidade inata e adquirida.®

» Reducdo de doencas cardiovasculares.®

» Reducéao de patégenos intestinais.

= Estimulo de uma microbiota intestinal benéfica.?’

Os principais prebidticos comercializados atualmente estao na Tabela 8.1, sendo

que desses, FOS e inulina sdo os que acumulam maior nimero de estudos.
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Tabela 8.1. Principais prebio6ticos comercializados.

= Amido resistente

» Ciclodextrina*

» Fruto-oligossacariedo (FOS)
= Galacto-oligossacarideo (GOS)
= Gentio-oligossacarideo

» Glucosiloligossacarideo*

* |nulina

» |somalto-oligossacarideo

= Lactulose

= Lactossacarideo

= Oligossacarideo de malte*

= Oligossacarideo de soja

= Palatino-oligossacarideo

= Xilo-oligossacarideo

* Estimulam outros grupos microbianos além de bactérias bifidas.

Fonte: adaptada de Sako et al. (1999).%



Fruto-oligossacarideos (FOS) e inulina

Frutano € um polimero linear de sacarose, no qual uma unidade de frutose é
adicionada por meio de ligacédo beta- (2—1) a molécula de frutose da sacarose,
contendo uma molécula terminal de glucose. FOS e inulina apresentam a
mesma configuracdo molecular, com GP (degree of polymerization — grau de
polimerizacao), que varia de 2-60. Geralmente, FOS apresenta GP de 2 a 10, e
acima disso, tem-se a inulina.* Sdo encontrados naturalmente em vegetais e
plantas como alcachofra, raiz de chicéria, dalia, dente de ledo, alho, cebola,
banana, dentre outros. Como a quantidade nesses alimentos € pequena, o
consumo precisa ser elevado para se obter o efeito funcional esperado. No
entanto, FOS pode ser extraido desses alimentos e concentrado. Em escala
comercial é produzido a partir da sacarose, empregando-se uma
frutosiltransferase fungica (beta-frutofuronidase), originada de Aspergillus Niger
(A. Niger). Pode também resultar da hidrélise parcial da inulina, por meio de
endoglicosidases.?® Doses diarias de 5g tem sido indicadas como efetivas para

efeito prebiético.?*

O emprego e a utilizacdo de FOS e inulina como ingredientes alimentares tem
crescido consideravelmente devido também as suas caracteristicas de fibra, e
por nao interferirem nas propriedades sensoriais dos produtos. Além disso, tem
aumentado também o interesse na fortificacdo de alimentos com FOS e
praticamente todo alimento que contém carboidrato pode ser suplementado com
esse ingrediente.”® Um grande numero de bebidas lacteas, doces, balas,
sobremesas e geléias, principalmente as fabricadas no Japao, apresentam FOS

em sua formulagao.?® Embora o valor geralmente considerado para FOS seja de
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1,5 keallg — 6 kJ/g,%”?® o Advisory Committee do Reino Unido, recomenda o

valor de 2 kcal/g — 8 kJ/g."

Os principais efeitos de prebidticos estdao relacionados ao antagonismo a
patdgenos, a diminuicdo de substancias pré/procarcinogénicas, a absorcao de
minerais e a modulacdo benéfica da microbiota coldnica, dentre outros.?
Diversos estudos tém comprovado efeito benéfico do consumo de FOS e

inulina_15—17,30-33

A incorporacdo de FOS na dieta intensifica a viabilidade e adesédo de bactérias
benéficas no trato gastrointestinal, promovendo uma alteracdo benéfica dessa
microbiota, pois bactérias patogénicas como Escherichia coli (E. coli),
Clostridium perfringens (C. perfringens) e outras consideradas indesejaveis, sao
inibidas.® Essa inibicdo deve-se principalmente a diminuicdo do pH no limen
intestinal pelo acimulo de AGCC pela fermentacdo do prebidtico.>*>¢ Além
disso, a diminuicao na concentragdao de E. coli, Clostridium sp., Streptococcus
faecalis (S. faecalis) e S. Proteus, resulta em decréscimo de metabdlitos tdxicos

como aménia, indol, fendis e nitrosaminas.®’

Bouhnik (1996)*® demonstrou que a ingestdo de FOS, em doses de 12,5g/dia
durante trés dias (doses clinicamente toleradas), produz decréscimo na
contagem de anaerdbios totais nas fezes e diminuigdo de pH, diminuicdo da
atividade de nitrorredutases, e dos niveis séricos de colesterol e de lipidios
totais. Dados experimentais demonstraram que inulina e FOS afetam os
processos e variaveis envolvidos no metabolismo lipidico, podendo diminuir

riscos de doencas relacionadas ao distirbio lipidico, como aterosclerose.?

O efeito de FOS sobre a concentracdo de bifidobactérias em individuos com

neoplasias hematolégicas submetidos a tratamento quimioterapico foi estudado
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por Burigo et al. (2007)%* Esse estudo indicou que a suplementacgéo diaria com
12g, durante 15 dias promoveu um aumento significativo na quantidade de
bifidobactérias, interferindo na composicdo da microbiota intestinal, sem

alteragé@o do pH fecal.

Células tumorais hepaticas e mamarias foram implantadas em ratos e apés
administracdo de FOS observou-se reducdo no crescimento dos tumores,
quando comparado ao grupo-placebo.*® Como mecanismos indicados para os
efeitos observados tém sido citados a reducéo de glicose pelo FOS e as células
tumorais assim prejudicadas em seu aporte de energia ndao completam seu
desenvolvimento;*' a formagdo de AGCC, principalmente de butirato, esta
relacionada ao metabolismo de FOS.*® O butirato é considerado um potencial

agente antineoplasico.*?

A inibicdo da carcinogénese do colon pela administracdo de FOS foi
demonstrada em modelo murino onde lesdes pré-cancerigenas foram induzidas
em ratos. Reducgdes significativas das lesdes ocorreram apds administracao de
dieta contendo 10% de FOS.'® Alguns beneficios advindos do consumo de FOS

estdo resumidos na Figura 8.1.

/ \

A absorgdo de calcio Wcaries dentarias

A absorgéo de magnésio ¥ colesterol

# absorgdo Fe e Zn W glicose sanguinea
¥ pressdo sanguinea

Figura 8.1 Alguns beneficios advindos do consumo de fruto-oligossacarideos.
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YACON: CARACTERISTICAS E COMPOSICAO

Yacon (Smallanthus sonchifollius) € um tubérculo originado dos Andes, cultivado
em varios paises como no Peru, Coldmbia e Bolivia, em altitudes que variam de
mil a 3.200m acima do nivel do mar.*®* E também conhecido como um dos
“alimentos perdidos” dos Andes, que estad atualmente sendo recuperado pelo
interesse em sua importante caracteristica de acumular grandes quantidades de
oligofrutanos em suas raizes.** Essa extensa regido abriga muitos outros
alimentos, desconhecidos em outros continentes e muitos desses alimentos
ainda precisam ser redescobertos a luz da nova tendéncia mundial dos

alimentos funcionais.

De todas as plantas andinas que estdo sendo redescobertas, 0 yacon parece
apresentar o maior potencial comercial e tem atraido a atencdo mundial devido
as suas caracteristicas, como a grande capacidade de adaptacao em diferentes
condicdes climaticas, e até mesmo em solos pobres. E uma planta perene, com
raizes tuberosas subterraneas que variam em média de 100 a 2.000g, chegando
a produzir acima de 5kg tubérculo/planta.***® Seu rendimento no campo pode

variar entre 50 a 70t/ha.*"*®

O yacon tem a aparéncia de batata doce e o seu sabor tem sido descrito como
levemente adocicado, lembrando o sabor da melancia tendo a crocancia de uma
maca recém colhida.*® Nos mercados andinos, o yacon ndo se encontra junto
com batatas e tubérculo e por ser classificado como fruto, encontra-se junto as
magcas, abacaxis e outras frutas.®® A casca do yacon apresenta uma cor que
varia do marrom a uma tonalidade arroxeada, enquanto a por¢cdo comestivel

pode ser branca, amarela, laranja ou roxa, dependendo da variedade.”’
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No Brasil o cultivo comercial do yacon foi introduzido em 1991, em Capao Bonito
— S&o Paulo,® cujo interesse principal deveu-se ao seu potencial forrageiro,
principalmente como fonte de fibras sollUveis (oligossacarideos e inulina), e
insolaveis, concentradas nos érgaos subterraneos. A raiz colhida no final do
outono contém até 66% de oligofrutanos, em base seca, o que tem direcionado
a atencdo para o potencial de sua exploracdo comercial como prebiético.*® As
raizes contétm de 10% a 14% de matéria seca, sendo cerca de 90%
carboidratos. Além da predominancia de FOS, outros carboidratos presentes sao
frutose, glicose, sacarose e tragos de inulina.>® A proporcdo desses aclcares em
base seca € de 40% a 70% de FOS, 5% a 15% de sacarose, 5% a 15% de
frutose e a média para glucose é inferior a 5%.%' A variacdo na quantidade
encontrada depende da variedade estudada, do tempo de armazenamento e
época de colheita.** O yacon apresenta maior rendimento e maior concentragdo
de solidos solliveis totais, oligofrutanos, quando colhido no periodo entre a 312 e
352 semanas apés o plantio.>* Ao atingir a maturidade do tubérculo, a tendéncia

dos FOS é se degradarem em compostos menores até frutose e glicose livres.*?

A desidratacdo para obtengéo da farinha de yacon tem se mostrado interessante
nao s6 por aumentar a sua vida 0til, mas também por facilitar sua incorporacao

na formulacéo de bolos, biscoitos, doces, sucos, dentre outros.>*’

A Tabela 8.2. apresenta a composi¢cdo quimica da raiz de yacon in natura. A
elevada umidade faz com que o0 yacon seja suscetivel a alteragdes,
apresentando uma vida de prateleira curta, geralmente de sete dias a

temperatura ambiente.>®>°
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Tabela 8.2. Composigao quimica da raiz de yacon in natura (9/100g).

Nutrientes Grau & Rea Tanaka et al. Marangoni
(1997)%° (1998) © (2007)%°
Umidade 93a70 89,74 87,45
Proteinas 0,40a2 6,40 0,26
Lipidios 0,10a 0,30 0,8 0,10
Cinzas 0,3a2 0,9 0,15
Fibras 0,3a1,7 nd* 2,40
Carboidratos totais nd* 2,2 12,04**

* nd: ndo determinado; ** valor calculado por diferenca.

YACON ALIMENTO FUNCIONAL E FONTE DE PREBIOTICO

O yacon é um vegetal rico em compostos fenélicos como acido clorogénico,
acido fertlico e acido caféico, nas folhas e nas raizes, além de flavondides.?*%?
Esses compostos modulam a atividade de varios sistemas enzimaticos e atuam
principalmente protegendo a saude humana de estresses oxidativos. Ao

contrario da maioria de tubérculos e raizes, o yacon armazena essencialmente

FOS, principal componente bioativo, fonte de prebidtico.

Fruto-oligossacarideos estdo presentes no yacon em grandes quantidades,
constituindo aproximadamente de 60% a 70%, em base seca,® sendo esses de
baixo grau de polimerizacdo. Dados sobre a composicdo de carboidratos do

yacon estao indicados na Tabela 8.3.
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O vyacon apresenta maior rentabilidade (5,7t/ha) quando comparado com
Helianthus tuberosus (4,5t/ha), Chichorium inthybus (0,9t/ha) e Dalia sp (2,5t/ha)
plantas que frequentemente sdo utilizadas no processo de extracdo de
frutanos.®* Esse fato tem incentivado estudos para conhecer melhor os

compostos bioativos dessa planta.

Tabela 8.3. Carboidratos nas raizes do yacon.

Componente mg/g (peso seco)
Frutose 350,1 £42
Glucose 158,3 + 28,6

Sacarose 745+ 19
Inulina 135+04

Fonte: adaptada de Valentova et al. (2001). **

A atividade prebiética dos FOS contidos no yacon tem sido associada a efeitos

favoraveis a saude como:

= Alivio da constipacao.

= Aumento na absor¢ao de minerais.

= Fortalecimento do sistema imunolégico.

