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RESUMO

Estudos corroboram que a formacédo exacerbada de Espécies Reativas de Oxigénio
(EROs) e de Nitrogénio (ERNs) tém sido relacionadas a patogénese de diversas
doencgas cronicas, aterosclerose, diabetes mellitus, desordens degenerativas e
alguns tipos de céncer. A fim de reduzir o risco dessas doengas, uma dieta rica em
frutas e hortalicas aumentaria a quantidade de antioxidantes no organismo e assim
diminuiria o efeito negativo das reacfes deletérias induzidas pela oxidagdo. Os
compostos fendlicos sdo os mais abundantes antioxidantes advindos da dieta. A
taioba muito consumida no interior de Minas Gerais, sendo parte da cultura local,
possui capacidade antioxidante ainda pouco estudada. Consumida de diversas
formas na alimentacéo, fez-se necessario portanto estudar o teor de fendlicos totais
presentes na folha da taioba, assim como sua atividade antioxidante in natura e
apos a cocgdo para que fosse possivel conhecer o método que melhor preserva os
componentes antioxidantes deste alimento. Considerando que além da cocc¢do, o
processo gastrointestinal também é capaz de modificar esses teores, € necessario
estudar a digestdo in vitro e como ela interfere na absorcdo dos compostos e
atividade antioxidante. As amostras de taioba foram obtidas em feiras e
supermercados locais da cidade de Ouro Preto - MG, sendo uma parte mantida in
natura, e as outras submetidas a diferentes métodos de coccdo, sendo vapor,
microondas e refogada e posteriormente liofilizadas para obtencdo dos extratos, 0s
quais foram feitos extratos aquosos e etandlicos. A simulacdo da digestdo
gastrointestinal foi realizada utilizando NaCl, HCI e pepsina para a fase gastrica; e
bicarbonato de sdédio, cloreto de célcio, sais biliares e pancreatina para a fase
intestinal. O teor de fendlicos totais foi determinado usando reagente de Folin-
Ciocalteu. A atividade antioxidante foi determinada por dois métodos, FRAP e
ORAC. Os diferentes métodos de cocg¢do contribuiram para o aumento do teor de
fendlicos totais e da capacidade antioxidante nos extratos de taioba. A coccdo a
vapor foi a que mais elevou o teor de polifendis e da atividade antioxidante pelos
dois métodos, seguida do microondas. As diferencas entre o teor de fendlicos totais
e os valores de FRAP e ORAC das amostras cozidas em relacao a taioba in natura
pode ser atribuido a modificagdo da matriz alimentar provocada pelo cozimento. O

extrato etandlico foi 0 mais adequado para extrair os compostos, sugerindo que 0s



principais componentes antioxidantes da taioba possuem carater hidrofébico e
natureza fendlica. Apds a digestdo, obteve-se maior quantidade de compostos
fendlicos assim como atividade antioxidante, corroborando que a digestdo atua
como extratora de fendlicos. A maior atividade antioxidante em ORAC encontrada
apos a digestdo foi da taioba refogada, seguida da in natura. A atividade
antioxidante por FRAP nao demonstrou 0s mesmos resultados, portanto
dependendo do mecanismo a digestdo pode ou ndo ser benéfica. Esses resultados
sugerem que a unido da cocg¢ao com a digestao parece ser o melhor dos processos
para a taioba refogada e o mecanismo preferencial dos compostos fendlicos das

folhas da taioba é por transferéncia de elétrons (ORAC).

Palavras chave: meétodos de coccdo, digestdo in vitro, compostos fendlicos,

atividade antioxidante.



ABSTRACT

Studies corroborate that the exaggerated formation of Reactive Oxygen Species
(ROS) and Nitrogen (RNS) has been related to the pathogenesis of several chronic
diseases, atherosclerosis, diabetes mellitus, degenerative disorders and some
cancers. In order to reduce the risk of these diseases, a diet rich in fruits and
vegetables would increase the amount of antioxidants in the body and thus decrease
the negative effect of deleterious reactions induced by oxidation. Phenolic
compounds are the most abundant antioxidants from the diet. Taioba is an edible
species of tropical flowering plant, widely consumed in the countryside of Brazilian
Minas Gerais state, and its antioxidant capacity has not been fully studied yet. It can
be prepared in different ways, therefore it was necessary to study the total phenolic
content present in the leaf of taioba, as well as it antioxidant activity in natura and
after cooking so that it was possible to know the method that best preserves the
antioxidant components of this food. Considering that in addition to cooking, the
gastrointestinal process is also capable of modifying these contents, it is necessary
to study in vitro digestion and how it interferes with the absorption of compounds and
antioxidant activity. The samples of taioba were obtained from local fairs and
supermarkets in the city of Ouro Preto - MG, part of which was kept fresh, and the
others were submitted to different cooking methods, being steamed, microwaved and
sautéed and later lyophilized to obtain aqueous and ethanolic extracts. Simulation of
gastrointestinal digestion was performed using NaCl, HCI and pepsin for the gastric
phase; and sodium bicarbonate, calcium chloride, bile salts and pancreatin for the
intestinal phase. Total phenolic content was determined using Folin-Ciocalteu
reagent. Antioxidant activity was determined by two methods, FRAP and ORAC. The
different cooking methods contributed to the increase of total phenolic content and
antioxidant capacity in taioba extracts. Steam cooking was the one that most
elevated the polyphenols content and antioxidant activity by both methods, followed
by the microwave. The differences between the total phenolics content and the FRAP
and ORAC values of cooked samples in relation to fresh taioba can be attributed to
the modification of the food matrix caused by cooking. The ethanolic extract was the
most suitable to extract the compounds, suggesting that the main antioxidant

components of taioba are hydrophobic and phenolic in nature. After digestion, a



higher amount of phenolic compounds was obtained as well as antioxidant activity,
corroborating that digestion acts extracting phenolics. The highest antioxidant activity
in ORAC found after digestion was the braised followed by the fresh taioba. The
antioxidant activity by FRAP did not show the same results, so depending on the
mechanism digestion may or may not be beneficial. These results suggest that the
combination of cooking with digestion seems to be the best process for sautéed
taioba and the preferential mechanism of the phenolic compounds of taioba leaves is
by electron transfer (ORAC).

