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RESUMO

A maioria dos produtos probidticos sdo elaborados a base de leite, com
desvantagens aos consumidores intolerantes a lactose, tornando assim produtos
probioticos ndo lacteos vantajosos. O yacon é uma planta que acumula em suas
raizes compostos prebidticos conhecidos como frutooligossacarideos. O obijetivo
deste trabalho foi produzir o suco de yacon e utiliza-lo como matriz n&o lactea para a
bactéria probidtica Bifidobacterium animalis ssp. lactis. O yacon apresentou rapido
escurecimento enzimatico, requerendo tratamento para manter a coloragado do suco
durante o processamento e armazenamento. Foi avaliado a combinacdo de 3
tratamentos em diferentes niveis para manter a coloragao do suco, sendo escolhido
a combinagdo da imersao das fatias de yacon em solugéo de acido ascorbico 0,5%
(m/v), branqueamento a vapor por 6 minutos e adi¢do direta de acido ascorbico ao
suco extraido na concentracdo final de 0,2% (m/v). Foi empregada a técnica de
crioconcentracédo para aumentar o teor de sélidos soluveis do suco de 7 para até 18°
Brix. Leite integral UHT foi fermentado por 10 horas a 45°C, apresentando pH 4,31 e
producao de acidez expressa em acido latico de 6,35 g.L'1. Durante a fermentacéo,
houve crescimento das bifidobactérias de 1,35.102 para 2,78.10° UFC.mL™", o que o
classifica como produto probiético pela ANVISA. Suco de yacon (6° Brix) e suco de
yacon concentrado (12° Brix) foram fermentados a 35°C e 45°C por 10 horas. Ambos
0s sucos apresentaram redugao de viabilidade celular de maneira dependente da
temperatura. A 35°C, o suco de yacon apresentou reducdo de 8,83.10" para 2,52.10’
UFC.mL™" enquanto o suco de yacon concentrado apresentou reducgdo de 1,07.10°
para 2,05.10" UFC.mL™, porém em ambos os casos o nimero de bactérias viaveis
foi suficiente para enquadra-los como produto probiético. A 45°C, o suco de yacon
apresentou reducdo de 9,45.10° para 1,65.10° UFC.mL" e o suco de yacon
concentrado de 7,77.107 para 1,29.10°, em ambos os casos o nimero de bactérias
viaveis foi insatisfatério e portanto o suco fermentado a 45°C n&o seguiu adiante no
estudo do armazenamento sob refrigeragéo. Leite, suco de yacon e suco de yacon
concentrado foram transferidos no tempo 0 e 10 horas da etapa de fermentacao
para recipientes de vidro e plastico e mantidos sob refrigeracdo a 7°C por 28 dias.
Durante o armazenamento, houve crescimento da bifidobactéria e acidificacdo do
leite ndo fermentado. O leite fermentado apresentou pds-acidificagado e redugao da
viabilidade celular, porém o numero de bactérias viaveis permaneceu satisfatorio
mesmo apos 28 dias. O suco de yacon e o suco de yacon concentrado, ambos nao
fermentados, apresentaram reducdo do numero de bactérias viaveis, porém tal
numero permaneceu suficiente por até 28 dias para enquadrar o produto como
probiotico. O suco de yacon e suco de yacon concentrado, ambos fermentados,
apresentaram perda de viabilidade celular mais acentuada, possuindo numero
satisfatorio de bactéria viaveis por apenas 14 e 21 dias, respectivamente. Um estudo
mais aprofundado deve ser feito para manter a estabilidade da cor do suco de yacon
sem promover grande diminui¢do do pH do suco, o que compromete o crescimento
e sobrevivéncia da bifidobactéria.

Palavras-chave: Alimentos funcionais. Probidtico. Produto nao lacteo. Yacon.
Bifidobacterium



ABSTRACT

Most of the probiotic products are made of milk, but it is not suitable for lactose
intolerant consumers, therefore non-dairy probiotic products are advantageous.
Yacon is a plant that stores in its root fructooligosaccharide, a prebiotic fiber. This
work aim was to produce yacon juice and use it as a non-dairy matrix for the probiotic
strain Bifidobacterium animalis ssp. lactis. Yacon showed quickly enzymatic
browning, requiring treatment to maintain the color along its process and storage. It
was evaluated 3 treatments in different levels to maintain the color stability, the
chosen process was: immersion of yacon slices into an 0.5% (w/v) ascorbic acid
solution, steam blanching for 6 minutes and addition of ascorbic acid directly to the
juice at a concentration of 0.2% (w/v). It was employed the cryoconcentraion to
increase the juice’s solids content from 7 to 18° Brix. Whole milk was fermented at
45°C for 10 hours, presenting a pH value of 4,31 and increase of acidity expressed in
lactic acid of 6.35 g.L'1. During the fermentation, the bifidobacterium population grew
from 1.35x10° to 2.78x10® CFU.mL™, which classifies the juice as a probiotic product
according to ANVISA. Yacon juice (6° Brix) and concentrated yacon juice (12° Brix)
were fermented at 35°C and 45°C for 10 hours. Both juices presented decrease of
cell viability in a temperature dependent matter. At 35°C, yacon juice and
concentrated yacon juice presented a cell viabilit1y loss from 8.83x10’ to 2.52x10’
CFU.mL™" and from 1.07x108 to 2.05x10” CFU.mL™", respectively. For both juices, the
number of viable cells was high enough to be classified as probiotic. At 45°C, yacon
juice and concentrated yacon juice presented cell viability loss from 9.45x10” to
1.65x10° CFU.mL™" and from 7.77x10’ to 1.29x10° CFU.mL", respectively. For both
juices, the viable cells amount was unsatisfying and therefore the juice fermented at
45°C did not proceed to the storage under refrigeration assessment. Milk, yacon juice
and concentrated yacon juice were transferred to glass and plastic containers at time
0 and 10 hours of the fermentation step and they were kept under 7°C for 28 days.
During storage, there were bifidobacterium growth and acid production in non-
fermented milk. Fermented milk presented post-acidification and cell viability loss, but
the number of viable cells remained satisfying even after 28 days of storage. Non-
fermented yacon juice and non-fermented concentrated yacon juice presented
decrease in the number of viable cells, however this number remained high enough
to classify these juices as probiotic even after 28 days of storage. Yacon juice and
concentrated yacon juice, both fermented, showed a more intense loss of cell
viability, presenting a satisfying number of viable cells for only 14 and 21 days of
storage, respectively. A more accurate study is required to maintain the color stability
of yacon juice without promoting a great pH decrease that compromise bifidobacteria
development and survival.

Key-words: Functional foods. Probiotic beverage. Non-dairy product. Yacon.

Bifidobacterium
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1. INTRODUGAO

Os anseios da sociedade por boa saude associada a longevidade deram
impulso ao desenvolvimento de alimentos funcionais que, além de suprirem as
necessidades nutricionais, promovem uma vida mais saudavel. Existem diversos
tipos de alimentos funcionais, porém os que recebem maior destaque s&o os
probidticos, os prebidticos e os simbioticos (SAAD et al., 2011).

As bactérias probioticas sao aquelas que, quando consumidas em quantidade
suficiente, promovem beneficios a saude do hospedeiro. Para que possam exercer
tal efeito, as bactérias devem antes sobreviver ao processamento e ao
armazenamento e ainda resistir ao processo de digestdo para que possam alcancar
o intestino e coloniza-lo. Diversos efeitos benéficos sdo atribuidos as bactérias
probidticas, tais como protegdo contra infeccdo de bactérias patogénicas, melhor
absorgao de lactose em individuos intolerantes, alivio dos sintomas de diarreia,
aumento da absorgdo de minerais, atividade anticarcinogénica, entre outros
(GUILLILAND, 1989; PARVEZ et al., 2006; SAAD, 2006; VRESE e MARTEAU,
2007; SAAD et al., 2011; PAULA et al., 2012).

Ja os prebidticos sdo componentes dos alimentos que ndo sdo digeridos pelo
homem e, ao alcancgar o intestino, s&o seletivamente fermentadas pelas bactérias
associadas a saude e ao bem-estar. Entre os prebidticos, ganham destaque a
inulina e os frutoligossacarideos (FOS), que sdo polimeros compostos de unidades
de frutose ligados por ligagdo B (2=2»1), contendo geralmente uma unidade de
glicose em sua extremidade. Tais carboidratos s&o fermentados principalmente
pelas bactérias probidticas dos géneros Bifidobacterium e, em menor grau,
Lactobacillus (BELITZ et al., 2004; ROBERFROID, 2007; DAMODARAN et al.,
2010).

A associagao de um probidtico a um prebidtico gera outra classe de alimento
funcional, o simbiotico. Tal associagao é vantajosa pois adapta a bactéria probidtica
ao seu substrato levando a uma vantagem competitiva desta bactéria. Porém, o
emprego de um probidtico e um prebidtico aumenta os custos de produgao
(PANDEY et al., 2008; SAAD et al., 2011).
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O yacon (Smallanthus sonchifolius) é uma planta que, ao contrario da maioria
dos vegetais que acumulam carboidratos na forma de amido, possui sua reserva
energética principalmente na forma de FOS em suas raizes tuberosas. Sua raiz
pode ser consumida in natura, havendo também estudos sobre produtos
processados a base de yacon, tais como suco, farinha, xarope, yacon desidratado,
yacon minimamente processado, entre outros (SILVA, 2004; MICHELS, 2005;
SANTANA e CARDOSO, 2008; KOTOVICZ, 2011; RODRIGUES et al., 2012).
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2. OBJETIVOS

2.1.0BJETIVO GERAL

Estudar as condi¢cdes de sobrevivéncia da bactéria probidtica Bifidobacterium
animalis ssp. lactis em bebida desenvolvida a partir da raiz tuberosa de yacon.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar os melhores tratamentos para estabilizar a coloragédo do suco de
yacon.

Monitorar o crescimento da cepa probidtica Bifidobacterium animalis ssp.
lactis durante a fermentacdo do suco de yacon através da contagem de células
viaveis e pela acidificagao do meio observado pela diminuicdo de pH e produgao de
acidos organicos.

Avaliar a pos-acidificagcdo do produto armazenado sob refrigeragdo, assim
como a viabilidade celular da cepa probiotica.

Comparar o crescimento e sobrevivéncia da bifidobactéria no suco de yacon e
no leite para avaliar se o suco de yacon pode ser empregado como matriz ndo lactea

de probidtico.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1.ALIMENTOS FUNCIONAIS

Sao alimentos funcionais de acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA):

O alimento ou ingrediente que alegar propriedades funcionais ou de saude
pode, além de fungdes nutricionais basicas, quando se tratar de nutriente,
produzir efeitos metabdlicos e ou fisiolégicos e ou efeitos benéficos a saude,

devendo ser seguro para consumo sem supervisdo médica (1999).

Os alimentos funcionais podem ser classificados quanto ao componente
bioativo presente nele, como probidticos, prebidticos, fitoquimicos, vitaminas e
minerais essenciais, peptideos bioativos, entre outros, sendo que os dois primeiros

ganham destaque entre as classes de alimentos funcionais (SAAD et al., 2011).

3.1.1. Probidtico

Os probidticos sdo micro-organismos vivos que, quando ingeridos em
quantidades apropriadas, promovem beneficios a saude do hospedeiro. Para que
um micro-organismo possa ser empregado em alimentos, ele deve ser antes
classificado como seguro (ou GRAS, do inglés Generally Recognized As Safe)
(MALAJOVICH, 2004; SAAD, 2006).

Para que um determinado micro-organismo possa oferecer beneficio a saude
e seja caracterizado como probiotico, ela deve sobreviver a passagem pelo trato
gastrointestinal e se desenvolver no intestino, o que implica sobreviver ao pH
estomacal, ao suco gastrico, ao suco pancreatico e a bile e ainda aderir a mucosa
intestinal (FERREIRA, 2012). O estudo feito por Perdigon et al. (2003) indica que a
adesdo da bactéria probidtica depende das espécies envolvidas. Os autores
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reportaram que enquanto a espécie probiodtica Bifidobacterium animalis aderiu a
mucosa dos intestinos delgado e grosso de camundongos, a cepa Bifidobacterium
adolescentis — isolada de humanos - n&do teve a mesma capacidade.

De acordo com a ANVISA (2008), a recomendacéo diaria de consumo de um
produto probidtico pronto para consumo deve garantir o minimo de 10® a 10°
unidades formadoras de colénia (UFC) do micro-organismo probiético. E importante
que as bactérias probidticas se mantenham em elevado numero de células viaveis
durante o tempo de prateleira até o seu consumo. Diversos fatores afetam sua
sobrevivéncia no produto alimenticio como a cepa utilizada, a concentragdo do
inoculo, a interacdo com as bactérias presente no alimento, a acidez do meio, o nivel
de oxigénio dissolvido, a disponibilidade de nutrientes, a temperatura e o tempo de
incubacédo, a temperatura de armazenamento, entre outros (PANDEY et al., 2008).

As bactérias pertencentes aos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium séo as
mais empregadas e estudadas como probioticos. Enquanto que os lactobacilos
colonizam preferencialmente a por¢ao terminal do ileo, as bifidobactérias colonizam
preferencialmente o colon (SAAD et al., 2011).

Nem todas as espécies pertencente aos géneros Lactobacillus e
Bifidobacterium s&o probidticas. De acordo com Jay (2005), a bactéria Lactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus, utilizada na produ¢do de iogurte convencional, nao
coloniza o intestino humano enquanto que a espécie L. acidophilus, utilizada como
probiotico em iogurte e outros produtos, possui tal capacidade. A ANVISA (2008)
aceita como probidticas as espécies Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
parasacei, Lactobacillus casei shirota, Lactobacillus casei variedade rhamnosus,
Lactobacillus casei variedade defensis, Lactococcus lactis, Bifidobacterium longum,
Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium animalis, Bifidobacterium animalis ssp.
lactis e Enterococcus faecium.

Diversos efeitos benéficos a saude sdo associados aos probidticos, tais como
regulacdo da microbiota intestinal, protecdo contra infecgbes intestinais, atividade
anticarcinogénica, aumento da absorgédo de minerais, melhor digestdo de lactose em
individuos intolerantes, reducéo do nivel sérico de colesterol, modulacdo do sistema
imune, alivio da constipagao, tratamento de diarreia, entre outros (GILLILAND, 1989;
PARVEZ et al., 2006; SAAD, 2006; VRESE e MARTEAU, 2007; SAAD et al., 2011).