= Diminuigdo do desenvolvimento de cancer de célon.
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Além disso, 0 yacon contribui para a alimentagdo com compostos fendlicos e
doses razodveis de minerais, como por exemplo, de potassio.®> A Tabela 8.4

indica alguns efeitos fisiol6gicos relacionados ao consumo do yacon.

O efeito prebidtico do yacon foi constatado por Pedreschini et al. (2003),%® que
verificaram a utilizacdo de FOS por estirpes probidticas geralmente presentes no

colon.

Tabela 8.4. Alguns efeitos fisiolégicos relacionados ao consumo do yacon.

Forma de

administracao

Tipo de estudo

Efeito observado

Referéncias

Farinha Modelo animal T resisténcia éssea Lobo et al.
(ratos Wistar) (2009)%”
Farinha Modelo animal T absorcéo intestinal Lobo et al.
(ratos Wistar) e balanco de célcio (2007)**
Extrato aquoso Modelo animal T concentragéo de Aybar et al.
das folhas (ratos Sprague- insulina no plasma (2001)®8
Dawley)
Extratos a partir ~ Modelo animal T protegdo contra  Valentova et al.
da folhas (ratos Wistar)  estresse oxidativo e (2003)*°
! de glicose
hepatica
Xarope Estudo clinico T do efeito laxativo Geyer et al.
intestinal (2008)*°
Yacon in natura  Estudo clinico | do indice glicémico  Silva (2007)>
Xarope Estudo clinico { resisténcia Genta et al.
insulinica em (2009)"

mulheres obesas

T aumento {:diminuicao
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Estudos em modelo murino que avaliaram toxidez relacionada ao consumo de
yacon demonstraram que nenhuma alteracdo patolégica foi observada pelo
consumo de 340mg e 6.800 mg de FOS/kg de peso por dia oriundos do yacon,

por um periodo de quatro meses.”"

Embora grande parte de estudos com Yacon tenha demonstrado seu efeito
hipoglicémico e antioxidativo, estudos mais recentes tem explorado a sua
contribuicdo para controle da constipacdo, osteoporose, resistencia 6ssea e

efeito prebidtico,®

constatando o seu potencial para o controle de diversas
doencas crénicas. Indiretamente, o efeito do yacon na resisténcia éssea resulta
da modulagdo da microbiota que mantém um pH mais acido no coélon e com
isso, diminui perdas minerais. No entanto, mais estudos sdo necessarios para a

definicdo dos mecanismos de acao e de doses adequadas de ingestdo de yacon

para que a funcionalidade esperada possa ser inferida.

CONSIDERACOES FINAIS

O yacon esta listado entre os alimentos “esquecidos/perdidos” dos Andes mas
que, devido a demonstragdo de varios efeitos funcionais, interesse no seu
consumo tem ressurgido em varias partes do mundo. Ha pouco mais de duas
décadas passou a ser cultivado no Brasil e desde entdo tem sido comercializado
tanto em feiras locais como em alguns supermercados de grande porte. O seu
consumo esta relacionado a grande quantidade dos acucares soluveis, FOS e
inulina, armazenados nas raizes e ao efeito hipoglicémico e prebibtico desses

carboidratos.

Atualmente os ingredientes prebidticos comercializados resultam de extracao

e/ou concentracdo do componente prebidtico de vegetais como alcachofra e
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chicoria, dentre outros. No entanto, o yacon independe dessa extracdo e as
concentracdes presentes no vegetal in natura sdo suficientes para que possa ser
considerado um alimento funcional com atividade prebiética. O yacon é também
encontrado na forma de xaropes e desidratado na forma de farinha, o que

favorece o seu consumo durante todo o ano.

Embora muitos sejam os benéficos inferidos ao yacon, varios desses benéficos
ndo tém seus mecanismos conhecidos. Estudos clinicos bem delineados
estatisticamente, duplo cego com placebo e randomizados sao necessarios para
avaliagdo e entendimento dos efeitos benéficos. O entendimento desses
mecanismos é de suma importdncia para viabilizar a sua indicacdo pelos

profissionais de saude e para o processo de educagéao do consumidor.

Por ser um produto economicamente vidvel a popularizagdo do yacon poderia
contribuir para a saude publica por ser funcional e pelo potencial que apresenta

para prevencao e controle de algumas doencas cronico degenerativas.
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9.1.2. Farinha de vyacon (Sallanthus sonchifolius): producao e
caracterizacao quimica

Production and chemical characterization of yacon (Smallanthus sonchifolius)
flour
Artigo Original — Rev. Inst. Adolfo Lutz. 2011; 70(3):290-5
Fabiana Carvalho RODRIGUES, Adriano Simdes Barbosa CASTRO, Hércia

Stampini Duarte MARTINO, Célia Lucia de Luces Fortes FERREIRA

RESUMO

Os objetivos deste trabalho foram produzir farinha da polpa de yacon, avaliar a
viabilidade do processo e caracterizar sua composicao quimica. As analises da
composicdo centesimal foram realizadas de acordo com a metodologia da
AOAC. Os teores de fibras alimentares foram analisados pela técnica
enzimatico-gravimétrica, os acucares e fruto-oligossacarideos - FOS por
cromatografia liquida de alta eficiéncia, e os minerais por espectrofotometria de
emissao de plasma. De 115,5 Kg de yacon in natura foram produzidas 9,6 Kg de
farinha com a seguinte composicdo quimica: 6,9 g 100g" de umidade; 2,7 g
100g™' de proteinas; 0,15 g 100g™" de lipidios; 5,4 g 100g” de cinzas; 25,7 g
100g™' de oligofrutanos; 38,95 g 100g™' de carboidratos nao digeriveis; 0,05 g
100g™" de calcio; 0,21 g 100g' de fésforo e 0,18 g 100g"' de magnésio. O
processo de producédo da farinha favoreceu o aumento da vida util do yacon.
Torna-se também importante a disponibilidade de yacon no mercado na forma
de farinha para facilitar sua utilizagdo no preparo de produtos de panificacéo e,
ainda, para que esse produto seja encontrado em qualquer época do ano.
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Palavras-chave. Processamento de yacon, oligofrutanos, prebiético, andlise

centesimal.

ABSTRACT

This study aimed at producing flour from yacon root pulp and assessing the
process viability, and to characterize the chemical composition. The chemical
composition analyses were performed according to the AOAC. The dietary fiber
contents were analyzed by enzymatic-gravimetric methodology, the sugars and
FOS by high performance liquid chromatography and the minerals by
spectrophotometry for emission of plasma. From 115.5 kg of yacon in natura, 9.6
kg of flour were produced with the following composition: 6.9 g 100g™" of
moisture, 2.7 g 100g™" of protein, 0.15 g 100g™" of lipid, 5.4 g 100g™" of ash, 25.7 g
100g™" of oligofrutans, 38.95 g 100g™" of not digestible carbohydrates, 0.05 g
100g" of calcium, 0.21 g 100g"' of phosphorus and 0.18 g 100g" of
magnesium. The process for preparing the flour improved to lengthen the yacon
life. In addition, it is also essential the availability of yacon in flour format on the
market to facilitate its use for preparing bakery products, and allow it to be on
sale at any period the year.

Keywords. Processing of yacon, oligofrutans, prebiotic, chemical analyse.
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INTRODUCAO

O yacon (Smallanthus sonchifolius) € um tubérculo pertencente a familia
da Asteraceae, apresentando um sistema de raiz composto de 4 a 20
tubérculos. Ele é considerado um fruto de sabor doce e conhecido por suas
propriedades medicinais por contribuir na reducdo dos niveis de glicose
sanguinea, podendo ser consumido in natura (cru € em saladas) ou na forma
industrializada como suco, chips desidratados, farinha, xaropes, dentre outros'*.
Seu cultivo tem expandido em diversas regibes do mundo (Nova Zelandia,
Japao, Republica Checa, Coréia do Sul, Tailandia, Filipinas, Russia, Estonia,
etc.), e inclusive no Brasil, por ser de facil manejo e processamento, e
principalmente porque € fonte de componentes bioativos como
frutooligossacarideos (FOS) e compostos fendlicos®*.

Embora seja considerado um alimento tradicional na América do Sul, para
a Unido Européia o yacon é alimento novo, e, portanto, deve ser avaliado quanto
a seguranca antes de ser introduzido no mercado®. Isto tem estimulado o
interesse da comunidade cientifica na realizacdo de estudos que vao desde a
caracterizagdo da composicao quimica, propriedades tecnoldgicas, funcionais
até a realizacao de estudos clinicos e toxicoldgicos que comprovem a seguranga
quanto ao uso.

Dentre os componentes bioativos, o yacon apresenta cerca de 40 a 70%
de FOS em base seca’. Essa variagdo ocorre em fungdo do periodo em que o
yacon é colhido, da sazonalidade, clima, altitude, solo e o tratamento pés-
colheita®. Os FOS pertencem a classe dos frutanos e sdo carboidratos de origem
vegetal nao-digeriveis pelo organismo humano e, portanto, sdo compostos

bioativos classificados como fibras soltveis’ e atuam como prebiéticos, ou seja,
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como ingredientes ndo digeriveis que afetam beneficamente o hospedeiro pelo
estimulo seletivo do crescimento e, ou atividade de uma ou de um numero
limitado de bactérias no célon®.

Relatos na literatura cientifica evidenciam que a ingestdo de prebibticos
tanto em modelos animais quanto em humanos exercem um efeito bifidogénico
por favorecer o crescimento de bactérias benéficas no trato digestorio,
especialmente as do género Bifidobacterium™'®. Outros beneficios & satde tém
sido atribuidos aos prebidticos como o favorecimento do metabolismo 6sseo em
animais''; reducdo dos niveis de triacilgliceridios, insulina e glicose séricos em
ratos'? e modulacéo do sistema imune'®.

A umidade do yacon in natura é elevada, variando 69,5% a 92,7%", o
que contribui para sua rapida deterioracdo que advém da acdo de enzimas
polifenoloxidases que catalisam reacdes, resultando no escurecimento do yacon
e de seus produtos'®.

Dentre esses produtos, um dos principais é a farinha que tem se
mostrado bastante promissora ndo s6 por aumentar a vida Gtil do yacon, mas
também pela possibilidade de ser utilizada como ingrediente funcional na
formulagdo de diversos alimentos processados como bolos, biscoitos, doces,
paes e outros.

Diferentes metodologias tém sido utilizadas na producdo da farinha
yacon'®'”. No entanto, ainda ndo h4 uma padronizagdo do processo que permita
a producao em larga escala, o que é importante para viabilizar sua insercao na
agroindustria, uma vez que o0 yacon apresenta um maior valor agregado no
mercado que outros tipos de plantas como milho e mandioca. Diante disto, este
estudo teve como objetivos produzir uma farinha a partir da polpa de yacon,

avaliar a viabilidade do processo e caracterizar sua composi¢ao quimica.
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MATERIAL E METODOS

O yacon foi obtido no mercado local da cidade de Vigosa-MG no més de
agosto de 2009. Imediatamente apds sua aquisicdo as raizes foram
selecionadas, pesadas e submetidas ao processo de elaboracdo da farinha
conforme a metodologia de Marangoni'®, com adaptacdes. Apds lavagem e
sanitizacdo em 4gua clorada, o descascamento foi realizado com descascador
de vegetais e iniciou-se o tratamento com solucéao de citrato de sédio 0,5% por
15 minutos. Em seguida, foi fatiado em multiprocessador (Walita-RI7625) e
imerso em uma solugéo de bissulfito de sddio 0,5% por 15 minutos. O liquido foi
drenado com auxilio de um escorredor e a secagem foi realizada a 55°C/48
horas em secador de circulacdo de ar (Polidryer-DP) com capacidade média
para 60 kg de produto.

A producéo ocorreu em duas bateladas, sendo utilizado no total 115,5 kg
de yacon in natura. Ao final do processo de secagem o yacon foi triturado em
moedor do tipo cutter e depois em multiprocessador (Arno-PRC) a farinha foi
peneirada obtendo-se a granulometria maxima de 425 pum em peneira de 40
mesh (Abronzinox-PGB 97891). Pesou-se a quantidade de farinha obtida para
calculo do percentual de rendimento, sendo % R = (massa da farinha x
100)/peso liquido. A farinha foi embalada em sacos plasticos de 2 a 5 kg que

foram vedados e armazenados sob refrigeracéo.

