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RESUMO

A proposta deste trabalho foi estudar as condi¢des para adicionar Lactobacillus casei
(bactéria probidtica) no yacon desidratado, de modo que as bactérias permanegam
viaveis no alimento, por 56 dias de armazenamento, a temperatura ambiente. Para
garantir que os prebidticos (inulina e FOS) ndo fossem degradados pelo
processamento, estudou-se o comportamento térmico do yacon, utilizando as técnicas
termoanaliticas calorimetria exploratéria diferencial (DSC) e termogravimetria (TG),
cujos resultados mostraram que a temperatura de secagem nao altera a estrutura
molecular dos FOS e inulina em temperaturas usuais de secagem. Analises
instrumentais de cor e textura auxiliaram na escolha das melhores condicbes do
processamento de secagem do yacon, determinando a matriz seca a ser estudada
junto a incorporagcédo das bactérias probidticas. Dois tempos (1 hora e 3 horas) e
presenca ou auséncia de trealose determinaram as variaveis dos tratamentos A, B, C
e D, e com auxilio de analise estatistica, as condigdes do tratamento A (1 hora / sem
trealose), se mostraram mais adequadas a sobrevivéncia do maior numero de
bactérias durante o processamento de secagem e tempo de armazenamento.
Condic¢des gastricas foram simuladas e indicaram que, quantidade suficiente dos
Lactobacillus casei adicionados no yacon desidratado, sobreviveram ao sistema
digestivo, possuindo potencial de ac&o probidtica apds seu consumo. As imagens no
microscopio eletronico de varredura mostraram de que forma essas bactérias se
distribuem na superficie do yacon desidratado.

Palavras-chave: Yacon. Smallanthus sonchifolius. Fruto-oligossacarideos. Inulina.
Lactobacillus casei.



ABSTRACT

In this study we propose to add Lactobacillus casei (probiotic bacteria) to dehydrated
yacon so that the bacteria remain viable in the food for 56 days of storage at room
temperature. To guarantee that the prebiotics are not degraded by processing, the
thermic behavior of yacon was explored using differential scanning calorimetry (DSC)
and thermogravimetric analysis (TG); the results showed that drying temperature does
not alter the molecular structure of the FOS and inulin at usual drying temperatures.
Instrument analyses of color and texture assisted in choosing better conditions for
processing and drying the yacon, determining the dry matrix to be studied in
incorporating the probiotic bacteria. Two time periods (1 hour and 3 hours) and the
presence or absence of trehalose determined the variables of treatments A, B, C, and
D, and with the assistance of statistical analysis, treatment conditions A (1 hour / no
trehalose) were shown to be conducive to the survival of the largest number of bacteria
during the drying process and the storage period. Gastric conditions were simulated to
verify if the added Lactobacillus casei would have probiotic action after consumption,
and scanning electron microscopy showed how these bacteria were distributed on the
surface of the dehydrated yacon.

Keywords: Yacon. Smallanthus sonchifolius. Fructo-oligosaccharides. Inulin.
Lactobacillus casei.
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1 INTRODUCAO

Os estudos atuais sobre yacon (Smallanthus sonchifolius) tém mostrado
diversos beneficios advindos do consumo dessa raiz. Natural da regido andina,
atualmente esta distribuido pelo mundo todo e tem sido consumido na forma “in
natura” por pessoas diabéticas, com a intencao de obter auxilio no controle da glicemia
sérica. Rico em agua (cerca de 90 %) sua vida util € muito curta e técnicas de secagem
tém sido aplicadas para aumentar sua durabilidade e facilidade de distribuigao.

O processo de desidratagdo consiste na retirada da agua contida nos
alimentos que esta disponivel as reagcdes quimicas e enzimaticas e as atividades
microbianas, estendendo assim, a vida util do produto. Diversos métodos de secagem
podem ser aplicados e escolha desse método € determinada em funcédo das
propriedades do alimento e, principalmente, viabilidade econémica. Através de
diferentes métodos e condi¢gbes de secagem é possivel obter produtos com diferentes
propriedades, incluindo tamanho, forma e cor das particulas, capacidade de sorgao
de agua, estabilidade quimica, solubilidade em agua, higroscopicidade, propriedades
de escoamento, etc.

Excluindo a agua, o yacon é rico em carboidratos e fibra alimentar. As fibras
do yacon sdo compostas, principalmente, de inulina e fruto-oligossacarideos (FOS) e,
a estas duas substancias, € atribuida a funcionalidade da raiz. A inulina costuma ser
despolimerizada em FOS e ambos tém funcao prebidtica. Prebiodticos sao ingredientes
alimenticios nao digeriveis que possuem efeito benéfico apds sua ingestao, devido ao
estimulo seletivo do crescimento e/ou atividade de uma ou de um numero limitado de
espécies bacterianas ja presentes no intestino grosso.

As bactérias que sobrevivem ao sistema digestorio e conseguem colonizar o
intestino grosso do hospedeiro, causando beneficios a sua saude, sao classificadas
como probioticas. Bactérias do género Lactobacillus spp sdao fermentadoras dos
oligossacarideos e estdo, principalmente, relacionados a protegdo contra agentes
infecciosos pela diminuicao da colonizagao intestinal por patdgenos e regulacéo do
funcionamento do intestino.

Desta forma, quando relacionamos em um sé alimento bactérias probidticas

e 0 substrato necessario para sua colonizagao eficiente no célon, temos melhora da
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sua funcionalidade, ja que ha sinergismo entre a ingestdo conjunta de prebidticos e
probidticos.

O yacon desidratado possui diversas vantagens, como menor volume e maior
durabilidade, além da concentragdao dos seus componentes de interesse funcional.
Como a maioria dos alimentos que contém probidticos, e que esta disponivel ao
consumidor, necessita ser armazenado sob temperatura de refrigeracéo (p.e. leites
fermentados, iogurtes e bebidas lacteas), desenvolver um processo que mantenha a
viabilidade dessas bactérias em um produto que pode ser armazenado a temperatura
ambiente € muito interessante.

Com o objetivo principal de estudar uma forma de incorporar Lactobacillus
casei (LC-01) em yacon desidratado, foi proposto avaliar a viabilidade destas bactérias
durante 56 dias de armazenamento, por representar o dobro do tempo de vida-de-
prateleira normalmente recomendado para produtos lacteos probidticos. Técnicas
termoanaliticas, como Calorimetria exploratéria diferencial (DSC) e Termogravimetria
(TG), permitiram avaliar, entre outras coisas, se a temperatura de secagem do yacon
seria capaz de degradar a inulina e os FOS, componentes importantes no produto
final. Condi¢des gastricas foram simuladas para permitir classificar o alimento como
probiotico e a aplicagdo microscopia eletronica de varredura (MEV) confirmou a
aderéncia das células de LC-01 na superficie do yacon desidratado em flocos.
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1.1 OBJETIVO GERAL

Estudar o processo de incorporagao e a viabilidade do Lactobacillus casei

(LC-01) em yacon desidratado por processo convectivo e armazenado por 56 dias.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar o yacon seco em estufa convectiva, nas temperaturas de 45 °C e
70 °C, quanto ao parametros fisico-quimicos de cor, textura, umidade e av;

e Verificar se existe relagdo entre transicdo vitrea com textura, umidade e
atividade de agua no yacon desidratado;

e |dentificar fendmenos térmicos no vyacon desidratado por técnicas
termoanaliticas, como calorimetria exploratdria diferencial e termogravimetria;

e Confirmar por TG, se a maior temperatura de secagem, utilizada neste estudo,
€ inferior a temperatura de inicio das reac¢des de degradacgéo dos prebidticos
(FOS e inulina), naturalmente presentes no yacon;

e Confirmar a hipétese de que a trealose tenha fungao protetora sobre as células
de LC-01 durante o processo de incorporagao dos probidticos no yacon;

e Determinar as condigdes de processamento favoraveis de incorporacéo de LC-
01 no yacon desidratado em flocos;

e Quantificar a sobrevivéncia de LC-01 aderidos ao yacon em condigbes
gastricas simuladas e verificar se o produto final do processo se encaixa na
classificagao de alimento probiético;

e Verificar a presenga de LC-01 aderidos a superficie do yacon por microscopia

eletrénica.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 YACON (Smallanthus sonchifolius)

O yacon, € uma planta perene que pertence a familia do girassol (Compositae
sp. ou Asteraceae sp.). Ela é nativa da regido dos Andes, principalmente do Peru e
Colébmbia, de onde se espalhou para Nova Zelandia, Brasil, EUA, Russia e Europa.
Inicialmente foi classificada como pertencente ao género Polymnia sp. Porém, em
1978, uma perspectiva diferente foi adotada propondo a denominagdo Smallantus,
que englobou todas as espécies sul-americanas e da américa central. A maioria das
espécies norte-americanas permaneceram no género Polymnia. (SANTANA e
CARDOSO, 2008).

A planta produz raizes de aspecto semelhante a batata doce, pesando cerca
de 200-500 g, com sabor adocicado e polpa crocante. E uma raiz que possui inulina
(3-10%) e fruto-oligossacarideo (FOS) como carboidratos de reserva. Esses
oligossacarideos pertencem ao grupo dos carboidratos ndo digeriveis, pois a ligagéo
glicosidica que une as unidades de frutose, para formar a molécula, possui a
configuragéo B (2—1), que as enzimas digestivas humanas ndao sdo capazes de
hidrolisar (ROBERFROID e SLAVIN, 2000; LACHMAN et al., 2003; VILLEGAS e
COSTELL, 2007; DELGADO et al., 2013).

Estudos atuais destacam que o efeito protetor, da raiz e das folhas de yacon,
contra o desenvolvimento de diabetes esta relacionado a esses carboidratos
(HONORE et al., 2012; HABIB et al., 2011). Muitos autores concordam que essas
substancias sao os principais responsaveis por alguns beneficios fisiolégicos ao
consumidor como: melhora de problemas digestivos, promogéao da resposta imune,
aumento da resisténcia a infecgdo por patdégenos e reducdo de alergias digestivas
(CAMPOS et al., 2012).

Além destes componentes, a literatura reporta que a raiz de yacon contém
compostos fendlicos (antioxidantes), alguns carboidratos como frutose, glicose e
sacarose, alto conteudo de agua e valor energético reduzido (GENTA et al., 2009;
VALENTOVA et al., 2006).
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A quantidade de FOS encontrada na raiz de yacon é maior que em muitas
outras plantas, onde a presenca deste carboidrato € comum (GENTA et al., 2009).
Juntamente com a inulina, o FOS é um polissacarideo natural, composto de uma
mistura de oligbmeros com variavel numero de unidades de frutose (grau de
polimerizagdo de 2 a 60 unidades) podendo ter, ou ndo, uma molécula de glicose
terminal (FLAMM, et al., 2001; VILLEGAS e COSTELL, 2007).

Estes carboidratos possuem fungéo prebidtica por promoverem o crescimento
de bactérias probidticas no colon. As bactérias dos géneros Bifidobacteria e
Lactobacilli sdo as que mais utilizam os oligossacarideos, sendo consideradas
capazes de trazer beneficio a saude do hospedeiro (BIELECKA et al., 2002). Em geral,
0 consumo de yacon promove o crescimento destas bactérias (CAMPOS et al., 2012),
permitindo-as colonizarem o célon e estimular o bom funcionamento do intestino.

A ingestdo de yacon pode ter potencial como um agente quimiopreventivo
contra desenvolvimento de tumores no colon. Esse efeito esta associado ao acidos
graxos de cadeia curta produzidos durante a fermentacdo de FOS e inulina pela
microbiota intestinal (KLINDER et al., 2004; MOURA et al., 2012).

As aplicagdes industriais de prebidticos, em conjunto com probidticos, na
formulacdo de alimentos, aumentou nos ultimos anos, porém, um estudo com
consumidores concluiu que é preciso colocar no mercado mais alimentos adicionados
de probidticos e que a industria de alimentos deve investir na divulgacdo dos
beneficios a saude do consumidor, para estimular a compra e o0 consumo maior destes
produtos (PIMENTEL, 2012; MUSSATTO e MANCHILHA, 2007).

Em geral, prebidticos e probidticos consumidos em um mesmo alimento
possuem efeito sinérgico positivo quando se compara com a ingestao de prebidticos
ou probidticos isoladamente (KLINDER et al., 2004; MOURA et al., 2012).

2.2 PREBIOTICOS

GIBSON e ROBERFROID (1995) definiram prebioticos pela primeira vez,
definicdo esta que foi atualizada por GIBSON, et al. (2004), sendo assim, um

prebiotico € um ingrediente seletivamente fermentado que permite mudancgas
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especificas, tanto na composig¢ao quanto na atividade da microflora gastrointestinal,
conferindo beneficios a saude e ao bem-estar do hospedeiro.

Em geral, os prebioticos permitem uma modificagdo benéfica da composigao
da microflora do hospedeiro. O conceito de prebidticos implica que devem ser estaveis
no estdbmago, isto é, ndo sofrer influéncia do suco gastrico, e ndo devem ser
absorvidos no intestino delgado e, portanto, ser capaz de chegar ao colon, onde serao
fermentados seletivamente pelas bactérias especificas que exercem efeito benéfico
ao hospedeiro (ROBERFROID, 2002 e GIBSON et al., 2004).

Todos os prebidticos, com excecdo da inulina, sdo carboidratos de cadeia
curta com baixo grau de polimerizagdo (GP), e muitas vezes referidos como
oligossacarideos (MANNING e GIBSON, 2004). Os oligossacarideos sao carboidratos
de cadeia curta compostos de 3-10 unidades de monossacarideos. A composicao, a
ligacdo glicosidica e o GP s&o importantes para influenciar as propriedades
prebioticas (MUSSATTO e MANCILHA, 2007; SANZ, et al., 2006)

Os oligossacarideos mais comumente investigados para a atividade prebidtica
sdo fruto-oligossacarideos (FOS) e galacto-oligossacarideos (GOS), porém as
caracteristicas prebioticas também s&do encontradas em lactulose, oligossacarideos
de soja, lactossacarose, isomalto oligossacarideos (IMO), xilo-oligossacarideos
(XOS), e palatinose (GIBSON, OTTAWAY e RASTALL, 2000). Outro importante
prebidtico é o polissacarideo inulina, composto, em média, por 12 a 15 unidades de
frutose, numero esse que pode chegar a 65 (MACFARLANE et al., 2006). Juntos, os
fruto-oligossacarideos e a inulina, sdo agora considerados os prebioticos modelos
(ROBERFROID, 2008).

ROBERFROID (2002) concluiu que o consumo de 5-15 g/dia de FOS ou
inulina, por algumas semanas, mostraram evidéncias de atividade prebiotica. Estes
dois polimeros diferem entre si, principalmente, pelo seu grau de polimerizagdao. A

FIGURA 1 mostra a estrutura quimica de FOS e inulina.
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FIGURA 1 — ESTRUTURA QUIMICA DA SACAROSE (GF) E FOS (GFn e Fm)
G = GLICOSE; F = FRUTOSE; FOS (n = 3-10); INULINA (nmedgio = 11-15, até GP=63)
Fonte: MORRIS e MORRIS (2007)

A diferencga de estrutura entre a inulina e FOS tem impacto importante sobre
a sua funcionalidade. A inulina € capaz de formar géis e ndo € considerada doce, por
essa razao, tem sido utilizada com sucesso como substituto de gordura (WOUTERS,
2010). Os FOS sao mais soluveis em sistemas aquosos, possuem sabor doce (cerca
de 30 % da dogura da sacarose) e séo adicionados, principalmente, como substitutos
de acgucar e por suas propriedades prebioticas (COUSSEMENT, 1999; NINESS,
1999). Em ambos os casos, eles fornecem baixo teor de calorias (1,5 kcal.g™")
(ROBERFROID, 1999).