Keywords: Cooking methods, in vitro digestion, phenolic compounds, antioxidant

activity.
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1- INTRODUCAO

Ao longo dos ultimos anos houve um aumento no consumo de vegetais,
hortalicas e frutas dado a sua relacdo com a saude e pela ampla divulgacdo das
recomendacdes de saude (FABBRI; CROSBY, 2016). A versdo mais recente do
Guia Alimentar para a populacdo brasileira recomenda que a base da alimentacéao
deve ser de alimentos in natura e minimamente processados. Estes alimentos, além
de possuirem elevada densidade nutricional e baixa densidade energética, quando
comparado aos alimentos processados e ultraprocessados, ainda possuem
diferentes fitoquimicos, muitos dos quais possuem atividade antioxidantes.

Radicais livres sdo espécies quimicas que possuem um ou mais elétrons
desemparelhados, sdo extremamente reativos, apresentam meia-vida curta e baixa
concentragdo no estado estacionario (MARTINEZ-CAYUELA, 1995). Esses
originam-se continuamente no nNOsSso organismo, durante todos 0S processos
metabdlicos e sdo os principais representantes das Espécies Reativas de Oxigénio
(EROs) ou de Nitrogénio (ERNs) no nosso organismo (WICKENS, 2001).

Estudos ja corroboram que os radicais livres sdo conhecidos por contribuirem
para as doencas degenerativas do envelhecimento (LERTRAT et al.,, 2014). Uma
dieta rica em frutas e vegetais vem sendo associada a uma diminuicdo no processo
de envelhecimento e risco diminuido de desenvolver inflamacéo e estresse oxidativo
relacionado a doencas cronicas, aterosclerose, cancer, diabetes, catarata,
desordens de fungbBes cognitivas e doencas neuroldgicas, incluindo Alzheimer
(MURADOR; ROSSO; MERCADANTE, 2016).

Estresse oxidativo ocorre quando ha um desbalanco entre EROs e
antioxidantes, em favor dos EROs, tornando o organismo susceptivel a oxidacao
(MARTINEZ-CAYUELA, 1995; LIMON-PACHECO; GONSEBATT, 2009). Os
antioxidantes podem conferir protecdo a saiude uma vez que fortalecem o sistema de
defesa exdgena a reduzir o estresse oxidativo, prevenindo a acdo danosa das
espécies reativas nas macromoléculas, como DNA, proteinas e lipidios (LERTRAT
et al., 2014).

Segundo Halliwell e colaboradores (1995), antioxidante é qualquer substancia
que, quando presente em baixa concentracdo comparada a do substrato oxidavel,

regenera o0 substrato ou previne significativamente a oxidacdo do mesmo. Os



antioxidantes advém tanto da dieta quanto da producdo enddgena do organismo
(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006). Os provenientes da dieta sdo os carotenoides,
como o [B-caroteno, as vitaminas C, E, e os compostos fendlicos. Os enddgenos sao
a glutationa e as enzimas superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa
peroxidase (GPXx) e glutationa redutase (BARBOSA et al., 2010).

A concentracdo do antioxidante encontrada no alimento, assim como a sua
estrutura quimica, sdo 0s responsaveis pela sua bioatividade. Para que seja possivel
avaliar o teor de fitoquimicos no alimento é preciso levar em conta os fatores
genéticos, as condi¢cdes ambientais, 0 grau de maturacdo da planta e sua variedade
(ARBOS et al., 2010).

Estudos tem demonstrado que o maior consumo de alimentos que contenham
antioxidantes pode fazer com que o sistema de defesa antioxidante do organismo
seja expandido. Entretanto nem todos 0s nutrientes presentes no alimento seréo
absorvidos e ficarao biodisponiveis para serem metabolizados no organismo em sua
totalidade. A biodisponibilidade do nutriente se refere a fracdo do alimento disponivel
na corrente sanguinea em quantidades suficientes para ser biologicamente utilizado
ou estocado. Ja a bioacessibilidade refere-se a fracdo do nutriente que é liberada da
matriz alimentar durante a digestéo e se torna disponivel para a absor¢cdo. Uma das
formas de se estudar in vitro a bioacessibilidade de um nutriente especifico em um
alimento é por meio da simulacdo do processo digestorio (FAIRWEATHER;
SOUTHON, 2003).

A coccao, processo de aplicacdo de calor utilizado no preparo de diversos
alimentos e preparagcbes, pode melhorar a palatabilidade de alguns alimentos,
aumentar a sua digestibilidade, e até reduzir fatores anti-nutricionais, importantes
para aumentar a biodisponibilidade de proteinas e minerais presentes na
alimentacéo (PINTO et al., 2001; SOUZA et al., 2019).

Como a maioria dos alimentos consumidos no nosso dia a dia passam por
algum processo térmico, € importante entender esse processo pode influenciar na
estrutura do alimento assim como na liberacdo dos compostos bioativos e na
reducdo de fatores anti-nutricionais nele presentes. Um estudo de Chai e Liebman
(2005), avaliou o efeito de diferentes métodos de cocg¢do sobre o conteudo de
oxalato em vegetais, demonstrando que a fervura foi mais eficaz do que cozinhar,
mas que todos os meétodos reduziram o teor de oxalato presente. Em um estudo de

Faller e Fialho (2009) foi demonstrado que a coccdo de diversos vegetais levava a
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alteracbes no conteudo de compostos fendlicos, seja aumentando ou diminuindo
seus compostos. Perla, Holm e Jayanty (2012) demonstraram que Varios
componentes bioativos presentes na batata foram reduzidos pelo método de coccao
em microondas, enquanto que no método por fervura houve menor perda. Portanto a
coccdo pode interferir tanto de forma positiva quanto negativa na liberacdo de
compostos fendlicos, uma vez que essa liberacdo depende do método de coccao
empregado em associagdo com a morfologia da planta e dos componentes
nutricionais e nao nutricionais presentes nas diferentes espécies de vegetais
utilizadas na alimentacao (MIGLIO et al., 2008).