Determinacao da composicao quimica
As farinhas obtidas nas duas bateladas de processamento foram
homogeneizadas para obtencdo de uma uUnica amostra realizacdo das analises

quimicas, conforme metodologias indicadas pela AOAC'™. A umidade foi
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determinada pelo método de secagem em estufa a 105°C até peso constante, a
proteina pelo método de Kjeldahl, utilizando-se o fator 6,25; os lipidios totais
foram analisados pelo método de extracdo com éter etilico em equipamento
Soxhlet e o teor de cinzas (residuo mineral fixo) pelo método de incineracdo em
mufla a 550°C. A fibra alimentar soluvel e insoluvel foram determinadas pelo
método enzimatico-gravimétrico da AOAC'®, utlizando-se kit dietary fiber total
(Sigma). Os carboidratos nao digeriveis foram calculados pelo somatério da
fracdo de fibra soluvel, insolavel e FOS. O valor cal6rico pela soma das calorias
fornecidas pelas proteinas, lipidios e carboidratos totais, descontando os
carboidratos nao digeriveis, utilizando-se os fatores de conversdo 4 kcal g, 9
kcal g e 4 kecal g, respectivamente?.

Oligofrutanos e o0s acucares (glicose, frutose e sacarose) foram
determinados por meio de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) em
cromatografo (Varian, Pro-Star 410), com duas bombas binarias e injetor
automatico (auto sampler 410), detector IR (indice de refracdo) e agua
desionizada ultrapura Milli-Q na fase movel, seguindo-se metodologia descrita
por Kaneko et al.?'. A coluna utilizada foi HPX 87P (BIO-RAD), fase estacionaria
de chumbo, com temperatura da coluna a 85°C e fluxo de 0,6 mL/min"'. Os
padrées utilizados foram frutose (Sigma), glicose e sacarose (Acros Organics);
oligofrutano comercial (85% de pureza). Para o preparo da amostra pesou-se 1g
e diluiu-se em 100 ml de 4gua destilada. Realizou-se a centrifugacédo a 12000
rpm por 10 minutos e filtracdo em membrana de decafluoreto de polivinil (PVDF)
da Milli Pore com 0,22 um de porosidade e 13 mm de didmetro, e em seguida, a
amostra foi injetada no cromatégrafo. A identificacdo de cada acucar foi
realizada comparando-se os tempos de retencéo obtidos para os padrdes e para

a amostra, analisados sob as mesmas condi¢bes cromatograficas. Para a
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quantificacdo dos compostos utilizou-se curvas analiticas construidas a partir de
concentracdes crescentes de solugdes padrao para cada agucar. Desse modo,
foi feita uma correlacdo linear entre as areas dos picos e as concentracoes
injetadas de cada composto. A equacao de regressao linear obtida para cada
padrao foi utilizada para quantificar o conteido dos acucares e oligofrutanos na
amostra.

Os teores dos minerais (calcio, fésforo e magnésio) foram determinados
por espectrofotometria de emissédo atémica com plasma acoplado indutivamente
(Perkin EImer-Optima 3300 DV), com limite de deteccéo de 0,02 ppb para calcio;
0,1 ppb para magnésio e 30 ppb para fésforo. O preparo da amostra foi
realizado conforme metodologia da AOAC'®. Apds pesagem de 1g da amostra
em tubo de ensaio, iniciou-se o processo de digestdo em acido nitrico
concentrado por 16 horas. O conteudo do tubo, uma vez resfriado a temperatura
ambiente, foi transferido para um baldo volumétrico de 50 mL, completando-se o
volume com agua deionizada e procedeu-se a determinacdo dos minerais no
espectrofotdmetro.

Os resultados da composicdo centesimal e minerais foram expressos
como média de trés replicatas, e fibra alimentar como média de duas replicatas.
De acordo com o conteudo do mineral encontrado a farinha foi classificada como
fonte deste nutriente. Isto foi realizado segundo os critérios estabelecidos pela
Portaria n? 27/1998 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)?,
sendo considerados como fonte os alimentos que contém no minimo 15% do

valor da ingestao diaria recomendada (IDR) para adultos.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Viabilidade do processamento da farinha

Durante o processamento do yacon, verificou-se um indice de perda de
7,5% (Tabela 1), sendo esta maior na segunda repeticdo. As perdas durante o
descascamento variam em funcdo do tamanho e morfologia das raizes
tuberosas, uma vez que no mercado estas sao comercializadas sem nenhuma
padronizacao. O processamento para producdo da farinha de yacon foi eficiente
para inibir o escurecimento enzimatico do produto, mesmo apds 6 meses de

armazenamento sob refrigeracao de 8° a 10°C.

Tabela 1. Processamento da polpa do yacon para obtencao da farinha.

Batelada 1 Batelada 2 Total Indice de

(k) (k) (k) perdas*
Yacon in natura 52,7 62,8 115,5
Perdas durante o descascamento 3,1 5,6 8,7 7,5%
Quantidade processada 49,6 57,2 106,8
Quantidade de farinha obtida 4.4 52 9,6

* Indice de perdas em relagdo a quantidade total processada.

O teor de umidade de 6,9% obtido apds a secagem (55°C/48 horas) esta
de acordo com a Portaria n® 354/96 do Ministério da Saude que estabelece no
maximo 15% de umidade para farinhas.®® Valores mais elevados foram
encontrados por Marangoni'® (15,4% de umidade; secagem a 60°C/72 horas) e
Rolim'” (13,2% de umidade; secagem a 55°C/24 horas). A variacdo do bindmio
tempo/temperatura usada na secagem do yacon influencia o teor de umidade da
farinha.
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As condicoes de processamento empregadas neste estudo
proporcionaram um percentual de rendimento de 9,0%, sendo este maior do que
o encontrado por Ribeiro® e Moscatto et al.'® que obtiveram 7,9% e 7,5%,
respectivamente. Apesar de ser maior que de outros estudos, o rendimento
obtido ainda é baixo, provavelmente em funcao do elevado conteudo de agua e
baixo teor de sélidos totais do yacon.

Para viabilizar o processo de producao da farinha de yacon e inseri-lo na
agroindustria tornam-se necessarios mais estudos para melhorar o sistema de
fabricacdo. Isto se justifica pelo fato do yacon atualmente ter um valor agregado
no mercado maior que outros tipos de plantas como milho e mandioca, devido
ao apelo de funcionalidade (prebiético). Além disso, a farinha apresenta como
vantagem a praticidade, facilidade para consumo e uso na elaboragdo de
diversos alimentos tais como produtos de panificagdo, barra de cereal, entre
outros, uma vez que esta poderd ser, no caso, encontrada em qualquer época

do ano, independente do periodo de safra.

Composicao quimica

A composicdo quimica da farinha de yacon € apresentada na Tabela 2.
Os teores de proteinas e umidade obtidos foram proximos aos de Vasconcelos
et al.?®, cuja matéria-prima usada na producéo da farinha foi adquirida no mesmo
mercado do presente estudo. Rolim'” obteve valores diferentes na composicéo
quimica da farinha de yacon: 4,2 g 100g™" de cinzas; 3,4 g 100g™" de proteinas;

0,19 g 100g™" de lipidios e 13,2% de umidade.
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Tabela 2- Composicdo quimica e valor calérico da farinha de yacon (g 100g™).

Componentes Teor
Umidade 6,9
Cinzas 5,4
Proteinas 2,7
Lipidios 0,15
Fibra alimentar soluvel (FS)* 2,72
Fibra alimentar insoluvel (FI) 10,53
Carboidratos n&o digeriveis' 38,95
Valor calérico (kcal g”') 195,75
Glicose 8,6
Frutose 21,1
Sacarose 16,3
Oligofrutanos (FOS)** 25,7
Calcio 0,05
Magneésio 0,18
Fésforo 0,21

*Fracao soluvel de fibra determinado pelo método enzimatico-gravimétrico.
**Fracao soluvel de fibra determinado pelo método HPLC.
1- Carboidratos néo digeriveis = FS + FI + FOS.

Segundo a Anvisa?® um alimento é fonte de um determinado nutriente
quando contribui no minimo com 15% da IDR. De acordo com nossos
resultados a farinha pode ser considerada fonte de fésforo e magnésio, por
fornecer 30% e 69,2% da IDR, respectivamente, para adultos. Ribeiro®* obteve
menor concentracdo desses nutrientes. As diferengas nas concentracdes da
composicdo centesimal e de minerais entre os estudos podem ocorrer em
funcdo das condicdes de cultivo como clima, altitude, regido e tipo de solo.

No presente estudo, o valor de fibra alimentar insoluvel (Tabela 2) foi

|.25

préximo ao encontrado por Ribeiro®*. Segundo Vasconcelos et al.?® a fragdo

soluvel é a soma do valor obtido pelo método enzimatico-gravimétrico mais os
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oligofrutanos detectados por HPLC. Os métodos enzimatico-gravimétricos
determinam apenas a fracdo soluvel da fibra com grau de polimerizacao (GP)
maior ou igual a 12, visto que tais fibras se solubilizam em alcool 78% e
possuem baixo peso molecular, sendo perdidas na etapa de filtragdo. Como o
yacon apresenta teor elevado de oligossacarideos de baixo GP (3-10
mondmeros), faz-se necessario empregar o método HPLC para detectar destes
compostos.

A farinha de yacon desenvolvida fornece um elevado teor de fibra
alimentar, especialmente a fracdo soluvel, podendo sugerir alegacdo de
funcionalidade, conforme Resolugdo n° 359/2003 da ANVISA.?® Os teores de
oligofrutanos encontrados no presente estudo (25,7 g 100g™') foram superiores
ao obtido por Vasconcelos et al.?® (19,4 g 100g™") e inferiores aos de Genta et
al.?’” (44,2 g 100g™"). Estas variagdes podem ocorrer devido ao periodo de
cultivo e da colheita, tempo de armazenamento e das condicdes de estocagem.

Lobo et al.?®

ao produzir uma farinha por meio do processo de liofilizacao,
obtiveram um maior teor de oligofrutanos (55,3 g 100g™"). Embora a liofilizacdo
seja um método de secagem mais eficiente do que a secagem em estufa, sua
utilizagcdo no processamento da farinha de yacon torna-se inviavel na economia
familiar por apresentar custo elevado.

O teor de oligofrutanos encontrado no yacon tem despertado o interesse
de muitos pesquisadores pelo fato deste ser um componente bioativo com
alegacdo de prebidtico®. Além disso, Oliveira e Nishimoto® relataram que ao
comparar o yacon com outras plantas freqiientemente utilizadas no processo de
extragdo de frutanos, como Helianthus tuberosus, Chichorium inthybus, Dalia

sp.; 0 yacon possui a vantagem de fornecer maior producgao de frutanos (5,7 t/ha

contra 4,5, 0,9 e 2,5 t/ha das espécies citadas, respectivamente).
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O yacon apresentou-se como uma fonte promissora de oligofrutanos,
podendo ser utilizado como ingrediente para produzir alimentos com efeitos
prebibticos e, ou simbidticos, ou seja, alimentos formulados com um prebidtico e

um probiético.