Efeito da suplementacado de FOS ou inulina na manutencéo do peso corporal
e na saciedade foi estudada por MORRIS e MORRIS (2007). A pesquisa mostrou que
esses prebioticos podem ajudar uma determinada categoria de pessoas a controlar
ativamente o seu peso, porém, 0 mecanismo fisioldgico que liga os prebidticos com a
perda de peso precisa ser melhor estudado.

Efeitos protetores do desenvolvimento de cancer no célon foram estudados
por MOURA, et al., (2012) e TARAPORE et al., (2012) que sugerem que a ingestao
de raiz yacon pode reduzir o risco de desenvolvimento desta doencga, quando induzida
quimicamente, atribuindo este efeito aos 20,4% de FOS presente no xarope de yacon
em po utilizado na alimentagdo dos ratos avaliados no experimento.

Xaropes adogantes com adicao de FOS foram indicados para pessoas que
sofrem de problemas digestivos (CHARALAMPOPOULOS e RASTALL, 2012). O

tratamento oral com xarope de yacon acelerou nitidamente o tempo de transito
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colénico em individuos saudaveis (GEYER et al., 2008) e aumentou a frequéncia de
defecacao e sensacao de saciedade em obesos e em mulheres em pré-menopausa
com dislipidemia (GENTA et al., 2009).

2.3 PROBIOTICOS

Os probidticos sdo definidos como microrganismos vivos que, quando
administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios a saude do
hospedeiro (FAO / WHO, 2001). Bactérias lacticas (BAL), especialmente Lactobacillus
spp., e Bifidobacterium spp. sdo os micro-organismos probioticos mais vulgarmente
utilizados. Muitas de suas cepas estdo incluidas no grupo GRAS, "Geralmente
Reconhecido como Seguro", do FDA — Food and Drug Administration, érgéo regulador
de alimentos e medicamentos dos EUA (MATTIA e MERKER, 2008) e sao geralmente
considerados seguros pelo consumidor.

O regulamento para produtos probioticos € muito rigoroso, com permisséo
restrita nas alegacdes, de propriedades funcionais e/ou de saude, na rotulagem. A
EFSA (European Food Safety Authority) exige uma abordagem especifica sobre a
eficacia, que ainda esta fora do alcance para a maioria dos fabricantes, uma vez que
nao existem marcadores biolégicos e os ensaios clinicos de grande dimenséo séo
muito caros (STRINGHETA, et al., 2007). No Brasil, a comprovag¢ao da eficacia da
alegacdo deve ser realizada caso a caso, considerando a formulagdo e as
caracteristicas do alimento. A aprovagdo da alegagao faz parte de um processo
continuo e dindmico de reavaliagcdo das alegacdes aprovadas com base em
evidéncias cientificas (BRASIL, 2014).

A importancia do papel da microbiota intestinal na manutengao da saude e
prevencao de doencgas é bastante reconhecida. Disturbios desse delicado equilibrio
podem gerar outras desordens e facilitar o estabelecimento de doengas. Segundo
HOLZAPFEL e SCHILLINGER (2002), esses fatos explicam os grandes desafios com
respeito a apresentagcdo de evidéncias cientificas que confirmem os reais efeitos
funcionais relacionados aos microrganismos probi6ticos.

A fim de promover potencialmente um efeito para a saude, a ingestao oral de

um probidtico tera de satisfazer um limiar pré-estabelecido de células viaveis. O
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consumo de 100 g do alimento contendo entre 10° e 108 UFC.g™" (6 e 8 log UFC.g™")
de produto, no tempo de consumo, é geralmente aceito como sendo suficiente para a
colonizagdao bem sucedida e adequada do trato gastrointestinal (FAO / WHO, 2001;
ISHIBASHI e SHIMAMURA, 1993). Outros trabalhos propuseram como dose minima
diaria de culturas probioticas, para ter agdo terapéutica, 8 a 9 log UFC.100g™’
(TALWALKAR e KAILASAPATHY, 2004). A ANVISA exige 8 a 9 log UFC.g™! na porgéo
diaria recomendada do alimento (BRASIL, 2014). Isto implica que um numero
suficiente de células probidticas devem estar presente no produto final, depois de
todos os passos de fabrico. Além disso, a viabilidade das células deve ser mantida
durante todo o periodo de vida util do produto, o que seria dependente das
propriedades fisico-quimicas da matriz alimentar e da forma como o alimento é
armazenado e transportado. Finalmente, apds o consumo, determinada quantidade
de células devem sobreviver a passagem pelo sistema digestorio, e, por
consequéncia, tolerar a acidez do estdmago, toxicidade de sais biliares e resistir a
atividade enzimatica, sendo capazes de colonizar o intestino grosso e de promover os
seus efeitos benéficos (LEE e HEO, 2000, BRASIL, 2014).

O consumo regular de alimentos probidticos estd sendo relacionado com
diversos beneficios a saude, como redugao do risco de cancer, influenciando
caracteristicas imunomoduladoras e prevenindo alergias alimentares (ISOLAURI et
al., 2001; JAHREIS et al., 2002); combatendo a hipercolesterolemia (SAARELA et al.,
2002); alivio aos sintomas de intolerancia a lactose (SALMINEN et al., 1998);
capacidade de inibir patégenos (CROSS, 2002; DRAGO et al., 1997) e de proteger os
seres humanos de doengas gastrointestinais (MARTEAU et al., 2001).

Diferentes parametros devem ser abordados ao selecionar cepas probidticas.
Estes incluem a seguranga, a producao tecnoldgica e a eficacia ou funcionalidade
(FAO / WHO, 2001). Para promover a eficacia apoés o consumo, existem algumas
propriedades que influenciam diretamente a manutengdo da viabilidade celular
durante as etapas do processo e o tempo de armazenamento. Estirpes selecionadas,
devem apresentar robustez celular elevada, bem como, contagem inicial de células
alta, como evidencia GOMES e MALCATA (1999). A produgéo de alimentos funcionais
com cepas probidticas exige avaliagdbes de seguranga extensivas e indicam a
segurangca de estirpes de Lactobacillus spp. e nenhuma toxicidade para
concentragodes tdo elevadas como 10> UFC.g-1 no produto, o que os torna adequados

para a incorporagao nos alimentos.
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De acordo com a legislagao brasileira (ANVISA, 2014), os microrganismos
que podem ser classificados como probidticos para alimentagdo humana sao:
Lactobacillus casei shirota, Lactobacillus casei variedade rhamnosus, Lactobacillus
casei variedade defensis, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus lactis,
Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium animallis (incluindo a subespécie B. lactis),
Bifidobacterium longum, Eterococcus faecium.

Os Lactobacillus casei foram capazes de fermentar FOS de yacon sob
condigdes anaerébias (BURITI e SAAD, 2007). Os fruto-oligossacarideosos sao
completamente fermentados no intestino grosso (ALLES et al., 1996), e o tipo de
bactéria influencia na eficiéncia do prebidtico (RYCROFT, et al., 2001). Os ultimos
estudos demonstram que ha sinergismo entre prebiotico e probidtico, potencializando

seus beneficios quando administrados juntos (KOH, et al., 2013).

2.3.1 Lactobacillus casei

Bactérias do género Lactobacillus spp. caracterizam-se como gram-positivas,
em forma de haste e ndo formadora de esporos. Podem ser isoladas a partir de
amostras de alimentos, através da utilizacdo de meios de cultura complexos, tais
como MRS (Man-Rogosa-Sharpe) ou MRS adicionado com agentes seletivos
especificos.

As bactérias do grupo Lactobacillus casei tém sido amplamente estudadas
com relacao a suas propriedades promotoras a saude. Varias funcdes benéficas ao
organismo humano tém sido atribuidas ao consumo regular de alimentos contendo
bactérias desse grupo. As espécies de Lactobacillus casei constituem uma fragéao
substancial da microbiota constituida por Lactobacillus spp. nha mucosa intestinal
humana e os efeitos atribuidos a esses microrganismos estdo principalmente
relacionados a protecdo contra agentes infecciosos pela diminuigdo da colonizagéo
intestinal por patdgenos (CANO e PERDIGON, 2003), ativacdo das imunidades local
e sistémica (MEDICI et al., 2004; HORI et al., 2002), redugao dos sinais clinicos de
diarreia por rotavirus (GUERIN-DANAN et al., 2001), diminuicdo dos niveis de

triglicérides séricos e de colesterol (HABIB et al., 2011).
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O desenvolvimento de produtos lacteos contendo bactérias probidticas € um
foco importante das industrias de alimentos e, geralmente, a producéo de alimentos
contendo cepas probidticas especificas com concentracdes apropriadas de células
viaveis durante a vida de prateleira € um desafio tecnologico (MEDICI et al., 2004;
KOURKOUTAS, 2005). O crescimento 6timo dessas bactérias se da na faixa que
compreende entre 35 e 40°C e pH 5,5 a 6,0. Diversas espécies de Lactobacillus sp.
sao oficialmente reconhecidas e L. casei estdo entre as trés mais utilizadas para fins
de aditivo dietético, junto com Lactobacillus acidophillus e L. rhamnosus (PIMENTEL
et al., 2005; BERNARDEAU et al., 2007).

A aderéncia de microrganismos probioticos as células epiteliais do intestino e
a subsequente colonizacdo da mucosa sdao de fundamental importancia para a
ocorréncia dos efeitos benéficos a saude humana (FORESTIER et al.,, 2001;
HUDAULT et al., 1997). Dentre as varias caracteristicas associadas as bactérias
laticas, particularmente ao grupo Lactobacillus casei, destaca-se, o fato delas
possuirem atividade antimicrobiana contra microrganismos patégenos, contaminantes
e deteriorantes, em alimentos e no intestino humano (SCHWENNINGER et al., 2005;
CALDERON et al., 2007; COEURET et al., 2004).

2.4 REGULAMENTAGAO DE ALIMENTOS PREBIOTICOS E PROBIOTICOS

O conceito de alimentos funcionais vem mudando ao longo dos anos, devido
aos crescentes estudos cientificos nesta area e, desenvolvimento de uma ampla gama
de produtos (SIRO et al., 2008). O termo "alimentos funcionais" foi introduzido pela
primeira vez na década de 1980, como resultado de uma série de programas de
pesquisa financiados pelo governo japonés em analise sistematica e desenvolvimento
das fungdes dos alimentos (ROBERFROID, 2000). Todavia, mesmo diante do
progressivo aumento da popularidade dos alimentos funcionais, ndo existe uma
definigdo universal. A agéncia americana FDA (Food and Drug Administration) n&o
possui uma definicdo legal para o termo, enquanto que a ADA (American Dietetic
Association), o IFIC (International Food Information Council) e o IFT (Institute of Food

Technologists) ndo entraram em consenso (BALDISSERA et al., 2011). A US General
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Accounting Office - GAO definiu alimentos funcionais como alimentos que alegam ter
beneficios além da nutrigdo basica (MORAES e COLLA, 2006).

A OMS aprovou em 2004 a Estratégia Global para Dieta, Atividade Fisica e
Saude e a ANVISA, seguindo as recomendacgbes do Codex Alimentarius, criou eu
2005, o Guia Alimentar para a Populagao Brasileira que trata, dentre outras coisas, da
prevencao das doengas cronicas ndo-transmissiveis, ja que as evidéncias cientificas
apontam o impacto da alimentagdo saudavel na prevencdo das mortes prematuras
causadas pelas doencgas cardiacas e pelo cancer.

Assim, este guia tem o propdsito de contribuir para a orientagao de praticas
alimentares que visem a promog¢ao da saude e a prevencao de doencas relacionadas
a alimentacao (WHO, 2008; BRASIL, 2005). O guia traz diretrizes de rotulagem e
determina que os rotulos dos alimentos podem trazer alegagdes de propriedade
funcional e, ou de saude, desde que previamente aprovadas pela ANVISA.

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), é a agéncia reguladora
brasileira, que concede registros de produtos, dentre outras inumeras atribuicdes, e €
vinculada ao Ministério da Saude (STRINGHETA, et al., 2007). A alegacédo de
propriedade funcional aprovada pela CTCAF (Comissdo Tecnocientifica de
Acessoramento em Alimentos Funcionais e Novos Alimentos) da ANVISA para FOS,
inulina e algumas variedades de Lactobacillus casei, estdo na FIGURA 2.

Todos os 6rgaos e comissdes anteriormente citados, tém o objetivo de
proteger o consumidor de falsas informagdes e propaganda enganosa. A ANVISA é
responsavel pela aprovacao dos alimentos funcionais produzidos e comercializados
no Brasil, e interage com os 6rgaos reguladores dos paises que fazem parte da
Organizagao Mundial da Saude.

Os estudos com Lactobacillus spp. indicam que eles possuem outras fungdes
benéficas (CANO e PERDIGON, 2003; MEDICI et al., 2004; HORI et al., 2002;
GUERIN-DANAN et al., 2001), além da manutencdo da microbiota intestinal, porém
nenhuma delas foi aprovada pela ANVISA para ser alegada no rétulo dos alimentos
consumidos no Brasil. Sdo exemplos: “aumenta os anticorpos”; “reforcam as defesas
naturais do organismo contra as agressdes do dia a dia, como estresse e cansago’;
“promovem a saude do trato digestivo”. Porém, dizer que “auxilia na manutencao do
balanceamento da microbiota e no equilibrio do intestino”; “auxilia na reducéo das
bactérias nocivas” e “auxilia no aumento da flora benéfica® é permitido (LAJOLO,
2002).
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FRUTO-OLIGOSSACARIDEO
Alegacéo
“Os Fruto-oligossacarideos — FOS contribuem para o equilibrio da microbiota intestinal. Seu
consumo deve estar associado a uma dieta equilibrada e a habitos de vida saudaveis”.
Requisitos Especificos

. [Esta alegacéo pode ser utilizada desde que a por¢ao do produto pronto para consumo fornecga
no minimo 3 g de FOS se o alimento for sélido ou 1,5 g se o alimento for liquido.

« No caso de produtos nas formas de capsulas, tabletes, comprimidos e similares, os requisitos
acima devem ser atendidos na recomendacdo diaria do produto pronto para o consumo,
conforme indicagéo do fabricante.

. Na tabela de informagéo nutricional deve ser declarada a quantidade de frutooligossacarideo,
abaixo de fibras alimentares.

« O uso do ingrediente ndo deve ultrapassar 30g na recomendacao diaria do produto pronto para
consumo, conforme indicacéo do fabricante.

. Quando apresentada isolada em céapsulas, tabletes, comprimidos, pés e similares, a seguinte
informacgéo, em destaque e em negrito, deve constar no rétulo do produto: “O consumo deste
produto deve ser acompanhado da ingestao de liquidos”.

INULINA
Alegacéo
“A inulina contribui para o equilibrio da microbiota intestinal. Seu consumo deve estar associado a
uma dieta equilibrada e a habitos de vida saudaveis”.
Requisitos Especificos

. [Esta alegacao pode ser utilizada desde que a porg¢édo do produto pronto para consumo forneca
no minimo 3 g de FOS se o alimento for sélido ou 1,5 g se o alimento for liquido.