Um estudo feito por Tejada-Simon et al. (1999) aponta que camundongos
tratados com iogurte suplementado com cepas probioticas apresentaram resposta
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imunolodgica significativamente maior frente a imunizagdo oral com toxina da colera
comparado ao grupo tratado com iogurte contendo apenas bactérias convencionais.
Wang et al. (2004) apontaram que a bactéria Bifidobacterium lactis possui efeito
inibitorio in vitro sobre a bactéria patogénica Helicobacter pylori. O estudo clinico
feito por Kiessling et al. (2002) indica que o consumo de iogurte probiético aumentou
significativamente o nivel sérico de colesterol HDL, o que € apontado como um
“‘bom” transportador de colesterol por carregar colesterol dos tecidos periféricos para
o figado, reduzindo assim o risco de desenvolver aterosclerose (CHAMPE et al.,
2009). Ja Barrenetxe et al. (2006) reportaram que a ingestdo de bactérias
probidticas afetou a fisiologia intestinal de ratos ao ativar o sistema imune e ao
aumentar a atividade enzimatica das enzimas digestivas sacarase, maltase e N-
aminopeptidase.

Diversos produtos probidticos ja sdo comercializados ou s&do objetos de
estudo, tais como iogurte e outros tipos de leites fermentados, iogurte liofilizado,
queijos, sorvetes, salames, cereais, margarina, sucos de fruta, chocolates, azeitona,
entre outros (LAVERMICOCCA et al., 2005; CAPELA et al., 2006; BISPO et al.,
2011; CLERICI et al., 2011; CRUZ et al., 2011a; CRUZ et al., 2011b; CRUZ et al.,
2011¢c; MACEDO et al., 2011; SCHMIDT e PEREIRA, 2011).

Os produtos lacteos sdo os veiculos mais frequentemente utilizados como
probiéticos, havendo crescente interesse em demais formulagdes alimenticias para
tal funcdo. O desenvolvimento de sucos vegetais probidticos possui certas
vantagens tais como: auséncia natural de colesterol, atendimento ao publico
vegetariano e intolerante a lactose, concentracdo elevada de agucares
fermentesciveis e reduzido potencial redox do alimento pela adicao de antioxidantes
- contribuindo assim para o crescimento dos lactobacilos e bifidobactérias que séo
microaerofilos e anaerobios, respectivamente (RIVERA-ESPINOZA e GALLARDO-
NAVARRO, 2010; SCHMIDT e PEREIRA, 2011; MARTINS et al., 2013). O estudo
feito por Bolduc et al. (2006) mostra que a suplementagdo do antioxidante acido
ascorbico afetou positivamente o crescimento das bactérias probidticas
Bifidobacterium infantis, B. longum e B. animalis ssp. lactis.

Diversos autores tém reportado o estudo de sucos vegetais probidticos. Os
estudos utilizam bactérias dos géneros Bifidobacterium ou Lactobacillus para
fermentar o suco de diversas fontes, como macga, cenoura, beterraba, roma, caju,

couve, laranja, abacaxi, cranberry, groselha, toranja, morango, meldo, maple e
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tomate (KLEWICKA et al., 2004; LUCKOW e DELAHUNTY, 2004; YOON et al.,
2004; YOON et al., 2005; NEVES, 2005; SHEEHAN et al., 2007; KUN et al., 2008;
KHALF et al., 2010; KOH et al., 2010; VERGARA et al., 2010; FONTELES et al.,
2011; MOUSAVI et al., 2011; NUALKAEKUL et al.,, 2011; PEREIRA et al., 2011;
ELLENDERSEN et al., 2012; PEREIRA et al., 2012). O estudo feito por Saarela et al.
(2011b) visou promover mutac¢des aleatorias por radiagao ultravioleta em uma cepa
de Bifidobacterium animalis ssp. lactis para gerar variedades mutantes mais
tolerantes ao pH acido e assim se adaptarem melhor ao suco de frutas. No mesmo
ano, Saarela et al. (2011a) notaram que o enriquecimento de fibra de aveia
aumentou a estabilidade de cepas de Bifidobacterium breve em suco de fruta
durante a armazenagem.

3.1.2. Bifidobactéria

As bifidobactérias sdo bactérias Gram-positivas, anaerdbicas, catalase
negativa, com morfologia ramificada em forma de Y ou V e n&do s&do formadoras de
esporo. A faixa ideal de pH varia entre 6,5 e 7,0, apresentando sensibilidade a pH
inferior a 5,0. A faixa de temperatura ideal das bifidobactérias isoladas de humanos
€ de 36 a 38°C, sendo que as cepas isoladas de animais apresentam uma faixa um
pouco maior, entre 41 e 43°C. O crescimento das bifidobactérias € inibido em
temperaturas inferiores a 20°C e superiores a 49,5°C, tendo elas um mecanismo
molecular para se proteger de danos causados pelo stress térmico (CRONIN et al.,
2011; FERREIRA, 2012).

Embora anaerdbicas, algumas cepas de bifidobactéria apresentam certa
aerotoleréncia, como a espécie Bifidobacterium animalis ssp. lactis. Algumas
estratégias sao utilizadas para aumentar a sobrevivéncia das bifidobactérias na
presenca de oxigénio, como a adigado de acido ascoérbico ou cisteina em produtos
alimenticios e em meio de cultura (KUN et al., 2008; CRONIN et al., 2011). O estudo
feito por Kawasaki et al. (2007), além de mostrar que certas cepas de bifidobactéria
suportam a presenca de 5% e 10% de gas oxigénio, aponta que a presenga de gas

carbdnico € importante para o crescimento das coldnias.
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As bifidobactérias tem um largo arsenal bioquimico para metabolizar
carboidratos, um indicio de adaptagdo genética a ambientes competitivos ricos em
carboidratos complexos. Diferente das demais bactérias lacticas, as bifidobactérias
metabolizam a glucose através da via frutose-6-fosfato, gracas a enzima frutose-6-
fosfato fosfocetolase. Através desta via, a frutose-6-fosfato € quebrada em eritrose-
4-fosfato e acetil-fosfato, produzindo no final da rota metabdlica 1 mol de acido
lactico e 1,5 mols de acido acético para cada mol de glucose. Além da producgao de
acidos, algumas cepas séo capazes de sintetizar algumas vitaminas do complexo B
como tiamina, piridoxina, niacina e riboflavina além de acido folico (KUN et al., 2008;
CRONIN et al., 2011; FERREIRA, 2012).

A microbiota intestinal de uma criangca recém-nascida em amamentacéo €
constituida por mais de 90% de bifidobactérias, sendo que essa propor¢ao diminui
ao longo do crescimento representando de 3 a 10% da microbiota intestinal de um
adulto. Estudos apontam que algumas cepas apresentam adaptacao especifica ao
intestino de certos animais, tais como Bifidobacterium angulatum e Bifidobacterium
gallinarum, porém outras espécies como a Bifidobacterium animalis apresentam
carater cosmopolita, podendo colonizar o intestino de mais de uma espécie de
animal. O sequenciamento genético das bifidobactérias aponta que o género possui
genes codificadores para a sintese de polissacarideos extracelulares que podem
estar envolvidos na aderéncia da bactéria ao epitélio intestinal do hospedeiro e ainda
contribuir para a resisténcia ao suco gastrico e aos sais biliares (TURRONI et al.,
2011; FERREIRA, 2012).

3.1.3. Prebidticos

Os prebidticos sdo compostos alimenticios que propiciam mudancgas
especificas na composicdo e na atividade da microflora intestinal, gerando
beneficios a saude do consumidor. Para que o composto seja classificado como
prebiotico, ele deve resistir a acidez estomacal e a agdo das enzimas digestivas
humanas, ndo deve ser absorvida pelo intestino e deve ser fermentado pelas
bactérias intestinais, estimulando seletivamente o crescimento das bactérias
associadas a saude e ao bem-estar (ROBERFROID, 2007).
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Entre os beneficios a saude associados aos prebiodticos estdo a reducédo do
nivel sérico de triacilglicerideos e colesterol, maior absorgdo de calcio e magnésio,
atividade anticarcinogénica e aumento do volume do bolo fecal (ROBERFROID,
2007; SILVA et al., 2007; SAAD et al., 2011; PAULA et al., 2012; SANT'ANNA et al.,
2012).

Coudray et al. (2003) analisaram o efeito de frutanos de diferentes graus de
polimerizagcdo sobre a absor¢cdo de calcio e magnésio em ratos. Os resultados
apontam que todos os frutanos utilizados aumentaram significativamente a absorgao
de magnésio ao passo que a absor¢ao de calcio foi maior para o grupo tratado com
Synergyl (mistura de FOS com inulina de alta performance). Os autores apontam
também que todos os grupos tratados com frutanos produziram significativamente
mais acidos graxos de cadeia curta (SCFA, do inglés short chain fatty acids) do que
o grupo controle, e que o grupo tratado com FOS foi 0 que apresentou maior teor de
acido butirico. De acordo com Goii e Lépez-Oliva (2006), o acido butirico é o acido
graxo de cadeia curta mais benéfico ao epitélio e a parede intestinal, possuindo um
efeito paradoxal ao estimular o crescimento das células sadias da base das criptas
intestinais enquanto que inibe a proliferacdo das células da superficie das criptas e
das células neoplasicas. Além disso, os SCFA produzidos pela microflora a partir da
fermentacao de fibras fornece de 50 a 75% da energia requerida pelas células do
célon (BRODY, 1994).

Entre os polissacarideos, apenas o amido e o glicogénio sdo digeridos e
absorvidos pelo homem, pois as enzimas a-amilases e isomaltase conseguem
hidrolisar, respectivamente, as ligagdes a (1=24) e a (1=6) entre duas moléculas de
glicose. Os outros polissacarideos da dieta, tais como componentes estruturais
vegetais (como celulose, hemicelulose e pectina) ou gomas adicionadas aos
alimentos, ndo séo digeridos pelo homem e sao classificadas como fibra dietética.
Tais polissacarideos alcangam o intestino com pouca ou nenhuma modificagao, pois
a acidez estomacal ou o tempo de permanéncia no estbmago nao sao suficientes
para hidrolisar significativamente os polissacarideos (CHAMPE et al., 2009;
DAMODARAN et al., 2010).

De acordo com Ferreira (2012) e Rodrigues et al. (2012), sao classificados
como prebidticos os carboidratos lactulose, lactitol, FOS, inulina,

galactooligossacarideos (GOS), oligossacarideos da soja, xilooligossacarideos
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(XOS), amido resistente, isomaltooligossacarideos, lactossacarideo, Palatinose®,
entre outros.

A inulina € um carboidrato de reserva de algumas plantas, tais como chicoria,
cebola, alho, alcachofra, aspargo, banana, entre outras. Sua estrutura quimica é
composta por uma cadeia de frutose unida por ligagado B (2=»1) e contendo uma
unidade de glicose em sua extremidade (BELITZ et al., 2004; DAMODARAN et al.,
2010). Raramente o grau de polimerizagdo da inulina ultrapassa 60. Cadeias
pequenas de inulina cujo grau de polimerizagdo é menor do que 10 sdo chamadas
de FOS (ROBERFROID, 2005; SANTOS et al., 2011). Tanto a inulina quanto os
FOS séao fibras dietéticas e possuem indice glicémico igual a zero, ou seja, nao
aumentam o nivel sério de glicose nem de insulina (DAMODARAN et al., 2010).
Além disso, ambos sio seletivamente fermentados pelas bifidobactérias e em menor
proporgao pelos lactobacilos gragas a acdo da enzima inulinase intracelular
(ROBERFROID, 2007). O teor minimo de FOS ou inulina estipulado pela ANVISA
(2008) que a porcao dos alimentos prontos para consumo devem possuir para
serem classificados como prebidticos € de 3 g para alimentos sélidos e 1,5 g para
alimentos liquidos.

A inulina possui baixo sabor doce e pode ser utilizada como um substituto de
gordura devido a formac&do de microcristais que ddo ao alimento uma textura
cremosa. Ja os FOS, devido ao menor grau de polimerizagdo, apresentam sabor
mais adocicado (cerca de 1/3 do poder adogante da sacarose) e s&o altamente
higroscopicos. Ambos apresentam estabilidade em pH superior a 3 e em
temperatura de até 140°C, porém em condi¢cbes acidas extremas e exposicao
prolongada ao bindmio tempo e temperatura eles podem sofrer hidrélise (BELITZ et
al., 2004; ZULETA e SAMBUCETTI, 2006; SILVA et al., 2007).

3.1.4. Alimentos Simbidticos

Alguns alimentos possuem simultaneamente caracteristica probiotica e
prebiotica, sendo entdo denominado como simbiotico. O emprego conjunto desses
elementos no alimento pode levar a uma melhor adaptagdo do micro-organismo a

fibra e resultar em uma vantagem competitiva da bactéria probiotica frente as
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demais (SAAD, 2006). O presenca do prebiotico melhora a sobrevivéncia da bactéria
probiotica durante o armazenamento do produto e durante a passagem pelo trato
gastrico, estimulando assim o crescimento e a atividade ndo s6 das bactérias
endogenas ja presentes no colon mas também das exdgenas provenientes do
alimento. Porém, a mistura de um probidtico com um prebidtico aumenta o custo de
producéo (PANDEY et al., 2008).

O estudo feito por Lamoureux et al. (2002) indica que algumas cepas de
bactérias podem produzir fibras prebiéticas durante a fermentacdo por reagdo de
transglicosilagdo. Os autores apontam que, entre as cepas estudadas, a bactéria
probidtica Bifidobacterium infantis foi a que apresentou maior produg¢ao do prebidtico
GOS em iogurte e que nado houve hidrélise do oligossacarideo ao longo do
armazenamento.

Pedreschi et al. (2003) avaliaram a utilizacdo de FOS pelas bactérias
probidticas Lactobacillus acidophilus, L. plantarum e Bifidobacterium bifidum e os
autores reportaram que todas as espécies consumiram FOS, porém o consumo foi
maior para a bifidobactéria.