CONCLUSAO

As condicbes de processamento utilizadas neste estudo permitiram obter
uma farinha com 6,9% de umidade e rendimento de 9%. Por ter um conteludo
consideravel de oligofrutanos, a farinha de yacon apresentou-se como um
ingrediente funcional que pode ser utilizada pela industria de alimentos na
formulagdo de produtos prebidticos e simbibticos. Aléem das raizes de yacon
serem consumidas in natura, é importante também, que o yacon seja
disponibilizado no mercado na forma de farinha para facilitar sua utilizacdo no
preparo de produtos de panificacdo e permitir que ele seja encontrado em

qualquer época do ano.
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ABSTRACT

Yacon flour has been considered a food with prebiotic potential because of the high
levels of fructooligosaccharides, which allows for its use in formulating synbiotic foods.
The purpose of this study was to evaluate the effect of yacon flour and probiotic (B.
longum) on the modulation of variables related to bone health. Thirty-two Wistar rats
were divided into 4 groups: control, yacon flour, diet + B. longum, yacon flour + B.
longum. After euthanasia, the bones were removed for analysis of biomechanical
properties (thickness, length and strength of fracture) and mineral content (Ca, Mg and
P); the cecum was removed for analysis of the microbiota and short-chain fatty acids.
Tibia Ca, P and Mg content was significantly (P<0.05) higher in groups fed diet + B.
longum, yacon flour + B. longum than in the control group. An increase in fracture
strength was observed in the yacon flour (8.1%), diet + B. longum (8.6%) and yacon flour
+ B. longum (14.6%) in comparison to the control group. Total anaerobe and weight of
the cecum was higher (P<0.05) in rats consuming the yacon flour diet compared with the
other groups. Cecal concentration of propionate was higher in all experimental groups
compared with the control (P<0.05). Yacon flour in combination with B. longum helped
to increase the concentration of minerals in bones, an important factor in the prevention

of diseases such as osteoporosis.

KEY WORDS: Bifidobacteria; fructooligosaccharides (FOS); prebiotic.
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INTRODUCTION

The search for functional foods that reduce the risk of developing diseases such as
osteoporosis, hyperlipidemia and cancer has stimulated studies on alternative foods with
this potential. Among these foods is yacon (Smallanthus sonchifolius) which presents
bioactive components such as fructooligosaccharides (FOS)"2.

Yacon is a tuber belonging to the Asteraceae family.™* It has a high fructan
content with a low degree of polymerization (FOS) that ranges from 20% to 67% on a dry
basis. FOS are carbohydrates of plant origin indigestible to humans and classified as
soluble fibers that act as prebiotics.s’6 According to the Food and Agriculture
Organization (FAO)’ "prebiotics are nondigestible ingredients that beneficially affect the
host by selectively stimulating the growth and/or activity of one or a limited number of
bacteria in the colon."

In addition to studies of prebiotics, researchers have evaluated the effect of
probiotics and synbiotics on the bioavailability of minerals and the modulation of
intestinal microbiota.®'® Probiotics are "live microorganisms that, when administered in
adequate amounts, confer a health benefit to the host."'' A synbiotic is an "ingredient
and/or food that contains both probiotic and prebiotic components with demonstrated
benefits to human health".'?

In the studies available, the prebiotics evaluated are usually those of commercial
origin, extracted from chicory and artichokes of high cost.*'*'* However, yacon presents

> It is known that the

a low production cost and high productivity per hectare.'
predominant dietary fiber fraction in yacon is FOS, and therefore, it was selected for the
present study in order to evaluate the effects of FOS in yacon flour, which is responsible
for about two thirds of its prebiotic activity. Until now, this study was the only
assessment of yacon flour associated with probiotics. Thus, the objective here was to
determine the effect of yacon flour, associated with probiotic (Bifidobacterium longum
ATCC 15707), on modulation of the content of minerals in bones by taking into
consideration biomechanical properties. The concentrations of triglyceride, total

cholesterol and its fractions, short-chain fatty acids (SCFAs), pH cecal, microbiota of

cecal content and parameters of liver toxicity risk in the animals were also assessed.
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MATERIAL AND METHODS

Obtaining the yacon flour

Yacon (115,5 kg) was purchased on the local market (Vicosa/MG, Brazil) and
after selecting, washing, peeling and weighing the roots they were subjected to the flour
preparation process according to the methodology of Rodrigues et al.'® It was dried (48 h
at 55°C) in an airflow dryer (Polidryer-DP, Vigosa, Brazil). Chemical composition was
determined as indicated by the AOAC'” method, resulting in the following values per 100
grams: 6.9 g of moisture, 2.7 g of proteins, 0.15 g of fat, 5.4 g of ashes, 13.25 g of total
fibers, 8.6 g of glucose, 21.1 g of fructose, 16.3 g of sucrose and 25.7 g of FOS.

Source and concentration of the probiotic culture

The culture of Bifidobacterium longum (American Type Culture Collection -
ATCC 15707, Rockville, USA) was obtained by transplant of the culture deposited in the
Culture Collection of the Federal University of Vigosa (UFVCC, Vicosa, Brazil). After
thawing, it was then activated (1%) three consecutive times in MRS modified broth (De
Mann, Ragoso and Sharpe, Difco, Detroit, USA) with 0.075% agar, 0.02% sodium
carbonate, 0.01% calcium chloride dihydrate and 1% solution of 0.05% L-cysteine +
HCI. The culture was incubated (18-24 h at 37°C) in anaerobic jars (Gas Pak jar, Franklin
Lakes, USA).

For production of cell concentrate, 2% of the active culture was inoculated in 500
mL of MRS modified broth under the same incubation conditions as those described
above. After cell growth, the material was distributed in sterile polypropylene centrifuge
tubes followed by centrifugation at 2750 x g for 10 min at 4°C. This was followed by two
washes, then the pellet was resuspended in 100 mL of sterile phosphate buffer, pH 7.2.
The final pellet was resuspended in 10 mL of the same buffer (concentrate containing 10°

CFU mL™).

Animals and experimental diets

Thirty-two male Wistar rats (average weight, 109.9 + 6.27g) were obtained from
the Vivarium of the UFV. All experimental procedures were approved by the Ethics
Committee of the Veterinary Department of the UFV/MG. Animals were
individually housed in stainless steel wire-bottom cages in an environmentally

controlled room (22 + 2°C) with a 12 h light-dark cycle and received demineralized
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water ad libitum and AIN-93G based experimental diets'® for 28 days. Diet + B.
longum and yacon flour + B. longum groups received 0.1 mL concentrated of B. longum
via direct galvage daily containing 10° CFU mL" and the other groups received 0.1 mL
of demineralized water (Table 1).

TABLE 1

Contents of protein, dietary fiber, carbohydrates and lipids provided by the yacon
flour were considered to balance ingredients from the AIN-93G diet, so that all diets
were isocaloric. Calcium carbonate was added in order to meet 100% of the
recommendations for Ca in growing animals.'®
Experimental design

The animals were divided into 4 groups (n = 8) as follows: control AIN-93G diet
(C); yacon flour (Y); diet + B. longum (B); yacon flour + B. longum (YB). Food intake
was determined daily while body weight was determined weekly. The feed efficiency
(CEA) was determined as the weight gain/total food intake. At the end of the study, the
animals were euthanised in a CO, chamber, followed by assessment of liver function
variables, bone biomechanical properties, bone mineral content, lipid profile,

concentrations of cecum SCFAs, pH and target groups of intestinal microbiota.

Determination of serum biochemical dosages

After euthanasia, blood was collected from each animal by cardiac puncture. The
samples were centrifuged at 2,865 x g for 15 minutes (Fanem-204, Sdo Paulo, Brazil) to
obtain the serum required for analysis of variables related to liver injury (total protein,
albumin, alkaline phosphatase, alanine aminotransferase-ALT and aspartate
aminotransferase-AST) and evaluation of the lipid profile (total cholesterol, HDL-
cholesterol (HDL-c), LDL-cholesterol (LDL-c) and triglycerides). The ratios of total
cholesterol/HDL and LDL-c/HDL-c were also determined and the analyses were carried

out using automated enzymatic and colorimetric "Kits" (Bioclin, Belo Horizonte, Brazil).
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Evaluation of biomechanical properties and mineral content

The femur length, distance from the top edge of the head to the bottom edge of the
medial condyle, and the thickness, in the midpoint of the length measurement were
determined using a stainless steel caliper. The bone weight was measured on a digital
electronic scale (Marte-AS 2000C, Sao Paulo, Brazil). For analysis of bone fracture
resistance (fracture strength) we used the fracture test by three-points on the texturometer
TA.HDi Texture Analyser (Stable Micro System, Godalming, UK)."*%

Samples of tibia were prepared according to methodology recommended by
AOAC." Minerals (Ca, Mg and P) were determined by plasma emission
spectrophotometry (Perkin-Elmer Optima 3300 DV, Norwalk, USA) with a detection
limit of 0.02 ug g'1 for Ca, 0.1 ug g'1 for Mg, and 30 ug g for P.

Evaluation of the microbiota, weight, pH and concentrations of SCFAs in the cecum

The cecum of 4 animals per group were removed, weighed and submitted to
decimal dilutions using reduced sterile peptone water as the diluent. Samples were
submitted to pH determination with a pH meter (Bel Engineering-W3B, Monza, Italy).
Bifidobacteria were enumerated in modified MRS agar + 5% antibiotic solution and
incubated (72 h at 37°C) in anaerobic jars (Gas Pak jar, Franklin Lakes, USA),
lactobacilli were enumerated in Rogosa agar (Difco, Detroit, USA), and total anaerobes
were enumerated in Wilkins Chalgren agar (Difco, Detroit, USA) and were incubated at
37°C for 48 h in anaerobic jars. Mesophile aerobic in PCA (Plate Count Agar, Difco,
Detroit, USA) was incubated at 37°C for 24 h and enterococci in Enterococcus agar
(Difco, Detroit, USA) was incubated at 37°C for 48 h. The microbiological count was
expressed as log;o CFU g™

Samples for analysis of SCFAs (acetic acid, propionic and butyric) were
acidified with 500 uL. of meta-phosphoric acid at 25%, maintained at rest for 30
minutes at room temperature and centrifuged (CT15RE-Hitachi, Tokyo, Japan) at
16.100 x g (4°C, 30 min). Supernatant was then transferred to another micro tube.
Centrifugation followed for 20 minutes under the same conditions described
previously. This second supernatant was then used to determine the concentration of
SCFAs by gas chromatography,” in a chromatograph (Shimadzu-17A, Tokyo, Japan).
The chromatographic conditions were: column temperature 100°C for 5 minutes and
185°C for 10 minutes, injector and detector temperatures 220°C and 250°C, respectively,

and column flow 1.0 mL/minute.
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Statistical analysis
Data were interpreted by analysis of variance and treatment means were compared
using the Duncan test at 5% probability. All statistical analyses were performed using the

Statistical Analysis System (SAS) software ** version 9.2 licensed for UFV.

RESULTS

Weight gain, food intake and liver function variables

There was no difference (P>0.05) in weight gain (96.9 + 20.4 g), total food intake
(372.9 £ 29.38 g) or feed efficiency (0.2 £ 0.05) between groups after 28 days of the test
period. No symptoms of gastrointestinal disorders were observed. Consumption of yacon
flour, B. longum and combination diets did not affect the growth and development of
animals. In the B. longum group, the levels of total protein and albumin were higher
(P<0.05) than in the other treatments. However, the levels of ASL, AST and alkaline
phosphatase did not differ between groups (P>0.05) (Table 2).

TABLE 2

Biomechanical properties and bone mineral content

The absolute weight, thickness, length and strength of fracture of the femur did
not differ between experimental groups (P >0.05) (Table 3).

TABLE 3

The results of bone mineral content are presented in Table 4. Weight of the tibia
did not differ in any of the treatments (P>0.05). In the yacon flour group, the contents of
Ca, P and Mg did not differ from those of the control group, however, there was a
significant increase in these minerals observed in the animals fed B and YB diets
(P<0.05). The YB group presented a higher concentration of Ca and Mg than the yacon
flour group (P<0.05).

TABLE 4

Effect on microbiota, weight, pH and concentration of SCFA in the cecum

Mesoplile aerobes and enterococci counts in cecal contents of the animals did not
differ among the groups (P>0.05). The highest mesophile anaerobic count (P<0.05) was
attained by the Y group (Fig. 1.A) and the lowest lactobacilli count was observed in the
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YB group (log 4.94 CFU g') (Fig. 1.B). Although not significant (P>0.05), when
compared to the control (log 4.58 CFU g"), the absolute bifidobacteria counts were
higher in all the other treatments (log 5.07 CFU g for YB; log 4.95 CFU g for B and
log 4.79 CFU g™ for Y).