. No caso de produtos nas formas de capsulas, tabletes, comprimidos e similares, os requisitos
acima devem ser atendidos na recomendagdo diaria do produto pronto para o consumo,
conforme indicagéo do fabricante.

. Na tabela de informagéo nutricional deve ser declarada a quantidade de frutooligossacarideo,
abaixo de fibras alimentares.

« O uso do ingrediente ndo deve ultrapassar 30g na recomendacao diaria do produto pronto para
consumo, conforme indicag&o do fabricante.

« Quando apresentada isolada em céapsulas, tabletes, comprimidos, pés e similares, a seguinte
informacgéo, em destaque e em negrito, deve constar no rétulo do produto: “O consumo deste
produto deve ser acompanhado da ingestao de liquidos”.

PROBIOTICOS
Lactobacillus paracasei
Lactobacillus casei shirota
Lactobacillus casei variedade rhamnosus
Lactobacillus casei variedade defensis
Requisitos Especificos
“O (indicar o micro-organismo probiotico) contribui para o equilibrio da microbiota intestinal. Seu
consumo deve estar associado a uma dieta equilibrada e a habitos de vida saudaveis”.
Observacgbes
. Aquantidade minima viavel para os probidticos deve estar situada na faixa de 108 a 10° Unidades
Formadoras de Colbnias (UFC) na recomendacéo diaria do produto pronto para o consumo,
conforme indicagédo do fabricante. Valores menores podem ser aceitos, desde que a empresa
comprove sua eficacia.
. A documentacéo referente a comprovacao de eficacia, deve incluir:
« Laudo de analise do produto que comprove a quantidade minima viavel do
microrganismo até o final do prazo de validade.
. Teste de resisténcia da cultura utilizada no produto a acidez gastrica e aos sais biliares.
. A quantidade do probiotico em UFC, contida na recomendagéo diaria do produto pronto para
consumo, deve ser declarada no rétulo, proximo a alegacao.

FIGURA 2 — LISTA DAS ALEGACOES APROVADAS PELA ANVISA PARA FOS, INULINA E
PROBIOTICOS
Fonte: adaptado de BRASIL (2014)
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2.5 SECAGEM DE YACON

Durante o descascamento do yacon, quando as membranas das células sao
rompidas, os polifendis e os taninos misturam-se as enzimas citoplasmaticas,
causando a oxidagao enzimatica e tornando a epiderme escura. Esta oxidagcao se da
em presenca de oxigénio livre, prejudicando a aparéncia do yacon e a de seus
produtos (VALENTOVA e ULRICHOVA, 2003). A agdo de escurecimento enzimatico
€ reduzida com a secagem do yacon, porém o tempo de secagem é longo demais
para que possa evitar a agcao das enzimas e, deste modo, a exposi¢cao ao ar da
superficie recém-cortada das raizes deve ser minimizada antes do processamento.

Além da degradacéo enzimatica, também ocorrem mudangas na composi¢cao
dos carboidratos do yacon. Segundo GRAEFEA et al. (2004), os FOS tendem a se
despolimerizar em sacarose e agucares redutores, como glicose e frutose, muito
rapidamente apdés a colheita, sobretudo quando o produto é mantido fora de
refrigeracao, sendo a taxa de reagao de despolimerizacéo acelerada com o tempo e
com o aumento da temperatura de armazenagem. O controle das reagbes de
despolimerizacdo dos FOS, pode ser realizado por meio da reducdo do teor de
umidade do yacon, do armazenamento em baixas temperaturas, da eliminagdo do
oxigénio do meio ou minimizag¢ao da exposigao do yacon descascado ao ar ambiente,
e da utilizagdo de agentes quimicos antioxidantes (PERUSSELLO et al., 2013).

A forma mais utilizada para aumentar a durabilidade da raiz de yacon é a
transformacao em produto desidratado, em p6 ou ndo. No caso do yacon, os principais
fatores limitantes para o uso de temperaturas elevadas sao a despolimerizagao dos
FOS, resultando em perda de valor nutricional, o escurecimento nao-enzimatico
proveniente da reagao de caramelizagdo, e o aumento da intensidade do pigmento
formado durante a possivel degradacao enzimatica no pré-processamento. Segundo
ARAUJO (2004), a temperatura afeta a composicdo do pigmento formado,
aumentando o teor de carbono, e, portanto, a sua intensidade. Assim, é necessario
usar temperaturas amenas durante o processo de secagem, de até 80°C.

Em todos os processos de secagem, as propriedades fisicas e quimicas do
material que se deseja desidratar sdo fatores importantes a serem considerados,
devido as mudancgas que podem ocorrer e os efeitos dessas mudancas na eliminagao

da agua contida no alimento, incluindo tamanho, forma e cor das particulas,
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capacidade de sorgcao de agua, estabilidade quimica, solubilidade em agua,
higroscopicidade, encolhimento, etc. A diminuigdo de volume, pode ser uma
vantagem, pois implica na redugcdo de custos com transporte, embalagem e
estocagem dos produtos obtidos. Porém, a agua confere ao alimento caracteristicas
desejaveis de textura, como palatabilidade e suculéncia (CELESTINO, 2010) e a

perda dessas caracteristicas pode ser indesejavel.

2.5.1 Estudos de Secagem de Yacon

As caracteristicas de qualidade de yacon desidratado a diferentes
temperaturas (5, 15, 25, 35 e 45 °C) e velocidades do ar de secagem (0,5, 1,0, 1,5 e
2,0 m/s) foram investigados por SHI, ZHENG e ZHAO (2013). Os resultados indicaram
que a temperatura de secagem e a velocidade do ar tiveram efeito significativo sobre
o comportamento de secagem de fatias yacon e que o processo ocorreu no periodo
de taxa decrescente. O tempo de secagem diminuiu com o aumento da temperatura
de secagem e da velocidade do ar, porém esses parametros ndo apresentaram efeitos
significativos (p>0,05) sobre a diferenca de cor, taxa de encolhimento e taxa de
reidratacédo das fatias de yacon secas.

MOURA (2004), estudou a secagem osmo-convectiva de fatias de yacon.
Dentre as diferentes condicbes de processo testadas, foi observado que a
desidratagdo osmoética deve ser conduzida a 30°C, a espessura das fatias deve ser 2
mm e a solug¢ao desidratante (agua + sorbitol) deve apresentar concentragéo de 50 °
Brix. Sob estas condicdes de processo concluiu-se que nessas condi¢cdes houve a
maior retirada de agua e a menor perda de solidos do produto. O pré-tratamento
osmaotico diminuiu o tempo de secagem convectiva e resultou em maior perda de agua
ao final. As melhores condi¢cdes de secagem convectiva foram na temperatura de 70°
C, espessura de 2 mm e concentracido de sélidos no pré- tratamento osmotico de 35
a 50° Brix.

No intuito de diminuir ou evitar a atividade enzimatica no yacon, tratamentos
com agentes quimicos ou como o branqueamento tém sido usados previamente a
secagem convectiva. Em estudo realizado por SCHER, RIOS e NORENA (2009), foi

avaliado o comportamento de secagem do yacon com e sem branqueamento a vapor.
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A secagem utilizou as temperaturas de 50°C, 60°C e 70°C e teve duragcao de 5,5
horas. A maior temperatura proporcionou 0 menor tempo de secagem, € menores
valores de atividade de &agua foram atingidos por amostras tratadas com
branqueamento, em todas as temperaturas de secagem utilizadas. Além disso, o
yacon sem branqueamento mostrou concentragbes mais baixas de agucares
redutores quando desidratado a 70°C, em comparagao com as amostras secas as
temperaturas mais baixas, o que indica hidrélise dos FOS a 70°C.

PADILHA et al. (2009) avaliaram o emprego dos agentes quimicos cloreto de
célcio e metabissulfito de potassio no processamento de yacon, para obtencao de
farinha, a fim de inibir o escurecimento enzimatico do produto e favorecer o tempo de
secagem. As amostras foram secas a 55°C em estufa ventilada. Apesar de nao inibir
totalmente a atividade das enzimas peroxidase e polifenoloxidase, o experimento que
utilizou o metabissulfito propiciou menor tempo de secagem e melhor firmeza da
matéria-prima.

PERUSSELLO et al. (2013) estudaram a secagem osmo-convectiva de fatias
de yacon. Testou-se a influéncia de dois niveis de agitagdo (0 cm/s e 4 cm/s) e de
temperatura (30 °C e 50 °C) para a desidratagdo osmoética, e de dois niveis de
temperatura (60 °C e 80 °C) para a etapa de secagem convectiva nos seguintes
parametros de qualidade do produto final: conteudo de umidade, concentracdo de
solidos soluveis, luminosidade e mudancga de cor. Os autores concluiram que, a
secagem osmo-convectiva produziu fatias de yacon com baixa atividade de agua e
que a aplicacdo do tratamento osmoético reduziu os graus de escurecimento e de
encolhimento e os danos estruturais, tais como distorgdo angular a aparecimento de
fissuras, das fatias submetidas a secagem convectiva.

KOTOVICZ et al. (2013) otimizaram a secagem osmo-convectiva do yacon
em fungao da perda de agua, da incorporacao de solidos, do tempo de secagem e da
atividade de agua do produto final. As condigdes 6timas de desidratagdo osmotica
foram: utilizacdo de revestimento de alginato de sodio, concentragdo da solugao
osmotica (agua + frutose) de 68 °Brix e temperatura de 30 °C. O uso destas condi¢des
de processo levou a maior perda de agua e menor incorporagao de solidos. Na
secagem convectiva, os autores concluiram que quanto maior a temperatura
empregada, menor foi o tempo de secagem observado e mais rapida foi a diminuigao

da atividade de agua.
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Com objetivo de avaliar o efeito de diferentes condigcbes de processo de
secagem a vacuo sobre parametros de qualidade de fatias de yacon, REIS, LENZI e
MASSON (2012) concluiram que: com o avang¢o da secagem, a cor do yacon em fatias
tornou-se mais escura, mais vermelha e mais amarela; a textura das fatias variou
pouco nos instantes iniciais de secagem, seguida de amaciamento (diminuicdo da
dureza) em instantes intermediarios e endurecimento (aumento da dureza) nos
instantes finais; e altas temperaturas (58 - 65 °C), baixas espessuras (< 0,4 cm) e altas
concentragdes de acido ascorbico (0,8 - 1,0 g/100 g) deram origem a produtos de cor
pouco escurecida (altos valores de L*) e amarela dourada (altos valores de b*).

Os fruto-oligossacarideos (FOS) podem ser utilizados como ingredientes
alimentares, pelas suas propriedades prebioticos ou pelas propriedades tecnologicas
interessantes, como um substituto do acucar. Com a proposta de estudar as
caracteristicas fisico-quimicas de um possivel ingrediente alimentar rico em FOS,
ALLES, TESSARO e NORENA (2014) liofilizaram extrato de raizes de yacon
(Smallanthus sonchifolius) produzido por tecnologia de membrana e estudaram
caracteristicas de cor, atividade de agua (aw) € microestrutura do pé. O produto obtido,
composto por 19,75 % de FOS, 36,66% de glicose e 43,59 % de frutose (p/p) foi um
po granulado esbranquigado, coordenadas de cor CIELAB, L*, a* e b* de 76,25+1,19,
-1,03+£0,09 e 1,02+0,03, respectivamente, e com aw de 0,284. Foi altamente
higroscopico e com tendéncia de aglomeracdao, confirmada pela analise de
microscopia eletrénica de varredura.

Foram estudadas as propriedades termodinamicas e as mudancgas no volume
de yacon durante sua secagem convectiva. Os resultados indicaram altas taxas de
perda de umidade e redugéo de atividade de agua durante os primeiros 150 min de
secagem. Encolhimento do produto ficou evidente, com uma redugéo de cerca de 89
% do volume, observado por varredura a laser tridimensional e pelas mudancgas
estruturais observadas durante microscopia eletrénica de varredura, indicando
retracdo tecidual grave e colapso durante a secagem (BERNSTEIN e NORENA,
2014).
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2.5.2 Umidade, Atividade de Agua e Micro-organismos

O conteudo de agua de um alimento € expresso por um valor obtido por
técnicas analiticas. O valor medido é a umidade do alimento, portanto, o restante dos
componentes sdo denominados soélidos totais. A umidade nao é suficiente para prever
a estabilidade do alimento, sendo a atividade de agua (aw) mais adequada para tal
funcao (CELESTINO, 2010). Alimentos classificados como secos, desidratados ou de
baixa umidade s&o aqueles que ndo possuem mais que 25 % de umidade e atividade
de agua (aw) entre 0,00 e 0,60 (JAY, 2005).

A atividade de agua é a quantidade de agua, sem a qual os micro-organismos
(MO) nao conseguem se desenvolver. Por definigdo € a razdo entre a pressao de
vapor de equilibrio do substrato e a pressdo de vapor da agua pura e seu valor varia
de 0 até 1. Bactérias necessitam de maiores valores de aw (a maioria ndo cresce com
aw < 0,91) e a presenca de nutrientes aumenta o intervalo de aw no qual o micro-
organismo sobrevive (FELLOWS, 2000). As condigdes adversas, provocadas pela
baixa aw, provoca aumento da fase estacionaria de crescimento celular e reducéo da
velocidade de crescimento, reduzindo o tamanho da populacéao final. Sdo efeitos da
baixa atividade metabdlica, ja que todas a reagdes quimicas das células necessitam
de agua para acontecer. Quando a temperatura e pH do alimento sado desfavoraveis,
a aw minima necessaria aumenta, e o acumulo de solutos compativeis é estratégia do

micro-organismo para sobreviver a menor aw (JAY, 2005).

2.6 MEDICAO DE TEXTURA E COR EM ALIMENTOS

A textura de uma alimento esta relacionada com a consisténcia e as
caracteristicas de mastigagédo. As principais caracteristicas da textura sdo dureza,
maciez, fibrosidade e suculéncia. Esses parametros sdo determinados principalmente
pelos teores de umidade e gordura, tipo e quantidade de carboidratos estruturais
(celulose, amido, pectina) e pelas proteinas presentes no alimento (CELESTINO,
2010; FELLOWS, 2000).
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As caracteristicas de crocancia sao importantes para os alimentos
desidratados. A textura crocante € uma qualidade desejavel e esta relacionada as
caracteristicas de dureza e fragilidade, além de produzir som tipico durante a
fraturabilidade (LUYTEN, PLIJTER e VLIET, 2004). Na tentativa de medir a textura
fisiolégica, os pesquisadores utilizam sensores de for¢ca e deformacgéo, para simular a
acao da mastigacao (NISHINARI, 2009).

A deformacgéao na ruptura relaciona-se com o quanto um material pode variar
a altura sem ser rompido, ou seja, quanto maior a deformagao, maior o tempo
necessario para ocorrer a ruptura e menos quebradico € o material (BRAGA e
CUNHA, 2003). A crocancia de um alimento esta relacionada com a facilidade de
fraturabilidade desse alimento. Materiais com maior plasticidade apresentam textura
de goma e possuem maior capacidade de deformacdo antes de sua ruptura. O
conteudo de agua de um alimento influencia nas caracteristicas de plasticidade e
crocancia. Quanto menor o conteudo de umidade maior € a crocancia (ARIMI et al.,
2010; MARZEC et al., 2007). A secagem de um solido com alto teor de umidade que
resulta na formagao de um sélido quebradigo com baixo conteudo de umidade a partir
de um material semelhante a borracha, esta relacionada com a transicao vitrea da
matriz de componentes soluveis, principalmente os agucares (AGUILERA e STANLEY
1999).