Fooks e Gibson (2002) estudaram in vitro o efeito inibitorio de diversas cepas
probioticas associadas a diversas fontes de carbono sobre as espécies patogénicas
Escherichia coli, Campylobacter jejuni e Salmonella enteritidis. Os autores apontam
que, entre os carboidratos testados, os FOS associados ao Lactobacillus plantarum
foram os mais eficientes na inibicdo do crescimento das cepas patogénicas,
enquanto que, para a bactéria Bifidobacterium bifidum, a mistura de FOS e XOS
provou ser a mistura simbidtica mais efetiva. Os autores indicam também que a
bactéria L. plantarum cresceu mais rapidamente quando a glicose foi a fonte de
carbono, seguido dos FOS, enquanto que a bactéria B. bifidum apresentou
crescimento mais acelerado na presenca da mistura de FOS e XOS, ao passo que a
cepa patogénica E. coli teve rapido crescimento na presenca de glicose, porém
crescimento lento na presenca de inulina, FOS e XOS.

Liong e Shah (2005) avaliaram in vitro o efeito de diversos prebioticos
associados a bactéria Lactobacillus acidophilus e concluiram que, entre os
prebidticos analisados, apenas manitol, FOS e inulina aumentaram
significativamente a reduc¢ao do nivel de colesterol do meio de crescimento.

O estudo feito por Capela et al. (2006) aponta que a presenga de FOS, inulina

e amilose aumentou a sobrevivéncia de cepas probidticas em iogurte refrigerado,
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porém n&o garantiram a sobrevivéncia das mesmas em iogurte liofilizado. Macedo et
al. (2008) reportaram que a adicdo de mel ao leite fermentado aumentou a
sobrevivéncia das bifidobactérias nele presente, possuindo o mel oligossacarideos
que podem ter propriedades prebidticas. Ja o estudo feito por Saarela et al. (2006b)
aponta que dextrina de trigo e polidextrose aumentaram a viabilidade celular de
Lactobacillus rhamnosus durante o processo de liofilizagdo. Khalf et al. (2010)
simularam o trato gastrointestinal humano e observaram que o extrato de maple
contento inulina promoveu maior sobrevivéncia das bactérias Bifidobacterium lactis e
Lactobacillus rhamnosus durante a passagem pelo trato gastrointestinal comparado
ao extrato sem adic&o de inulina.

Bruno et al. (2002) reportaram que a adigao dos prebidticos inulina e lactulose
reduziram o tempo de duplicagdo populacional de bifidobactérias durante a
fermentacdo de leite. Shin et al. (2000) avaliaram o efeito de 3 prebiodticos (FOS,
GOS e inulina) sobre 2 cepas de bifidobactérias e os autores reportaram que todos
os 3 prebidticos diminuiram o tempo de duplicagao populacional de ambas as cepas,
porém o FOS foi o mais eficiente, apresentando efeito positivo sobre o crescimento
das bifidobactérias em concentragbes menores que as concentragdes requeridas
pelos demais prebidticos analisados.

Ja o estudo clinico feito com mulheres por Kiessling et al. (2002) aponta que o
iogurte simbiotico reduziu significativamente o pH das fezes. De acordo com Parvez
et al. (2006), a redugdo do pH intestinal auxilia na inibicdo do crescimento de
espécies patogénicas invasoras. Além disso, a redugdo do pH aumenta a
solubilidade dos minerais, potencializando assim a sua absor¢cdo (COUDRAY et al.,
2003). O estudo clinico feito por Gotteland et al. (2010) indica que o consumo de
uma bebida lactea simbidtica reduziu significativamente a frequéncia de fezes muito
duras em individuos acometidos por constipagao, aliviando assim o sintoma dessa

desordem.

3.2.YACON COMO FONTE DE PREBIOTICO

O yacon (Smallanthus sonchifolius) € uma planta originaria dos Andes que,

devido a sua composi¢cdo quimica, tem sido considerada como alimento funcional.
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Enquanto a maioria dos tubérculos e raizes tuberosas acumulam carboidratos na
forma de amido, o yacon acumula em suas raizes tuberosas (FIGURA 1) carboidrato
na forma de FOS, sendo encontradas também pequenas quantidades de frutose,
glicose e sacarose (SANTANA e CARDOSO, 2008; RODRIGUES et al., 2012). Os
cultivares de yacon podem ser distinguidos a partir da coloragado de sua polpa e da
sua casca, podendo ser roxo, branco ou amarelo (GRAEFE et al., 2004).

O estudo feito por Pedreschi et al. (2003) mostra que o FOS do extrato de
yacon é uma fonte de carbono fermentescivel pelas as cepas probidticas
Lactobacillus acidophilus, L. plantarum e Bifidobacterium bifidum.

A composigao centesimal do yacon pode ser observada na TABELA 1. O teor
de FOS, porém, sofre reducao apoés a colheita. O estudo da fisiologia pos-colheita da
raiz de yacon feita por Graefe et al. (2004) aponta que ao longo do armazenamento
ha redugédo do teor de FOS e aumento do teor de glicose e frutose de maneira
dependente do cultivar. Lachman et al. (2004) analisaram também os carboidratos

do yacon e encontraram que o cultivar e a safra variam significativamente o teor de

cada carboidrato.

FIGURA 1 — RAIZ TUBEROSA DE YACON INTEGRA E DESCASCADA
FONTE: O AUTOR (2013)
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O yacon é popularmente utilizado no tratamento de diabete, por reduzir o
indice glicémico de refeicbes. Alimentos com baixo indice glicémicos s&o
recomendados a portadores de diabete pois apresentam lenta absorcdo e
aumentam gradativamente a glicose, evitando oscilagbes bruscas no nivel sérico de
glicose e insulina (OLIVEIRA et al., 2009; TEIXEIRA et al., 2009). Teixeira et al.
(2009) adicionaram yacon ao suco de laranja industrial e concluiram que a adig&o de
15% de yacon néo foi sensorialmente percebida pelos provadores e que o grupo
tratado com suco enriquecido com yacon nao apresentou pico glicémico, ao

contrario do grupo tratado com o suco convencional.

TABELA 1 — COMPOSICAO CENTESIMAL DO YACON IN NATURA

Componente Teor (%)
Umidade 88,68
Cinzas 0,34
Lipideos 0,07
Proteinas 0,26
Fibra Alimentar 6,88
Acucares redutores (expresso em glicose) 2,86
Acucares nao redutores (expresso em sacarose) 6,18

FONTE: KOTOVICZ (2011)

O yacon pode ser consumido tanto in natura como processado (SANTANA e
CARDOSO, 2008). O estudo feito por Silva (2004) visou a elaboragao do suco feito a
partir de yacon e péssego, enquanto que Lago (2010) estudou a concentragdo do
suco de yacon. Ja Michels (2005) estudou a raiz de yacon minimamente processada
armazenada em atmosfera modificada.

Moscatto et al. (2004) desenvolveram um bolo de chocolate substituindo
parcialmente a farinha de trigo por farinha de yacon e inulina. A farinha de yacon foi
estudada também por Lobo et al. (2007), porém o estudo foi voltado para os
beneficios que a inclusdo da farinha de yacon na dieta de ratos proporciona. Os
autores apontam que houve maior absor¢do de calcio e magnésio, maior balango de
calcio, maior concentracao de calcio presente no fémur e na tibia e maior numero de
criptas presentes no ceco dos animais tratados com a farinha de yacon. Campos et
al. (2012) também estudaram os efeitos da suplementac&o de farinha de yacon na
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dieta e observaram que em porcos houve aumento da populagdo de bifidobactérias
e lactobacilos assim como maior teor de SCFA no ceco dos animais tratados com
farinha de yacon.

3.3.PROCESSAMENTO DE SUCO

3.3.1. Branqueamento

O branqueamento fisico consiste em um tratamento térmico que visa inativar
enzimas que causam degradagdo do produto, tais como lipoxigenase, polifenol
oxidase (PPO do inglés polyphenol oxidase), poligalacturonase, acido ascoérbico
oxidase, catalase clorofilase, entre outros. A inativacao ineficiente destas enzimas
pode ocasionar odores indesejaveis, rancidez, alteragdes na textura e na cor dos
alimentos estocados. Além disso, o branqueamento fisico contribui para reduzir a
carga microbiana, amolecer os tecidos vegetais e promover exaustdo dos gases
intracelulares (RAMASWAMY, 2004; FELLOWS, 2006; DAMODARAN et al., 2010).

E importante estabelecer o bindmio tempo-temperatura para que as enzimas
sejam inativadas sem que ocorra perda da qualidade dos vegetais. O processo de
branqueamento pode levar a uma perda de vitaminas, desnaturacdo de proteinas,
alteragdo da membrana, gelatinizagdo de amido e alteragdo do aroma e do sabor
(FELLOWS, 2006; OKE e PALIYATH, 2006).

Os fatores que afetam o branqueamento fisico sdo: temperatura do meio de
aquecimento, o tempo de exposicdo, tamanho e forma do alimento, condutividade
térmica do alimento e o tipo de branqueamento aplicado. O corte do alimento auxilia
no processo de branqueamento, pois a reducdo do tamanho do alimento aumenta a
relagao area/volume, aumentando assim a taxa de aquecimento. Além disso, o corte
melhora a eficiéncia da extragao do suco (FELLOWS, 2006).

A enzima PPO é responsavel pelo escurecimento enzimatico dos alimentos.
Tal enzima possui seu sitio ativo contendo cobre, sua faixa de pH 6timo em frutas e
hortalicas se situa entre 4,0 e 7,0 e sua faixa 6tima de temperatura encontra-se entre
30°C e 50°C, porém apresenta alta estabilidade térmica. O escurecimento
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enzimatico ocorre pela acdo da enzima sobre compostos fendlicos (tais como
catecol, acido cafeico, acido clorogénico, tirosina, epicatequina, entre outros) e O»
formando o-quinona. A o-quinona por sua vez sofre condensagao e conjugagdo com
aminas e proteinas formando diversos produtos poliméricos de cor marrom-
avermelhado denominados “melaninas”. O acido ascorbico possui efeito duplo como
inibidor do escurecimento enzimatico ao reduzir a o-quinona, retardando assim a
formagao das melaninas, ao mesmo tempo que inativa a enzima PPO ao degradar
seu sitio ativo e liberar o cobre nele presente (NIP, 2006; DAMODARAN et al.,
2010).

O estudo feito por Campos et al. (2012) apontou que o yacon possui de 7,9 a
30,8 mg de compostos fendlicos expressos em acido clorogénico por grama de
extrato seco, enquanto que Castro et al. (2012) reportaram que chips desidratados
de yacon possuem de 6,8 a 10,1 mg de compostos fendlicos expressos em acido
galico por grama de chips. Ja Quinteros (2000) reportou a presenca de 410 a 472
mg de compostos fendlicos expressos em catecol por quilograma de yacon. Entre os
compostos fendlicos presentes no yacon, ja foram identificados o triptofano, acido
caféico, acido ferrulico, acido clorogénico, derivados do acido clorogénico e
isdmeros do acido dicafeoil-quinico (SIMONOVSKA et al., 2003; CAMPOS et al.,
2012).

Além da presenga de compostos fendlicos, o yacon apresenta a enzima PPO,
0 que o torna suscetivel ao escurecimento enzimatico. Quinteros (2000) reportou
que durante o processamento do suco de yacon, este rapidamente apresentou
escurecimento, passando de sua coloracdo amarela normal para a cor verde,
seguida de preta. Os autores Quinteros (2000) e Scher (2009) estudaram a
inativagdo da enzima presente no yacon através do branqueamento fisico
empregando vapor d’agua. Quinteros (2000) reportou que apds 5, 10 e 20 minutos
de branqueamento a enzima apresentava ainda 26%, 18% e 19% de atividade
residual, respectivamente. Ja Scher (2009) observou que mesmo apos 10 minutos
de branqueamento a atividade enzimatica residual era de 12,7%.
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3.3.2. Crioconcentragao

A retirada parcial de agua € um processo empregado para aumentar a
estabilidade do alimento ao reduzir sua atividade de agua e para reduzir o volume e
massa do alimento economizando assim energia e custos em demais operagdes
como armazenamento, transporte e distribuigdo (McLELLAN e PADILLA-ZAKOUR,
2004; FELLOWS, 2006).

O emprego de calor, embora apresente maior eficiéncia de retirada de agua,
leva a uma perda de compostos mais volateis que a agua, alterando as
caracteristicas sensoriais do produto (FELLOWS, 2006). A crioconcentragdo é uma
possivel técnica de concentragdo que apresenta a vantagem de manter a qualidade
nutricional e os compostos volateis do produto por ndo empregar baixa pressdo nem
altas temperaturas. Neste processo, a solugdo €& congelada e durante o
descongelamento a solugdo concentrada € separada da massa de gelo por
gravitacao forgada. Nessa condi¢do, o bloco de gelo torna-se uma carcacga pela qual
a solugao concentrada passa, ficando apenas uma pequena quantidade de soluto
retida entre os cristais de gelo (AIDER e HALLEUX, 2009). Esta técnica € possivel
pois durante o congelamento a agua transforma-se em gelo puro, aumentando a
concentragédo dos solutos na fase liquida devido a quantidade decrescente de agua
disponivel como solvente (HORVATH—KERKAI, 2006; REID e FENNEMA, 2010).

Devido a essa caracteristica, os alimentos ndo congelam a uma temperatura
fixa e sim em uma faixa de temperatura. A maioria dos alimentos comecga a congelar
a temperatura de -1°C a -3°C, sendo que a maior mudancga de fase ocorre na faixa
de -4°C a -10°C. E considerado o congelamento completo dos alimentos somente
em temperaturas abaixo de -40°C (SINGH, 1986).