FIGURE 1

When all the groups are compared, the weight of the cecum was greatest (P<0.05)
in the animals fed the Y diet. Cecum weight from the animals receiving the YB diet was
higher (P<0.05) than that of the control and B groups. The pH of the cecal contents was
not affected by the different test diets (P>0.05). Concentration of acetate in the cecum did
not differ among groups; however, the levels of propionate were higher in all treatments
when compared to the control (P<0.05). Similarly, animals of the Y and B groups had a
higher concentration of butyrate than those of the control and YB groups (P<0.05) (Table
5).

TABLE 5

Effect on lipid profile

Table 6 presents the results of the lipid profile. Total cholesterol was lower
(P<0.05) in rats receiving the Y diet when compared to the other experimental groups;
however, in the B group, the concentration of total cholesterol was higher than the control
(P<0.05).

TABLE 6

The Y group differed from the others in relation to HDL-c, showing the lowest
value (P<0.05); however, among the B, YB and control groups, no significant differences
were detected. The different diets did not affect the total cholesterol/HDL ratio or
triglyceride levels (P>0.05). LDL-c levels in the animals that received the Y and YB
diets did not differ from the control; however, there was an increase of LDL-c in the B
group when compared to the other groups (P<0.05). In the Y and B groups the LDL-
c¢/HDL-c ratio was significantly higher than in the YB, but the B group did not differ
from the control (P>0.05). The YB group presented the lowest LDL-c/HDL-c ratio which

did not differ from the control.
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DISCUSSION

Throughout the experimental period the animals remained healthy and showed no
behavioral abnormalities. In the present study, there was no difference in indicators of
liver function (AST, ALT and alkaline phosphatase) indicating that consumption of the
experimental diets did not harm the activity of the liver. Although variations were
observed in levels of total protein and albumin in animals that received the B. longum
diet, the weight gain and CEA of these animals did not differ from the other experimental
groups (P>0.05) indicating absence of liver toxicity during the 28 days of
experimentation. Similar studies corroborate the absence of toxicity of yacon. GENTA et
al.” evaluated the toxicity of four month consumption of yacon flour containing FOS at
concentrations about 0.6% and 13.0% and similarly concluded no significant differences
in the concentrations of total proteins, albumin, AST, ALT, and alkaline phosphatase in
rats were found when compared to the control group.

Regarding the biomechanical properties, higher percentage fracture strength was
observed when compared to the control in the Y (8.1%), B (8.6%) and YB groups
(14.6%). From a clinical standpoint, this percentage in increased bone strength plays an
important potential role in preventing chronic diseases, such as osteoporosis, since it is
characterized by low bone mass and deterioration of bone tissue structure, which then
leads to bone fragility making one more susceptible to fractures.”* These findings have
also been obtained by LOBO et al.”> The authors, in assessing the prebiotic
characteristics of yacon at FOS concentrations of 5% and 7.5% for 27 days, in an animal
model, found a higher peak load and stiffness in the experimental animals receiving
yacon flour, and concluded that this feature might have contributed to the observed
strengthening of the bone structure of the femur.

In the present study, the animals fed B and YB diets had higher concentrations of
Ca, Mg and P in the tibia (P<0,05), and, since the Y group did not differ from the control
and considered together with the fracture strength data, these results suggest that the
probiotic might aggregate value to the yacon flour when these variables are taken into
account. In fact, studies have shown that even in the absence of prebiotics, probiotics can
positively influence bone growth due to the ability of these bacteria to synthesize
enzymes and various vitamins necessary for bone growth and matrix formation, such as

26,27

the vitamins D, C, K, folate and B complexes. In addition, bifidobacteria are

responsible for the production of SCFAs that act to reduce pH, favoring the
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solubilization of minerals and their absorption by the paracellular pathway.'**® In the
present study, no observed significant difference between the control group and the
probiotic in regards to the retention of minerals might be related to the dose and type of
FOS evaluated. Studies published in literature generally use commercial purified FOS,
but in this study, 4% FOS was used as present in a food matrix (yacon flour). Using
higher doses (7.5%), LOBO et a.l” found that consumption of FOS increased the
concentration of Ca in the femur and tibia of rats. Therefore, to obtain similar results, a
higher proportion of consumed yacon flour may be necessary. However, care should be
taken as high consumption of FOS might lead to flatulence and discomfort to the host.”
Results obtained herein suggest that addition of B. longum to the yacon flour appears to
be more interesting than the yacon flour alone in order to significantly increase the
concentration of minerals in the bones. Besides contributing to better bone health, the
association of a lower dose of the prebiotic in comparison to the probiotic might also
potentially contribute to decreased risk of gastrointestinal disorders due to the presence of
beneficial intestinal microorganisms.

In this study, the yacon flour group had a mesophilic anaerobic count higher than
the other groups, suggesting a modulation in the composition of the intestinal microbiota.
All test diets showed an increase in the concentration of propionate when compared to the
control. There was also an increase in butyrate concentration in animals of the B and Y
groups. These SCFAs act in maintaining colon health by providing energy to cells and
stimulating differentiation and proliferation of the epithelium, which can increase the

30,31

absorption capacity. The cecum weight was higher in animals receiving Y and YB

diets, probably due to the increase of biomass as a result of greater fermentation in this

site. Such trophic effects, observed in in vivo studies'*?

, might be a consequence of the
increasing production of SCFAs as a result of metabolic activity of intestinal microbiota,
which also favors an increase in absorptive area. Results of a similar study® are in
agreement with this study, since an increase in cecal contents was observed in rats that
consumed 5% and 7.5% of FOS in yacon flour. Recently, Weaver et al.* found a positive
correlation between cecal weight and Ca content in the femur, suggesting that the osmotic
effect, hypertrophy or permeability increase of enterocytes due to the consumption of
prebiotics might have been be involved in increased absorption of minerals. Therefore,

the cecum weight seems to be an important variable to be considered in the assessment of

bone health when probiotics and prebiotics are being considered.
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In the present experiment, when compared to the control, the lipid profile was
positively affected by the YB diet since: 1) HDL-C was 6.0% higher, ii) the ratio of total
cholesterol/HDL-C was 5.0% lower, ii1) LDL-C did not significantly differ, and iv) the
LDL-C/HDL-C ratio was significantly lower, by about 7.0%. Therefore, the data obtained
herein suggest that yacon flour associated with B. longum might contribute to the
maintenance of the lipid profile of the host, although conclusive studies can only be
considered when performed on specific models. In conclusion, the consumption of B.
longum and yacon flour + B. longum had a positive influence on retention of minerals,
increasing their concentrations in bones. It is suggested that further studies be performed
with yacon flour associated with B. longum using longer test periods in order to verify
whether the effects observed in this study actually have a lasting effect through

improvement of mineral metabolism and strengthening of the bone structure.
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TABLE 1. COMPOSITION OF THE EXPERIMENTAL DIETS (g 100g™)

Ingredients c! Y? B* YB*
Albumin’ 20 20 20 20
Dextrinized starch® 13.2 13.2 13.2 13.2
Sucrose’ 10 2.83 10 2.83
Soybean Oil® 7 7 7 7
Fiber (microfine cellulose)’ 8 4 8 4
Mineral mix without calcium'® 3.5 3.5 3.5 3.5
Vitamin mix'' 1 1 1 1
L-cystine' 0.3 0.3 0.3 0.3
Choline Bitartrate'’ 0.25 0.25 0.25 0.25
Corn starch'* 35.5 31.09 35.5 31.09
Yacon flour (FOS)" --- 15.6 --- 15.6
Calcium (CaCO;)" 1.25 1.25 1.25 1.25
Bifidobacteria'’ 0.1 mL 0.1 mL
Demineralized water 0.1 mL 0.1 mL - -——-
Caloric density (kcal g 3.54 3.32 3.54 3.32

1 - C: control diet AIN93-G.
2 -Y: yacon flour contains 4% FOS.
3 - B: diet + B. longum ATCC 15707.

4 - YB: yacon flour + B. longum

Brand/Supplier:

5,6 - Maximum/ARVE, Vicosa/MG - Brazil. 7 - Sugar Union/Market, Vigosa/MG - Brazil. 8§ - SOYA/Market,
Vigosa/MG - Brazil. 9,10,11,12,13,16 - Rhoster/SP - Brazil. 14 -Anchieta/Market, Vigcosa/MG - Brazil. 15- Department
of Food Technology - UFV/MG - Brazil. 17 — Laboratory of Lactic Cultures of Bioagro, UFV/MG — Brazil.
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TABLE 2. LIVER FUNCTION PARAMETERS IN THE SERUM OF WISTAR RATS

Variables c! Y? B’ YB* P value

Total protein (g/L) 60.20 + 4.34° 58.85 + 6.54° 70.26 + 4.49° 63.49 +3.42° 0.0003
Albumin (g/dL) 3.42+0.11° 3.43+0.21° 3.69 +0.13" 3.56 +0.15® 0.0044
AST (UI) 20429 +84.97  193.88+51.36 2235745492  213.57+4720  0.7952

ALT (UI) 39.12 + 13.58 37.25+4.03 4150+1520  34.62+1670  0.7672
Alkaline phosphatase (UI) ~ 156.88 +46.83  142.75+2589  148.00+29.71  139.12+32.63  0.7575

Average values + standard deviation. n=8. Significance (P < 0.05): Averages followed by the same letter in the row for

each variable do not differ by the Duncan test.
1 - C: control diet AIN93-G.

2 -'Y: yacon flour contains 4% FOS.

3 - B: diet + B. longum ATCC 15707.

4 - YB: yacon flour + B. longum

TABLE 3. BIOMECHANICAL PROPERTIES IN WISTAR RATS FEMURS

Variables c! Y? B’ YB* P value
Absolute weight (g)  0.60 + 0.04 0.63 +0.04 0.64 +0.04 0.64+0.04  0.2035
Thickness (mm) 4.60 +0.22 458 £0.32 442 +0.25 450+032  0.5643
Length (mm) 32,30 + 0,47 32.04 +0.87 32.27 +0.59 31.40+£0.95  0.0804

Force of fracture (N)* 92.35+11.19 99.86 +7.30 100.33 £9.60  105.81 +21.70  0.2876

Average values + standard deviation. n=8. Significance (P<0.05): Averages followed by the same letter in the row for

each variable do not differ by the Duncan test.
1 - C: control diet AIN93-G.

2 -Y: yacon flour contains 4% FOS.

3 - B: diet + B. longum ATCC 15707.

4 - YB: yacon flour + B. longum

*N - Newton
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TABLE 4. MINERAL CONTENT (%) IN THE TIBIA OF WISTAR RATS

Variables c! Y? B’ YB* P value
Bone weight (g) 0.45+0.03  0.47+0.04 0.45 +0.06 0.46 +0.02 0.6962
Calcium content 7.55+£120°  7.82+1.07° 9.50 +0.57°* 8.91+0.77° 0.0007

Phosphorus content 8.88+1.21° 9.18+1.09™ 10,75 + 1,42% 10.27 +£0.57® 0.0067
Magnesium content 0.62 +0.13° 0.66 +0.14° 0.80 +0.08" 0.82 +0.07° 0.0022

Average values + standard deviation. n=8. Significance (P<0.05): Averages followed by the same letter in the row for

each variable do not differ by the Duncan test.
1 - C: control diet AIN93-G.

2 -Y: yacon flour contains 4% FOS.

3 - B: diet + B. longum ATCC 15707.

4 - YB: yacon flour + B. longum

TABLE 5. CONCENTRATIONS OF SHORT CHAIN FATTY ACID (mmol/L), pH

VALUES AND CECUM WEIGHT OF WISTAR RATS

Variables c! Y? B’ YB* P value
pH 7.62+£0.34 7.41 £0.32 7.48 +£0.14 7.47 +£0.17 0.6031
Weight (g) 1.62 +0.05° 4.70 + 0.54* 1.96 +0.17° 2.72+0.24° 0.0001
Acetate 33.95+9.55 43.62 £16.19 41.82 £ 8.06 39.93 + 8.66 0.3492
Propionate 15.38 £ 6.96 31.30 £ 10.98" 25.83 £9.05" 2520 +7.31° 0.0095
Butyrate 7.37 +1.86 15.67 £4.51° 12.31 £4.42° 8.29 +1.41° 0.0001

Average values * standard deviation. n=8. Significance (P < 0.05): Averages followed by the same letter in the row for

each variable do not differ by the Duncan test.
1 - C: control diet AIN93-G.