A cor é um aspecto da percepgao visual, cuja definicao e quantificagdo séo
dificeis. Fisicamente, cor € uma caracteristica da luz, mensuravel em termos de
intensidade (energia radiante) e comprimento de onda. Fisiologicamente, é limitada a
banda do espectro no intervalo de 380 a 770 nandmetros, uma vez que o olho humano
€ praticamente insensivel a outros comprimentos de onda de energia radiante
(KRAMER e TWIGG, 1962; RUSSELL, 1981).

A percepgao da cor é limitada pela existéncia de uma fonte de luz. Tal luz
pode ser refletida, transmitida, absorvida ou refratada pelo objeto que esta sendo
iluminado. Quando praticamente toda energia radiante do espectro visivel é refletida
por uma superficie opaca, o objeto é visto branco. Se a luz é parcialmente absorvida,
de forma homogénea através de todo espectro visivel, o objeto é cinza. Se a absorg¢ao
€ praticamente completa, o resultado € um objeto negro. Se, no entanto, a energia
radiante é absorvida em certo comprimento de onda de forma mais pronunciada que

em outros, o observador humano vé o que popularmente é conhecido como cor,
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fisicamente como o comprimento de onda dominante ou fisiologicamente como
tonalidade (KRAMER e TWIGG, 1962; RUSSELL, 1981).

Cada objeto absorve e reflete luz em diferentes porgdes do espectro e em
quantidades diferentes. Essa diferengca na absorbancia e reflectancia é que torna
diferentes as cores de alimentos distintos. Na analise objetiva de cores de objetos
opacos, como na maioria dos alimentos, a reflexao possui maior importancia, uma vez
que sua reflectividade € que sera medida. O alimento absorve parte dos comprimentos
de onda da fonte de luz e reflete o restante. Essa luz refletida entra no olho humano e
estimula a retina, sendo esse estimulo interpretado pelo cérebro como cor do objeto
(RAMOS e GOMIDE, 2007).

Os parametros de cor sao definidos pela reflectancia de um feixe de luz
disparado em direcdo da amostra. Os valores captados pelo colorimetro sao
matematicamente distribuidos em trés eixos, de forma a criar um espaco
tridimensional de determinacéo de cor denominado CIELAB.

Neste modelo temos os trés eixos que sao definidos por L*, a* e b*, mostrados
na FIGURA 3.

amarelo
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60 L*=100
amarelo
_+b”
verde
¥brds ., vermelho a* vermelho
-a * - *
+a +a
azul
b !
-0 preto
azul L*=0
-b* -

FIGURA 3 — MODELO DE COR CIELAB.
Fonte: O autor (2014) adaptado de SCHANDA (2007)

O eixo L* varia de 0 (zero), que identifica a auséncia de luz (corpo negro), a
100 (cem), que identifica 0 maximo de luminosidade (branco).

O eixo a* pode variar entre valores negativos, que identifica tendéncia a cor
verde, e valores positivos, que identifica tendéncia a cor vermelho.

Da mesma forma, no eixo b*, valores negativos ou positivos indicam tendéncia

ao azul ou ao amarelo, respectivamente.
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2.7 TECNICAS TERMOANALITICAS

As técnicas termoanaliticas comecaram a ser estudadas no inicio do século

XX e empregavam instrumentacao rudimentar. O aperfeigoamento da instrumentagao
e a descoberta das aplicagdes dos resultados em varios setores cientificos foram os
principais fatores responsaveis pela evolugdo da instrumentacdo termoanalitica
(IONASHIRO et al., 2012).
Nos sistemas termoanaliticos a amostra é colocada em um ambiente cuja temperatura
€ controlada por um dispositivo programador e suas alteragbes sdo monitoradas
através de um transdutor adequado, que produz um sinal elétrico de saida analogo a
transformacao ocorrida. Este sinal de saida, apés a amplificacdo adequada, é aplicado
a um instrumento de leitura. (IONASHIRO et al., 2012, p. 7).

A termogravimetria (TG) e a calorimetria exploratéria diferencial (DSC) estao
entre as técnicas mais utilizadas.

A termogravimetria mede a massa da amostra em fungdo da variagcao
controlada de temperatura ou tempo. A curva resultante fornece informagdes sobre a
estabilidade térmica, decomposicédo térmica e quantificacdo do residuo da amostra,
se existir.

A termogravimetria derivada (DTG) é um recurso matematico que
corresponde a primeira derivada da curva TG, que fornece picos, onde pode-se
determinar com mais clareza, pontos que n&o sao tao claros pela observagao da curva
TG, pois os picos, referem-se exatamente a qualquer variagado na massa da amostra
(COLMAN, 2013). Um exemplo das curvas TG e DTG podem ser na FIGURA 4. A
curva TG/DTG do calcario foi utilizada por ser um exemplo excelente do aspecto do

evento de perda de massa.
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FIGURA 4 — CURVA TG/DTG DO CALCARIO
Amq:primeira perda de massa; Amz:segunda perda de massa; Ama:terceira perda de
massa. Linha pontilhada corresponde a derivada da curva TG (DTG).
Fonte: IONASHIRO et al., 2012

A curva TG da FIGURA 4 indica que a decomposicao térmica se da em trés
etapas consecutivas. A partir da curva DTG fica mais facil detectar onde a velocidade
de decomposi¢cao € maxima (ponto de inflexdo da curva TG). A temperatura de pico
(Tp) corresponde a maxima velocidade de perda de massa e as temperaturas inicial e
final (Ti e Tc, respectivamente) associadas aos processos de perda ou ganho de
massa podem ser determinadas na curva DTG (IONASHIRO et al., 2012).

A Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) é a medida de diferenca de
energia fornecida entre a amostra e um material de referéncia em funcdo da
temperatura ou tempo, durante o processo de aquecimento ou resfriamento de ambos.
O registro dessa variagdo € a curva DSC, mostrada da FIGURA 5. Segundo
IONASHIRO (2012) essa técnica possibilita estudos dos efeitos de calor associados
a alteragbes fisicas ou quimicas da amostra, tais como transigdes de fase (fuséo,
ebulicdo, sublimagao, congelamento, alterecbes de estruturas cristalinas) ou reagdes
de desidratagdo, de dissociagdo, de decomposi¢cdo, de oxidagado-redugao, etc.,
capazes de causar variagdes de entalpia (AH). Transigdes que envolvem variagdes
de entropia, sdo denominadas transi¢gdes de segunda ordem, das quais a mais comum
€ a transicao vitrea (Tg). A DSC é provavelmente a metodologia mais comum para

medir a Tg de sistemas alimentares (ROOS, 2010).
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FIGURA 5 - REPRESENTAGCAO DE CURVA DSC TiPICA
Fonte: IONASHIRO et al., 2012

As temperaturas dos picos formados pela curva DSC sao determinadas
conforme a FIGURA 6. A temperatura de inicio (To, onset) é a temperatura onde a
linha tangencial a temperatura mais baixa do pico se cruza com a linha de base e a
temperatura final (Tr) esta no ponto de intersecgédo da linha de base com a tangente
a temperatura mais alta do pico (ALTAY e GUNASEKARAN, 2006).

0.0
T onset Tt'-irrr')al
-0.5 4 (To)
"o =1.0 4
2
5§ 151
o
Q
o
T .20
[=]
b
=
L o254
3.0 1 T pico
=3.5 4
T T T T T T
exol 30 40 50 60 70 80 90 100
Temperatura (*C)

FIGURA 6 — ILUSTRACAO ESQUEMATICA DAS TEMPERATURAS DOS PICOS NA CURVA DSC
Fonte: adaptado de ALTAY e GUNASEKARAN (2006)
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2.7.1 Temperatura de Transigao Vitrea

A transicao vitrea € a principal transicao de fases observada em componentes
amorfos, sendo a mais comum em alimentos (LE MESTE, et al. 2002). Os alimentos
sdo compostos por diferentes componentes e por essa razdo, geralmente existem em
um estado de nao-equilibrio amorfo. Os solidos amorfos formados tém a estrutura de
um liquido, mas na fase sélida. Um sdlido amorfo também é chamado de vidro e é
caracterizado por uma transig¢ao vitrea, que se refere a transicdo de fase do vidro
gomoso, resfriado para se tornar sélido. A transicéo vitrea € um parametro importante
para compreender os mecanismos dos processos de transformagdo em alimentos e
controlar sua vida de prateleira (BHANDARI e HOWES, 1999).

Em um processo de aquecimento, a transicéo vitrea resulta no aumento do
movimento translacional das moléculas e comegcam a aparecer caracteristicas de
substancias liquidas no solido. Na FIGURA 7, observa-se a transicao vitrea
caracterizada por uma alteragao da linha base da curva DSC, onde ocorre aumento
da mobilidade molecular em torno da transicao vitrea pelo decréscimo exponencial de
caracteristicas de elasticidade e viscosidade, quando um material € aquecido (ROOS,
2010).

RELAXAMENTO
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DIELETRICO

3AVAaIAISSINY3d

Vitrea

PERDA
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Faixa de Transicao

TEMPERATURA

FIGURA 7 — CURVA DSC MOSTRANDO ALTERAQOES NAS PROPRIEDADES DIELETRICAS E
MECANICAS DOS MATERIAIS APOS A TRANSICAO VITREA.
Fonte: Adaptado de ROOS (2010)
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A transicdo vitrea pode ser observada na maioria dos alimentos sélidos,
hidrofilicos e com baixo teor de gordura. Esses sélidos formam fortes interacbes com
a agua por pontes de hidrogénio. Carboidratos e agucares apresentam forte
dependéncia do conteudo de agua com a temperatura de transigao vitrea, como
resultado da plasticizagdo (ROOS, 2010). Como o yacon possui mais de 85 % de
carboidratos (base seca), sendo 64 % de oligofrutanos, 14 % de frutose, 19 % de
sacarose e 3 % de glicose, sugere que podemos observar a transigdo vitrea que
ocorre durante a secagem (GRAEFEA et al., 2004).

2.7.2 Atividade de agua e transigao vitrea

O uso de valores de aw para alimentos de umidade intermediaria (15-50 %)
tem sido questionado por diversos pesquisadores, que sugeriram que “a dinamica da
agua” pode ser a melhor forma de predizer a atividade microbiana em tais sistemas.
A dinamica da agua refere-se a matriz amorfa de componentes alimentares que sao
sensiveis a mudangas de umidade e temperatura. A matriz pode apresentar uma
estrutura tipo um “vidro muito viscoso” ou uma “borracha liquida” amorfa. Desse modo,
o estado vitreo refere-se ao aumento da viscosidade de um sistema aquoso amorfo,
e o resultado tipo “borracha liquida” resulta na inibicao ou lentidao do fluxo. No estado
vitreo, a cristalizacado de constituintes € limitada. A transicdo do estado vitreo para o
estado de borracha ocorre sob uma faixa de temperatura caracteristica, Tq, € esta
diminui com o aumento da umidade. Assim a Tg foi proposta como um parametro
melhor que a aw para predizer a estabilidade microbiana nesses alimentos (JAY,
2005).

Além da estabilidade microbiana, o estado da matriz alimentar (vitreo ou
gomoso) € importante para prever as propriedades fisicas e mecanicas, estabilidade
de produtos desidratados, bebidas e comidas instantdneas e a viabilidade de
sementes estocadas por longos periodos (MATVEEV, GRINBERG e
TOLSTOGUZOQOV, 2000).
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2.7.3 Decomposic¢ao térmica de sacarideos

O aquecimento de alimentos ricos carboidratos, acima de 100 °C, pode
provocar reacdes de decomposic¢ao térmica, em particular caramelizacao e fusdo dos
acucares (CHERIEGATE, 2012).

A reacdo de caramelizacdo ocorre a altas temperaturas, na presenga ou
auséncia de catalisadores (acidos, bases, sais ou impurezas). Pode ser observada
em solugdes concentradas e diluidas e em alimentos na forma cristalina (QUINTAS,
et al., 2007). Quando calor € aplicado sobre sacarose e agucares redutores, em
auséncia de compostos nitrogenados, promove um complexo grupo de reagdes que
resulta em escurecimento ndo enzimatico do alimento. O produto final contém uma
mistura complexa de compostos poliméricos, formados a partir de compostos ciclicos
(anéis de cinco e seis elementos) insaturados, além de compostos de aroma e sabor.
O aquecimento causa desidratacdo da molécula de agucar com a introducao de
ligagdes duplas ou a formacdo de anéis anidro. Cerca de 40 % da massa de
carboidrato é liberado na forma de agua, como produto da reagédo primaria de
caramelizagdo durante a decomposicdo térmica da D-glicose a 300 °C
(DAMODARAN, PARKIN e FENNEMA, 2010; HEYNS, STUTE, PAULSEN 1966,
citado por KROH, 1994).

A fusdo de acucares faz parte das reagdes de decomposicao termodinamica
de alimentos ricos em carboidratos e possui comportamento caracteristico na curva
DSC como um pico endotérmico fino, observado para agucares puros ou misturas de
sacarideos (LEE et al. 2011). O MERCK INDEX (1989) apresenta a temperatura de
inicio de decomposicado da sacarose e da frutose como sendo de 160 °C e 103 °C,
respectivamente.

Quando a analise de DSC é aplicada em um alimento, que, em grande parte,
€ uma mistura de compostos, o pico da curva DSC nao é bem definido, e ndo pode-
se afirmar que a reagado de decomposicéo € somente fusdo (CHERIEGATE, 2012),
mesmo ocorrendo na faixa de temperatura de fusdo dos principais carboidratos
presentes na amostra. As temperaturas de fusdo dos principais sacarideos do yacon
s&o bastante estudadas. HURTTA, PITKANEN e KNUUTINEN (2004) descrevem
diversos valores para temperatura de pico de padrdes de frutose (T, 113 °C), mistura
de sacarose:frutose, 90:10, (T, 179 °C), sacarose (Tp 188 °C) e glicose (Tp 158 °C).
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Os autores deste trabalho concluiram que as variagbes das razbes de aquecimento
podem influenciar a caracteristica das curvas de DSC e as temperaturas dos eventos
enquanto LEE et al. (2011) sugere que a presenga de agucares redutores e sais
podem acelerar a decomposicio térmica da sacarose.