Aider e Halleux (2008) utilizaram a técnica de crioconcentragdo para
concentrar 0s sucos de cereja e de damasco. Foi observado no estudo destes
autores que a técnica pode ser utilizada repetidamente para aumentar
gradativamente o teor de sdlidos totais do suco e que as temperaturas de
congelamento (-10°C e -20°C) néo influenciaram na eficiéncia do processo. Outros
autores tém reportado o uso da crioconcentracdo em produtos alimenticios, tais
como Aider et al. (2007), que crioconcentraram soro de leite, e Wiecheteck et al.
(2005) que empregaram a técnica em suco de macgé para a produgao de sidra.
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3.3.3. Fermentacgao

A fermentagdo € um processo bioquimico no qual os compostos organicos
sdo apenas parcialmente oxidados para a liberagcdo de energia, gerando substancias
mais simples a partir da quebra destes compostos. Os alimentos fermentados
possuem shelf life superior aquele apresentado por sua matéria-prima devido a
maior acidez e menor disponibilidade de nutriente, possuindo também aroma e
sabor caracteristico resultante da ac&o dos micro-organismos envolvidos na
fermentacdo (JAY, 2005; TUCKER, 2008). O processo é afetado por diversos
fatores, tais como disponibilidade de nutriente, pH, temperatura, umidade, potencial
de oxi-reducdo, presenga de micro-organismos competidores, entre outros
(FELLOWS, 2006).

O produto fermentado apresenta mudangas em seus atributos sensoriais.
Ocorre producdo de diversos compostos volateis responsaveis pelo aroma, tais
como aminas, acidos graxos, aldeidos, ésteres e cetonas. O sabor apresenta-se
menos doce e mais acido pela produgdo de acidos organicos a partir dos
carboidratos (FELLOWS, 2006).

As bifidobacterias produzem grandes quantidades de acido acético e acido
latico. Em pequenas quantidades, o acido acético pode oferecer influéncia positiva
sobre o aroma, porém em concentragdo elevada pode gerar odor desagradavel
(CRUZ et al., 2011c). O trabalho feito por Luckow et al. (2006) mostra que a adigéao
de frutas tropicais (abacaxi, manga e maracuja) ao suco de laranja probiotico
mascarou o0s odores desagradaveis associados aos probidticos. Os autores
reportaram também que a exposi¢ao continua do produto probidtico ao consumidor
e informagdes sobre os beneficios a saude promovidos pelos probidticos
aumentaram a aceitacdo do suco de laranja probidtico sem a adi¢cdo das frutas
tropicais.
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3.3.4. Embalagem

O shelf life € um indicativo do periodo de estabilidade do alimento embalado
frente as agressdes ambientais, tais como insetos, micro-organismos, luz, oxigénio,
umidade, entre outros. Durante esse periodo, o alimento deve manter sua qualidade
nutricional, microbiolégica e sensorial. (FARIA et al., 2011).

A embalagem adotada deve levar em consideragdo o custo, o impacto
ambiental e as caracteristicas tecnologicas de cada material. Embalagens de vidro,
metal e laminadas com aluminio s&o barreiras mais eficientes ao oxigénio, sendo
que a permeacdo ocorre na regido de fechamento destes tipos de embalagem,
enquanto que as embalagens plasticas s&do permeaveis ao oxigénio, sendo a
permeabilidade dependente do tipo de plastico (FARIA et al., 2011).

No caso dos probidticos, a adequacéo do sistema de armazenamento é mais
complexo pois ele deve inibir o desenvolvimento das bactérias deteriorantes ao
mesmo tempo que permite a viabilidade das bactérias probidticas. O oxigénio é
toxico as bifidobactérias pela auséncia da cadeia transportadora de elétrons e da
enzima catalase na bactéria, responsavel pela quebra do peroxido de hidrogénio,
logo na falta desta enzima ha acumulo do peroxido e formagéo de radicais toxicos a
bactéria. Algumas cepas de bifidobactéria, porém, sdo consideradas aerotolerantes
por apresentarem enzimas que reduzem o efeito dos metabdlitos oxigenados, tais
como peroxido de hidrogénio, superoxido e radical hidroxila (CRUZ et al., 2007,
FARIA et al., 2011).

Embalagens de vidro possuem vantagens tais como ineréncia quimica,
resisténcia ao calor e transparéncia, porém € mais pesada e pode quebrar por
choque térmico (McLELLAN e PADILLA-ZAKOUR, 2004).

Embalagens de plastico apresentam uma vasta variedade de polimeros.
Estas embalagens possuem vantagens como leveza e baixo custo, porém
apresentam maior permeabilidade, o que pode levar a um menor tempo de prateleira
do produto. Além disso, ha a preocupacdo de que n&o ocorra interagdo fisico-
quimica do alimento com a embalagem plastica, tais como migracédo de
componentes da embalagem ao alimento ou absor¢do do aroma do alimento pelo
plastico (McLELLAN e PADILLA-ZAKOUR, 2004).



4. MATERIAL E METODOS

4.1.ELABORAGCAO DO SUCO

A elaboragéo do suco foi feita conforme fluxograma ilustrado na FIGURA 2.
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FIGURA 2 - ETAPAS DOS PROCESSOS DE OBTENCAO DO SUCO DE YACON
FONTE: O AUTOR (2013)
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4.1.1. Matéria-prima

O yacon foi obtido do comércio local de Curitiba-PR, proveniente sempre do
mesmo fornecedor. Neste trabalho foi utilizada a variedade que apresenta coloragao
roxa em sua casca. As raizes foram mantidas sob refrigeragéo a 7 °C por até 7 dias
até que fossem processadas.

4.1.2. Lavagem, descascamento e corte

As raizes foram lavadas em agua corrente e descascadas manualmente com
o auxilio de um descascador, retirando o minimo possivel do conteudo vegetal. Em
seguida, as raizes foram fatiadas em rodelas transversais de aproximadamente 0,2
a 0,3 cm de espessura com o auxilio do processador de alimentos Skymsen PA-7SE
(KOTOVICZ, 2011).

4.1.3. Branqueamento

O processo de branqueamento descrito por Quinteros (2000) e Silva (2004)
foi optimizado e utilizado neste trabalho. As fatias de yacon foram imersas em uma
solugdo de acido ascorbico 0,5% (m/v) e branqueadas a vapor por 6 minutos,
conforme resultados obtidos do estudo da estabilidade da cor (4.2).
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4.1.4. Extragao, filtracdo e adigao de antioxidante

As raizes tuberosas foram processadas em liquidificador com agua mineral
em proporgado m/v de 2:1 durante 1 minuto. O suco foi filtrado em gaze e algodéo e a
porcao retida foi descartada.

Ao suco extraido e filtrado foi adicionado acido ascorbico na concentragao de
0,2% (m/v) conforme resultado obtido no estudo da estabilidade da cor (4.2).

4.1.5. Concentracao do suco

A crioconcentracao foi feita de acordo com o trabalho de Wiecheteck et al.,
(2005). O suco foi congelado em formas de aluminio dispostas entre placas de
isopor e mantido a -16 °C por 24 horas. O suco congelado foi cortado em placas
menores e disposto dentro de um saco de tecido. O saco foi centrifugado e o liquido
concentrado escoado foi recuperado e o gelo retido foi descartado apos as analises.

O processo foi repetido sucessivamente 4 vezes, sendo analisado o teor de
sélidos soluveis totais do suco concentrado e do gelo retido no processo com o
auxilio do refratbmetro RL3 da marca Polskie Zaklady Optyczane.

4.1.6. Preparo do inéculo

A espécie utilizada neste trabalho foi a Bifidobacterium animalis ssp. lactis
(cepa BB-12, Chr. Hansen). Dois meios foram utilizados para reativar a cepa,
baseado no trabalho de Neves (2005):

-Suco de yacon

-Leite desnatado reconstituido 10% (m/v)

Um volume de 500 mL de ambos os meios foi esterilizados em autoclave a
121 °C por 15 minutos. Os meios estéreis receberam 1 g da cepa liofilizada e foram
mantidos em estufa a 37 °C por 18 horas em jarras de anaerobiose. Apos o periodo
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de incubacéo foi realizada a contagem do numero de células viaveis de cada meio,
conforme descrito no subitem 4.4. Em seguida o meio foi mantido sob refrigeracéo a
7 °C por até 7 dias até que fossem utilizados como pé de cuba da fermentacéo.
Apo6s o periodo de 7 dias, uma nova contagem do numero de bactérias viaveis foi

realizada.

4.1.7. Inoculagao e fermentacgéo

Foram estudadas trés mostos para a cepa probidtica:

-Grupo 1: suco de yacon 6° Brix

-Grupo 2: suco de yacon 12° Brix

-Grupo 3: leite integral UHT

O teor de solidos soluveis totais do suco de yacon foi corrigido com agua
mineral ou com suco crioconcentrado para atingir o valor pré-determinado. Os sucos
foram esterilizados em autoclave a 121° C por 15 minutos para evitar a interferéncia
de contaminantes.

A cada grupo foi adicionado uma quantidade suficiente do respectivo pé de
cuba para que a concentracdo inicial de bactérias viaveis fosse de 1.10® UFC.mL"
(SHEEHAN et al., 2007).

O leite foi fermentado a 45°C, enquanto os sucos de yacon a 6° Brix e 12° Brix
foram fermentados a 35°C e a 45°C, conforme especificagdes do fabricante da cepa
bacteriana, durante 10 horas. Foram analisados a acidez titulavel, o pH e o numero

de bactérias viaveis a cada 2 horas durante o processo.

4.1.8. Embalagem e armazenamento

Uma amostra de cada matriz foi envasada logo apos a adigdo do pé de cuba
(tempo 0) e apds as 10 horas de fermentagdo (tempo 10). As amostras foram

envasadas em recipientes de vidro e plastico (polipropileno) estéreis e mantidos sob
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refrigeracdo a 7°C por 28 dias. A cada 7 dias o numero de bactérias viaveis foi

avaliado e no 28° dia foram determinados o pH e a acidez titulavel.

4.2.ESTABILIDADE DA COR

A estabilidade da cor foi estudada pelo planejamento experimental 3°
completo em ftriplicata a partir da combinacdo de 3 tratamentos, totalizando 27
experimentos. Os niveis de cada tratamento podem ser observado na TABELA 2 e
os tratamentos que cada um dos 27 experimentos recebeu pode ser observado na
TABELA 3.

Os 3 tratamentos empregados foram:

-Pré-tratamento: imersdo das fatias de yacon em solugéo de acido ascorbico
em diferentes concentragdes (m/v) durante 5 minutos. Foi utilizado o volume de 1 L
de solugédo de acido ascérbico para imergir uma massa nao superior a 500 g de
yacon descascado e fatiado.

-Branqueamento: exposicédo das fatias de yacon ao vapor de agua a pressao
ambiente (aproximadamente 97°C) por tempos diferentes.

-Adicdo de acido ascorbico diretamente ao suco processado em
concentragdes (m/v) diferentes.

Todas as amostras foram mantidas em estufa a 25°C durante 72 horas, sendo
a cor avaliada a cada 24 horas com o auxilio do espectrofotdmetro Hunterlab modelo
Miniscan XE, expressa nos parametros de cor L* (indicando luminosidade, variando
entre O [preto] e 100 [branco]), a* (variando entre -60 [verde] e +60 [vermelho]) e b*
(variando entre -60 [azul] e +60 [amarelo]), de acordo com Silva (2004).

TABELA 2 - VALORES DECODIFICADOS ATRIBUIDOS AOS NIVEIS -1, 0 E +1 DAS 3 VARIAVEIS
DO ESTUDO DA ESTABILIDADE DA COR DO SUCO DE YACON

Variaveis Niveis
-1 0 +1
Concentragao da solugéo do pré-tratamento (% m/v) 0 0,5 1
Tempo de branqueamento (min) 0 3 6
Adigao de acido ascorbico ao suco (% m/v) 0 0,2 0,4

FONTE: O AUTOR (2013)
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TABELA 3 - NIVEIS CODIFICADOS DOS EXPERIMENTOS REALIZADOS PARA A ANALISE DA
ESTABILIDADE DA COR DO SUCO DE YACON

Experimento Variaveis

Pré-tratamento Branqueamento Adicao de acido

ascorbico
1 -1 -1 -1
2 -1 -1 0
3 -1 -1 +1
4 -1 0 -1
5 -1 0
6 -1 0 +1
7 -1 +1 -1
8 -1 +1 0
9 -1 +1 +1
10 0 -1 -1
11 0 -1 0
12 0 -1 +1
13 0 -1
14 0 0
15 0 +1
16 0 +1 -1
17 0 +1 0
18 0 +1 +1
19 +1 -1 -1
20 +1 -1 0
21 +1 -1 +1
22 +1 0 -1
23 +1 0
24 +1 +1
25 +1 +1 -1
26 +1 +1 0
27 +1 +1 +1

FONTE: O AUTOR (2013)
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4.3.pH E ACIDEZ TITULAVEL

O pH foi mensurado pelo método eletrométrico, conforme Instituto Adolfo Lutz
(2008) utilizando o pHmetro Accumet Excel XL25.

A produgéo de acidez ao longo da fermentagdo foi mensurada pelo método
titulométrico de acordo com Klewicka et al. (2004). Os mostos foram tituladas com
solugéo 0,1 N de NaOH e o valor expresso em gramas de acido latico por litro de

meio fermentado, descontando-se o valor inicial.

4.4. CONTAGEM DE BACTERIAS VIAVEIS

Para a contagem das bactérias viaveis, 1mL da amostra foi diluida em 9mL de
agua peptonada 1% (m/v) estéril sucessivamente para que a contagem de unidades
formadoras de colénia (UFC) se enquadrasse dentro da faixa 25-250 UFC por placa
de Petri (CAPELA et al., 2006).

Apos a diluicdo seriada, 1TmL da solugao foi inoculada em placa de Petri por
pour plate conforme técnica descrita por Silva et al. (1997). O meio de cultura
utilizado foi o agar de Mann, Rogosa e Sharpe (MRS) suplementado com 0,05% de
L-cisteina e a placa incubada em jarra de anaerobiose a 37°C por 72 horas para
posterior contagem de UFC.mL™" presente na amostra, conforme estudo feito por
Shah (2000) e Capela et al. (2006).

