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RESUMO

O objetivo desta pesquisa foi definir uma rota tecnologica para um produto inovador e versatil
de yacon, rico em frutooligossacarideos (FOS) prebidticos e compostos fenolicos, e as
implicagdes do consumo deste produto funcional na satide humana, por meio de ensaios
clinicos. Inicialmente, o0 método de superficie de resposta foi empregado para otimizar os
principais parametros do processo de obtencdo do suco clarificado de yacon. Para isso,
utilizaram-se enzimas pectinoliticas e celuloliticas, agitacdo e temperatura como variaveis
independentes do processo, sob 13 respostas dependentes (caracteristicas fisico-quimicas,
quimicas e fluxo de permeado na clarifica¢do por microfiltragdo). Os resultados indicaram que
nas condi¢des otimizadas, o fluxo de permeado obtido foi cerca de 40% maior do que o fluxo
de permeado da polpa de yacon sem tratamento enzimatico, tornando-se um material limpido
com baixa turbidez (5,09 £ 0,08 NTU) ¢ niveis elevados de FOS (2,23 £ 0,47%; 2,33 + 0,09%;
1,44 £ 0,11%, para GF2, GF3 e GF34, respectivamente) e acido clorogénico (ACG) (23,92 + 2,03
ug gh). Posteriormente, o suco clarificado foi utilizado para obtencio de xarope de yacon e sua
caracterizacdo foi realizada por diversas técnicas analiticas, incluindo RMN e UPLC-QToF-
MSE. O xarope apresentou elevada concentragio de FOS e ACG, além de apresentar elevados
teores de elementos minerais, tais como K, Ca e P. Aminoacidos essenciais como a valina,
treonina e triptofano também foram observados. Dentre os 25 compostos tentativamente
identificados, ressaltam-se os principais compostos fenolicos derivados do acido quinico e
trans-cinamicos como ACG, acido dicafeoilquinico e ésteres de acido caféico. A influéncia das
diferentes etapas de processamento do xarope de yacon no perfil de fenolicos, e na composi¢ao
de FOS e ACG também foi avaliada. Os resultados demonstraram que ndo houve influéncia
nos contetidos de FOS e ACG nas etapas de processamento (sendo elas, polpa, maceragao
enzimatica e microfiltracao), exceto para a ultima etapa (concentracdo a vacuo), que esses
compostos apresentaram uma concentragdo cerca de 6 vezes maior do que a concentracao
encontrada na polpa de yacon. Para avaliar as potenciais aplica¢des do xarope de yacon em
alimentos, utilizou-se um grupo focal. Dentre as observagdes realizadas pelo grupo, destacou-
se a sua aplicagdo em iogurte. O iogurte adicionado do xarope de yacon apresentou valores
hedonicos superiores a 7,0 para aceitacdo global, aroma e sabor, correspondendo a "gostei
moderadamente" a "gostei muito", e 64% dos provadores indicaram atitude positiva para a
compra do produto. Para avaliacao dos efeitos do consumo do xarope de yacon sob a saciedade
de individuos saudéveis, utilizou-se teste de escala visual (visual analogue scale — VAS) em

ensaios de curta (1 dia) e média (15 dias) duracdo. Os resultados demonstraram que houve



efeito no tratamento na saciedade e plenitude apods estratificagdo por sexo, sendo
estatisticamente significativa (P < 0,05) somente para mulheres apos 15 dias de consumo do
xarope de yacon. Por fim, ensaios clinicos foram realizados para avaliagdo do impacto do
consumo diario (totalizando 15 dias) do xarope de yacon no metabolismo glicémico, lipidico e
inflamatorio de individuos saudaveis, além de hormonios relativos a saciedade, como grelina e
GLP-1. Os resultados nao revelaram diferencas significativas (P > 0,05) nos indices avaliados
durante o periodo de 15 dias, porém foi observada uma tendéncia, embora nao significativa, no
aumento do hormonio GLP-1 durante o periodo avaliado. Desta forma, o produto obtido se
mostrou diferenciado do ponto de vista nutricional e funcional, respondendo a um nicho de
mercado avido por produtos inovadores na area de alimentos funcionais, € o processo

tecnologico utilizado foi adequado para a obtengdo de um produto de elevada qualidade.