Muito consumida no interior de Minas Gerais, a Xanthosoma sagittifolium,
popularmente conhecida como taioba, faz parte da cultura local e dos pratos
regionais deste estado. Uma herbacea perene, considerada uma planta nao-
convencional, que possui aproveitamento integral na alimentagdo, consumida as
folhas, o talo e o rizoma. E considerada rica em fibras, célcio, ferro, zinco, magnésio,
proteinas, carotenoides, licopeno, clorofila, vitamina A e C (ARAUJO et al., 2019;
LIMA; KRUPEK, 2016; LIMA, 2009).

Consumida de diversas formas no Brasil, a taioba pode ser preparada por
diferentes métodos de coccéo, dentre os mais comuns estdo a coccao refogada, a
vapor e no micro-ondas. Esses diferentes tratamentos térmicos podem afetar a
estabilidade e a concentragdo de seus compostos bioativos (SULTANA; ANWAR,;
IQBAL, 2008).

Diante do exposto, mostra-se a importancia de mais estudos acerca dos
componentes bioativos da taioba assim como dos efeitos da cocgdo sobre a
atividade antioxidante desta, a fim de melhorar as condi¢cdes de saude e sobrevida
da populacéo.
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2- REFERENCIAL TEORICO

2.1 — Radicais livres e antioxidantes

Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) e de Nitrogénio (ERNSs), entre eles os
radicais livres, sdo formados em nosso organismo continuamente, durante o0s
processos metabolicos (ALVES et al., 2010; TARKO, DUDA-CHODAK; TUSZYNSKI,
2009). Nas diversas reacdes bioquimicas que ocorrem, esses radicais agem como
mediadores para a transferéncia de elétrons, fundamental para a sobrevivéncia das
células (BARBOSA et al., 2010). Elas estdo envolvidas em processos como
homeostase e metabolismo das células, mecanismos de defesa do sistema imune,
proliferacdo e sinalizacdo celular, assim como regulacdo da expressao génica
(HALLIWELL, 2013). Os que mais se destacam em meio biolégico sdo os radicais
hidroxila, &nion superdéxido, peroxila e 6xido nitrico, e as néo radicalares oxigénio,
peréxido de hidrogénio e acido hipocloroso (PRIOR, 2015).

Radical livre € uma espécie quimica de vida curta, que contém um ou mais
elétrons desemparelhados no orbital externo, e por isso € altamente reativo devido a
sua instabilidade quimica (MARTINEZ-CAYUELA, 1995; WICKENS, 20001;
RIBEIRO et al., 2005). Entretanto quando essas espécies estdo em excesso, ha um
desequilibrio entre compostos oxidantes e antioxidantes, excedendo a capacidade
dos antioxidantes de removerem essas espécies, resultando um dano oxidativo
potencial contra células e tecidos; perpetuando o estresse oxidativo (LIMON-
PACHECO; GONSEBATT, 2009; MARTINEZ-CAYUELA, 1995; BARBOSA et al.,
2010).

Antioxidantes sdo aqueles que mesmo presente em baixas concentracdes
quando comparado ao substrato oxidavel, € capaz de inibir ou retardar a oxidacao
do substrato (HALLIWELL et al., 1995). Ou seja, agem antes que ataguem os alvos
biolégicos nas células (SOUSA et al., 2007).

Essas espécies reativas podem ser geradas na mitocondria, na membrana
celular, no citosol e no reticulo endoplasmatico. E 0 seu excesso pode gerar danos
em diversas biomoléculas, como nas proteinas, lipidios, carboidratos e DNA

11



(SOUSA et al., 2007; RIBEIRO et al., 2005).

Estudos tem demonstrado que esse excesso de espécies reativas causa
peroxidacdo dos lipideos de membrana, agressdo as proteinas do tecido, as
enzimas, carboidratos e DNA. Por isso, a excessiva producdo de EROS e ENOS
tem sido associada ao envelhecimento e a patogénese de diversas doencas, como
as cronicas, incluindo doencas cardiovasculares, obesidade, Alzheimer, Parkinson,
alguns tumores, esclerose multipla, sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS),
entre outras (OKARTER et al., 2010; TARKO; DUDA-CHODAK; TUSZYNSKI, 2009).

O sistema de defesa antioxidante pode atuar de formas diferentes com
antioxidantes advindos tanto de origem enddgena, como catalase, superoxido
dismutase e peroxidase, quanto advindos da dieta, como micronutrientes do tipo
vitamina C (&cido ascorbico), vitamina E (tocoferdis), selénio, e ndo nutrientes como
B-caroteno e polifendis (SOUSA et al., 2007).

A enzima superéxido dismutase converte o anion superéxido (ERO) em
peréxido de hidrogénio. As enzimas catalase e peroxidase agem impedindo o
acumulo de peroxido de hidrogénio, convertendo-o em agua. Essa espécie reativa,
mediante a participacdo de ferro e cobre, culmina na geragcdo do radical OH
(hidroxil), que possui potencial reativo e com extrema instabilidade, propenso a
danos oxidativos (BARBOSA et al., 2010).

Os antioxidantes podem ser considerados primarios ou secundarios. Primario
€ aquele que age diretamente com o radical livre, neutralizando-o ou impedindo sua
formacdo. Secundario é aquele que age em sinergia com outro antioxidante,
potencializando o efeito deste para que juntos atuem contra o radical (GOSTNER et
al., 2015).

Os antioxidantes agem em trés linhas de defesa organica contra as espécies
reativas. A primeira € a de prevencdo, ocorre quando o radical ainda nao foi
formado, impedindo entéo sua formacdo (ROHENKOHL; CARNIEL; COLPO, 2011).
A segunda linha ocorre durante a cascata de reacdes de oxirredugao, sequestrando
os radicais que irdo participar dessas reacfes, impedindo-as. Esses antioxidantes
sdo chamados de chain-breaker. J& a ultima linha de defesa acontece quando o
dano oxidativo ja ocorreu, portanto se baseia no reparo de membranas e tecidos
(WILLCOX; ASH; CATIGNANI, 2004).

Estudos tem demonstrado que o maior consumo de alimentos, que contenha

antioxidantes, pode fazer com que o sistema de defesa antioxidante do organismo
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seja expandido. Uma dieta rica em frutas, vegetais, hortalicas, grdos e cereais
integrais vem sendo associada a menor risco de injurias deletérias no organismo.