2 -Y: yacon flour contains 4% FOS.

3 - B: diet + B. longum ATCC 15707.

4 - YB: yacon flour + B. longum
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TABLE 6. LIPID PROFILE (mg/dL) IN THE SERUM OF WISTAR RATS

Variables C! Y? B’ YB* P value
Total cholesterol 97.26 + 12.58" 80.89 £9.62°  117.46 +8.53"  103.15+22.58"  0.0030
HDL-c 39.97 £3.10° 32944379  44.86 +5.36" 42.37 +7.55 0.0003
Total 2.45+0.39 2.46 +0.26 2.63+0.21 2.33+0.32 22772
cholesterol/HDL
LDL-c 33.97 +7.00° 35.87+4.89"  44.36+7.03" 34.20 +3.47° 0.0034
LDL-c/HDL-c 0.85 +0.18" 1.10 £0.19° 1.00 £ 0.22*° 0.79 +0.17° 0.0112
Triglycerides 91.36 +21.23 80.48 +17.07 101.30 +13.98 85.35 +30.52 0.2701

Average values + standard deviation. n=8. Significance (P < 0.05): Averages followed by the same letter in the row for

each variable do not differ by the Duncan test.
1 - C: control diet AIN93-G.

2 - Y: yacon flour contains 4% FOS.

3 - B: diet + B. longum ATCC 15707.

4 - YB: yacon flour + B. longum
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FIG. 1. Control AIN-93G diet (C); yacon flour (Y); diet + B. longum (B); yacon flour + B. longum (YB).

Average values + standard deviation (vertical bar), n=4. Significance (P < 0.05): treatments with the same

letter do not differ by the Duncan test.
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9.2- DADOS BRUTOS DOS EXPERIMENTOS

9.2.1. Farinha de yacon com 4% de FOS, probiodtico (B. longum) e

simbiotico em modelo murino (estudo lil)

Dieta Repeticdo Pesoinicial Ganhode  Consumo total CEA
@ peso (9) (9

1 115,00 93,00 408,62 0,23

2 112,00 120,00 419,63 0,29

3 109,00 79,00 333,94 0,24

Controle' 4 112,00 80,00 356,99 0,22

5 104,00 115,00 338,23 0,34

6 103,00 108,00 295,64 0,22

7 109,00 75,00 403,88 0,27

8 128,00 77,00 375,25 0,21

média 111,50 93,38 366,52 0,25

1 112,00 76,00 332,68 0,23

2 115,00 89,00 372,96 0,24

3 112,00 87,00 391,87 0,22

Prebiético® 4 110,00 106,00 406,24 0,26

5 98,00 85,00 323,41 0,26

6 103,00 99,00 357,12 0,28

7 104,00 87,00 358,88 0,24

8 109,00 172,00 385,51 0,45

média 107,88 100,13 366,08 0,27

1 106,00 95,00 391,68 0,24

2 101,00 102,00 377,71 0,27

3 106,00 96,00 383,05 0,25

Probiético® 4 110,00 107,00 395,96 0,27

5 113,00 114,00 375,86 0,28

6 113,00 93,00 408,35 0,23

7 110,00 100,00 377,20 0,27

8 118,00 106,00 380,82 0,24

media 109,63 101,63 386,33 0,26

1 118,00 114,00 401,47 0,28

2 110,00 84,00 358,18 0,23

3 113,00 96,00 394,09 0,24

Simbiético* 4 106,00 91,00 377,12 0,24

5 106,00 110,00 377,44 0,29

6 113,00 105,00 392,56 0,27

7 101,00 56,00 352,30 0,16

8 118,00 83,00 326,89 0,17

média 110,63 92,38 372,51 0,24

1-Controle: dieta AIN93-G.

2-Prebiético (farinha de yacon com 4% FOS).

3- Probiético (Bifidobacterium longum ATCC 15707)
4- Simbiético (prebidtico + probidtico).

149



Forca fratura

Comprimento  Espessura Peso fémur
Dieta Repeticdao fémur (mm)  fémur (mm) fémur (g) (m kg s?)
1 32,47 4,42 0,56 82,63
2 33,10 4,13 0,67 86,97
3 32,60 4,60 0,56 103,23
Controle' 4 32,18 4,73 0,60 80,60
5 31,75 4,72 0,58 89,73
6 31,62 4,73 0,58 101,15
7 32,38 4,83 0,64 83,73
8 32,32 4,65 0,63 110,75
média 32,30 4,60 0,60 92,35
1 32,35 4,88 0,57 85,58
2 32,55 4,13 0,66 102,34
3 32,47 4,22 0,65 99,99
Prebittico® 4 32,90 4,22 0,66 106,02
5 30,10 4,80 0,69 98,92
6 31,57 4,75 0,60 97,02
7 32,28 4,77 0,60 98,47
8 32,08 4,85 0,63 110,51
média 32,04 4,58 0,63 99,86
1 32,20 4,47 0,63 89,52
2 32,05 4,78 0,58 114,43
3 32,85 4,25 0,68 92,48
Probiético® 4 32,65 4,38 0,71 110,14
5 32,35 4,78 0,61 91,65
6 31,40 4,22 0,63 103,14
7 33,08 4,12 0,63 107,30
8 31,55 4,33 0,66 94,02
média 32,27 4,42 0,64 100,34
1 31,40 4,87 0,64 140,73
2 31,32 4,72 0,60 121,74
3 31,40 4,12 0,63 107,56
Simbistico* 4 30,38 4,20 0,62 103,85
5 32,67 4,20 0,70 84,59
6 32,83 4,32 0,69 116,10
7 31,02 4,82 0,65 70,57
8 30,18 4,78 0,59 101,37
média 31,40 4,50 0,64 105,82

1-Controle: dieta AIN93-G.

2-Prebidtico (farinha de yacon com 4% FOS).

3- Probiético (Bifidobacterium longum ATCC 15707)
4- Simbiético (prebidtico + probidtico).
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Dieta Rep. Pesotibia Foésforo  Calcio Magnésio Acetato Propionato Butirato
(9) (%) (%) (%) (mmol/L) (mmol/L) (mmol/l)
1 0,47 7,83 6,65 0,55 41,12 18,71 6,91
2 0,48 8,92 8,76 0,67 31,24 16,82 8,20
3 0,44 8,97 7,48 0,63 20,72 7,94 6,24
Controle’' 4 0,44 6,80 5,10 0,39 40,01 19,31 3,69
5 0,40 8,96 7,84 0,66 19,88 8,06 8,96
6 0,45 8,74 7,82 0,67 38,81 16,71 8,58
7 0,43 10,50 7,90 0,84 33,82 8,01 9,43
8 0,48 10,36 8,82 0,59 46,04 27,46 6,95
média 0,45 8,88 7,55 0,62 33,96 15,38 7,37
1 0,48 7,51 6,12 0,59 60,74 37,28 16,97
2 0,53 8,00 6,46 0,68 51,11 26,86 14,96
3 0,39 9,49 7,83 0,46 60,10 36,51 18,05
Prebittico® 4 0,46 9,18 7,82 0,68 57,97 53,55 18,97
5 0,47 8,63 7,84 0,84 32,36 25,96 9,63
6 0,47 10,75 9,20 0,85 23,87 23,37 22,75
7 0,45 10,00 8,55 0,73 41,23 28,53 14,35
8 0,50 9,91 8,73 0,48 21,56 18,39 9,73
média 0,47 9,18 7,82 0,66 43,62 31,31 15,68
1 0,45 9,97 9,09 0,73 44,52 28,02 15,73
2 0,46 10,06 9,03 0,74 45,45 25,47 14,13
3 0,38 11,03 9,96 0,84 36,11 27,32 15,55
Probiético® 4 0,52 9,98 9,24 0,74 55,75 44,00 18,76
5 0,33 14,08 10,56 0,93 33,69 17,29 6,19
6 0,47 10,47 9,55 0,86 34,39 15,04 10,38
7 0,47 9,69 8,85 0,71 48,89 29,51 10,43
8 0,50 10,72 9,74 0,86 35,77 20,03 7,33
média 0,45 10,75 9,50 0,80 41,82 25,83 12,31
1 0,49 9,99 9,27 0,82 51,62 40,89 7,87
2 0,45 11,28 9,71 0,96 38,00 27,76 7,29
3 0,47 10,78 9,69 0,85 36,84 28,71 9,40
Simbiético* 4 0,46 10,04 8,93 0,74 35,72 21,87 11,16
5 0,50 9,49 7,58 0,83 54,34 18,51 7,17
6 0,43 10,55 8,04 0,76 33,32 23,24 8,32
7 0,45 9,84 8,71 0,77 29,64 19,50 6,84
8 0,44 10,16 9,35 0,84 39,93 21,14 8,29
média 0,46 10,27 8,91 0,82 39,93 25,20 8,29

1-Controle: dieta AIN93-G.

2-Prebiético (farinha de yacon com 4% FOS).

3- Probiético (Bifidobacterium longum ATCC 15707)
4- Simbidtico (prebidtico + probidtico).
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Colesterol HDL-c  LDL-c Triacilglicer6is Colesterol/HDL-c  LDL-c/HDL-c
Dieta Rep. (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
1 93,00 43,00 31,50 78,80 2,16 0,73
2 124,10 39,70 44,10 129,10 3,13 1,11
3 87,20 41,70 33,30 106,70 2,09 0,80
Controle' 4 91,60 37,10 40,50 72,10 2,47 1,09
5 82,90 39,10 27,90 68,70 2,12 0,71
6 98,80 43,70 29,70 81,00 2,26 0,68
7 98,10 41,10 40,50 85,50 2,39 0,99
8 102,40 34,40 24,30 109,00 2,98 0,71
média 97,26 39,98 33,98 91,36 2,45 0,85
1 81,40 35,80 31,50 102,30 2,27 0,88
2 82,20 29,10 38,70 57,60 2,82 1,33
3 92,30 33,10 40,50 86,60 2,79 1,22
Prebidtico> 4 67,70 29,10 29,70 83,30 2,33 1,02
5 84,30 33,80 4410 63,10 2,49 1,30
6 91,60 40,40 33,30 75,40 2,27 0,82
7 81,40 31,10 35,87 104,50 2,62 1,15
8 66,20 31,10 33,30 71,00 2,13 1,07
média 80,89 32,94 35,87 80,48 2,47 1,10
1 116,90 43,00 54,90 100,00 2,72 1,28
2 116,90 40,40 51,30 113,40 2,89 1,27
3 107,50 45,70 35,10 112,30 2,35 0,77
Probidtico®> 4 115,50 42,40 44,10 84,40 2,72 1,04
5 119,10 49,00 35,10 122,40 2,43 0,72
6 122,00 47,00 47,70 84,40 2,60 1,01
7 134,30 54,30 44,35 101,30 2,47 0,82
8 107,50 37,10 42,30 92,20 2,90 1,14
média 117,46 44,86 44,36 101,30 2,64 1,01
1 106,80 48,30 33,30 62,00 2,21 0,69
2 110,40 38,40 38,70 104,50 2,88 1,01
3 85,80 43,70 29,70 45,30 1,96 0,68
Simbidtico* 4 87,20 33,80 35,10 138,00 2,58 1,04
5 86,50 44,40 29,70 65,40 1,95 0,67
6 105,30 44,40 38,70 106,70 2,37 0,87
7 90,10 42,40 33,30 67,60 2,13 0,79
8 153,10 59,60 35,10 93,30 2,57 0,59
média 103,15 44,38 34,20 85,35 2,33 0,79

1-Controle: dieta AIN93-G.