Diferentes tipos de oligossacarideos foram investigados a fim de revelar suas
caracteristicas de degradacao térmica. Polimeros e oligbmeros de D-frutose e D-
glicose foram expostos a temperaturas elevadas (150 °C a 170 °C, 190 °C, 210 °C e
220 °C) durante 10 min. Esta duracao do tratamento térmico faz com que seja possivel
fazer um levantamento de intermediarios formados, ja que nédo € tempo suficiente para
realizar a fragmentagédo total em mondémeros. Andlise HPLC e ELS (método de
deteccdo de espalhamento de luz) foram as técnicas aplicadas para a deteccao
confiavel dos carboidratos. Os resultados obtidos apontam para o aumento do grau
de degradacdo da cadeia do carboidrato a temperaturas elevadas. Prevaléncia de
oligbmeros com menor comprimento de cadeia e formagéo de agucares monomericos
(D-glicose e D-frutose) foram observados nas maiores temperaturas aplicadas. Um
modelo matematico explicou as reagdes de degradacao e clivagem da molécula de

oligossacarideo com o aumento da temperatura aplicada (FORGO et al., 2013).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIA-PRIMA E PROCESSO DE SECAGEM

O yacon (S. sonchifolius), cultivado no estado de S&o Paulo, Brasil, foi
adquirido do centro de suprimentos CEASA — Curitiba, Parana, Brasil. As raizes foram
selecionadas e estocadas a 8°C por no maximo 24 horas. Foram entdo lavadas,
descascadas, cortadas em fatias de 0,3-0,5 cm de espessura, em um fatiador
automatico. Imediatamente, as fatias foram branqueadas em solugédo de 500 mg.L""
de metabissulfito de sédio (Na2S205) por 15 minutos, a temperatura ambiente (2512
°C) para inativar enzimas e evitar o escurecimento enzimatico (JAY, 2005).

Um secador convectivo de bandejas foi utilizado para secar as fatias em duas
temperaturas (45 ou 70°C), com ar passando pelo alimento, na velocidade média de
1,2 m.s™!, de acordo com o fluxograma descrito na FIGURA 6. Ao final do processo de
secagem, o secador foi aberto e as bandejas descarregadas (operagao em batelada).
O controle do final do processo foi feito pesando uma pequena bandeja com amostra
do produto, até que o peso se mantivesse constante (CELESTINO, 2010).
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FIGURA 8 — FLUXOGRAMA DO PROCESSO DE SECAGEM DE YACON FATIADO.
Fonte — O autor (2014)
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3.2 ANALISES FiSICO-QUIMICAS

O teor de cinzas e umidade foram determinados por metodologias oficiais, IAL
(2008) e AOAC n° 925.10 (AOAC, 1997), respectivamente.

O cadinho de porcelana foi incinerado, resfriado e tarado para receber cerca
de 5 g de amostra. O conjunto foi entdo incinerado em mufla a 600 °C, até nao restar
nenhum residuo preto de matéria orgéanica, colocado em dessecador para resfriar e
pesado quando na temperatura ambiente. O teor de cinzas foi estabelecido pela
diferenca de peso entre o cadinho vazio e o conjunto (IAL 2008).

Cerca de 5 g da amostra foi pesada em cadinho, previamente seco e tarado,
e colocada em estufa a 105 °C até peso constante. O teor de umidade é determinado
pela diferenga entre o peso do cadinho mais a amostra, antes e depois da analise, ou
seja, a agua evaporada (AOAC, 1997).

A atividade de agua foi medida diretamente em higrometro Aqualab 3TE apés
equilibrio das amostras a 25 °C.

O valor de pH da amostra foi determinado por método potenciométrico de
acordo com AOAC n° 925.10 (AOAC, 1997).

3.3 PERFIL DE TEXTURA E MEDIDAS DE COR

O perfil de textura foi determinado em Texturémetro (CT3, Brookfield), com
ponta de prova esférica em ago inoxidavel com 12,7 mm de didametro (TA-18) e base
ajustavel com garras (TA-AVJ), com profundidade de penetracdo de 0,6 mm,
velocidade 0,5 mm.s™' e carga de 0,24 N, como variavel resposta, o tempo necessario
para a ruptura da fatia.

Os parametros de cor foram determinados em espectrofotdmetro de
reflectancia, MiniScan XE 45/0-L Plus (Hunter Inc, USA), que consiste em trés
componentes de cor: L*, a* e b*. A cor foi determinada por 27 medigbes nas fatias de
yacon desidratado a 45 °C e 70 °C, avaliada pelo parametros L*, variagdo de
luminosidade de zero (preto) até 100 (branco); valores positivos ou negativos de a*,

indicando tendéncia ao vermelho ou ao verde, respectivamente; e b*, com valores
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positivos ou negativos, indicando tendéncia ao amarelo ou azul, respectivamente
(DUANGMAL, SAICHEUA, SUEEPRASAN, 2008).

3.4 ANALISES TERMICAS

As fatias foram moidas em liquidificador Walita (RI2034) e peneiradas para
padronizar a granulometria (48 mesh), a fim de melhorar a precisdo dos resultados

das analises térmicas.

3.3.1 Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC)

As curvas DSC foram obtidas em equipamento DSC-Q200 (TA Instruments,
EUA), e objetivaram estudar o processo de transigao vitrea e o comportamento
térmico de cada amostra. As amostras foram aquecidas de -50 °C a 350 °C utilizando
cadinho de aluminio hermeticamente fechado e aproximadamente 8 mg de cada
amostra, sob um fluxo de ar com vazdo de 50 mL.min-! na razdo de aquecimento de
20 °C.min"". O equipamento foi previamente calibrado com indio (99,99% de pureza),
com ponto de fusdo em 156,6°C e AH = 28.56 J.g'. Os resultados foram calculados
com o programa Universal Analysis 2000 (ANDRADE et al., 2014; OLIVEIRA et al.,
2014).

3.3.2 Técnicas Acopladas: Termogravimetria — Calorimetria Exploratéria Diferencial
(TG-DSC)

As curvas TG-DSC foram obtidas com o sistema de analise térmica TGA-DSC
1 STAR® (de Mettler Toledo Co.), sob as seguintes condi¢dbes ambientais:
aproximadamente 20 mg de amostra em cadinho de alumina aberto (com capacidade

para 70 yL), aquecida a uma razéo de 10 °C.min-", de 30 °C até 750 °C, sob um fluxo
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de ar com vazdo de 100 mL.min"'. O equipamento foi previamente calibrado com
padrdo de oxalato monoidratado de calcio, conforme a literatura (ANDRADE et al.,
2014; ALBERTON et al., 2014) e o manual do equipamento.

3.5 COMPOSICAO CENTESIMAL

O yacon desidratado a 70°C foi avaliado quanto a sua composigao centesimal.
O teor de gorduras e proteinas foi determinado por metodologia oficial, gordura pelo
método de Soxlet (IAL, 2008) e nitrogénio total pelo método de Kjeldahl (AOAC, 1995).

Cerca de 5 g da amostra foi pesada em papel de filtro e amarrado com fio de
|& previamente desengordurado. O cartucho formado foi transferido para o aparelho
extrator tipo Soxhlet e o extrator foi acoplado a um baldo de fundo chato previamente
tarado a 105°C. Quantidade suficiente para um Soxhlet e meio de hexano foi
adicionada, o sistema foi acoplado a um refrigerador a agua corrente (condensador)
e chapa elétrica manteve o aquecimento para extragcao continua por 6 horas. Apés
retirar o solvente, o baldo foi transferido com o residuo extraido para uma estufa a
105°C, por uma hora, resfriado em dessecador até a temperatura ambiente e pesado,
até peso constante. O teor de gordura foi determinado pelo peso do residuo retido no
baldo de fundo chato (IAL, 2008).

O método de Kjeldahl baseia-se no aquecimento da amostra com acido
sulfurico para digestao, até que carbonos e hidrogénios sejam oxidados. O nitrogénio
da proteina é reduzido e transformado em sulfato de aménia. Adiciona-se NaOH
concentrado e aquece-se para liberacdo da aménia dentro de um volume conhecido
de uma solugao de acido boérico, formando borato de aménia, dosado com uma
solugdo de HCI padronizada. A quantidade molar de HCI utilizada na titulacéo é a
mesma de mols de nitrogénio. Os valores de nitrogénio foram multiplicados pelo fator
de conversao 6.25 para obtencéo do teor de proteina (AOAC, 1995).

Os mesmos métodos descritos anteriormente foram utilizados na
determinacgao de cinzas (IAL, 2008) e umidade (AOAC, 1997).

A quantificagcédo de fibra alimentar foi feita por método oficial AOAC — 985.29
(2011) em laboratdrio credenciado. Os carboidratos foram quantificados por diferenga.
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3.6 OBTENGAO DA BIOMASSA

A cultura liofilizada de Lactobacillus casei (LC-01) foi comprada da empresa
Christian Hansen® (Valinhos, Sao Paulo, Brasil), e foi ativada por inoculagéo de 0,2 g
em 5 mL de caldo MRS (HIMEDIA®) e incubada a 37 °C por 24 horas sob condigdes
aerdbicas. Decorrido este tempo, 1% (V/V) foi transferido para 10 mL de caldo MRS e
incubado a 37 °C por 24 horas (pré-inéculo). Para obtengédo da biomassa, 1% (V/V)
do pré-inéculo foi transferido para 300mL de caldo MRS e re-incubado nas mesmas
condigdes. A biomassa foi separada por centrifugagdo em centrifuga refrigerada
(Himac® CR21Gll) a 14000 g (10000 rpm) por 10 min a 4 °C e lavada trés vezes com
solucao salina 0,85% (p/v) estéril conforme GUERGOLETTO, et al. (2010).

3.7 ESTUDO DA INCORPORAGAO DO LC-01 EM YACON DESIDRATADO A 70 °C

O yacon foi desidratado conforme FIGURA 8 (pagina 42), na temperatura de
70 °C e moido em flocos. A biomassa lavada foi ressuspendida em 300 mL de solucao
salina estéril 0,85% (p/v) e misturada a 100 g de amostra. As amostras
homogeneizadas obedeceram o delineamento experimental dos tratamentos A, B, C
e D, com 3 repeti¢cdes, por 60 minutos. Os processos A e C ocorreram a 25+2 °C,
enquanto que os processos B e D aconteceram sob 37 °C. Os processos C e D
receberam 100 mL de solucido de trealose 0,4 mM adicionada a biomassa
centrifugada, como mostra o fluxograma da FIGURA 9 (GUERGOLETTO, et al. 2010).
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FIGURA 9 — FLUXOGRAMA DO PROCESSO DE PREPARO E INCORPORAGCAO DA BIOMASSA DE
LC-01 EM YACON DESIDRATADO EM FLOCOS
Fonte — O autor (2014)

Apos a incorporagao da biomassa, o yacon foi distribuido em bandejas, sobre
tela de algodao, e seco a 40°C, em estufa de circulagédo de ar, com velocidade média
do ar de 1,2 m.s™', até peso constante. Foi acondicionado a vacuo e armazenado a

temperatura ambiente (2512 °C) até analise, no maximo por 60 dias.

3.8 AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR

A quantidade de Lactobacillus casei na biomassa e aderido ao yacon
desidratado foi determinada conforme (SANTIVARANGKNA, KULOZIK, e FOERST,
2006; VANDERZANT e SPLITTSTOESSER, 1992). Em 10 g da amostra foram
adicionados 90 mL de agua peptonada 0,1% (p/v) (AP) (Himedia®, Mumbai, India),

seqguido de agitacéo e de diluigdes decimais seriadas em 9 mL de AP, sendo utilizadas
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para semeadura por profundidade em placas com agar De Man Rogosa Sharp (MRS)
(acumedia®, Lansing Michigan 48912) preparado conforme a recomendacgdo do
fabricante, em triplicata. Ambiente de anaerobiose foi criado com uma camada extra
do meio de cultura. As placas foram empilhadas de forma invertida, acondicionadas
em filme plastico (PVC) para evitar trocas gasosas e incubadas a 37 °C por 72 h. Ao
final do periodo de incubacao as coldnias foram contadas e o total foi multiplicado pela

reciproca da diluigéo utilizada. O resultado foi expresso em Log UFC.g™".

3.9 SOBREVIVENCIA DO LC-01 AS CONDICOES GASTRICAS SIMULADAS

A tolerancia acida foi verificada pela adi¢do de 1 g de yacon em flocos, com
LC-01 aderido, em 9 mL de solucédo estérilizada de 0,08 M HCI (Biotec®) contendo
0,2% NaCl, pH 1,5. O material foi incubado a 37 °C por 30, 60, 90 ou 120 min. No
teste de resisténcia aos sais biliares, 1 g da amostra foi adicionado a 9 mL da solugéo
de 0,05 M KH2PO4 (Neon®) contendo 0,6% de sais biliares (Sigma-Aldrich®), em pH
7.4, e incubado a 37 °C por 150 min. Apos esse periodo, a viabilidade de LC-01 foi
determinada em agar MRS e incubado a 37 °C por 72 h (GUERGOLETTO, et al.
2010).

As amostras avaliadas foram produzidas conforme o Tratamento A (FIGURA
9) e avaliada nos tempos 1, 14, 28, 42 e 56 dias de armazenamento.

A porcentagem de células sobreviventes as condigdes gastricas simuladas foi
calculada de acordo com a EQUACAO 1.

LogUFC.g:!
LogUFC.g

% células sobreviventes= x100 (1)

-1
inicial

Onde: Log UFC.grina' € a quantidade de células encontradas no yacon apods
simulagéo gastrica; Log UFC.ginicia™’ € a quantidade de células encontradas no yacon

antes da simulac&o gastrica.
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3.10 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

Foi aplicada para as amostras do Tratamento A (FIGURA 9) nos tempos 1,
14, 28, 42 e 56 dias de armazenamento. Aproximadamente 10 mg da amostra foram
fixada em fita dupla face no stub do equipamento. Foram cobertas por uma fina
camada de ouro em metalizador (Shimadzu IC50) de acordo com metodologia de
TONELI et al. (2008). O microscopio eletrénico de varredura (Shimadzu SSX-550) foi

operado a 15 kV. As imagens obtidas foram aumentadas em 2400 ou 3500 vezes.

3.11 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média (xdesvio padrao). Inicialmente,
as variaveis de resposta foram avaliadas em relagdao a normalidade utilizando o teste
de Shapiro-Wilk. Em seguida, o teste de Levene foi empregado para a avaliagado da
homocedasticidade quando n=3, ao passo que quando dois tratamentos eram
comparados, o teste F foi aplicado. Diferencas estatisticas significativas foram
avaliadas pela analise de variancia univariada (n=3 tratamentos), seguida do teste de
Fisher para diferengas minimas significativas. Quando dois tratamentos precisaram
ser comparados, o teste t-Student (dados paramétricos) ou o teste de Mann-Whitney
(dados nao paramétricos) foram aplicados. A analise de regressao foi aplicada para
avaliar a influéncia do tempo na sobrevivéncia dos probidticos frente ao
armazenamento e condigdes gastricas simuladas. O método dos minimos quadrados
ordinarios foi utilizado para propor o modelo de regressao, sendo que o modelo de
regressao foi avaliado quanto ao seu ajuste utilizando o coeficiente de determinacao
(r?) e a probabilidade da regressdo (p-valor). P-valores abaixo de 0,05 foram
considerados estatisticamente significativos (GRANATO, CALADO, JARVIS,
2014). Em todas as analises, o software Statistica 7.0 (Statsoft Inc., Tulsa, OK, USA)

foi empregado.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ANALISES FiSICO-QUIMICAS

A FIGURA 10 apresenta os valores médios de tempo de ruptura, porcentagem
de umidade, atividade de agua (aw) e cinzas para as fatias de yacon desidratado a 45
e 70°C. Valores de probabilidade obtidos pelo teste t-student para amostras

independentes (tempo de ruptura e cinzas) e pelo teste mann whitney (umidade e aw).

p<0,0001 p=0,039
%
- X -
- s = p=0,089
E ] p<0,0001
© o
& o 8 o
™ N o= ~ I
o - I
=
1
tempo de umidade (%) aw (25 °C) cinzas (%)
ruptura (s)
YACON DESIDRATADO EA B

FIGURA 10: MEDIAS DOS VALORES DE TEMPO DE RUPTURA (s), UMIDADE (%), AW E CINZAS
(%) PARA YACON DESIDRATADO A 45 °C (A) E 70 °C (B).
Fonte: O autor (2014).