Dentre os antioxidantes dietéticos, os compostos fendlicos estdo amplamente
distribuidos na dieta humana e constituem o maior grupo de substancias bioativas
nao nutritivas presentes nos vegetais. Entretanto, por possuirem menor atividade
intrinseca, variada biodisponibilidade, alta instabilidade e rapida metabolizacdo e
eliminacdo, ndo sdo necessariamente os antioxidantes mais potentes do organismo
(MANACH et al., 2004).

2.2 — Acdo antioxidante de compostos fendlicos

Polifendis constituem os antioxidantes mais abundantes da dieta
(CERQUEIRA; MEDEIROS; AUGUSTO, 2007). Existem aproximadamente 8.000
diferentes compostos fendlicos. Eles s&o caracterizados como metabdlitos
secundarios das plantas, presentes em frutas, vegetais, hortalicas, graos, cereais e
sementes (DEGASPARI; NINA, 2004). A quantidade e a qualidade de polifenois
presentes na planta variam pela genética da planta, do modo de cultivo, composi¢éo
do solo e as condi¢cdes as quais a cercam, estado de maturacdo, estacdo do ano e
condicOes climaticas (JEFFERY et al., 2003).

Os compostos fenolicos sao fitoquimicos e possuem estrutura quimica de um
anel benzénico ligado a uma ou mais hidroxilas e abrangem um grande grupo de
substancias (acidos fendlicos, flavonoides, estilbenos, cumarinas, taninos e
lignanas) (SILVA et al., 2010; ROBBINS, 2003).

Eles sdo considerados extremamente importantes na morfologia e fisiologia
das plantas, uma vez que se destacam por auxiliarem no crescimento e reproducao,
conferindo protecdo contra predadores e patdégenos, assim como defesa contra
situacbes de estresse, como altas temperaturas e radiagcdo ultravioleta.
(BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006). Quando presente em partes
comestiveis das plantas eles conferem pigmentacéo, propriedades antioxidantes e
sensoriais, efeito protetor contra insetos e fotoprotecdo (NACZK; SHAHIDI, 2004).

A literatura atribui a eles uma gama de efeitos biol6gicos benéficos a saude
como anti-alergénicos, anti-aterogénicos, anti-inflamatorio, anti-microbiano,
antioxidante,  anti-tromboético,  cardioprotetivo e  efeitos  vasodilatadores
(BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006).
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As propriedades redutoras e a estrutura quimica, especificamente o nimero e
a posicao dos grupos hidroxila dos compostos fendlicos, € o que confere a atividade
antioxidante destes (SOUSA et al., 2007). Portanto podem neutralizar ou sequestrar
os radicais livres, assim como quelar metais de transi¢cao, agindo contra o processo
oxidativo. A concentracdo do composto fendlico no alimento, a forma como ele é
administrado, o pH, a temperatura e a polaridade do solvente de extracdo sao
fatores que influenciam de forma variavel a sua bioatividade (ALMAJANO;
DELGADO; GORDON, 2007).

Embora sejam claras as evidéncias sobre seu poder antioxidante, alguns
compostos fendlicos in vitro podem atuar como pro-oxidantes, como o ascorbato e
carotenoides (SOUSA et al.,, 2007). Uma vez que podem atuar sobre metais,
reduzindo-os e aumentando a formagdo de radicais livres e peroxidos, entretanto
essa relacdo ainda precisa ser mais bem estabelecida (MOREIRA; MANCINI-FILHO,
2004).

No geral, para analisar a capacidade antioxidante de alimentos os métodos
disponiveis podem ser classificados em dois tipos, de acordo com o mecanismo da
reacdo, que pode ser por transferéncia de atomo de hidrogénio (HAT), ou por
transferéncia Gnica de elétron (SET) (GULCIN, 2012). No método HAT, determina-se
a capacidade de um antioxidante, através de doacgéo de hidrogénio, eliminar radicais
livres, esta reacao independe do pH (HUANG; OU; PRIOR, 2005). No método SET,
é detectada a habilidade do antioxidante transferir um elétron para reduzir um
composto, essa reacdo € pH dependente e requer mudanca de cor enquanto o
oxidante € reduzido. Alguns exemplos de métodos mais utilizados de HAT sao a
Capacidade de Absorcdo de Radicais Oxigénio (ORAC) e Potencial Antioxidante
Total (TRAP) enquanto que as mais utilizadas para avaliar o mecanismo de SET sao
o método de Folin-Ciocalteu para a determinacdo do conteddo em fendis totais, o
poder antioxidante de reducéo férrica (FRAP), o ensaio do radical 1,1-difenil-2-picril-
hidrazila-DPPH (GULCIN, 2012).

Considerado por alguns autores como o0 método que mais se aproxima das
condicbes de oxirreducdo que ocorrem in vivo, o ORAC, promove uma competicao
entre o antioxidante e a fluoresceina pelo perdxido de hidrogénio, assim como
ocorre no meio biolégico; e a reacao acontece em condi¢bes de temperatura e pH
semelhantes as do organismo. Entretanto, esse método avalia a atividade de

sequestro apenas do radical peroxil, portanto os outros radicais livres ndo podem ser
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mensurados, demonstrando que ndo existe melhor método, todos devem ser
considerados e a unido deles se faz necessario para avaliar a atividade antioxidante
de um alimento (OU et al., 2002; SHAHIDI; ZHONG, 2015; USDA, 2010).

2.3 — Influéncia da digestéo in vitro sobre os compostos fendlicos

Os possiveis beneficios advindos da dieta dependem tanto da digestdo do
alimento, quanto da absorcdo e metabolismo dos compostos. Varias sao as
condicbes que podem afetar a estabilidade dos antioxidantes no trato
gastrointestinal e comprometer a capacidade de atuarem como redutores, 0 que
torna relevante estudos sobre a digestibilidade, in vitro ou in vivo, destes
componentes (YOU et al., 2010).

Segundo Tagliazucchi e colaboradores (2010), o trato gastrointestinal atua
como um extrator de compostos fendlicos em matrizes solidas, atribuindo a isso os
processos de mastigacdo (acdo mecanica), entdo por trituracdo acaba liberando
compostos fracamente ligados na parede celular; e a fase digestiva (acdo quimica)
através do pH acido e atividade de enzimas.