2-Prebiético (farinha de yacon com 4% FOS).
3- Probiético (Bifidobacterium longum ATCC 15707)

4- Simbidtico (prebidtico + probidtico).
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Aerobios Anaerbbios
Enterococos mesofilos log Bifidobactérias estritos e Lactobacilos pH Peso
Dieta Rep. log (UFC/g) (UFC/g) log (UFC/g) facultativos  log (UFC/g)  cecal cecal (g)
log (UFC/g)

1 4,20 4,54 3,84 4,94 6,68 742 466

2 5,08 5,20 5,32 5,36 6,25 816 157

Controle' 3 5,15 5,15 4,58 5,18 5,91 751 458
4 4,18 4,32 4,58 4,28 6,15 792 457

média 4,65 4,80 4,58 4,94 6,25 765 1,62

1 4,90 4,18 4,92 5,98 6,15 750 442

2 4,91 4,25 5,63 6,52 5,60 7,70 446

Prebidtico® 3 5,28 5,38 5,18 5,92 6,36 7,50 4,41
4 4,08 4,45 3,40 6,43 6,04 6,95 5,51

média 4,79 457 4,78 6,21 6,04 7,41 4,70

1 4,96 5,08 6,69 6,11 6,63 7,55 1,77

2 4,36 4,92 5,41 4,97 6,49 7,44 1,92

Probiotico® 3 3,65 5,32 3,74 4,94 6,15 760 217
4 4,15 4,59 3,98 4,38 6,36 728 200

média 4,28 4,98 4,96 5,10 6,41 747 1,96

1 5,25 5,25 5,04 5,23 4,78 7,34 2094

2 4,87 5,00 4,68 5,08 4,81 7,56 2,52

Simbiético* 3 5,15 4,62 5,50 5,50 4,94 732 252
4 3,99 4,50 5,07 5,08 5,23 768 291

média 4,82 4,84 5,07 5,22 4,94 748 272

1-Controle: dieta AIN93-G.

2-Prebiético (farinha de yacon com 4% FOS).
3- Probiético (Bifidobacterium longum ATCC 15707)
4- Simbiético (prebidtico + probidtico).
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9.2.2. Efeito da farinha de yacon com 4% e 8% de FOS, em dieta com 100%
ou 75% das recomendacoées de calcio em modelo murino (estudo Il)

Dieta Rep. Peso tibia (g)  Fésforo (%) Calcio (%) Magnésio (%)
1 0,47 7,83 6,65 0,55
2 0,48 8,92 8,76 0,67
3 0,44 8,97 7,48 0,63
100% célcio 4 0,44 6,80 5,10 0,39
5 0,40 8,96 7,84 0,66
6 0,45 8,74 7,82 0,67
7 0,43 10,50 7,90 0,84
8 0,48 10,36 8,82 0,59
média 0,45 8,88 7,55 0,62
1 0,48 7,51 6,12 0,59
2 0,53 8,00 6,46 0,68
3 0,39 9,49 7,83 0,46
100% célcio + FY* 4 0,46 9,18 7,82 0,68
com 4% de FOS 5 0,47 8,63 7,84 0,84
6 0,47 10,75 9,20 0,85
7 0,45 10,00 8,55 0,73
8 0,50 9,91 8,73 0,48
média 0,47 9,18 7,82 0,66
1 0,40 12,05 10,93 0,94
2 0,47 7,81 6,83 0,50
3 0,53 7,92 6,71 0,61
100% caélcio + FY 4 0,36 11,85 10,74 0,38
com 8% de FOS 5 0,48 8,28 7,40 0,61
6 0,43 10,64 9,39 0,88
7 0,50 9,37 8,45 0,64
8 0,38 11,00 10,09 0,79
média 0,44 9,86 8,82 0,67
1 0,46 9,48 8,28 0,76
2 0,48 7,85 6,73 0,64
3 0,45 6,58 5,06 0,44
75% célcio 4 0,47 7,77 6,65 0,63
5 0,47 6,52 5,10 0,45
6 0,44 9,39 8,29 0,78
7 0,48 9,00 7,83 0,76
8 0,44 9,06 8,14 0,75
média 0,46 8,21 7,01 0,65
1 0,44 7,77 9,32 0,62
2 0,44 8,20 6,57 0,68
3 0,43 10,78 9,78 0,82
75% célcio+ FY 4 0,41 9,62 8,22 0,82
Com 4% de FOS 5 0,43 8,93 7,47 0,69
6 0,45 9,50 8,49 0,81
7 0,48 9,79 8,49 0,85
8 0,43 10,78 9,15 0,92
média 0,44 9,42 8,44 0,78
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Dieta Rep. Peso tibia (g)  Fosforo (%) Calcio (%) Magnésio (%)
2 0,46 8,12 9,44 0,63
3 0,48 10,18 8,55 0,79
75% célcio 4 0,53 9,11 7,98 0,80
o 5 0,48 9,61 8,51 0,86
FY +8% de 6 0,51 9.32 8.20 0.88
FOS 7 0,43 10,35 8,92 0,90
8 0,41 11,10 9,41 0,86
média 0,47 9,51 8,48 0,79

*FY — Farinha de yacon.
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Forca fratura

Peso inicial Ganhode  Consumo total CEA Comprimento Espessura Peso fémur
Dieta Rep. (@) peso (g) (9) fémur (mm)  fémur (mm) fémur(g) (M kg 3'2)
1 115,00 93,00 408,62 0,23 32,47 4,42 0,56 82,63
2 112,00 120,00 419,63 0,29 33,10 4,13 0,67 86,97
3 109,00 79,00 333,94 0,24 32,60 4,60 0,56 103,23
100% calcio 4 112,00 80,00 356,99 0,22 32,18 4,73 0,60 80,60
5 104,00 115,00 338,23 0,34 31,75 4,72 0,58 89,73
6 103,00 108,00 295,64 0,22 31,62 4,73 0,58 101,15
7 109,00 75,00 403,88 0,27 32,38 4,83 0,64 83,73
8 128,00 77,00 375,25 0,21 32,32 4,65 0,63 110,75
média 111,50 93,38 366,52 0,25 32,30 4,60 0,60 92,35
1 112,00 76,00 332,68 0,23 32,35 4,88 0,57 85,58
2 115,00 89,00 372,96 0,24 32,55 4,13 0,66 102,34
3 112,00 87,00 391,87 0,22 32,47 4,22 0,65 99,99
100% calcio + FY 4 110,00 106,00 406,24 0,26 32,90 4,22 0,66 106,02
com 4% de FOS 5 98,00 85,00 323,41 0,26 30,10 4,80 0,69 98,92
6 103,00 99,00 357,12 0,28 31,57 4,75 0,60 97,02
7 104,00 87,00 358,88 0,24 32,28 4,77 0,60 98,47
8 109,00 172,00 385,51 0,45 32,08 4,85 0,63 110,51
média 107,88 100,13 366,08 0,27 32,04 4,58 0,63 99,86
1 112,00 108,00 321,18 0,27 31,33 4,25 0,70 110,52
2 103,00 94,00 403,15 0,20 30,45 4,77 0,61 117,08
3 110,00 102,00 353,17 0,25 30,45 4,13 0,59 133,86
100% calcio + FY 4 104,00 70,00 355,47 0,20 31,25 4,65 0,67 94,77
com 8% de FOS 5 109,00 88,00 332,07 0,25 31,13 4,25 0,62 95,26
6 111,00 79,00 371,88 0,24 32,87 4,82 0,61 103,09
7 114,00 100,00 387,60 0,27 32,50 4,82 0,64 97,10
8 117,00 89,00 406,56 0,23 32,28 4,60 0,67 120,08
média 110,00 91,25 366,39 0,24 31,53 4,54 0,64 108,97
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Forca fratura

Peso inicial Ganhode  Consumo total CEA Comprimento Espessura Peso fémur
Dieta Rep. (@) peso (9) (9) fémur (mm)  fémur (mm)  fémur(g)  (m kg s®)
1 115,00 93,00 408,62 0,23 32,47 4,42 0,56 82,63
1 102,00 92,00 393,82 0,23 32,82 4,12 0,60 85,47
2 114,00 103,00 382,10 0,27 32,78 4,35 0,62 109,47
3 111,00 98,00 374,85 0,26 32,22 4,27 0,61 96,96
75% calcio 4 112,00 92,00 376,04 0,25 31,30 4,92 0,65 104,40
5 99,00 82,00 406,52 0,27 32,87 4,90 0,64 107,30
6 104,00 96,00 365,00 0,23 31,15 4,85 0,55 98,38
7 109,00 80,00 392,81 0,24 32,25 4,73 0,58 85,49
8 110,00 102,00 368,51 0,22 32,77 4,87 0,60 84,44
média 107,63 93,13 382,46 0,25 32,27 4,62 0,61 96,49
1 112,00 88,00 343,47 0,26 32,43 4,18 0,65 119,98
2 110,00 78,00 381,67 0,20 32,27 4,23 0,63 90,78
3 111,00 93,00 367,59 0,25 31,92 4,63 0,64 111,34
75% calcio + FY* 4 117,00 78,00 346,76 0,23 32,88 4,38 0,63 77,98
com 4% de FOS 5 102,00 100,00 396,45 0,25 30,42 4,38 0,59 96,90
6 105,00 83,00 374,54 0,22 31,98 4,10 0,58 103,59
7 108,00 95,00 408,80 0,23 32,12 4,27 0,62 93,59
8 99,00 66,00 306,56 0,22 31,78 4,30 0,60 81,23
média 108,00 85,13 365,73 0,23 31,97 4,31 0,62 96,92
1 110,00 109,00 417,61 0,26 31,82 4,38 0,62 93,72
2 111,00 86,00 358,75 0,24 32,05 4,20 0,57 119,60
3 114,00 110,00 409,18 0,27 32,62 4,45 0,62 139,49
75% calcio + FY 4 106,00 94,00 355,63 0,26 32,52 4,17 0,59 119,85
com 8% de FOS 5 112,00 57,00 328,30 0,17 32,68 4,83 0,61 99,53
6 117,00 94,00 378,46 0,25 32,50 4,10 0,62 86,79
7 101,00 88,00 391,00 0,23 30,32 4,63 0,51 99,44
8 102,00 68,00 360,71 0,19 30,27 4,77 0,51 94,36
média 109,13 88,25 374,96 0,23 31,85 4,44 0,58 106,60
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Dieta Rep. Proteina  Albumina  AST ALT  Colesterol HDL-c  LDL-c Triacilglicerois
total (g/L) (g/L) (un (un (mg/dL)  (mg/dL)  (mg/dL) (mg/dL)
1 63,90 3,32 395,00 52,00 93,00 43,00 31,50 78,80
2 68,30 3,47 229,00 17,00 124,10 39,70 44,10 129,10
3 54,80 3,27 203,00 33,00 87,20 41,70 33,30 106,70
100% célcio 4 58,20 3,36 138,00 61,00 91,60 37,10 40,50 72,10
5 62,40 3,61 142,00 41,00 82,90 39,10 27,90 68,70
6 58,00 3,45 190,00 31,00 98,80 43,70 29,70 81,00
7 57,80 3,39 204,28 44,00 98,10 41,10 40,50 85,50
8 58,20 3,48 133,00 34,00 102,40 34,40 24,30 109,00
média 60,20 3,42 204,29 39,13 97,26 39,98 33,98 91,36
1 73,90 3,87 194,00 39,00 81,40 35,80 31,50 102,30
2 53,00 3,42 146,00 46,00 82,20 29,10 38,70 57,60
3 58,50 3,49 264,00 34,00 92,30 33,10 40,50 86,60
100% calcio 4 60,20 3,45 207,00 38,00 67,70 29,10 29,70 83,30
+4% FOS 5 56,70 3,32 207,00 36,00 84,30 33,80 44,10 63,10
6 54,30 3,14 255,00 36,00 91,60 40,40 33,30 75,40
7 58,70 3,43 115,00 33,00 81,40 31,10 35,87 104,50
8 55,50 3,36 163,00 36,00 66,20 31,10 33,30 71,00
média 58,85 3,44 193,88 37,25 80,89 32,94 35,87 80,48
1 56,80 3,35 111,00 22,00 79,30 38,40 31,50 117,90
2 56,60 3,24 234,00 36,00 70,60 33,10 29,70 78,80
3 67,70 3,69 229,00 26,00 96,60 41,70 44,10 56,40
100% calcio 4 56,00 3,38 181,00 37,00 88,70 29,80 45,90 43,00
+ 8% FOS 5 60,80 3,36 124,00 31,00 103,20 35,10 45,90 72,10
6 51,70 3,19 181,00 32,00 93,00 42,40 38,70 72,10
7 52,30 3,27 163,00 22,00 65,50 31,10 22,50 78,80
8 53,30 3,24 225,00 32,00 98,80 31,80 35,10 87,70
média 56,90 3,34 181,00 29,75 86,96 35,43 36,68 75,85
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Dieta Rep. Proteina Albumina  AST ALT  Colesterol HDL-c  LDL-c Triacilglicerois
total (g/L) (g/L) (un (un (mg/dL)  (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)