4.5. ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados foram expressos na forma média aritmética £ desvio padréo. O
teste de Duncan foi aplicado sobre a analise de estabilidade da cor para observar
diferenga significativa (p<0,05) entre os resultados obtidos e os controles positivo
(experimento 27) e negativo (experimento 1) em cada dia respectivo. O teste de
Duncan foi realizado com o auxilio do software Statistica. Os graficos de superficie
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de resposta referentes a analise de estabilidade de cor foram feitos com o auxilio do
software Statistica. Graficos referentes as analises de teor de solidos soluveis totais,
contagem de viabilidade celular, pH e acidez titulavel foram feito com o auxilio do
software Microsoft Excel 2011.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.ESTABILIDADE DA COR

Os resultados obtidos dos parametros de cor L, a e b do suco de yacon
submetido a diferentes tratamentos estdo descritos nas TABELAS 4, 5 e 6,
respectivamente. Os dados foram analisados comparando-os com os resultados
obtidos dos experimentos 1 (controle negativo) e 27 (controle positivo).

O efeito das variaveis pré-tratamento, branqueamento fisico e adicdo de
antioxidante sobre os parametros de cor nos dias 0 e 3 estdo ilustrados nas
FIGURAS de 3 a 20.

O valor de p de cada variavel sobre os parametros de cor nos dias 0 e 3 estédo
descritos na TABELA 7.
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TABELA 4 - PARAMETRO DE COR L* DO SUCO DE YACON SUBMETIDO A DIFERENTES
TRATAMENTOS PARA ESTABILIZAR A COR

Experimento Dia
0 1 2 3
1 3,03+0,58° 7,47+1,98° 15,22+3,05° 14,78+3,00°
2 22,37+1,69 26,43+0,75 30,18+0,50 31,85+0,80
3 23,80+0,76 27,20+0,68 29,86+1,72 31,80+0,64
4 8,68+1,42 6,23+2,21° 13,23+3,30° 15,94+4,74°
5 24,80+0,60 26,34+0,75 28,36+0,67 29,04+1,52
6 24,42+0,61 26,73+1,07 28,37+1,53 29,76+2,30
7 16,05+2,41 9,70+1,50° 16,68+2,37° 17,42+1,29°
8 31,15+0,62 32,67+1,44 35,86+1,92° 36,43+2,15°
9 30,43+0,90 32,08+1,81 33,84+1,42 34,27+1,00
10 24,57+0,20 22,17+0,37 24,38+1,59 29,49+1,28
11 30,03+0,73 30,27+1,65 33,65+2,31 35,16+1,27
12 30,51+1,68 30,65+2,53 34,04+0,84 33,20+1,70
13 31,57+1,08° 28,98+1,32 31,79+1,39 33,55+2,73
14 35,42+1,40° 36,58+1,25° 36,80+1,33° 40,40%2,31°
15 35,77+1,42° 37,13+1,60° 37,79+2,24° 38,81+3,01°
16 28,79+1,06 28,03+1,27 32,66+1,67 35,10+0,80
17 35,56+0,88° 36,49+2,31° 37,41+3,03° 38,8942 85"
18 36,12+0,85° 38,10+1,89° 40,27+1,45° 41,47+2,20°
19 26,86+1,64 26,97+5,58 32,40+5,24 34,7246,75
20 30,52+0,74 31,12+1,61 34,07+2,10 36,45+1,27°
21 31,53+0,57° 32,12+0,49 33,37+1,64 35,06+1,45
22 34,24+1,88° 34,40+1,72° 36,67+1,30° 37,78+1,68°
23 36,18+0,94° 36,73+0,89° 37,27+0,43° 37,99+1,29°
24 36,53+1,55° 37,32+1,70° 37,81+1,65° 38,64+1,62°
25 31,37+0,31 33,59+0,99° 37,97+2,53° 39,69+1,31°
26 35,82+0,60° 36,51+0,94° 38,18+1,12° 39,88+0,58°
27 36,06+1,04° 37,37+1,26° 38,68+1,55° 39,88+1,76°

FONTE: O AUTOR (2013)

*DADOS ESTATISTICAMENTE IGUAIS AO EXPERIMENTO 1 EM SEU RESPECTIVO DIA (P<0,05)
"DADOS ESTATISTICAMENTE IGUAIS AO EXPERIMENTO 27 EM SEU RESPECTIVO DIA
(P<0,05)



TABELA 5 - PARAMETRO DE COR a+ DO SUCO DE YACON SUBMETIDO A DIFERENTES

TRATAMENTOS PARA ESTABILIZAR A COR

43

Experimento Dias
0 1 2 3
1 -0,63+1,013 4,31+1,27%° 7,28+1,05° 8,36+0,942
2 5,74+0,70° 3,13+0,44% 3,09+1,00° 3,44+1,31°
3 4,85+0,22° 3,72+0,37% 3,46+1,00° 3,73+1,51°
4 -3,87+0,89 1,2142,29° 7,95+2 562 7,97+1,36°
5 4,03+1,23° 5,91+1,77% 6,38+2,48° 6,94+2 332
6 4,43+1,46° 6,95+2,10° 7,48+2 562 8,14+2 822
7 -4,26+1,88 3,472,712 8,03+3,72° 9,75+2,88°2
8 1,78+0,78%° 2,54+1,00%° 2,30+1,27° 2,51+1,41°
9 1,84+1,00%° 2,97+1,19%° 2,93+1,18° 3,35+1,14°
10 7,31+0,47 7,34+1,62 8,42+1,342 8,39+1,00°
11 5,33+0,27° 4,23+0,37%° 3,44+0,72° 3,28+0,70°
12 5,21+0,70° 4.43+0,48%° 3,64+0,39° 4,04+0,49°
13 2,91+0,48° 3,07+0,66%° 3,23+0,67° 3,37+1,06°
14 2,41+0,58° 2,82+0,60%° 2,37+0,63° 1,81+0,82°
15 2,44+0,92° 2,61+0,92%° 2,27+0,94° 2,07+0,99°
16 2,68+0,83° 0,62+0,44° 2,87+0,42° 3,70+0,76°
17 2,49+0,63° 3,20+0,77% 2,93+0,67° 2,65+0,72°
18 2,58+0,64° 3,15+0,69%° 2,77+0,69° 2,66+0,76°
19 5,35+0,17° 4,64+1,44%° 4,27+1,99° 3,84+1,91°
20 4,32+0,81° 3,16+0,52%° 2,50+0,75° 1,96+0,54°
21 4,11+0,79° 3,01+0,73% 2,46+0,75° 2,10+0,81°
22 3,01+0,11° 3,13+0,46%° 2,70+0,40° 2,14+0,67°
23 2,61+0,49° 2,86+0,512° 2,41+0,63° 2,06+0,74°
24 2,57+0,28° 2,73+0,24% 2,45+0,38° 2,13+0,46°
25 3,11+1,04° 3,12+0,88%° 2,63+1,00° 2.44+1,10°
26 2,91+0,65° 3,15+0,79% 2,74+0,70° 2,55+0,95°
27 3,03+0,68° 3,31+0,56%° 2,80+0,75° 2,65+1,15°

FONTE: O AUTOR (2013)

*DADOS ESTATISTICAMENTE IGUAIS AO EXPERIMENTO 1 EM SEU RESPECTIVO DIA (P<0,05)
"DADOS ESTATISTICAMENTE IGUAIS AO EXPERIMENTO 27 EM SEU RESPECTIVO DIA
(P<0,05)
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TABELA 6 - PARAMETRO DE COR b* DO SUCO DE YACON SUBMETIDO A DIFERENTES
TRATAMENTOS PARA ESTABILIZAR A COR

Experimento Dia
0 1 2 3

1 2,82+1,082 10,26+1,69%° 17,32+2,08%° 18,54+2,42%°
2 26,02+1,15 27,34+2.62 29,5442 22 31,46+1,43

3 24,84+1,07 27,67+2,54 28,21+1,31 30,14+1,14

4 4,58+1,29° 5,01+3,22 14,99+3,102° 14,26+2,812°
5 22 69+2 12° 25,04+1,36 25,57+2,01 27.,41+0,62

6 22,35+1,97° 25,49+1,16 26,73+1,09 28,39+1,59

7 10,41+2,30° 11,96+2,882° 17,9045,38%°  20,37+4,79%°
8 18,81+3,15° 20,51+4.40° 20,50+4,77% 20,99+4,65%
9 19,69+3,53° 21,32+4.21° 21,52+4,68% 22 3545 72%
10 18,10+1,01° 25,19+4,74 28,10+2,71 27,5442 48

11 14,05+0,57° 16,17+0,502° 15,97+1,15%° 16,22+0,362°
12 14,06+0,75° 15,05+0,70%° 15,80+1,812° 16,43+1,682°
13 16,40+1,72° 21,69+0,60° 23,94+1,41 24,07+1,372
14 16,30+1,70° 16,33+1,49%° 16,15+1,772° 16,57+1,142°
15 16,73+1,47° 15,69+1,782° 15,20+1,732° 15,65+1,472°
16 16,96+1,02° 21,57+1,29° 25,58+0,89 26,74+0,35

17 15,88+1,58° 16,85+0,68° 16,37+0,542° 16,24+0,39%°
18 16,12+1,55° 16,42+1,25%° 16,72+1,35%° 17,27+1,48%°
19 15,65+1,59° 21,04+4,86° 22, 77+6,732 23,62+6,96°
20 13,47+0,93° 15,10+2,192° 15,24+1,36%° 14,03+1,89%°
21 13,00+0,72° 13,97+1,63%° 13,41+0,872° 14,03+1,572°
22 17,77+2,70° 18,50+2,06° 18,18+2,622° 17,91+2,172°
23 17,30+2,43° 17,17+2,56° 16,65+3,23%° 16,88+2,672°
24 17,63+2,27° 16,85+2,46° 16,69+2,982° 16,63+2,53%°
25 17,80+1,62° 17,42+0,76° 17,09+0,962° 16,90+1,092°
26 16,74+1,28° 16,16+0,57° 15,99+0,972° 15,75+1,332°
27 16,61+1,39° 15,86+0,712° 16,00+0,932° 16,35+1,092°

FONTE: O AUTOR (2013)
®DADOS ESTATISTICAMENTE IGUAIS AO EXPERIMENTO 1 EM SEU RESPECTIVO DIA (P<0,05)
"DADOS ESTATISTICAMENTE IGUAIS AO EXPERIMENTO 27 EM SEU RESPECTIVO DIA

(P<0,05)
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Pode ser observado nas TABELAS 4 e 5 que as amostras de suco
submetidas apenas ao tratamento térmico (experimentos 4 e 7) apresentaram
escurecimento enzimatico logo apds a extragdo do suco, evidenciado pelos baixos
valores de L* e a* comparados ao experimento 27 no dia 0. Pode-se observar
também que as amostras 4 e 7 apresentaram comportamento semelhante ao
controle negativo ao longo dos 3 dias, visto pelos dados estatisticamente iguais ao
experimento 1 para os valores de L* nos dias 1, 2 e 3 (TABELA 4). Esse resultado
esta de acordo com trabalhos publicados anteriormente sobre o branqueamento do
yacon. Quinteros (2000) reportou que mesmo apos 20 minutos de tratamento
térmico a enzima PPO do yacon continuou apresentando atividade residual. Scher
(2009) e Fante et al. (2013) também estudaram a inativagdo térmica da enzima PPO
e concluiram que mesmo apds 10 minutos de tratamento térmico a enzima nao foi
totalmente inativada. A partir desse resultado € possivel concluir que uma etapa
complementar deve ser empregada junto com o branqueamento para evitar o
escurecimento enzimatico do suco de yacon. De acordo com Neves e Silva (2007), o
processamento de yacon requer tratamento térmico, adicdo de antioxidante ou
ambos para controlar o escurecimento enzimatico.

O estudo feito por Neves e Silva (2007) mostrou que o acido ascorbico
apresenta atividade inibitoria sobre a enzima PPO de maneira dependente de sua
concentracédo e do substrato presente no meio. O acido ascérbico na concentragéo
0,6 uM apresentou atividade inibitoria de 31,1%, 28,7% e 77,3% sobre a PPO na
presenca dos substratos acido clorogénico, acido caféico e 4-metilcatecol,
respectivamente.

Silva (2004) variou de 0,5 a 3,5% (m/v) a concentragdo de acido ascoérbico da
solucao de pré-tratamento e seus resultados apontam que a solugéo de 0,5% foi
suficiente para evitar ao escurecimento enzimatico. No presente trabalho, as
concentracdes avaliadas de acido ascoérbico da solugcédo do pré-tratamento foram de
0; 0,5 e 1% (m/v). Assim como reportado por Silva (2004), a concentragéo de 0,5%
foi suficiente para melhorar a estabilidade da cor do suco de yacon, conforme pode
ser observado pelos pares de experimento 14/23, 15/24, 17/26 e 18/27 que néao
apresentam diferenca significativa em nenhum dos parédmetros de cor quando
comparado o uso de 0,5 ou 1% de acido ascoérbico na solugdo de pré-tratamento
(TABELAS 4, 5 € 6).
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Os experimentos 13 e 16 foram submetidos ao pré-tratamento seguido do
tratamento térmico e n&o obtiveram resultado satisfatoério para os parametros L* e b*
quando comparados ao experimento 27, conforme pode ser observado nas
TABELAS 4 e 6. Segundo Damodaran et al. (2010), os alimentos podem apresentar
perdas significativas de acido ascorbico por lixiviagdo devido a alta
hidrossolubilidade do acido. Fante et al. (2013) reportaram que apos submeter as
fatias de yacon ao vapor de agua o conteudo de FOS, frutose e glucose reduziu
possivelmente pela dissolugao e lixiviagdo causada pela agua condensada sobre o
yacon. Pode-se, portanto, levantar a hipotese de que o tratamento térmico promoveu
reducao do teor de acido ascoérbico incorporado no pré-tratamento por lixiviagdo do
acido pelo vapor condensado durante o tratamento térmico, requerendo uma adigéo
de antioxidante posteriormente ao branqueamento.

Quinteros (2000) ao reportar a termoestabilidade da enzima PPO do yacon
sugeriu a adicdo de 0,2% (m/v) de acido ascoérbico ao suco para estabilizar sua
coloragdo. De fato, ao comparar os pares de experimento 14/15, 17/18, 23/24 e
26/27 (TABELAS 4, 5 e 6) pode-se observar que todos apresentaram resultado
satisfatorio para a estabilidade de cor e cada par difere entre si apenas na
concentragcdo de acido ascorbico adicionado diretamente ao suco extraido,
indicando que a adi¢ao de 0,2% de acido ascorbico é suficiente.