A biodisponibilidade de um componente da dieta depende da sua capacidade
em se manter estavel frente as condicbes do trato gastrointestinal, da quantidade
que é liberada da matriz alimentar e também da sua eficiéncia em atravessar a
barreira epitelial e chegar na corrente sanguinea em concentragdes minimas para
que possa chegar ao sitio de acao para exercer sua bioatividade (TAGLIAZUCCHI et
al., 2010). Para que os compostos apresentem capacidade antioxidante eles devem
alcancar o seu sitio de acéo, sendo digeridos, liberados da matriz alimenticia,
solubilizados e absorvidos (SOLER-RIVAS et al., 2009).

Ademais, a atividade antioxidante dos compostos fendlicos sofre alteracbes
ao longo do processo de digestdo no trato gastrointestinal, devido a presenca de
espécies reativas e a alteracdes de pH. Isso porque, o trato gastrointestinal &
constantemente exposto as espécies reativas e a presenca dos polifendis na luz
intestinal pode contribuir para a manutencao do epitélio ao reduzir esses radicais. E
a transicdo do &cido para o alcalino causa desprotonacao do radical hidroxil, sendo
mais intensa a atividade antioxidante no intestino que no estémago (BOUAYED;
HOFFMANN; BOHN, 2011).

Nesse ambito, o modelo de simulacdo de digestédo in vitro surge como uma
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ferramenta valiosa para estudar a biodisponibilidade do alimento, para que se possa

transpor ao modelo in vivo.

2.4 — Taioba (Xanthosoma sagittifolium)

A Araceae é uma familia constituida por plantas herbaceas, pertencente ao
grupo de monocotiledoneas, que compreende cerca de 125 géneros e 3750
espécies, sendo a grande maioria encontrada nos tropicos (COELHO et al., 2015).
Dentre elas esta o género Xanthosoma que conta com 60 espécies
aproximadamente. Existem espécies comestiveis, como € o caso da Xanthosoma
sagittifolium, popularmente conhecida como Taioba, Tannia ou Cocoyam, sendo
considerada uma hortalica folhosa (LIMA, 2009; COELHO et al., 2015).

Essa herbacea perene pode atingir até 2 metros de altura, entretanto com o
corte das folhas para consumo fica em torno de 0,8 a 1,0 metro de altura (BRASIL,
2010). Ela possui folhas com limbos grandes, carnosos, cerosos e com nervuras

marcantes.

Figura 1 — Morfologia geral da Taioba

LEGENDA: A = folha; B = caule; C =rizoma; D = flor (FONTE: LIMA, 2009)

7

A taioba é classificada como uma planta alimenticia nao-convencional

(PANC), comumente produzida na agricultura familiar, por ser de facil manejo, baixo
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custo e requerer menor quantidade de insumos. Esse tipo de hortalica possui
guantitativamente maior teor de minerais do que as plantas normalmente cultivadas,
entre esses € possivel citar o ferro, potassio, célcio e manganés (VIANA et al.,
2015).

O conhecimento acerca das PANCs torna-se valido para que seu consumo
seja mais difundido, uma vez que apresentam caracteristicas nutricionais
importantes para o organismo humano.

Em regibes tropicais e equatoriais, seu consumo pode ser realizado durante
todo o ano, uma vez que se adapta ao clima quente; jA& nas temperaturas mais
baixas é cessada a sua producdo (BRASIL, 2010). Além disso, no periodo de verao
chuvoso esse tipo de hortalica apresenta bom desempenho na producéo
(SEGANFREDO et al., 2001).

Suas folhas sdo amplamente consumidas e comercializadas em Minas
Gerais, Rio de Janeiro e Bahia, fazendo parte da cultura local e muito utilizada em
pratos tipicos regionais, sempre coccionadas por algum método, uma vez que seu
consumo cru pode ser toxico pela presenca de acido oxalico (oxalato de célcio), um
fator anti-nutricional, que pode causar irritacdo da mucosa da garganta, gerando
coceira e sensacdao de asfixia (BRASIL, 2010).

Fator anti-nutricional € um composto, presente numa extensa variedade de
alimentos de origem vegetal, que impede ou reduz totalmente a utilizacdo de um
elemento nutritivo do alimento, seja ele em nivel metabolico ou digestivo
(BENEVIDES et al.,, 2011; SOUZA et al, 2019). De acordo com Pinto e
colaboradores (2001) demonstrados niveis de 4cido oxalico na taioba sédo aceitaveis,
e inferior ao encontrado no espinafre. Uma das alternativas para eliminar o acido
oxalico, bem como outros fatores anti-nutricionais presentes na taioba como os
taninos e inibidores de tripsina, é por meio da coccao (LIMA; KRUPEK, 2016).

Entretanto, os estudos que avaliaram as caracteristicas nutricionais e
capacidade antioxidantes das folhas de taioba sé&o escassos. Pinto e colaboradores
(2001) mostraram que a presenca elevada de proteinas, fibras, vitamina C, calcio e
ferro, podem auxiliar a suprir as necessidades diarias do organismo. Arruda,
Siqueira e Souza (2004) demonstraram por meio de um estudo pré-clinico a
capacidade das folhas de taioba e beldroega em reduzir o estresse oxidativo em
modelo in vivo. Graebner e colaboradores (2004), ao analisar em vegetais verde-

escuro nativos do Brasil a biodisponibilidade de carotenoides, observaram que a

17



taioba possui grande quantidade de pré-vitamina A e biodisponibilidade relativa de -
caroteno na taioba de 9%.

Com o exposto, conclui-se a importancia de mais estudos a respeito da
atividade antioxidantes das folhas da taioba.

Figura 2 — Representacao da folha da taioba (Xanthosoma sagittifolium)
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3- OBJETIVOS

3.1 - Objetivo geral

Avaliar o efeito de diferentes métodos de coccédo e da simulagédo do processo
digestério na capacidade antioxidante da taioba.

3.2 - Objetivos especificos

- Realizar a coccdo das amostras em forno, micro-ondas, em 6leo e vapor.

- Determinar o teor de fendlicos totais e da atividade antioxidante de extratos

aquosos e etandlicos das folhas de taioba in natura e cozidas.

- Realizar a simulacédo da digestdo gastrointestinal das amostras submetidas

aos diferentes processos de cocgao.