1 57,80 3,45 225,00 44,00 95,90 3580 35,10 114,60

2 52,80 3,40 251,00 35,00 80,70 25,80 38,70 57,60

3 56,30 3,32 175,00 39,00 72,80 36,40 31,50 105,60

75% calcio 4 54,80 3,53 286,00 37,00 84,30 38,40 35,10 106,70

5 54,30 3,43 207,00 39,00 95,20 39,70 36,90 94,40

6 56,20 3,53 299,00 37,00 97,40 33,80 31,50 84,40

7 61,80 3,61 229,00 37,00 80,70 35,10 36,90 76,60

8 60,20 3,48 205,00 24,00 70,60 30,50 35,10 71,00

média 56,78 3,47 234,63 36,50 84,70 34,44 35,10 88,86

1 56,10 3,36 312,00 41,00 94,50 29,80 35,10 52,00

2 55,20 3,45 216,00 39,00 80,70 28,50 35,10 47,50

3 58,00 3,35 164,00 40,00 83,60 34,40 29,70 41,90

75% célcio+ FY 4 58,00 3,46 177,00 42,00 93,00 38,40 36,90 43,00

com 4% de FOS 5 57,30 3,47 181,00 24,00 85,80 38,40 36,90 69,90

6 58,60 3,34 193,00 23,00 89,40 33,80 35,10 64,30

7 58,70 3,61 168,00 39,00 77,10 38,40 22,50 47,50

8 56,00 3,46 146,00 38,00 67,70 30,50 33,30 38,60

média 57,24 3,44 194,63 35,75 83,98 34,083 33,08 50,59

1 57,60 3,52 273,00 38,00 65,50 32,40 29,70 57,60

2 56,20 3,46 220,00 36,00 78,50 31,80 33,30 28,50

3 58,30 3,29 199,00 37,00 93,00 41,10 38,70 50,90

75% célcio+ FY 4 63,60 3,76 168,00 35,00 86,50 29,10 42,30 50,90

com 8% de FOS 5 55,00 3,47 152,00 35,00 109,70 31,10 29,70 55,30

6 62,80 3,60 151,00 39,00 104,60 31,80 47,70 44,10

7 60,60 3,38 173,00 42,00 73,50 33,80 27,90 41,90

8 64,30 3,53 181,00 31,00 77,10 36,40 35,61 75,40

média 59,80 3,50 189,63 36,63 86,05 33,44 35,61 50,58
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9.3. Tabelas de analise de variancia

Farinha de yacon com 4% de FOS, probiético (B. longum) e simbiotico em

modelo murino (estudo ll)

Tabela 1- Resumo da Anélise de Variancia do peso inicial, ganho de peso,
consumo de dieta e coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA) dos ratos

segundo as dietas experimentais recebidas.

QUADRADOS MEDIOS

Fonte de variacdo  GL Peso Ganho de Consumo CEA
inicial peso alimentar
Dietas 3 19,3646 175,000 713,6369 0,0019
Residuo 28 39,3795 416,0893 863,3720 0,0025
CV % 5,71 21,05 7,88 19,83

* Significativo, ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste F.

Tabela 2- Resumo da Andlise de Variancia do peso do fémur, espessura,

comprimento e forca de fratura dos ratos segundo as dietas experimentais

recebidas.
QUADRADOS MEDIOS
Fonte de variacdo GL Peso _ Forca de
. Espessura Comprimento

fémur fratura
Dietas 3 0,0026 0,0556 1,3967 2447911
Residuo 28 0,0016 0,080 0,5599 185,4408

CV % 6,37 6,26 2,34 13,67

* Significativo, ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste F.
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Tabela 3- Resumo da Andlise de Variancia do peso da tibia, fésforo, calcio e
magnésio dos ratos segundo as dietas experimentais recebidas.

QUADRADOS MEDIOS

Fonte de variagdo  GL Peso ) . o
. Fésforo Calcio Magnésio
Tibia
Dietas 3 0,0008 6,2228" 6,7486* 0,0768*
Residuo 28 0,0017 1,2454 0,8783 0,0123
CV % 9,11 11,42 11,10 15,24

* Significativo, ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste F.

Tabela 4- Resumo da Analise de Variancia da proteina total, aloumina, AST,

ALT e fosfatase alcalina dos ratos segundo as dietas experimentais recebidas.

QUADRADOS MEDIOS

Fonte de
o GL  Proteina _ Fosfatase
variagao Albumina AST ALT _
total alcalina
Dietas 3 207,6908* 0,1291*  1290,9143 67,7500 475,2083
Residuo 28 23,3674 0,0236 3775,7047  177,6339  1202,8304
CV % 7,65 4,36 29,42 34,96 23,64

* Significativo, ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste F.

Tabela 5- Resumo da Analise de Variancia do colesterol total, colesterol HDL,
colesterol LDL e triacilgliceréis dos ratos segundo as dietas experimentais

recebidas.
QUADRADOS MEDIOS

Fonte

de GL Colesterol

o HDL LDL Triacilglicer6is  Colesterol/HDL LDL/HDL
variagao total

Dietas 3 1832,6936* 244,0225* 192,9030* 643,5270 0,1264 0,1598
Residuo 28  208,3652 27,4488 33,6088 464,2412 0,09340 0,03591
CV % 14,48 12,92 15,62 24,12 12,37 20,22

* Significativo, ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste F.
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Tabela 6- Resumo da Andlise de Variancia do pH, peso e &cidos graxos de
cadeia curta do ceco dos ratos segundo as dietas experimentais recebidas.

Fonte de GL QUADRADOS MEDIOS

variagao pH peso acetato propionato butirato
Dietas 3 207,6908* 0,1291*  1290,9143 67,7500 475,2083

Residuo 28 23,3674 0,0236 3775,7047  177,6339  1202,8304
CV % 7,65 4,36 29,42 34,96 23,64

* Significativo, ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste F.
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Efeito da farinha com 4% e 8% de FOS, em dieta com 100% ou 75% das
recomendacoées de calcio em modelo murino (estudo Il)

Tabela 1 - Resumo da Analise de Variancia do peso inicial (Pi), ganho de peso
(GP), consumo de dieta total (CD) e coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA)
em funcéo das dietas: 100% ou 75% das recomendacdes de calcio e farinha de
yacon (FY) com 4% ou 8% de FOS.

Fonte de GL Quadrado Médio
variagao Pi GP CD CEA
Célcio 1 1,1250™ 648,0000™ 135,0135™ 0,0040"
FY 1 21,1250 56,1250  181,4989™ 0,0021"
Célcio x FY 1 2,0000™ 288,0000™ 159,2666"™ 0,0024"
Residuo 28 30,1339™ 385,7411™  946,3759™ 0,0019"
CV % 5,05 21,54 8,35 18,23

" Nao significativo, ao nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 2 - Resumo da Analise de Variancia do peso, comprimento, espessura
e forca de fratura dos fémures de ratos tratados com 100% ou 75% das
recomendagdes de calcio e farinha de yacon (FY) com 4% ou 8% de FOS.

Fonte de Quadrado Médio
variagao Peso fémur  Comprimento Espessura Forga de fratura
Calcio 1 0,0107* 0,1245™ 0,2603™ 56,3258
FY 1 0,0019™ 0,8001" 0,0161™ 705,9151"™
Calcio x FY 1 0,0038™ 0,2827" 0,0598"™ 0,6308"™
Residuo 28 0,0013* 0,7815™ 0,0724"™ 193,6370™
CV % 5,97 2,77 6,02 13,50

*Significativo, ao nivel de 5% de probabilidade.
"® Nao significativo, ao nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 3 - Resumo da Analise de Varidancia do peso, da concentracdo de
célcio, fésforo e magnésio da tibia de ratos tratados com 100% ou 75% das
recomendacgdes de calcio e farinha de yacon (FY) com 4% ou 8% de FOS.

Fonte de G Quadrado Médio
variagao Peso tibia Célcio Fosforo Magnésio
Célcio 1 0,0001™ 0,1624" 0,0264" 0,1152*
FY 1 0,00001"™ 2,1945™ 1,1935™ 0,0012"™
Célcio x FY 1 0,0071™ 1,8050"™ 06962™ 0,0004"
Residuo 28 0,00178™ 1,4685™ 1,6147™ 0,0196™
CV % 9,18 14,44 13,38 19,32

*Significativo, ao nivel de 5% de probabilidade.
"® N&o significativo, ao nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 4 - Resumo da Analise de Variancia da concentracdo de proteina total,
albumina, ALT e AST de ratos tratados com 100% ou 75% das recomendacdes

de calcio e farinha de yacon (FY) com 4% ou 8% de FOS.

Fonte de GL Quadrado Médio
variacao Proteina total Albumina ALT AST
Célcio 1 3,3153™ 0,0536"™ 57,7812 175,7812"
FY 1 0,7503™ 0,0019™ 87,7812 639,0312"
Célcio x FY 1 40,7253™ 0,0504™  140,2812* 124,0312"™

Residuo 28 21,1685™ 0,0238™  29,8705™  2300,6651™
CV % 7,90 4,50 15,68 25,27

*Significativo, ao nivel de 5% de probabilidade.
"® Nao significativo, ao nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 5 - Resumo da Andlise de Variancia dos niveis de colesterol total, HDL-
c, LDL-c e triacilglicerbis de ratos tratados com 100% ou 75% das
recomendacgdes de calcio e farinha de yacon (FY) com 4% ou 8% de FOS.

Fonte de Quadrado Médio
variagao Colesterol total HDL-c LDL-c Triacilglicerois
Célcio 1 9,4612" 1,6200™ 29,7606™ 6085,8028*
FY 1 132,8450™ 7,2200™ 22,3446 43,0128 "
Célcio x FY 1 32,0000™ 18,9112"™ 6,0204" 42,5503 "
Residuo 28 149,5922" 17,2674 "™ 41,9919 271,5271*
CV % 14,48 12,24 18,35 25,60

*Significativo, ao nivel de 5% de probabilidade.
"® N&o significativo, ao nivel de 5% de probabilidade.
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9.4. Termo de aprovacio da pesquisa pela Comissao de Etica - UFV

CERTIFICADO

A Comissilo de Etica para Uso de Animais (CEUA) / UFV certifica
que o processo n.® 18 / 2011, intitulado “Avaliacdo do comsumo de
oligofrutanos provenientes de yacon desidratado (Smallanthus
sonchifolius) na prevengiio da saide éssea e no metabolismo de ratos
Wistar” coordenado pela Profa. Celia Lucia de Luces Fortes Ferreira do
Departamento de Tecnologia de Alimentos esta de acordo com o Codigo de
Etica Profissional do Médico Veterinério, com os Principios Eticos na
Experimentagio Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal (COBEA) e com a legislagdo vigente, tendo sido
aprovado por esta Comissio em 09/ 06 /2011.

CERTIFICATE

The Ethic Committee in Animal Use / UFV certify that the process
number 18 /2011, named* Adalingie 3¢ @Wrowmp A whipdls
Revens,  Wohwoyieitelzs 0 uston Maidngade |5 mgliaed by

{'_‘l'i.}‘.'. .\__1"-,"'.;. ii_“‘l!i.*e‘.‘-.j ol FIE.:LI"-‘;' .,.,_:"w‘ -:l';\_,- ‘T'\J:k\.hl {‘{6‘.}?:'1.. & D

vobaneliome e, nasiot W slan -
is in agreement with the Medical Veterinary Professional Ethics Code,
with the Ethical Principles for Animal Research established by the
Brazilian College for Animal Experimentation [COBEA) and with actual
Brazilian legislation. This Institutional Commission on June 9, 2011
approved this process.

Vigosa, 9 de junho de 2011

|l —

Cnml?ﬁﬁﬂ de Etica para 0 Uso de Animais da UFV
(CEUA / UFVY
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