As fatias de yacon desidratado a 70°C apresentaram maior crocancia, pois o
rompimento das fatias aconteceu, em média, com 1,03+0,41 segundos de aplicagao
de forca sobre a amostra. Valor estatisticamente diferente ao tempo de ruptura da fatia
do yacon desidratado a 45 °C 11,81+0,27. A principal caracteristica do alimento
crocante ¢ a facilidade de quebra mediante tens&o. Alimento quebradigo necessita de
menor tempo de aplicagado de forga para atingir o ponto de quebra, enquanto que o
alimento ductil, sofre deformagéo antes de se romper. Quando um alimento ductil sofre

a acao de alguma forga, as tensdes internas resultantes sio inicialmente absorvidas
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e causam deformacao nos tecidos. Se o estresse € mantido, a tenséo atinge o ponto
de quebra (FELLOWS, 2000). Desta forma, as fatias desidratadas a 45°C
apresentaram caracteristica ductil, quando comparadas com as fatias desidratadas a
70 °C, pois seu tempo de aplicacido da forga até ruptura da fatia foi cerca de 11 vezes
maior.

Os valores de umidade e cinzas foram diferentes estatisticamente para as
amostras desidratadas em temperaturas diferentes. Quando a temperatura de
secagem € maior, maior € a velocidade de saida da agua do alimento para o ar de
secagem, pois maior € o gradiente de temperatura entre o ar de secagem e a amostra.
No entanto, os valores de atividade de agua n&o foram influenciados pela temperatura

de secagem (p>0,05).

Valores médios das medicdes dos parametros de cor estdo apresentados na

TABELA 1. P-valores foram obtidos pelo teste t-student para amostras independentes.

TABELA 1 - MEDIAS DOS VALORES DE L*, a* e b* PARA YACON DESIDRATADO A 45 °C (A) E 70

°C (B).
COR
Tratamento L* a* b*
45°C 65.92 (+5.63) 2.78 (¥1.72) 33.45 (+4.95)
70°C 53.03 (+7.03) 6.78 (+1.81) 33.44 (+4.92)
P valor <0.0001 <0.0001 0.977

FONTE: O autor (2014).

As amostras desidratadas a 70 °C apresentaram coloragéo mais escura, L* =
53.03 (£7.03), e com maior tendéncia para o vermelho, a* = 6.78 (£1.81) quando
comparada com a amostra desidratada a 45 °C, que apresentou coloragcao mais clara

e amarelada. Podemos observar a diferenca na coloracao pela FIGURA 11.
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Amostra A Amostra B

FIGURA 11 — DIFERENGCA DE COR ENTRE AS FATIAS DE YACON DESIDRATADO A45°C (A)EA
70 °C (B)
Fonte: O autor (2014)

Quanto maior a temperatura de secagem convectiva, maior sera a alteracao
da cor (HENRIQUES, GUINE, BARROCA, 2012). O escurecimento pode ser explicado
pela reacdo de Maillard, ja que os polifendis foram inativados pelo metabissulfito de
sddio na preparacdo da matéria-prima, descartando o escurecimento enzimatico.
Acucar redutor e fontes de aminas, como proteinas, peptideos e aminoacido, sao
necessarios e a temperatura afeta a velocidade e o mecanismo da reagao de Maillard.
A velocidade de escurecimento aumenta com o aumento da temperatura
(DAMODARAN, PARKIN e FENNEMA, 2010).

4.2 TECNICAS TERMOANALITICAS

4.2.1 Técnicas Acopladas: Termogravimetria — Calorimetria Exploratéria Diferencial
(TG-DSC)

A curva TG mostrou em que temperatura ocorreu perda de massa da amostra
que foi aquecida de 30 °C até 800 °C, enquanto que a curva DSC nos fornece a
quantidade de energia envolvida no evento térmico e mostra o comportamento da

decomposicéo térmica do material analisado. Os valores de perda de massa e as
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faixas de temperatura dessas perdas estdo na TABELA 2, juntamente com as

temperaturas dos picos (Tp) da curva DSC.

TABELA 2 - RESULTADOS DE TG-DSC PARA AMOSTRAS AE B

TG DSC

AMOSTRA ETAPAS Am (%) AT (°C) Tp (°C)
10 6,59 30-157 102,35

A 20 42,07 157-265 246,37

30 18,49 265-382 313,38

40 30,28 382-613 490,68

10 5,91 30-131 119,26

5 20 42,46 159-297 224,35

30 17,16 297-400 307,04

40 29,29 383-653 455,02

A amostra seca a 45 °C, B amostra seca a 70 °C
FONTE: O autor (2014)

As curvas de comportamento térmico produzidas pelas técnicas acopladas
sao mostradas nas FIGURAS 12 e 13, amostra A e B respectivamente. Os resultados
das analises de termogravimetria mostraram 4 etapas distintas de perda de massa e
a curva DSC mostrou duas reacdes endotérmicas e duas exotérmicas.

Como observado na curva TG da amostra A, as principais perdas de massa
ocorreram em 4 etapas; a primeira que aconteceu na faixa de temperatura de 30-157
°C com 6,59 % de perda da massa inicial foi devido a desidratagcdo da amostra. A
curva DSC mostrou um pico endotérmico na mesma faixa de temperatura (102,35 °C).

A segunda principal perda de massa foi observada entre 157 °C e 265 °C
(42,07 %) e a terceira entre 265 °C e 332 °C (18,49 %). A curva simultdnea de DSC
mostrou um pico endotérmico (T, = 247,37 °C) seguido de um pico exotérmico (Tp =
313,38 °C) possivelmente devido a diversas reagdes, como caramelizagéo, quebra da
ligacéo glicosidica e fusdo dos agucares (LEONE et al., 2014; CHERIEGATE, 2012;
HEYNS, STUTE, PAULSEN 1966, citado por KROH, 1994), e decomposi¢cao da
matéria orgéanica, respectivamente. Em seguida um grande pico exotérmico foi
observado (Tp= 490,68 °C) atribuido a oxidagdo da matéria organica, gerando cinzas.
O residuo mineral determinado foi de 2,57%, igual ao valor encontrado pela analise
fisico-quimica, 2,68+0,17 %, conforme FIGURA 10.
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FIGURA 12 — TG-DSC YACON SECO A 45 °C — AMOSTRA A
Fonte: O autor (2014)

O comportamento das curvas da amostra B foi o mesmo, porém em diferentes
temperaturas (FIGURA 13).

O primeiro evento da curva B (30-131 °C) foi a desidratacdo da amostra,
perdendo 5,91 % da massa inicial. A curva DSC mostrou um pico endotérmico na
mesma temperatura (119,26 °C). A segunda, e principal perda de massa, foi
observada entre 159 °C e 297 °C (42,46 %) e a terceira entre 297 °C e 400 °C (17,16
%). A curva simultdnea de DSC mostrou um pico endotérmico (T, = 224,35 °C)
seguido de um pico exotérmico (Tp = 307,04 °C) como caramelizagao, quebra da
ligacao glicosidica e fusdo dos agucares (LEONE et al., 2014; CHERIEGATE, 2012;
HEYNS, STUTE, PAULSEN 1966, citado por KROH, 1994) e decomposi¢ao da
matéria organica, respectivamente. O pico exotérmico observado em T, = 455,02 °C,
foi atribuido a oxidagado da matéria organica. O valor do residuo foi de 5,18 %, maior
que o encontrado pelas analises fisico-quimicas, 3,70+0,25 %, como mostrado na
FIGURA 10.
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FIGURA 13 - TG-DSC YACON SECO A 70 °C — AMOSTRA B
Fonte: O autor (2014)

A curva TG pode sofrer influéncia de caracteristicas da amostra, como
tamanho da particula, quantidade, calor de reacdo, compactagdo, natureza e
condutividade térmica (IONASHIRO, et al., 2012), podendo explicar as pequenas
diferengas nas temperaturas de ocorréncia do evento térmico, encontradas nas curvas
TG-DSC das amostras A e B. A amostra A perdeu mais agua que a amostra B, porque
seu conteudo de umidade € maior (FIGURA 10).

Um pequeno pico exotérmico foi observado nas curvas DSC das duas
amostras, apos 600 °C, aparentemente sem ocorréncia de perda de massa. Foi
considerado parte integrante do ultimo evento térmico da curva (oxidagao da matéria
organica), conforme TABELA 2. Isso pode ocorrer devido a compactacdo da amostra
no cadinho, podendo haver espagos vazios entre as particulas da amostra,
dificultando a troca de calor e retardando parte do evento térmico. Para evitar isso,
recomenda-se espalhar a amostra em camada fina e fazer fluir um gas inerte através
do forno (IONASHIRO, et al., 2012).
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4.2.2 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

As curvas DSC (FIGURAS 14-16) foram obtidas a fim determinar a
temperatura de transicao vitrea das amostras, por esta razdo, a amostra foi aquecida
de -50 °C até 300 °C. Os valores das temperaturas de inicio, pico e conclusao de cada
evento térmico estdo na TABELA 3.

TABELA 3 — RESULTADOS DE DSC PARA AMOSTRAS DE YACON DESIDRATADO A 45 °C (A) e
70 °C (B)

AMOSTRA EVENTO To (°C) Tr (°C) Tc (°C) AH (J.g")
1 149,03 (+0,26) 184,84 (0,04) 195,73 (+5,97) 40,78 (+0,83)
2 206,62 (£0,27) 217,87 (£0,02) 232,91 (+0,34) 45,41 (£2,21)

1 170,95 (+0,81) 192,10 (+0,01) 196,43 (+0,26) 16,35 (+1,06)
2 210,92 (£0,02) 220,72 (£0,01) 233,77 (+0,13) 46,42 (0,51)

To “onset” temperatura inicial, Tp temperatura de pico, Tc “endset” temperatura de conclusdo, AH
entalpia do fendmeno térmico, Tg temperatura de transicao vitrea
FONTE: O autor (2014)

Dois eventos térmicos principais foram observados apds leve mudanca na
linha de base entre 38,36+0,67 °C e 59,44+0,51 °C, com temperatura média de
55,87+0,33 °C (FIGURA 14). Esse comportamento na curva DSC & semelhante ao
fendmeno térmico de transigao vitrea, ja que nao houve mudancga de entalpia durante
o evento. Pode-se observar melhor esse fendbmeno em escala aumentada, na
FIGURA 16, na pagina 59. A transicao vitrea da amostra B, mostrada na FIGURA 15,
ocorreu entre as temperaturas de 36,51+0,59 °C e 64,63+1,59 °C, com temperatura
média de 55,2610,23 °C.

A temperatura média da transicao vitrea ndo corresponde ao valor da média
aritmética do intervalo de temperatura que compde o fenémeno.

Posteriormente, ocorreu um pico endotérmico, chamado de Evento 1,
sugerindo inicio das reagcdes de decomposigao dos agucares, como caramelizagao,
quebra da ligacao glicosidica e fusdo, aumentando a quantidade de carboidratos com
menor grau de polimerizagao, como sacarose, frutose e glicose (FORGO, et al., 2013;
GRAEFEA et al., 2004). Os valores das temperaturas de inicio, pico e conclusdo do
evento estdo na TABELA 3. Essa decomposi¢cdo da amostra A precisou de 40,78+0,83

J.g™! para acontecer em uma temperatura de pico Tp = 184,84+0,04 °C. O pico 1 da
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amostra B (Tp = 192,10+0,01 °C), sugere a mesma decomposi¢cdo com absorc¢ao de
16,35+1,06 J.g™.

O ultimo evento na curva DSC da amostra A, ocorreu em uma Tp =
217,87+0,02 °C no segundo pico endotérmico, sugerindo como caramelizagao, quebra
da ligagéao glicosidica e fusao das moléculas resultantes da clivagem dos carboidratos
com maior grau de polimerizagdo, como FOS e inulina, necessitando absorver
45,41+2,21 J.g™! de energia para o evento ocorrer. No segundo pico da curva DSC da
amostra B (Tp = 220,72+0,01 °C), o evento necessitou da absor¢cao de 46,42+0,51

J.g" de energia para provavel decomposicéo dos aglcares de cadeia maior.
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FIGURA 14 — DSC YACON SECO A 45 °C — AMOSTRA A
Fonte: O autor (2014)
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FIGURA 15 - DSC YACON SECO A 70 °C - AMOSTRAB
Fonte: O autor (2014)
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As temperaturas de pico encontradas nas curvas DSC das duas amostras,
para os Eventos 1 e 2, encontram-se dentro da faixa de temperatura do segundo
evento térmico da curva TG-DSC, mostrada na TABELA 2. Portanto, os dois picos que
aparecem nas curvas DSC correspondem ao mesmo evento térmico, a segunda perda
de massa, das FIGURAS 12 e 13, onde, provavelmente ocorreu reacdes de
decomposicédo dos agucares das amostras, como caramelizag&o, quebra da ligagéo
glicosidica e fusao.

A TABELA 4 mostra os valores da temperatura de transicao vitrea, o teor de
umidade e atividade de agua das amostras de yacon secas a 45 °C (A) e 70 °C (B).
Os resultados mostraram efeito comum ao observado por LAGO et al., (2012). Os
valores de Tp, tiveram 0 mesmo comportamento que a atividade de agua, ou seja nao
houve diferencga significativa entre os dois tratamentos (p>0,05) para esses dois dados

avaliados.

TABELA 4 - COMPARAGCAO ENTRE REGIAO DE TRANSICAO VITREA DA CURVA DSC, VALORES
DE UMIDADE, Aw E TEMPO DE RUPTURA DAS AMOSTRAS AE B

X \ \ UMIDADE TEMPO DE
AMOSTRA To (°C) Tm (°C) T (°C) ) Av  RUPTURA (8)
A 38,36 55,87 59,44 10,59 2,925 11,81
(£0,67) (+0,33) (+0,51) (0,33)  (£0,01) (£0,27)
5 36,51 55,26 64,63 9,11 3,563 1,03
(£0,59) (+0,23) (+1,59) (#1,31) (20,07 (£0,41)
P-VALOR 0,023 0,059 0,032 0,039 0,089 <0,0001

To “onset” temperatura inicial, Tm temperatura média, Tc “endset” temperatura de conclusdo, Aw
atividade de agua, A amostra seca a 45 °C, B amostra seca a 70 °C
FONTE: O autor (2014)

Dentro do intervalo encontrado neste trabalho, estdo as temperaturas de
transicdo vitrea determinadas por LAGO et al., (2012) para polpa de yacon
desidratada em trés temperaturas diferentes (44,74+0,18 °C; 45,14+0,22 °C e
49,82+0,18 °C) e suco de yacon desidratado (Tq = 48,58+0,24 °C). Estes autores
consideraram como temperatura de transicao vitrea, a temperatura média ou de pico.
Valores que sdo inversamente proporcionais aos valores de atividade de agua e o
autor sugere que quanto maior o conteudo se agua, menor € a Tg. RONKART, et al.
(2006) também afirma que a atividade de agua influencia na Tg e na cristalinidade da
inulina, durante o armazenamento, e que o aumento no conteudo de agua diminui a
T.
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Os valores da To foram maiores com o aumento da umidade e os valores da
Tc aumentaram com a redugcédo da umidade, assim, a faixa de temperatura que
compreende o fendbmeno de transigao vitrea, fica mais estreita na amostra A (FIGURA
16), que possui maior quantidade de umidade, conforme afirma JAY (2005) e ROOS
(2010).