TABELA 7 - VALORES DE p DAS VARIAVEIS EMPREGADAS NO ESTUDO DA ESTABILIDADE DA
COLORAGAO DO SUCO DE YACON NOSDIASOE 3

p
Dia Parametro Pré-tratamento Branqueamento Adicao de
fisico antioxidante
0 L* 0,0000146 0,0105993 0,0008629
a* 0,0693528 0,0095296 0,0989389
b* 0,7681859 0,7409568 0,0652577
3 L* 0,0000410 0,0324438 0,0019347
a* 0,0002842 0,3718384 0,0189736
b* 0,0050592 0,3494670 0,5305747

FONTE: O AUTOR (2013)
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A partir da TABELA 7 é possivel observar que, tanto logo apos a extragéo do
suco quanto apds 3 dias de armazenamento, todas as 3 variaveis foram
estatisticamente significativas (p<0,05) sobre o parametro de cor L*, sendo que o
pré-tratamento foi o que apresentou o efeito mais pronunciado, seguido da adigdo de
antioxidante e por fim o branqueamento fisico.

O efeito das variaveis sobre o parametro L* pode ser visualizado nas
FIGURAS 3, 4, 5, 6, 7 e 8. A partir das FIGURAS 3, 4, 5, 6 € possivel observar o
efeito mais pronunciado da variavel pré-tratamento a partir da maior diferenca da
resposta quando esta variavel muda de nivel. J& as FIGURAS 7 e 8 mostram o
efeito das variaveis branqueamento fisico e adicdo de antioxidante, pode-se
observar o efeito mais pronunciado da adi¢ao da adicdo de antioxidante comparado

ao branqueamento fisico.
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FIGURA 3 - GRAFICO SUPERFICIE DE RESPOSTA DO PARAMETRO L* EM RELACAO AS
VARIAVEIS PRE-TRATAMENTO E BRANQUEAMENTO FiSICO NO DIA 0
FONTE: O AUTOR (2013)
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FIGURA 4 - GRAFICO SUPERFICIE DE RESPOSTA DO PARAMETRO L* EM RELACAO AS

VARIAVEIS PRE-TRATAMENTO E BRANQUEAMENTO FiSICO NO DIA 3
FONTE: O AUTOR (2013)
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FIGURA 5 - GRAFICO SUPERFICIE DE RESPOSTA DO PARAMETRO L* EM RELACAO AS

VARIAVEIS PRE-TRATAMENTO E ADICAO DE ANTIOXIDANTE NO DIA 0
FONTE: O AUTOR (2013)
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FIGURA 6 - GRAFICO SUPERFICIE DE RESPOSTA DO PARAMETRO L* EM RELACAO AS

VARIAVEIS PRE-TRATAMENTO E ADICAO DE ANTIOXIDANTE NO DIA 3
FONTE: O AUTOR (2013)

FIGURA 7 - GRAFICO SUPERFICIE DE RESPOSTA DO PARAMETRO L* EM RELACAO AS

VARIAVEIS BRANQUEAENTO FiSICO E ADICAO DE ANTIOXIDANTE NO DIA 0
FONTE: O AUTOR (2013)
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FIGURA 8 - GRAFICO SUPERFICIE DE RESPOSTA DO PARAMETRO L* EM RELACAO AS
VARIAVEIS BRANQUEAMENTO FiSICO E ADICAO DE ANTIOXIDANTE NO DIA 3
FONTE: O AUTOR (2013)

Para o parametro de cor a* logo apos a extragdo do suco apenas o
branqueamento fisico apresentou efeito significativo (TABELA 7), porém apds 3 dias
de armazenamento esta variavel deixou de apresentar significancia ao passo que o
pré-tratamento e a adicdo posterior de antioxidante ao suco extraido passaram a
apresentar efeito significativo, sendo o efeito do pré-tratamento o mais proeminente.
Tais resultados confirmam que o emprego de antioxidantes deve ser empregado
junto com o branqueamento fisico para manter a estabilidade de cor do suco de
yacon.

O efeito das variaveis sobre o parametro a* pode ser visualizado nas
FIGURAS 9, 10, 11, 12, 13 e 14. A partir das FIGURA 9, 10, 13 e 14 é possivel
notas a mudanga do comportamento do grafico quando se compara o suco logo
apods a extracao e apds 3 dias de armazenamento, podendo ser observado a perda
da influéncia da variavel branqueamento fisico no dia 3 a partir da menor inclinagéo

do grafico quando esta variavel muda de nivel.
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FIGURA 9 - GRAFICO SUPERFICIE DE RESPOSTA DO PARAMETRO a* EM RELACAO AS

VARIAVEIS PRE-TRATAMENTO E BRANQUEAMENTO FiSICO NO DIA 0
FONTE: O AUTOR (2013)

FIGURA 10 - GRAFICO SUPERFICIE DE RESPOSTA DO PARAMETRO a* EM RELACAO AS

VARIAVEIS PRE-TRATAMENTO E BRANQUEAMENTO FiSICO NO DIA 3
FONTE: O AUTOR (2013)
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FIGURA 11 - GRAFICO SUPERFICIE DE RESPOSTA DO PARAMETRO a* EM RELACAO AS
VARIAVEIS PRE-TRATAMENTO E ADICAO DE ANTIOXIDANTE NO DIA 0
FONTE: O AUTOR (2013)
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FIGURA 12 - GRAFICO SUPERFICIE DE RESPOSTA DO PARAMETRO a* EM RELACAO AS
VARIAVEIS PRE-TRATAMENTO E ADICAO DE ANTIOXIDANTE NO DIA 3
FONTE: O AUTOR (2013)
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FIGURA 13 - GRAFICO SUPERFICIE DE RESPOSTA DO PARAMETRO a* EM RELACAO AS
VARIAVEIS BRANQUEAMENTO FiSICO E ADICAO DE ANTIOXIDANTE NO DIA 0
FONTE: O AUTOR (2013)

FIGURA 14 - GRAFICO SUPERFICIE DE RESPOSTA DO PARAMETRO a* EM RELACAO AS
VARIAVEIS BRANQUEAMENTO FiSICO E ADICAO DE ANTIOXIDANTE NO DIA 3
FONTE: O AUTOR (2013)
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Para o parametro de cor b*, o efeito de nenhuma das variaveis foi
estatisticamente significante no dia 0, porém apds 3 dias de armazenamento o efeito
da variavel pré-tratamento passou a apresentar significancia (TABELA 7). O efeito
das variaveis sobre o parametro b* pode ser visualizado nas FIGURAS 15, 16, 17,
18, 19 e 20.
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FIGURA 15 - QRAFICO SUPERFICIE DE RESPOSTA DO PARAMETRO b* EM RELACAO AS
VARIAVEIS PRE-TRATAMENTO E BRANQUEAMENTO FiSICO NO DIA 0
FONTE: O AUTOR (2013)
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FIGURA 16 - GRAFICO SUPERFICIE DE RESPOSTA DO PARAMETRO b* EM RELAGAO AS

VARIAVEIS PRE-TRATAMENTO E BRANQUEAMENTO FiSICO NO DIA 3
FONTE: O AUTOR (2013)
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FIGURA 17 - GRAFICO SUPERFICIE DE RESPOSTA DO PARAMETRO b* EM RELAGAO AS

VARIAVEIS PRE-TRATAMENTO E ADIGAO DE ANTIOXIDANTE NO DIA 0
FONTE: O AUTOR (2013)



FIGURA 18 - GRAFICO SUPERFICIE DE RESPOSTA DO PARAMETRO b* EM RELACAO AS

VARIAVEIS PRE-TRATAMENTO E ADICAO DE ANTIOXIDANTE NO DIA 3
FONTE: O AUTOR (2013)

FIGURA 19 - GRAFICO SUPERFICIE DE RESPOSTA DO PARAMETRO b* EM RELACAO AS
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VARIAVEIS BRANQUEAMENTO FiSICO E ADIGAO DE ANTIOXIDANTE NO DIA 0

FONTE: O AUTOR (2013)
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FIGURA 20 - GRAFICO SUPERFICIE DE RESPOSTA DO PARAMETRO b* EM RELACAO AS
VARIAVEIS BRANQUEAMENTO FiSICO E ADICAO DE ANTIOXIDANTE NO DIA 3
FONTE: O AUTOR (2013)

A partir dos resultados obtidos, foi escolhido o experimento 17 para
prosseguir com a pesquisa pois apresentou resultados semelhantes ao experimento
27 e € o experimento que emprega a menor concentragdo de acido ascorbico e o
maior tempo de tratamento térmico, garantindo uma melhor inativagcdo ndo apenas
da polifenol oxidase mas também das demais enzimas deteriorantes presentes nas

células do yacon.

5.2. CRIOCONCENTRAGCAO

O suco de yacon inicialmente possui 7+£0,5° Brix. Apds o primeiro ciclo de
crioconcentragcdo o teor de solidos soluveis totais foi de 10,5+0,5° Brix, o que
representa um aumento de 50%. Apos o segundo ciclo, o teor aumentou para
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14,25+0,25° Brix, o que representa um aumento de 35,7%. Apds o terceiro ciclo, o
teor foi de 18+0,87° Brix, um aumento de 26,3%. Porém, apds o quarto ciclo nao
houve aumento do teor de solidos soluveis totais, mantendo o teor de 18+1° Brix,
conforme pode ser observado na FIGURA 21.

Wiecheteck et al. (2005) estudaram a crioconcentragdo do suco de macé e
observou que o teor de sdélidos soluveis aumentou de 13,5° Brix para 22,5° Brix apos
2 ciclos de crioconcentragdo, porém o aumento n&o foi expressivo apos o 3° ciclo.
Aider et al. (2007) aplicaram a crioconcentracdo sobre soro de leite e observaram
que a base seca do soro subiu progressivamente ao longo das etapas de
concentragéo, de 6,93% para 34,20% (m/m) apos 4 ciclos sucessivos, sendo que o
5° ciclo de crioconcentracdo ndo apresentou aumento significativo da porcentagem
de base seca. Pode ser observado neste trabalho que 3 ciclos consecutivos de
crioconcentragao elevaram o teor de solidos soluveis totais do suco de yacon de 7°

Brix para 18° Brix, o que representa 257% do teor inicial.
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FIGURA 21 - TEOR DE SOLIDOS SOLUVEIS TOTAIS DO SUCO CONCENTRADO E DO GELO
RETIDO EM CADA ETAPA DE CRIOCONCENTRAGCAO
FONTE: O AUTOR (2013)

A partir da FIGURA 22 pode-se observar visualmente o suco de yacon

congelado antes da etapa de centrifugacdo e o gelo retido apds a centrifugacgao.
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Assim como foi descrito por Aider e Halleux (2009), uma carcaga de gelo ficou
retida no processo de crioconcentragdo, enquanto que o suco concentrado escoou
através da carcagca. O gelo retido em todas as etapas de crioconcentragao

apresentou teor de sdlidos soluveis totais inferior a 1° Brix.

FIGURA 22 - SUCO DE YACON CONGELADO (A) E GELO RETIDO APOS A SEPARACAO DO
SUCO CRIOCONCENTRADO (B)
FONTE: O AUTOR (2013)

5.3.FERMENTACAO

O numero de bactérias viaveis no leite, suco normal e suco concentrado de
yacon ao longo da incubagao da bifidobactéria pode ser observado na FIGURA 23.

E possivel notar que enquanto o leite promoveu crescimento das bactérias, o
suco de yacon tanto normal quanto concentrado levou a redugdo do numero de
bactérias viaveis de maneira dependente da temperatura.

Samona et al. (1996) fermentaram leite com diferentes espécies do género
Bifidobacterium (B. adolescentis, B. bifidum e B. longum) e os autores reportaram
qgue o crescimento variou de acordo com a cepa. A cepa B. adolescentis apresentou
crescimento de 1,4.10% para 6,7.10%8 UFC.mL™ apds 12 horas de fermentagdo a
37°C, porém apos esse periodo ocorreu a fase estacionaria e de declinio, atingindo
a concentracdo de 4,1.102 UFC.mL™ apés 48 horas de fermentacdo. Ja a cepa B.



60

bifidum apresentou crescimento menor quando comparada a cepa B. adolescentis,
crescendo de 2,7.10° para 2,8.10° UFC.mL™ apds 12 horas de fermentagdo seguido
de um decréscimo de viabilidade, atingindo a concentracao de 2.10® UFC.mL™" apos
48 horas de fermentagéo.
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FIGURA 23 - NUMERO DE BACTERIAS VIAVEIS DO LEITE, SUCO DE YACON E SUCO DE
YACON CONCENTRADO AO LONGO DA INCUBACAO

FONTE: O AUTOR (2013)

LEGENDA: L-45: LEITE INCUBADO A 45°C; SY-35: SUCO DE YACON INCUBADO A 35°C; SY-
45: SUCO DE YACON INCUBADO A 45°C; SC-35: SUCO DE YACON CONCENTRADO E
INCUBADO A 35°C; SC-45: SUCO DE YACON CONCENTRADO E INCUBADO A 45°C

Ja neste presente trabalho, a cepa B. animalis ssp. lactis apresentou no leite
um crescimento de 1,35(+0,14).108 para 2,78(+0,75).10° UFC.mL™" apés 10 horas de
fermentacao a 45°C, o que enquadra o produto como probiodtico de acordo com as
especificagoes da ANVISA.

Ja o suco de yacon fermentado a 35°C apresentou reducdo de 8,83
(+1,01).10” para 2,52 (+0,68).10" UFC.mL™ ao longo da fermentagdo. A morte das
bifidobactérias foi mais pronunciada quando o suco foi fermentado a 45°C,
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apresentando 9,45 (+3,61).10" UFC.mL™ inicialmente e 1,65 (+1,14).10° UFC.mL"
apo6s 10 horas de fermentagdo. Tal comportamento ocorreu também com o suco de
yacon concentrado, que quando fermentado a 35°C apresentou reducédo de 1,07
(+0,22).10® para 2,05 (+0,21).10’, j& quando fermentado a 45°C a reducdo foi de
7,77 (£2,04).10" para 1,29 (+0,30).10°. Considerando uma recomendagéo de dose
diaria de 100mL, apenas o leite fermentado a 45°C e os sucos de yacon
fermentados a 35°C atendem a norma da ANVISA e podem ser considerados
probioticos. Ja os sucos de yacon fermentados a 45°C apresentaram numero de
bactérias viaveis insuficiente para serem enquadrados como probidticos.