- Determinar o teor de fendlicos totais e a atividade antioxidante de extratos
aquosos das amostras digeridas.
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4- MATERIAIS E METODOS

4.1- Obtencao da amostra

A taioba (Xanthosoma sagittifolium) foi adquirida em feiras, supermercados e
hortifrati da cidade de Ouro Preto, Minas Gerais. Foram comprados trés macos, a

fim de adquirir aproximadamente 500 g de taioba.

Figura 3 - Mapa de Minas Gerais, com marcacao no territério de Ouro Preto

4.2- Processos de Coccgao

A taioba foi submetida a diferentes processos de cozimento de acordo com
Chuaha e colaboradores (2008) com adaptacfes. Imediatamente antes de iniciar 0s
processos de cocgao, todas as amostras foram lavadas, secas em papel toalha e as
partes ndo comestiveis foram removidas, sendo utilizadas apenas as folhas. As
folhas de taioba foram cortadas em tiras. Uma parte foi mantida crua (50 g) e o
restante (450 g) submetido a coccdo. ApOs 0 cozimento as amostras foram imersas
em gelo para interromper o processo, secas em papel toalha e liofilizadas para

obtencao dos extratos. Cada método de coccéo foi realizado em triplicata.

4.3.1- Cozimento em micro-ondas (calor seco)

Na coccdo em microondas domeéstico, 50 g de amostra foi colocada em um
recipiente de vidro e com tampa plastica apropriado para cozimento em micro-ondas

por 4 min em poténcia média.
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4.3.2- Cozimento a vapor (calor umido)

Na coccao a vapor, 250 mL de agua foi aquecida até a fervura. Em seguida
foi adicionada 50 g de taioba em uma grelha adaptavel para cozimento a vapor por 5

min, em fogo médio.

4.3.3- Refogar em 6éleo

Na coccéo em 6leo, 2 a 4 g de dleo de soja Liza® foram utilizados para untar
uma frigideira anti-aderente. Apds aquecer a frigideira, 50 g de taioba foram cozidas

por 3 min em fogo médio em fogdo doméstico.

4.4- Simulacao da digestéo gastrointestinal e bioacessibilidade

A simulagéo da digestdo gastrointestinal foi realizada conforme descrito por
(MARTOS et al., 2010) com adaptacGes. Para simulacdo da digestdo gastrica,
amostras de taioba crua e cozida, foram dispersas em uma solucdo de 35 mmol/L
NaCl, e o pH ajustado para 2 com 1mol/L HCI (5,9 mg/mL de proteina da amostra).
Essa mistura permaneceu em banho termostatizado a 37 °C por 15 min, sob
agitacdo. Em seguida, 5 mg/mL de pepsina (E:S 1:20 m/m) foi adicionado e o pH
ajustado para 2 com 1mol/L HCI. A mistura permaneceu em banho termostatizado a

37 °C por 60 min, sob agitacéo.

Para a simulacdo da digestéo intestinal, o pH foi ajustado para 6,5 com 1
mol/L NaHCOs3 seguido da adicdo de 1 mol/L CaCl2 e 9 mg/mL de sais biliares e
essa mistura permaneceu em banho termostatizado a 37 °C, por 15 min, sob
agitacdo. Em seguida foi adicionada pancreatina (10 mg/mL, E:S 1:10 m/m) e 4 mL
de agua deionizada. A mistura ficou em banho termostatizado a 37 °C por 60 min,
sob agitacdo. Para interromper a reacdo, as amostras digeridas foram aquecidas em
banho termostatizado a 90 °C por 10 min, sob agitacdo. Ao final da digestao
intestinal, as concentragbes eram: 4 mg/mL de proteina, 7,6 mmo/L de CacClz, 0,07
mg/mL de sais biliares, 0,1 mg/mL de pancreatina e 0,2 mg/mL de pepsina. O
procedimento foi realizado em triplicata para cada amostra.

A bioacessibilidade dos compostos antioxidantes e anti-inflamatorios da
taioba foi obtida por centrifugacéo (11.000 g por 30 min a 36° C) das amostras apos
a digestao in vitro.
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4.5- Obtencao dos extratos

Para o extrato aquoso, 500 mg de amostra em po foi misturado a 10 mL de
agua destilada. A mistura foi agitada em agitador magnético por 30 min. Em seguida
0 extrato foi centrifugado por 15 min a 10.000 x g e filtrado em papel de filtro. O

volume foi completado com agua destilada para 10 mL.

Para o extrato etandlico, as amostras foram dispersas em solucédo etandlica
80% (v/v). A mistura foi agitada em agitador magnético por 30 min. Em seguida o
extrato foi centrifugado por 15 min a 10.000 x g e filtrado em papel de filtro. O
volume foi completado com solucdo etandlica 80% (v/v) para 10 mL. Os extratos

foram armazenados — 20 °C até sua utilizacao.

4.6- Teor de Fendlicos Totais

O teor de fendlicos totais foi determinado utilizando-se o reagente de Folin-
Ciocalteu, conforme descrito por Medina (2011). Para a determinacdo, 50 uL do
extrato foram adicionados a 450 uL de agua destilada e a 50 uL do reagente de
Folin-Ciocalteu. A mistura foi agitada em vortex e ficou em repouso por 5 min. Foi
adicionado 500 uL de carbonato de soédio (7%) e 200 uL de &gua deionizada,
seguida de agitacdo em vOrtex e repouso na auséncia de luz por 90 min. A
absorbéancia foi lida em 765 nm, em leitor de microplacas. As determinacdes foram
feitas em triplicata. Foi construida uma curva padrdo de &cido galico, em
concentragdes variando de 50 a 600 ug/mL. O teor de fendlicos totais foi expresso

em mg equivalentes de &cido galico EAG/g de amostra.