Curva

Curva (A)

20

Temperatura (°C)

FIGURA 16 — DSC YACON SECO A 45 °C (A) e 70 °C (B) — REGIAO DE TRANSICAO VITREA
Fonte: O autor (2014)

Quando um alimento rico em carboidratos é desidratado a uma temperatura
acima da sua temperatura de transicéo vitrea, pode ocorrer modificagcoes estruturais
como colapso ou retracdo. Alteracao na viscosidade, compactacéo e cristalizagao sao
fendmenos relacionados ao colapso que ocorre quando uma matriz ja ndo pode
sustentar seu proprio peso, levando a mudancgas estruturais, alterando a textura do
alimento (LEVINE e SLADE 1986; ROOS, 2010).

A Tg é mudanga mais importante, de um sdlido vitreo para um estado
borrachudo ou gomoso, ou ao contrario de um estado borrachudo para um vitreo. As
fatias desidratadas a 70 °C, temperatura que extrapola a regido de T4 determinada
nesse experimento (Tc= 64,63 °C, maior temperatura da regido), apresentaram textura
diferente das fatias desidratadas a 45°C, medidas pelo tempo de ruptura (s), conforme
TABELA 4. A secagem abaixo da temperatura de transigao vitrea meédia proporcionou
estado borrachudo (ductil), enquanto que acima desta temperatura, foi observado

caracteristica de sélido vitreo (quebradico).
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O diferenca no conteudo de agua das amostras desidratadas também pode
explicar a diferenca nas caracteristicas de textura, pois a agua age como um
plastificante de materiais alimenticios amorfos, e o conteudo de agua define a
localizacdo da Tg. Plastificante € definido como um “material incorporado em um
polimero para aumentar sua viabilidade, flexibilidade e extensibilidade” (MATVEEVA,
GRINBERGA e TOLSTOGUZOVB, 2000). A plastificagdo pela agua é tipica de
carboidratos de baixa massa molecular, oligossacarideos, polissacarideos e
proteinas, e frequentemente, o estado amorfo €& resultado de processos de
desidratagcédo (ROQOS, 2010). Como o yacon é fonte de inulina e fruto-oligossacarideos
e rico em agua (LACHMAN, et al. 2003; CAMPOS, et al. 2012) sugere-se que ele
possui as caracteristicas necessarias para sofrer influéncia da transicao vitrea no
processo de desidratacao.

As curvas DSC foram determinadas para os padrées de FOS e inulina
(FIGURAS 17 e 18), a fim de compreender os eventos correspondentes as amostras
de yacon, ja que estas fibras soluveis sdo os componentes majoritarios dessa raiz,

excluindo-se a agua.
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FIGURA 17 — DSC DO PADRAO DE FOS
Fonte: O autor (2014)

O Pico 1 da curva de FOS (TABELA 5) ocorre em Tp = 164,52 °C e,
provavelmente representa a decomposi¢cao de FOS com baixo peso molecular, assim

como no Pico 2 da curva de inulina, onde Tp = 176,43 °C.
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TABELA 5 - RESULTADOS DE DSC PARA PADRAO DE FOS E INULINA

AMOSTRA PICO To (°C) Tr (°C) Tc (°C) AH (J.g")
FOS 1 112,42 (+0,54) 164,52 (+0,01) 169,89 (+0,15) 110,27 (+1,10)
2 220,86 (+0,01) 233,05 (x0,02) 266,09 (+0,26) 108,07 (¥1,02)
1 48,71 (x0,01) 97,78 (+0,02) 129,46 (+0,32) 122,87 (+0,81)
INULINA 2 168,30 (+0,03) 176,43 (+0,01) 182,45 (x0,03) 11,77 (+0,09)
3 231,01 (+0,15) 239,10 (+0,02) 247,02 (+0,14) 21,41 (+0,94)

To “ onset” temperatura inicial, Tp temperatura de pico, Tc “endset” temperatura de conclusdo, AH
entalpia do fendbmeno térmico
FONTE: O autor (2014)

Sugere-se que o Pico 2 da curva de FOS (Tp = 233,05 °C) e os
terceiros picos das curvas da amostra A (Te = 217,87 °C), amostra B (Tp = 220,72 °C)
e inulina (Tp = 239, 10 °C) correspondem reac¢des de decomposi¢cédo dos agucares das
amostras, como caramelizagao, quebra da ligagao glicosidica e fusao (LEONE et al.,
2014; CHERIEGATE, 2012).
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FIGURA 18 — DSC DO PADRAO DE INULINA
Fonte: O autor (2014)

A caramelizagdo dos agucares, € uma forma de escurecimento néao
enzimatico, que altera a cor e libera compostos volateis muitas vezes indesejados em
alimentos. Portanto, as curvas DSC nos mostram que a secagem do yacon nas

temperaturas de 45 °C e 70 °C n&o provocou decomposi¢cao dos carboidratos da
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amostra e que o escurecimento da amostra seca a 70 °C nao aconteceu devido a
reacdo de caramelizagdo. Como a estrutura molecular dos FOS e inulina é
responsavel pela funcionalidade e beneficios atribuidos a essas fibras alimentares, €

importante que o processamento do alimento n&o cause danos a esses compostos.

4.3 COMPOSIGAO CENTESIMAL

Pela facilidade de fraturar, o yacon desidratado a 70 °C foi selecionado para
continuagdo deste experimento. Os resultados da composigédo centesimal (g.100g")
estdo apresentados na TABELA 6, juntamente com valores encontrados por outros

autores.

TABELA 6 — COMPOSICAO CENTESIMAL DE YACON DESIDRATADO A 70 °C (AMOSTRA B)
EXPRESSA EM BASE UMIDA E SECA E RESULTADOS DE OUTROS AUTORES.

VILHENA E MOURA GRAU E REA

AMOSTRA B CAMARA (1998)  (2004) (1997)

COMPONENTE

% BASE % BASE % BASE SECA

UMIDA SECA °
AGUA 8,64+1,19 - - - -
CARBOIDRATOS 73,01+1,08 79,91 87,18 7524  79,8-852
PROTEINAS 2,110,13 2,31 4,34 3,52 13-73
LIPIDEOS 0,26+0,07 0,28 1,66 <1,07 0,4-1,0
FIBRAS 12,28+0,95 13,44 3,26 16,01 11-57
CINZAS 3,7040,25 4,05 3,56 416 11-6.7

Fonte: O autor (2014)

Em base seca, a amostra B apresentou 79,91 % de carboidratos, 13,44 % de
fibras alimentares, 4,05 % de residuo mineral, 2,31 % de proteinas e 0,28 % de
lipideos.

Os teores de carboidratos, proteinas, lipideos e cinzas, da amostra B, estao
entre os valores sugeridos por GRAU E REA (1997). Porém, o teor de fibra alimentar
esta, pelo menos, 2,36 vezes maior que os valores sugeridos, exceto pelo valor
encontrado por MOURA (2004). Essa diferenga pode ser explicada pela mudanga, ao

longo dos anos, no conceito de fibra alimentar.
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O conceito mais antigo de fibras nos alimentos é o conceito de fibra bruta.
Composta de materiais que nao sao digeriveis pelo organismo humano e sao
insoluveis em acido e base diluidos em condicdes especificas, por exemplo, celulose,
lignina e pentosanas (CECCHI, 2003).

A definicao de fibra alimentar, ou dietética, também inclui outras substancias,
além dos polimeros, como oligossacarideos, pectinas e gomas. Os polissacarideos
que nao sdo digeridos no estbmago e resistem as enzimas do intestino delgado
humano e que podem ser metabolizados por micro-organismos no intestino grosso,
se enquadram no grupo das fibras alimentares (DAMODARAN, PARKIN e FENNEMA,
2010). Desta forma, a metodologia de analise mais atual (AOAC, 2011), que considera
mais elementos como componentes da fibra alimentar, mostrou valores maiores na

analise do teor de fibras da raiz de yacon.

4.4 ESTUDO DA INCORPORACAO DE Lactobacillus casei EM YACON
DESIDRATADO A 70 °C EM FLOCOS

Os resultados obtidos para a contagem de LC-01 aderidos ao yacon
desidratado, para cada tratamento estdo na TABELA 7. As variaveis dos tratamentos
correspondem: A — 25°C sem trealose; B — 37°C sem trealose; C — 25°C com 0,4 mM
de trealose; D — 37°C com 0,4 mM de trealose. A ANOVA comparou se houve

diferenca significativa entre os tratamentos em cada dia avaliado.

TABELA 7 — MEDIAS DE LC-01 (LOG UFC.g"") DURANTE 56 DIAS DE ARMAZENAMENTO, PARA
OS QUATRO TRATAMENTOS

TEMPO DE P-VALOR
ARMAZENAMENTO A B C D ANOVA
1 dia 9,58 (0,192 9,12 (x0,17)2 7,83 (+0,99)° 6,78 (£0,45)c  <0,0001
14 dias 8,51 (0,30 8,34 (x0,19)2 7,71 (0,65)° 6,87 (£0,15)°  <0,0001
28 dias 7,61 (£0,43) 6,80 (+0,48)> 6,81 (+0,87)° 6,11 (+0,32)° 0,003
42 dias 6,53 (0,955 6,02 (£0,26)* 6,67 (+0,29)7 5,30 (+1,01)a 0,141
56 dias 5,65 (£0,92)° 4,12 (+0,81)° 4,55 (+0,76)° 4,02 (+0,20)° 0,003

abc Médias seguidas da mesma letra, na mesma linha, sdo estatisticamente iguais a 95% de
significancia

P < 0,05 indica que as medias diferem entre si

FONTE: O autor (2014)
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O teste de Levene indicou que as variancias dos tratamentos sao
homogéneas para todos os tempos avaliados (p > 0,05). A ANOVA de 1 fator, indicou
que os tratamentos s&o iguais somente no tempo 42 dias (p = 0,141), assim, foi
aplicado o Teste de Fisher para avaliar a diferenca entre as medias dos tratamentos
que nao mostraram igualdade. A TABELA 7 mostra quais tratamentos diferem entre
si em cada tempo avaliado. As medias seguidas da mesma letra, na mesma linha, sao
estatisticamente iguais e as seguidas de letras diferentes, diferem entre si, ao nivel de
95% de significancia.

Ao final do periodo de armazenamento, 56 dias, o tratamento 1 foi apresentou
uma média de 5,65 (+0,9155) Log UFC.g™", maior estatisticamente que as médias dos
outros tratamentos avaliados. Portanto, as condi¢gées de processo do tratamento 1,
incorporagao a 25 °C e sem adicao de trealose, foram consideradas mais efetivas na
incorporagao de LC-01 em yacon desidratado em flocos.

O valor de pH foi determinado para todas as amostras em todos os dias de

contagem microbioldgica (TABELA 8).

TABELA 8 — VARIACAO DO pH ENTRE OS TRATAMENTOS EM CADA TEMPO DE

ARMAZENAMENTO
pH P-VALOR
DIA A B C D ANOVA
1 5,35 (+0,16) 5,43 (+0,08) 5,51 (+0,13) 5,52 (+0,17) 0,446
14 5,32 (+0,10) 5,40 (+0,08) 5,50 (+0,14) 5,50 (+0,20) 0,576
28 5,37 (+0,08) 5,43 (+0,07) 5,49 (+0,14) 5,48 (+0,09) 0,653
42 5,40 (+0,09) 5,42 (+0,09) 5,31 (+0,13) 5,36 (+0,09) 0,558
56 5,37 (+0,13) 5,42 (+0,07) 5,29 (+0,16) 5,33 (+0,06) 0,564
P-VALOR
ANOVA 0,944 0,987 0,181 0,465

FONTE: O autor (2014)

Nao houve diferenca significativa entre os valores de pH quando comparou-
se os tratamentos entre si, em cada tempo avaliado, bem como, o tempo de
armazenamento ndo teve influéncia sobre cada tratamento (p-valor > 0,05). Entédo
concluiu-se que o numero de LC-01 incorporados no yacon nao sofreu influéncia do

valor do pH da amostra.
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A cinética de morte celular também foi avaliada, em cada tratamento, durante
a evolugdo do tempo de armazenamento. A FIGURA 19 representa este
comportamento e a quantidade média de LC-01 em cada tempo avaliado é
apresentada na TABELA 9, juntamente com o coeficiente de determinacgéo (r?) e a
probabilidade da regressao (p-valor).

O efeito geral de diminuir a aw a um valor abaixo do 6timo (menor que 0,9 para
a maioria das bactérias) é aumentar a duragdo da fase lag (estacionaria) de
crescimento e reduzir a velocidade de crescimento e o tamanho da populagao final.
Esses efeitos sdo resultantes da influéncia adversa da baixa quantidade de agua
sobre as atividades metabdlicas, pois todas as reacdes quimicas das células
necessitam de um meio aquoso. Adicionalmente ao efeito sobre o metabolismo, uma
baixa aw possui efeito sobre o funcionamento da membrana celular, a qual deve
permanecer em estado fluido (JAY, 2005). A populagdo microbiana final de cada
tempo avaliado, dos quatro tratamentos, foi sendo reduzida significativamente com o
aumento do tempo de armazenamento. Isso pode ser explicado pelas condigbes
estressantes de armazenamento, criada pela baixa atividade de agua do yacon
desidratado.

Com r2 superior a 87% podemos dizer que os modelo sdo preditivos para
todos os tratamentos e que o tempo de armazenamento prejudicou a sobrevivéncia
dos LC-01 no yacon desidratado a medida que foi aumentando. Ou seja, no tempo de
1 dia, para o tratamento A, foi encontrada um média de 9,58 (+0,19) Log UFC.g" e no
tempo 56 de armazenamento essa quantidade baixou para 5,65 (+0,92) Log UFC.g™".
A diferenca entre as médias foi significativa a 95% para todos os tempos avaliados

Em geral, a estratégia empregada pelos micro-organismos como protecao
contra o estresse osmatico € o acumulo intracelular de solutos compativeis. Para isso,
as bactérias utilizam, por exemplo, ions K*, glutamato, glutamina, prolina, sacarose,
trealose e glucosil-glicerol. Todas as células microbianas necessitam da mesma
atividade de agua interna. As que conseguem crescer em condi¢gdes extremas de
baixa atividade de agua, aparentemente o fazem, devido a sua capacidade de
concentrar sais, polidis e aminoacidos, em concentragdes internas suficientes para
evitar a perda de agua (JAY, 2005). Os tratamentos C e D, que tiveram trealose
adicionada a biomassa durante o processo de incorporagédo, apresentaram valores
menores estatisticamente de contagem microbiana que os tratamentos A e B (sem

trealose), conforme observado na TABELA 7 para o primeiro dia apds o processo de
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incorporagao. Este comportamento sugere que, nessas condigdes de processo, a
adicao de trealose a biomassa nao teve efeito protetor sobre os micro-organismos

durante o processo de incorporagao dos LC-01 no yacon desidratado.