Diversos autores reportaram a fermentacao por bactérias probidticas de suco
de frutas, tais como maga, beterraba, romé, couve, melédo e caju (KLEWICKA et al.,
2004; YOON et al., 2005; YOON et al., 2006; FONTELES et al., 2011; MAUSAVI et
al., 2011; PEREIRA et al., 2011; ELLENDERSEN et al., 2012), porém todos esses
autores utilizaram cepas do género Lactobacillus e nao Bifidobacterium. De acordo
com Shah (2000), as bifidobactérias ndo sdo tao tolerantes ao ambiente acido
quanto os lactobacilos. Sheehan et al. (2007) reportaram que a bactéria
Bifidobacterium animalis ssp. lactis sofreu perda de viabilidade em suco de laranja
(pH 3,65) e de abacaxi (pH 3,40) ao longo do armazenamento até ndo ser mais
detectada apos 12 semanas, porém as bactérias Lactobacillus casei, L. rhamnosus e
L. paracasei apresentaram sobrevivéncia.

Conforme pode ser observado na FIGURA 24, o pH do suco de yacon é
inferior ao pH do leite. Enquanto o pH inicial do leite era de 6,26, o pH inicial do suco
de yacon variou entre 4,25 e 4,31 e o pH inicial do suco de yacon concentrado
variou de 4,35 a 4,49. De acordo com Prado et al. (2008), a adigdo de probidticos a
sucos € mais complexa quando comparada com produtos lacteos pois as bactérias
requerem protecdo contra a acidez dos sucos. De acordo com Saarela et al
(2011a), as bifidobactérias s&o sensiveis a pH inferior a 4,60. Kun et al. (2008)
fermentaram suco de cenoura (pH inicial 6,40) pela bactéria Bifidobacterium animalis
ssp. lactis e observaram que a bactéria apresentou crescimento nas primeiras 12
horas de fermentag&o, quando o pH do suco atingiu o valor 4,30, porém apds esse
periodo houve perda de viabilidade celular da bifidobactéria. De acordo com Britt
(2008), produtos acidos (pH inferior a 4,60) requerem tratamento térmico mais
brandos para destruir micro-organismos presentes nos alimentos quando

comparados com produtos pouco acidos (pH superior a 4,60).
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FIGURA 24 - VARIACAO DE pH DO LEITE, SUCO DE YACON E SUCO DE YACON
CONCENTRADO AO LONGO DA INCUBACAO

FONTE: O AUTOR (2013)

LEGENDA: L-45: LEITE INCUBADO A 45°C; SY-35: SUCO DE YACON INCUBADO A 35°C; SY-
45: SUCO DE YACON INCUBADO A 45°C; SC-35: SUCO DE YACON CONCENTRADO E
INCUBADO A 45°C; SC-45: SUCO DE YACON CONCENTRADO E INCUBADO A 45°C

A partir dos dados obtidos nesse trabalho comparado com os dados da
literatura € possivel apontar o pH acido como responsavel pela perda da viabilidade
celular da bifidobactéria no suco de yacon de maneira dependente da temperatura
observado neste presente trabalho.

Outra hipotese que pode ser levantada para explicar a perda de viabilidade da
bifidobactéria no suco de yacon é a presencga de algum composto antimicrobiano na
raiz de yacon. Padla et al. (2012) reportaram que o extrato diclorometandlico da

folha de yacon apresentou atividade inibitoria nas bactérias gram-positivas testadas
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(Staphylococcus aureus, S. epidermidis e Bacillus subtilis). Lin et al. (2003)
identificaram no extrato metandlico das folhas de yacon lactonas sesquiterpenas
com atividade antimicrobiana contra Bacillus subtilis e Pyricularia oryzae. Ja a raiz
de yacon possui compostos fendlicos; conforme foi reportado por Quinteros (2000),
Simonovska et al. (2003), Campos et al. (2012) e Castro et al. (2012); e segundo o
estudo feito por Nualkaekul et al. (2011) o teor de compostos fendlicos nos sucos
pode afetar negativamente o crescimento e sobrevivéncia de micro-organismos.

A produgdo de acidez expressa em acido latico ao longo da fermentagao
pode ser observada na FIGURA 25.
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FIGURA 25 - AUMENTO DA ACIDEZ EXPRESSA EM ACIDO LATICO AO LONGO DA INCUBAGAO
DE LEITE, SUCO DE YACON E SUCO DE YACON CONCENTRADO

FONTE: O AUTOR (2013)

LEGENDA: L-45: LEITE INCUBADO A 45°C; SY-35: SUCO DE YACON INCUBADO A 35°C; SY-45:
SUCO DE YACON INCUBADO A 45°C; SC-35: SUCO DE YACON CONCENTRADO E INCUBADO A
35°C; SC-45: SUCO DE YACON CONCENTRADO E INCUBADO A 45°C
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De acordo com Aquarone et al. (2001) e Ordofiez (2005), na produgao de
iogurte, o leite & fermentado pelas bactérias Streptococcus thermophilus e
Lactobacillus bulgaricus que irdo produzir acido latico e reduzir o pH até que se
aproxime do ponto isoelétrico da caseina 4,60, promovendo a formag¢ao de coagulo
devido a reducdo da repulsao entre as micelas de caseina e formagao de interacéo
hidrofdbica entre elas. Samona et al. (1996) reportaram que a produgé&o de acidos
durante a fermentacao de leite por cepas de bifidobactérias varia de acordo com a
cepa. O trabalho de tais autores mostra que a cepa B. adolescentis produziu 12,15
g.L'1 de acido latico e 0,84 g.L'1 de acido acético apos 12 horas de fermentacao,
enquanto que a cepa B. bifidum no mesmo tempo de fermentagédo produziu 3,15
g.L" de acido latico e 2,1 g.L" de acido acético. De acordo com a legislacdo
brasileira (BRASIL, 2007), o iogurte &€ o leite fermentado pelas bactérias S.
thermophilus e L. bulgaricus com acidez entre 6 e 15g.L™" de &cido latico, ja o leite
fermentado por outras cepas lacticas —incluindo as bifidobactérias- que apresentam
acidez nessa faixa séo classificados como leite fermentado. Pode ser observado que
o leite ap6s 10 horas de fermentacdo apresentou caracteristicas fisico-quimicas
satisfatorias para se enquadrar como ‘leite fermentado’, pois apresentou pH 4,31 e
sua acidez foi de 6,35g.L™" expresso em &cido latico, o que consequentemente
promoveu coagulagao da caseina.

A partir das FIGURAS 24 e 25 pode-se notar que a diminui¢do do pH e o
aumento da acidez do suco de yacon e suco de yacon concentrado foram menos
acentuados como ocorreu com o leite. O pH do suco de yacon caiu de 4,25 para
4,16 e de 4,31 para 4,25 quando fermentado a 35°C e 45°C, respectivamente. Ja o
pH do suco de yacon concentrado caiu de 4,44 para 4,32 e de 4,49 para 4,43
guando fermentado a 35°C e 45°C, respectivamente.

O trabalho feito por Kun et al. (2008) mostra que o suco de cenoura (pH inicial
6,4) ao ser fermentado pela Bifidobacterium animalis ssp. lactis apresentou pH 4,90
apos 6 horas de fermentacéo e 4,30 apds 12 horas, porém nas 12 horas seguintes o
pH reduziu apenas de 4,30 para 4,24. Semelhante ao que foi reportado por Kun et
al. (2008), neste trabalho a reducdo de pH do leite foi de 6,26 para 4,31 apos 10
horas de fermentagdo, enquanto que o suco de yacon - que apresentava pH inicial
entre 4,25 e 4,49 - ndo apresentou reducéo desse valor superior a 0,12. Estes dados
indicam que a producdo de acidos ao longo da fermentagdo do suco de yacon foi
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inferior aquela apresentada pelo leite devido a maior acidez do suco, o que n&o foi

propicio para o desenvolvimento das bifidobactérias.

5.4.REFRIGERACAO

A viabilidade celular da bifidobactéria nos respectivos mostos armazenados
sob refrigeragdo a 7°C em recipientes de vidro e polipropileno pode ser observada
na TABELA 8. A mudanca de pH e a produgdo de acido lactico sob as mesmas

condi¢cbes podem ser observadas na TABELA 9.

TABELA 8 — LOGARITMO DO NUMERO DE BACTERIAS VIAVEIS EM DIFERENTES MOSTOS
ARMAZENADOS SOB REFRIGERACAO A 7°C EM RECIPIENTES DE VIDRO E PLASTICO

Dias
0 7 14 21 28

LNF Vidro 8,13 8,21 8,25 8,26 8,82
Plastico 8,13 7,97 7,91 8,55 9,06

LF Vidro 8,44 8,67 8,77 8,70 8,06
Plastico 8,44 8,78 8,72 8,56 7,85

SYNF Vidro 7,95 7,87 7,81 7,43 6,82
Plastico 7,95 7,79 7,63 7,54 6,85

SYF Vidro 7,40 6,81 6,64 5,99 5,13
Plastico 7,40 6,74 6,35 5,76 4,78

SCNF Vidro 8,03 8,05 7,73 7,54 6,88
Plastico 8,03 7,76 7,60 7,40 6,49

SCF Vidro 7,31 6,89 6,60 6,43 4,40
Plastico 7,31 6,79 6,54 6,27 4,85

FONTE: O AUTOR (2013)

LNF: LEITE NAO FERMENTADO CONTENDO BIFIDOBACTERIA

LF: LEITE CONTENDO BIFIDOBACTERIA E INCUBADO A 45°C POR 10 HORAS

SYNF: SUCO DE YACON NAO FERMENTADO CONTENDO BIFIDOBACTERIA

SYF: SUCO DE YACON CONTENDO BIFIDOBACTERIA E INCUBADO A 35°C POR 10 HORAS
SCNF: SUCO DE YACON CONCENTRADO NAO FERMENTADO CONTENDO BIFIDOBACTERIA
SCF: SUCO DE YACON CONCENTRADO CONTENDO BIFIDOBACTERIA E INSUBADO A 35°C
POR 10 HORAS
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De acordo com Cronin et al. (2011), geralmente ndo ha crescimento das
bifidobactérias abaixo de 20°C, porém & possivel observar pelas TABELAS 8 e 9
que a bifidobactéria utilizada neste estudo apresentou crescimento e acidificacdo do
meio mesmo a 7°C no leite ndo fermentado (LNF). O pH inicial do leite era de 6,26,
mas apos 28 dias de armazenamento o pH caiu para 4,56 e 4,51 para o leite
armazenado em recipiente de vidro e plastico, respectivamente. Durante esse
periodo, a producao de acidez expressa em acido latico foi de 8,9 e 9,2 para o leite
armazenado em vidro e plastico, respectivamente, o que € um valor superior ao

apresentado pela fermentagdo do leite a 45°C por 10 horas (FIGURA 25).

Consequentemente, houve coagulagao do leite e separagéao do soro, conforme pode
ser visualizado na FIGURA 26.

FIGURA 26 - ASPECTO VISUAL DO LEITE E DO LEITE FERMENTADO APOS 28 DIAS DE
ARMAZENAMENTO SOB REFRIGERAGAO A 7°C

FONTE: O AUTOR (2013)

LEGENDA: LNF: LEITE NAO FERMENTADO CONTENDO BIFIDOBACTERIA; LF: LEITE
FERMENTADO POR BIFIDOBACTERIA
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TABELA 9 - VARIACAO DE pH E PRODUCAO DE ACIDO LATICO EM DIFERENTES MOSTOS
ARMAZENADOS EM RECIPIENTES DIFERENTES SOB REFRIGERACAO A 7°C

Dias de armazenamento

pH Produgao de acido latico (g.L™")

0 28 0 28

LNF Vidro 6,26 4,56 0 8,9
Plastico 6,26 4,51 0 9,2

LF Vidro 4,31 3,96 6,35 16,9
Plastico 4,31 3,94 6,35 15,6

SYNF Vidro 4,25 4,29 0 1,7
Plastico 4,25 4,15 0 1,7

SYF Vidro 4,16 4,14 0,36 1,9
Plastico 4,16 4,04 0,36 1,9

SCNF Vidro 4,44 4,31 0 2,6
Plastico 4,44 4,37 0 2,8

SCF Vidro 4,32 4,23 0,225 29
Plastico 4,32 4,27 0,225 29

FONTE: O AUTOR (2013)

LNF: LEITE NAO FERMENTADO CONTENDO BIFIDOBACTERIA

LF: LEITE INCUBADO COM BIFIDOBACTERIA

SYNF: SUCO DE YACON NAO FERMENTADO CONTENDO BIFIDOBACTERIA

SYF: SUCO DE YACON INCUBADO COM BIFIDOBACTERIA

SCNF: SUCO CONCENTRADO DE YACON NAO FERMENTADO CONTENDO BIFIDOBACTERIA
SCF: SUCO CONCENTRADO DE YACON INCUBADO COM BIFIDOBACTERIA

ApoOs 28 dias de armazenamento, o leite mantido tanto em recipiente de vidro
quanto de plastico apresentou crescimento das bifidobactérias. Para o leite
armazenado em recipiente de vidro, a concentragdo inicial de 1,35.10% UFC.mL"
aumentou para 6,65.102 UFC.mL™" ao final do experimento. Ja o leite armazenado
em recipiente plastico apresentou crescimento de 1,35.10% para 1,15.10° UFC.mL"
apos os 28 dias de experimento. Bruno et al. (2002) avaliaram o efeito da adicdo de
prebidticos no leite sobre o metabolismo e crescimento de cepas de bifidobactérias e
os autores reportaram que apdés 4 semanas de armazenamento a 4°C houve
reducdo em torno de 1 ciclo logaritmo para todas as cepas estudadas, exceto para a
espécie B. longum que apresentou crescimento de 1,12.10% para 7,53.10% UFC.mL"

na presencga de amilose de milho.
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O leite previamente fermentado a 45°C por 10 horas (LF) também apresentou
reducdo do valor de pH e aumento de acidez ao longo do armazenamento sob
refrigeragcdo. Logo apds a etapa de fermentacdo, o leite apresentava pH 4,31 e
houve produgao de 6,35 g.L™' de acido latico. Apds o periodo de armazenamento o
pH foi reduzido a 3,96 e 3,94 quando armazenado em vidro e plastico,
respectivamente. Ja a acidez ao final do periodo de armazenamento foi de 16,9 e
15,6 g.L'1 de acido latico para o leite armazenado em vidro e plastico,
respectivamente.