4.7- Determinacgao da Atividade Antioxidante

4.7.1- Poder antioxidante de reducéao do ferro (Ferric Reducing
Antioxidant Power) - FRAP

Este ensaio se baseia na medida direta da habilidade dos antioxidantes (re-
dutores) da amostra em reduzirem, em meio acido, o complexo Fe+3/tripiridiltriazina
(TPTZ), para formar Fe+2, de intensa cor azul e absor¢cdo méxima a 593 nm.
Aliguota de 0,1 mL de extrato (etandlico e aquoso) foi adicionada a 0,1 mL de cloreto
férrico 3 mM (em &cido citrico 5 mM). A mistura foi mantida em banho-maria a 37 °C
e ap6s 30 min foi adicionado 1,8 mL 1 mM TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazina), em
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0,05 M HCI. Ap6s 10 min, a absorbancia foi medida a 595 nm (BENZIE; STRAIN,
1996). Os resultados foram expressos em capacidade antioxidante equivalente a

1mM FeSOas. As determinagdes foram feitas em triplicata.

4.7.2- Determinacéo da Capacidade de Absorcéo de Radicais

Oxigénio (ORAC)

O ensaio de ORAC foi realizado a partir dos extratos, seguindo a metodologia
descrita por Davalos, Gomez-Cérdovés e Bartolomé (2004). Para o ensaio, foram
adicionados 20 uL de extrato (com concentragéo final de 1 mg/mL), 120 uL de
fluoresceina em tampéo fosfato de potassio (pH 7,4) na concentragéo final de 0,378
Mg/mL (preparada a partir de uma solugcéo estoque de 3,87 mg/mL) e 60 uL de
AAPH (2,2"-azobis  (2-methylpropionamidine) dihydrochloride) em  agua
(concentracéo final de 108 mg/mL). Para o branco, o extrato foi substituido por
tampéo fosfato de potassio. Como padréo foi utilizado Trolox em tampéo fosfato de
potassio (0,1;1,0;10; 25; 50 ; 80 e 100 uM). Apéds a adicdo de todos os reagentes
na placa, foi feita a leitura da fluorescéncia, a cada 1 minuto, por 80 min. Foram
utilizados os seguintes filtros: emissdo 520 nm e excitacdo 485 nm. A temperatura

do equipamento foi de 37 °C. Todos os extratos foram lidos em triplicata.

As leituras da fluorescéncia foram utilizadas no calculo da AUC (sigla em
inglés para area abaixo da curva), para as amostras, diferentes concentracdes de
Trolox e o branco de acordo com a equagao 3. Os valores da AUC do padréo e das
amostras foram subtraidos do valor de AUC do branco. Os valores de AUC das
amostras foram substituidos na equacao da reta obtida pela curva padréo de Trolox

e os valores expressos em pmol Trolox equivalente (TE)/ g de amostra.
AUC =1 + f2/f1 + f3/f1 + f4/f1 + fn/fl

Onde:
f1 = leitura da fluorescéncia no tempo 1
f2 = leitura da fluorescéncia no tempo 2

fn = leitura da fluorescéncia no tempo 80 minutos
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4 8- Analise Estatistica

Os dados foram apresentados em média + desvio padrdo. Para andlise
estatistica foi utilizado o programa GraphPad Prism 6, na versao 6.01. Para verificar
se os dados possuiam distribuicAo normal foi realizado teste de normalidade
Kolmogorov-Smirnoff. Os dados apresentaram distribuicdo paramétrica e a
comparacdo de médias entre diferentes amostras para cada teste da capacidade
antioxidante foi realizada por meio do teste ANOVA, post hoc Tukey e para
comparar as meédias das mesmas amostras entre extrato aquoso e etandlico e entre
antes e apés a digestao foi utilizado o Teste T. O valor de p foi fixado em 5%

(p<0,05), com o intuito de obter uma confiabilidade de 95% entre as comparacdes.
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5- RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do teor de fendlicos totais e da capacidade antioxidante dos
extratos aquosos e etandlicos da taioba antes e apo0s a cocgdo e dos extratos

aguosos apods a digestéo estdo apresentados nas Figuras 4 e 5.

Figura 4. Teor de fendlicos totais e atividade antioxidante por FRAP e ORAC da

taioba in natura, cozida, digeridas.
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Teor de fendlicos totais antes (A) e apds (B) a digestao in vitro; FRAP antes (C) e apdés a digestéo in
vitro(D); e ORAC antes (E) e ap6s (F) a digestdo in vitro. Os resultados sao representados pela média
+ desvio padrdo. Comparag¢des multiplas utilizando one-way ANOVA foram acompanhadas pelo pés-
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teste de Tukey. * representa diferenca significativa (p < 0,05) entre extratos aquoso e etandlico de
uma mesma amostra pelo Teste T. Taioba in natura aquoso (TNA), taioba in natura etandélico (TNE),
taioba refogado aquoso (TRA), taioba refogado etandlico (TRE), taioba a vapor aquoso (TVA), taioba
a vapor etandlico (TVE), taioba microondas aquoso (TMA), taioba microondas etandlico (TME).
Taioba in natura (TN), taioba refogada (TR), taioba microondas (TM), taioba a vapor (TV). Equivalente
de Trolox (TE); Equivalente de Acido Galico (EAG)

De forma geral, os diferentes métodos de coccdo contribuiram para o
aumento do teor de fendlicos totais e da capacidade antioxidante nos extratos de
taioba (Figura 4. A-C). Dentre todos os métodos de coccédo, a coccdo a vapor, em
extrato etandlico, foi a que mais elevou os teores de polifendis (aumento de 80%) e
da atividade antioxidante por FRAP e ORAC (ambas com aumento de 100%). Esses
resultados estdo de acordo com o estudo de Gliszczynska-Swiglo et al. (2006), em
qgue o cozimento a vapor do brécolis aumentou o teor de polifendis comparado ao do
brécolis in natura. Resultados semelhantes também foram encontrados por Sultana,
Anwar, Igbal (2008) em que ap0s a coccdo a vapor houve aumento do conteudo de
fendlicos em cenoura, ervilha e espinafre. Em outro estudo de Nunes e
colaboradores (2015) o maior teor de fendlicos totais encontrado foi pela coc¢édo a
vapor, seguido pela coc¢cdo em micro-ondas.