4.5 SOBREVIVENCIA DAS CELULAS DE Lactobacillus casei EM CONDICOES
GASTRICAS SIMULADAS

Os pré-requisitos necessarios para o uso comercial dos microrganismos
probiodticos sdo a sua sobrevivéncia, em numero suficientemente elevado, durante a
producao e estocagem e a passagem pelo trato gastrintestinal superior (ANNAN et al.,
2008; KAILASAPATHY; CHIN, 2000; MARTONI et al., 2008). Segundo ROSS et al.
(2005), condicdes extremamente acidas, como as encontradas no estbmago, podem
diminuir significativamente o numero de células probidticas viaveis que chegariam ao
intestino.

O processamento de incorporagédo de LC-01 em yacon desidratado foi
repetido nas condi¢cbes sem trealose a 25 °C (tratamento A) para proceder a avaliagéao
da sobrevivéncia gastrica in-vitro, por que a contagem microbiana, apés 56 dias de
armazenamento, foi maior para o tratamento A (5,65+0,92 Log UFC.g").

A quantidade de células aderidas ao yacon foi determinada para cada tempo
de armazenamento, antes que as amostras fossem colocadas em contato com as
solucdes gastricas. Os resultados estao expressos na FIGURA 20.

O modelo matematico que representa os resultados, com r?igual a 94,09%,
indica que o tempo de armazenamento prejudicou a sobrevivéncia dos LC-01 no
yacon desidratado a medida que foi aumentando. Ou seja, com um dia de
armazenamento foi encontrada uma média de 9,354 (+0,447) log UFC.g' e apds 56
dias essa quantidade baixou para 7,238 (x0,029) log UFC.g™'. A influéncia do tempo
de armazenamento sobre a células de LC-01 foi significativa a 95% para todos os

tempos avaliados.
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FIGURA 20 — ANALISE DE REGRESSAO DA QUANTIDADE DE LC-01 ADERIDOS EM RELACAO
AO TEMPO DE ESTOCAGEM.
Fonte: O autor (2014)

A TABELA 10 apresenta os resultados da sobrevivéncia desses micro-
organismos em condi¢des gastricas simuladas, comparando o numero de células na

amostra antes e apos entrar em contato com a solucao de HCI ou de sais biliares.

TABELA 10 - PORCENTAGEM MEDIA DE SOBREVIVENCIA DE LC-01 ADERIDOS AO YACON As
CONDICOES GASTRICAS SIMULADAS EM SOLUCAO DE HCI E EM SOLUCAO DE

SAIS BILIARES
CTL HCI SAIS BILIARES
DIAS log UFC.g" log UFC.g" % log UFC.g" %
1 9,355 (+0,447) 5,766 (£0,714) 61,632 7,657 (+0,657) 82,202
14 9,398 (+0,119) 6,071 (£0,735) 64,592 9,064 (+0,282) 96,432
28 8,560 (+0,075) 7,282 (£0,347) 85,07 7,086 (£0,412) 82,812
42 7,686 (£0,074) 6,430 (£0,311) 83,66° 7,004 (£0,099) 91,132
56 7,238 (£0,029) 6,143 (£0,608) 84,87 6,467 (+0,598) 89,352
P-ANOVA <0,0001 0,127

CTL: contagem total de LC-01; HCI: solu¢do de acido cloridrico
abMédias seguidas da mesma letra sdo estatisticamente iguais a 95% de significancia
FONTE: O autor (2014)

Quando avaliou-se as porcentagens de células sobreviventes nas amostras
que foram submetidas as condigdes simuladas do estémago humano (solu¢ao de 0,08
M HCI, com 0,2% NaCl e pH 1,5) observou-se que no inicio do tempo de
armazenamento, até 14 dias, um pouco mais que 60% das células, que se

encontravam aderidas no yacon desidratado, sobreviveram as condigdes adversas
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que foram simuladas. Apds 28 dias de armazenamento do yacon, as células se
mostraram mais resistentes, e mais de 83% que sobreviveram. No yacon avaliado
com 1 dia e 14 dias apds o processo de incorporagdo dos micro-organismos,
sobreviveram 61,63% e 64,59%, respectivamente, das células de LC-01 que estavam
aderidas a superficie do yacon. Estatisticamente, essas duas porcentagens sao
iguais, conforme observado na TABELA 10. Assim como, para o yacon que ficou
armazenado por 28, 42 e 56 dias, 85,07%, 83,66% e 84,87%, respectivamente, o
comportamento de sobrevivéncia das células de LC-01 foram estatisticamente iguais.

Este comportamento sugere que, no inicio do processo de armazenamento,
ou podemos dizer, nos primeiros dias apds o0 processo de incorporagcao dos micro-
organismos, as células tém mais sensibilidade as condi¢cdes adversas do meio em que
se encontram. Em alimentos com baixa atividade de agua, como no yacon
desidratado, as células precisam criar mecanismos para poder sobreviver a essa
condigdo adversa. Conforme o tempo de armazenamento aumenta, as células se
tornam mais adaptadas ao ambiente inOspito, e essa resisténcia desenvolvida pode
ser a explicagdo para que mais células consigam sobreviver as condi¢gdes simuladas
do estdmago humano, quando avaliadas a partir do vigésimo oitavo dia de
armazenamento (JAY, 2005).

Quanto a porcentagem de sobrevivéncia das células nas condi¢des intestinais
(solucdo de sais biliares), os resultados mostraram que n&o houve diferenga
significativa do tempo de armazenamento na porcentagem de sobrevivéncia dos LC-
01, sendo que, mais de 80 % das células que chegariam ao intestino delgado,
sobreviveriam para colonizar posteriormente, o intestino grosso e atuar como
probidticos.

Somente para as amostras armazenadas por 56 dias ndo houve diferenca
significativa entre a contagem de células de LC-01 aderidas ao yacon desidratado
antes e apds a amostra ser colocada em contato com as solu¢gdes que simulam as
condicdes do estdbmago e do intestino humano. A TABELA 11 mostra que a
quantidade de células de LC-01 aderidas as amostras armazenadas por 1, 14, 28 ou
42 dias, diminuiu apds o contato com as condi¢des gastricas simuladas, tanto para a
solucao de HCI, quanto para a solugao de sais biliares. Mesmo assim, sobreviveram
pelo menos cem mil células, em cada grama do alimento, para colonizar o intestino e

fornecer ao hospedeiro os beneficios atribuidos aos micro-organismos probiéticos.
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TABELA 11 — COMPARAGAO ENTRE A QUANTIDADE DE CELULAS DE LC-01 EM YACON
DESIDRATADO ANTES E APOS SIMULACAO DAS CONDICOES GASTRICAS,
PARA CADA TEMPO DE ARMAZENAMENTO AVALIADO

CTL HCL SAIS BILIARES
DIAS Log UFC.g-1 Log UFC.g" P-VALOR Log UFC.g" P-VALOR
1 9,355 5,766 <0,01 7,657 <0,01
14 9,398 6,071 <0,01 9,064 <0,01
28 8,560 7,282 <0,01 7,086 <0,01
42 7,686 6,430 <0,01 7,004 <0,01
56 7,238 6,143 0,090 6,467 0,154

Antes da simulagéo gastrica: CTL; apds a simulagdo gastrica: HCI e Sais Biliares.
Valores de p<0,05 indicam diferenga significativa a 95% entre as médias.
FONTE: O autor (2014)

Em uma situagao real, o alimento ingerido passa pelo estdbmago e depois pelo
intestino, ou seja, primeiramente, entra em contato com a solugdo de HCI e, em
seguida, com a solugao de sais biliares. Pelas técnicas que foram utilizadas para
simular as condi¢des gastricas, nao foi possivel avaliar a mesma amostra nas duas
solugdes, como ocorreria em uma situagao de ingestao do alimento. Assim, a TABELA
12 contém os dados extrapolados para simular esta condigcao real, para o consumo
diario de 30 g, porgéao recomendada pela RDC 359 da ANVISA (BRASIL, 2003).

TABELA 12 — EXTRAPOLAQAO DOS DADOS PARA SJMULAR A QUANTIDADE SOBREVIVENTE
DE CELULAS DE LC-01 EM SITUACAO DE INGESTAO DE 30 g DE YACON
DESIDRATADO COM L. casei

CLT G HCI % SAIS BILIARES

DIAS | 4g UFC.30g" SOBR'T_'V&\(ENC'A Log UFC.30g"" SSEEEBYI'_YAEQECS'A Log UFC.30g"
1 10,95 61,63 6,75 82,20 5,55
14 10,89 64,59 7.03 96,43 6,78
28 10,04 85,07 8,54 82,81 7.07
42 9,17 83,66 7.67 91,13 6,99
56 8,72 84,87 7,40 89,36 6,61

Modelos: HCI = (CTL) x (% sobrevivéncia HCI); Sais biliares = (HCI) x (% sobrevivéncia sais biliares)
FONTE: O autor (2014)

Desta forma, a TABELA 13 nos diz que 30 g do yacon com LC-01, que esta
armazenado ha 56 dias, possui mais que 1.108 UFC (8,72 Log UFC). Portanto, se for
ingerido, 1.107 UFC (7,07 Log UFC) chegario viaveis ao intestino grosso para
colonizar e promover os beneficios atribuidos a esses probidticos. De acordo com a

FAO / WHO (2001) o processo estudado garante a exigéncia minima de 10% a 108
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UFC.g™" na porgdo diaria recomenda, para que haja colonizagdo bem sucedida do

célon e poderia ser classificado como alimento probidtico.

4.5 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

As analises de microscopia eletrénica permitiram observar a aderéncia das
células de LC-01 na superficie do yacon desidratado. A FIGURA 21 representa a
imagem, aumentada 5.000 vezes, de um floco de yacon desidratado a 70 °C, antes
do processo de incorporagao das bactérias. Essa imagem serve de comparagao para
podermos identificar mais facilmente as células de LC, que possuem tamanho de 0,5-
1,5 ym e formato de bacilo.

Apods o processo de incorporagdo, imagens foram feitas nos tempos 1 a 56
dias (FIGURAS 22-26).

FIGURA 21 — MICROSCOPIA ELETRON[CA DE VARREDURA DO YACON DESIDRATADO EM
FLOCOS ANTES DA ADICAO DE L. CASEI COM AUMENTO DE 5.000 VEZES.
Fonte: O autor (2014)
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FIGURA 22 — MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA DO YACON DESIDRATADO EM

FLOCOS APOS A ADIGCAO DE L. casei, NO 1° DIA DE ARMAZENAMENTO, COM
AUMENTO DE 5.000 VEZES.

Setas: células de L. casei.
Fonte: O autor (2014)

FIGURA 23 — MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA DO YACON DESIDRATADO EM

FLOCOS APOS A ADIGAO DE L. casei, NO 14° DIA DE ARMAZENAMENTO, COM
AUMENTO DE 5.000 VEZES.

Setas: células de L. casei.
Fonte: O autor (2014)
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FIGURA 24 — MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA DO YACON DESIDRATADO EM

FLOCOS APOS A ADIGAO DE L. casei, NO 28° DIA DE ARMAZENAMENTO, COM
AUMENTO DE 5.000 VEZES.

Setas: células de L. casei.
Fonte: O autor (2014)

e e

FIGURA 25 — MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA DO YACON DESIDRATADO EM

FLOCOS APOS A ADIGAO DE L. casei, NO 42° DIA DE ARMAZENAMENTO, COM
AUMENTO DE 3.500 VEZES.

Setas: células de L. casei.
Fonte: O autor (2014)
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FIGURA 26 — MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA DO YACON DESIDRATADO EM
FLOCOS APOS A ADICAO DE L. casei, NO 56° DIA DE ARMAZENAMENTO, COM
AUMENTO DE 2.400 VEZES.
Setas: células de L. casei.
Fonte: O autor (2014)

As células aderiram preferencialmente em cavidades naturais da estrutura da
superficie, irregularidades comuns em vegetais desidratados (BERNESTEIN,
NORENA, 2012).

Na FIGURA 25 é possivel observar algumas células danificadas (tamanho
menor), possivelmente pelo processo de secagem ou pelas condi¢gdes adversas
criadas pelo ambiente durante o armazenamento. Nas imagens obtidas, nao foi
observada producdo de exopolissacarideo (EPS). Apesar de nao terem sido
quantificados, € comum, em meio estressante, bactérias produzirem EPS como
mecanismo de defesa (GUERGOLETTO, et al. 2010).
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5 CONCLUSOES

As fatias de yacon desidratadas a 45 °C (amostra A) apresentaram textura
gomosa enquanto que as fatias desidratadas a 70 °C (amostra B) apresentaram
textura crocante.

O aumento da temperatura de secagem (de 45 °C para 70 °C) provocou
mudancas na coloracdo da fatia de yacon, que apresentou coloracdo mais
avermelhada e escura.

A temperatura de secagem néo teve influéncia sobre a atividade de agua do
yacon desidratado, porém foi inversamente proporcional ao conteudo de umidade, ou
seja, menor temperatura de secagem resultou em maior conteudo de umidade.

A técnica de DSC permitiu observar a faixa de temperatura de transi¢ao vitrea
(Tg) do yacon. A T4 foi reduzida em 10,04 °C, com a redugéo da temperatura de
secagem, reducao atribuida ao maior conteudo de umidade da amostra A. A
caracteristica crocante do yacon desidratado a 70 °C pode ter relagdo com a
temperatura de secagem aplicada, acima da T4, permitindo que este fenbmeno
acontecesse

As curvas de TG-DSC mostraram 4 etapas de perda de massa: desidratacao,
reagdes simultdneas, como caramelizacédo e fusao dos agucares, decomposi¢ao e
oxidagdo da matéria organica, e os eventos térmicos da amostra A ocorreram em
diferentes temperaturas que da amostra B, porém localizadas na mesma regi&o.

A temperatura de secagem de 70 °C nao é suficientemente alta para causar
reacdes de degradacgéo dos prebidticos (FOS e inulina) naturalmente presentes no
yacon, pois estas reagdes se iniciam perto de 100 °C com a desidratagdo da amostra.

LC-1 incorporados no processo A (1h e sem trealose) foi mais adequado em
numero maior de células sobreviventes. Nessas condigdes, as bactérias sobreviveram
em maior quantidade ao final dos 56 dias avaliados (4,46 x10° UFC.g"). Assim,
podemos concluir que, para esse processo, a trealose nao teve efeito protetor na
sobrevivéncia das células durante o processo de incorporagao.

Cerca de 75 % das células presentes no yacon (processo A) sobreviveram as
condigdes gastricas simuladas mostrando que os Lactobacillus casei podem ter agao
probiotica e a técnica de microscopia eletrénica de varredura (MEV) possibilitou a

visualizagao das células na superficie do yacon, confirmando sua aderéncia
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Para efeito probiotico do produto estudado, a quantidade diaria ingerida deve
ser de 30 g de yacon com LC-1, até 56 dias apds sua produgéo (9,24 Log UFC.30g™")

Estudos futuros podem abordar a analise da sobrevivéncia dos LC-01 no yacon
desidratado por maior tempo de armazenamento, ja que produtos desidratados,
normalmente, tém durabilidade maior que 56 dias. Aplicacido de outras técnicas como
espectrometria de infra vermelho por transformada de Fourier (IRFT) e difracdo de
raios-x proporcionam melhores condigdes para discutir os resultados obtidos por

termogravimetria (TG) e calorimetria exploratéria diferencial (DSC).
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