As analises microbiolégicas (TABELA 8) do leite fermentado armazenado em
recipiente de vidro mostram que houve crescimento das bactérias até o 14° dia de
armazenamento, periodo em que o nimero de bactérias viaveis foi de 2,78.10° a
5,85.108 UFC.mL™". Apds o 14° dia, houve diminuicdo do nimero de bactérias
viaveis até o 28° dia, quando o leite fermentado apresentou 1,15.10° UFC.mL™". Ja o
leite fermentado armazenado em recipiente plastico apresentou crescimento até o 7°
dia de armazenamento, quando o leite fermentado apresentava 6,05.102 UFC.mL™".
Do 7° ao 28° dia de armazenamento, houve perda de viabilidade -celular,
apresentando o leite fermentado 7.10” UFC.mL" no 28° dia de armazenamento.
Para ambos os recipientes, o leite fermentado manteve quantidade de bactérias
viaveis suficiente para ser considerado um produto probidtico pela legislacéo
brasileira. Reilly e Gillland (1999) avaliaram a sobrevivéncia de cepas de
bifidobactéria cultivadas em diferentes valores de pH e posteriormente armazenadas
em leite sob refrigeracdo a 5°C. Tais autores concluiram que a sobrevivéncia da
bactéria depende da cepa utilizada, pH do meio de crescimento da cepa e do
periodo de armazenamento, no qual os menores valores de pH promoveram menor
sobrevivéncia das cepas.

O suco de yacon nao fermentado armazenado tanto em recipientes de vidro e
plastico apresentou diferengca de pH n&o superior a 0,10 e aumento de acidez
expresso em &cido latico de 1,7 g.L™". O suco de yacon incubado com bifidobactéria
apresentou reducido de pH de 0,02 e 0,12 quando armazenado em recipiente de
vidro e plastico, respectivamente, enquanto que a producédo de acido foi de 1,54
g.L'1 de acido latico para ambos os recipientes.

O suco de yacon concentrado nao fermentado apresentou durante o
armazenamento uma redugao de pH inferior a 0,15, enquanto a producéo de acido
latico foi de 2,6 e 2,8 g.L'1 para o suco concentrado armazenado em recipiente de
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vidro e plastico, respectivamente. Ja o suco de yacon concentrado e incubado com
bifidobactéria apresentou reducao de pH inferior a 0,10 e producao de acido latico
de 2,675 g.L™" durante o periodo de armazenagem para ambos os recipientes.

As analises microbiolégicas mostram que houve perda da viabilidade celular
ao longo do armazenamento das bifidobactérias presentes no suco de yacon,
concentrado ou ndo. A concentracgdo inicial de 8,83.10" UFC.mL™" apresentado pelo
suco de yacon néo fermentado foi reduzida a 6,65.10° e 7,05.10° UFC.mL™" apés 28
dias quando o suco foi armazenado em recipiente de vidro e plastico,
respectivamente. Em ambos os recipientes, a concentracdo de bactérias viaveis
presentes no suco foi suficiente para enquadra-lo como produto probidtico.

O suco de yacon incubado a 35°C apresentou inicialmente 2,52.10°
UFC.mL™". O suco apresentou nimero de bactérias viaveis suficiente para ser
enquadrado como produto probidtico por até 14 dias de armazenamento sob
refrigeracdo, quando apresentou 4,35.10° e 2,25.10° UFC.mL" para o suco
armazenado em recipiente de vidro e plastico, respectivamente. Apds esse periodo,
o0 numero de bactérias viaveis foi insuficiente, apresentando o suco ao final de 28
dias de armazenamento 1,35.10° UFC.mL" quando armazenado em recipiente de
vidro e 6,00.10* UFC.mL™" quando armazenado em recipiente plastico.

O suco de yacon concentrado e ndo fermentado apresentou inicialmente
1,07.10% UFC.mL™". Ao longo do armazenamento, o nimero de bactérias viaveis
diminuiu, atingindo o valor de 7,50.10° e 3,10.10° UFC.mL" apés 28 dias de
armazenamento em recipiente de vidro e plastico, respectivamente. Em ambos os
recipientes, o numero de bactérias viaveis permaneceu o suficiente para enquadrar
0 suco concentrado como produto probiético durante todo o periodo de 28 dias de
armazenamento sob refrigeragao.

O suco de yacon concentrado e incubado a 35°C apresentou inicialmente
2,05.10" UFC.mL™". A viabilidade celular da bifidobactéria permaneceu grande o
suficiente para enquadrar o produto como probidtico por até 21 dias de
armazenamento a 7°C, quando o suco concentrado apresentou 2,70.10° UFC.mL"
quando armazenado em recipiente de vidro e 1,87.10° UFC.mL"' quando
armazenado em recipiente plastico. No 28° dia de armazenamento, o suco
concentrado apresentou 2,50.10* e 7,00.10* UFC.mL" quando armazenado em
recipiente de vidro e plastico, respectivamente. Para ambos os recipientes, a
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viabilidade celular nao foi suficiente para enquadrar o produto como probidtico apds
28 dias de armazenamento sob refrigeracao.

Os dados apresentados neste trabalho estdo de acordo com os apresentados
por Saarela et al. (2006a) que analisaram a viabilidade de Bifidobacterium animalis
ssp. lactis em leite e suco de frutas armazenados sob refrigeragdo. Tais autores
reportaram que a viabilidade da bifidobactéria foi maior no leite (pH 6,6-6,7) do que
nos sucos de laranja, uva e maracuja (pH 3,7), e que a perda de viabilidade foi mais
intensa quando o suco foi armazenado a 20°C comparado ao suco armazenado a
4°C, concluindo que o pH foi determinante para promover a perda da viabilidade
celular das bifidobactérias no suco.

Hsiao et al. (2004) estudaram o efeito da embalagem sobre a sobrevivéncia
das bactérias Bifidobacterium longum e Bifidobacterium infantis microencapsuladas
e os autores reportaram que embalagens de vidro garantiram maior sobrevivéncia
da bactéria comparado com embalagem de plastico poliéster (PET), porém quando
agentes sequestradores de oxigénio sao empregados, a sobrevivéncia das
bifidobactérias é maior e o efeito da embalagem torna-se menos pronunciado. Neste
trabalho, as embalagens de vidro e polipropileno garantiram sobrevivéncia da
bifidobactéria durante um mesmo periodo de tempo de armazenamento do suco
para enquadrar o produto como probidtico. De acordo com Talwalkar e Keilasapathy
(2004), o acido ascorbico reduz o conteudo de oxigénio e o potencial redox de
iogurte. Pode-se levantar a hipotese de que o emprego do acido ascorbico utilizado
para evitar o escurecimento enzimatico do suco de yacon protegeu a bifidobactéria
do efeito nocivo do oxigénio mesmo em embalagem plastica, mais permeavel ao
oxigénio que embalagens de vidro. Outra hipétese que pode ser levantada é que a
cepa utilizada neste trabalho, ao contrario das cepas utilizadas por Hsiao et al.
(2004), foram menos afetadas pela difusdo de oxigénio promovido pela embalagem.
De acordo com Kun et al. (2008), a espécie Bifidobacterium animalis ssp. lactis
utilizada neste experimento é utilizada industrialmente por apresentar algumas
vantagens em relagdo as demais espécies do mesmo género, como aerotolerancia.

De acordo com Rivera-Espinoza e Gallardo-Navarro (2010) o crescimento e
viabilidade de probidticos em frutas e vegetais depende da cepa utilizada, da acidez
e das concentragao de acido latico e acético do meio. Pode-se levantar a hipétese
de que o suco de yacon incubado a 35°C por 10 horas apresentou meio menos



71

favoravel as bifidobactérias quando comparado ao suco n&o fermentado ao longo do
armazenamento sob refrigeragdo devido a sua maior acidez.

Nualkaekul et al. (2011) suplementaram o suco de diversas frutas (laranja,
toranja, abacaxi, rom&, morango e groselhna) com a bactéria probidtica
Bifidobacterium longum e avaliaram sua viabilidade durante o armazenamento sob
refrigeracdo a 4°C por 6 semanas. Os autores reportaram que a sobrevivéncia da
bifidobactéria foi maior nos sucos de laranja, toranja, groselha e abacaxi, nos quais o
decréscimo de viabilidade foi inferior a 0,8 ciclos logaritmos, enquanto que os sucos
de morango e romé apresentaram reducéo da viabilidade celular superior a 8 ciclos
logaritmos, n&o havendo niveis detectaveis da bactéria no suco apos 1 e 4 semanas
de armazenamento para os sucos de roma e morango, respectivamente. Os autores
apontaram a maior concentragdo de fendis presentes nestes sucos (6,2 g.L™" para
roma e 3,3 g.L™! para morango, enquanto que os sucos de laranja, abacaxi, toranja e
groselha apresentaram 0,6; 1,0; 1,2 e 1,2 g.L™" de fendis, respectivamente) como
causa da menor viabilidade celular das bifidobactérias neles, tendo a roma polifendis
com atividade inibitérias do crescimento de bifidobactérias, clostridios e
Staphylococcus aureus. Ja o yacon apresenta certos compostos fendlicos como
triptofano, acido caféico, acido ferrulico, acido clorogénico, derivados do acido
clorogénico e isbmetros do acido dicafeoil-quinico (SIMONOVSKA et al., 2003;
CAMPOS et al., 2012). A presenca destes compostos pode ter influenciado
negativamente a sobrevivéncia das bifidobactérias no suco de yacon durante o
armazenamento sob refrigeragao.

Neste presente trabalho, o suco de yacon suplementado com bifidobactéria e
nao fermentado apresentou perda de viabilidade celular de 1,13 e 1,10 ciclos
logaritmos quando armazenado em recipientes de vidro e plastico, respectivamente.
Ja o suco de yacon concentrado, suplementado com bifidobactéria e ndo fermentado
apresentou perda de viabilidade celular de 1,15 e 1,54 ciclos logaritmos quando
armazenados em recipientes de vidro e plastico, respectivamente. Levando em
consideragao que o periodo de armazenamento deste trabalho foi inferior ao periodo
empregado pelo trabalho de Nualkaekul et al. (2011), pode-se comparar os
resultados e observar que o suco de yacon apresentou meio menos favoravel a
bifidobactéria quando comparado aos sucos de laranja, toranja, groselha e abacaxi,
porém n&o promoveu a deplecdo das bactérias como ocorreu nos sucos de roma e

morango.
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De acordo com Rivera-Espinoza e Gallardo-Navarro (2010), € possivel obter
produtos probidticos n&o lacteos a partir de diversas matrizes, tanto fermentadas
como nao fermentadas. Pode-se observar que o suco de yacon n&do fermentado

produzido neste trabalho pode ser empregado como matriz para cepas probidticas.
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6. CONCLUSOES

O suco de yacon apresenta rapido escurecimento enzimatico quando
processado. O tratamento térmico € insuficiente para prevenir o escurecimento
enzimatico do suco de yacon, devendo ser empregado em associagdo com um
antioxidante e o acido ascorbico pode ser utilizado para esta finalidade. O
branqueamento a vapor requer adigdo de acido ascorbico apds o tratamento térmico
pois o vapor promove perda da eficiéncia do antioxidante possivelmente por
condensagao do vapor sobre o yacon e consequente lixiviagdo do antioxidante. O
tratamento escolhido neste trabalho foi a imersao das fatias de yacon em solugao de
acido ascorbico 0,5% (m/v) por 5 minutos, seguidos de 6 minutos de branqueamento
fisico a vapor e adicdo de acido ascorbico diretamente ao suco extraido na
concentracéo de 0,2% (m/v).

A bactéria Bifidobacterium animalis ssp. lactis consegue utilizar leite como
substrato para seu crescimento e metabolismo, acidificando o leite o suficiente para
dar caracteristicas fisico-quimicas de iogurte apos 10 horas de fermentagao a 45°C.
O suco de yacon e suco de yacon concentrado promoveram diminuicdo da
viabilidade celular da bifidobactéria ao longo da fermentagdo de maneira dependente
da temperatura. A morte celular foi mais pronunciada a 45°C do que a 35°C,
apresentando o suco fermentado a 45°C valor insuficiente de bactérias viaveis para
ser enquadrado como produto probidtico.

A bifidobactéria apresentou crescimento e produgdo de acido no leite néo
fermentado e armazenado por 4 semanas sob refrigeragdo a 7°C, dando ao leite
caracteristicas fisico-quimicas de iogurte. O leite fermentado apresentou, durante o
armazenamento, pos-acidificacdo e promoveu crescimento até os primeiros 14 e 7
dias de armazenamento quando armazenado em recipiente de vidro e plastico,
respectivamente. Apos esse periodo, houve redugao da viabilidade celular, porém
em ambos 0s recipientes o numero de bactérias viaveis apos 28 dias foi suficiente
para enquadrar o produto como probidtico.

O suco de yacon e o suco de yacon concentrado, ambos n&o fermentados,

apresentaram perda de viabilidade celular ao longo do armazenamento, porém
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mesmo apos 28 dias sob refrigeragdo ambos os sucos apresentaram valor
satisfatorio de bactéria viaveis tanto quando armazenado em recipiente de vidro
quanto de plastico. O suco de yacon e o suco de yacon concentrado, ambos
fermentados, apresentaram perda de viabilidade celular mais pronunciada ao longo
do armazenamento quando comparado com a mesma matriz ndo fermentada. O
suco de yacon fermentado manteve o numero suficiente de bactérias viaveis para
caracterizar o suco como probidtico por 14 dias, enquanto o suco de yacon
concentrado e fermentado manteve esse numero por 21 dias, para ambos o0s

recipientes.
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