As diferencas entre o teor de fendlicos totais e os valores de FRAP e ORAC
das amostras cozidas em relacdo a taioba in natura pode ser atribuido a modificacao
da matriz alimentar provocada pelo cozimento. Provavelmente, a coc¢cdo pode ter
desidratado e alterado a estrutura da matriz alimentar, facilitando o acesso do
solvente aos compostos fendlicos da matriz alimentar, e consequentemente a sua
extracdo (HARRISON; HARRIS, 1985; Huffman et al., 1978; Schweiggert; Schieber
et al., 2006). Além disso, 0 processo de coc¢cdo pode promover a inativacdo da
enzima polifenol oxidase (CHUAH et al., 2008), o que reduziria a degradacao de
polifendis (SIKORA; CIESLIK; TOPOLSKA., 2008) resultando na melhor
disponibilidade desses componentes para extracao.

Estudo de Roy et al. (2007) mostraram que a coc¢ao por menor tempo
associado a temperaturas mais baixas preserva melhor o conteudo de fendlicos e
atividade antioxidante de diferentes hortalicas. O mesmo também foi relatado no
estudo de Yang, Achaerandio e Pujola (2016). Provavelmente essa diferenca pode

estar relacionada com o tempo de exposicdo ao calor ao qual as amostras foram
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submetidas, o método a vapor foi realizado durante 5 min, o método refogado

durante 3 min e o microondas por 4 min.

Em relacéo aos solventes, o extrato etandlico foi 0 mais adequado para extrair
os compostos fendlicos. Isso sugere que 0s principais componentes antioxidantes da
taioba tenham carater hidrofébico e provavelmente sdo de natureza fendlica. A
literatura demonstra que a eficiéncia da extracao depende principalmente da escolha
do solvente. Em um estudo de Pulido, Bravo e Saura-Calixto (2000) demonstrou que
a utilizacdo de diferentes solventes influencia no poder redutor da amostra
analisada. De acordo com Vizzoto e Pereira (2011) solventes com alta polaridade,
como a agua e com polaridade muito baixas ou apolares nao sédo bons extratores.

A atividade antioxidante dos extratos coccionados e digeridos determinada
pelos métodos FRAP e ORAC se encontram na Figura 4, representados em C, D, E
e F na Figura 5. Apos a digestéo, todas as amostras aumentaram em até 100% seu
teor de fendlicos totais e atividade antioxidante por FRAP e ORAC, sugerindo que a
digestdo é tdo ou mais eficiente em liberar compostos fendlicos com atividade
antioxidante do que os diferentes processos de coccao avaliados. Os maiores
valores de fendis totais, FRAP e ORAC foram os da taioba in natura e refogada. No
entanto, o maior valor de ORAC, teste antioxidante que mais se aproxima das
condicbes de oxirreducdo que acontece no organismo, foi da taioba refogada,
mostrando que a combinag&o entre coccdo e processo digestorio pode ser benéfica
por liberar e preservar compostos antioxidantes do alimento.

De forma geral, as maiores capacidades antioxidantes condizem com o0s
teores de compostos fendlicos mais elevados, corroborando a hipétese de que os

principais compostos antioxidantes da taioba sdo os compostos fendlicos.
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FIGURA 5 — Comparativo entre teor de fendis totais e atividade antioxidante em

FRAP e ORAC, antes e ap0s a digestao, das folhas da taioba.
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Comparacéo do teor de fendlicos totais antes e apds a digestéo (A), entre a atividade antioxidante por
FRAP (B) e por ORAC (C) antes e ap0s a digestao. Os resultados séo representados pela média +
desvio padrdo. Comparagfes miltiplas utilizando one-way ANOVA foram acompanhadas pelo pos-
teste de Tukey. * representa diferenca significativa (p < 0,05) entre extratos aquoso e etandlico de
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uma mesma amostra pelo Teste T. Taioba in natura aquoso (TNA), taioba in natura etandélico (TNE),
taioba refogado aquoso (TRA), taioba refogado etandlico (TRE), taioba a vapor aquoso (TVA), taioba
a vapor etandlico (TVE), taioba microondas aquoso (TMA), taioba microondas etandlico (TME).
Taioba in natura (TN), taioba refogada (TR), taioba microondas (TM), taioba a vapor (TV). Equivalente
de Trolox (TE); Equivalente de Acido Galico (EAG)

As amostras digeridas apresentaram valores de ORAC superiores aos de
FRAP, sugerindo que o mecanismo preferencial dos fenodlicos parece ser o de
transferéncia de atomos de hidrogénio, inibindo a oxidacdo induzida pelos radicais
peroxil, que é medido pelo método de ORAC. A diferenca observada se deve ao tipo
de compostos fendlicos presentes na amostra e ao solvente utilizado na extracao.
Este fato evidencia que a atividade antioxidante observada depende do tipo de
estrutura fendlica presente no alimento, ou seja, depende mais do composto do que

da quantidade total.
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6- CONCLUSAO

O método de coccdo que mais extraiu compostos fendélicos e que apresentou
maior atividade antioxidante foi o método a vapor seguido do microondas.
Possivelmente a cocgdo modificou a matriz vegetal favorecendo a extracdo de
compostos. Dentre esses, 0s extratos etanélicos demonstraram teores maiores que
0S aquosos, podendo inferir que 0os compostos antioxidantes mais abundantes sao

de natureza fendlica e possuem carater hidrofobico.

Em relacdo as amostras apos a digestdo, foi possivel observar uma maior
quantidade de compostos fendlicos assim como de atividade antioxidante,
provavelmente porque a digestdo atuou como extratora de fendlicos. A maior
atividade antioxidante em ORAC encontrada ap0s a digestéo foi da taioba refogada,
seguida da in natura. Pode-se inferir que o maior tempo de cozimento levou a uma
menor atividade antioxidante, possivelmente pela preservacdo da estrutura dos

compostos fendlicos.

Ao analisar a atividade antioxidante por FRAP, por ser outro mecanismo de
acao, nado foi observado o mesmo resultado. Portanto dependendo do mecanismo
antioxidante avaliado, a digestdo pode ou néo ser benéfica.

A unido da coccdo com a digestédo parece ser o melhor dos processos para a
taioba refogada, principal forma de consumo da popula¢do. Entre os métodos de
determinacdo de atividade antioxidante, o mecanismo preferencial dos compostos
fendlicos das folhas da taioba € de transferéncia de elétrons de hidrogénio (ORAC).
E dessa forma a maior atividade antioxidante no processo de coccdo por ORAC e

subsequente digestdo é a forma refogada.
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