Palavras-chave: Xarope de yacon. Frutooligossacarideos. Acido clorogénico. Microfiltragio

em membranas. Maceragdo enzimatica.



ABSTRACT

The objective of this research was to define a technological route for an innovative and versatile
product of yacon, rich in prebiotic fructooligosaccharides (FOS) and phenolic compounds, and
the implications of functional product consumption in human health, through clinical trials.
Initially, the Response Surface method was used to optimize the main process parameters of
obtaining yacon clarified juice. For this, pectinolytic and cellulolytic enzymes, agitation and
temperature were used as independent variables of the process, under 13 dependent responses
(physic-chemical, chemical and permeate flux in the clarification by microfiltration). The
results indicated that in the optimized conditions the permeate flux obtained was about 40%
higher than the permeate flux of yacon pulp without enzymatic treatment, becoming a
transparent material with low turbidity (5.09 £+ 0.08 NTU) and high levels of
fructooligosaccharides (2.23 + 0.47%; 2.33 £ 0.09%; 1.44 = 0.11%, for GF>, GF3 and GF4,
respectively) and chlorogenic acid (23.92 + 2.03 pg g') were obtained. Subsequently, the
clarified juice was used to obtain yacon syrup and its characterization was carried out
employing several analytical techniques, including NMR and UPLC-QToF-MSE. The syrup
had a high concentration of FOS and CGA, in addition to presenting high levels of mineral
elements, such as K, Ca and P. Essential amino acids such as valine, threonine, and tryptophan
were also observed. Among the 25 compounds tentatively identified, the main phenolic
compounds derived from quinic and trans-cinnamic acids such as CGA, dicaffeoylquinic acid
and esters are highlighted. The influence of the different processing steps of yacon syrup on the
phenolic profile, and on the composition of FOS and CGA was also evaluated. The results
showed that there was no influence on the contents of FOS and CGA in the processing steps
(pulp, enzymatic maceration and microfiltration), except for the last step (vacuum
concentration), that these compounds presented a concentration about six times higher than the
concentration found in yacon pulp. To evaluate the potential applications of yacon syrup in
foods, a focal group was used. Among the observations made by the group, its application in
yogurt stood out. Yogurt added yacon syrup showed hedonic values higher than 7.0 for global
acceptance, appearance, aroma, and flavor, corresponding to "liked very much" the "liked
moderately", and 64% of the tasters indicated a positive attitude for the purchase of the product.
To evaluate the effects of yacon syrup consumption on the satiety of healthy subjects, a visual
analogue scale (VAS) test was used in short (1 day) and medium duration (15 days) trials. The
results showed that there was treatment effect on "satiety" and "fullness" after stratification by

sex, being statistically significant (P < 0.05) only for women after 15 days of consumption of



yacon syrup. Finally, clinical trials were conducted to evaluate the impact of daily consumption
(totaling 15 days) of yacon syrup on the glycemic, lipid and inflammatory metabolism of
healthy individuals, as well as hormones related to satiety such as ghrelin and GLP- 1. The
results did not reveal significant differences (P > 0.05) in the indices evaluated during the study,
but a tendency, although not significant, was observed in the increase of the GLP-1 hormone
during the period evaluated. In this way, the product obtained was differentiated from a
nutritional and functional point of view, responding to a market niche avid for innovative
products in the area of functional foods, and the technological process used was suitable for

obtaining a high-quality product.

Keywords: Yacon syrup. Fructooligosaccharides. Chlorogenic acid. Microfiltration in

membranes. Enzymatic maceration.
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1 INTRODUCAO

A preocupacgao crescente da populagdo com a melhoria da qualidade de vida e saude
tem estimulado o aumento na demanda de produtos alimentares que apresentem componentes
que influenciam atividades fisioldgicas ou metabdlicas, ou que sejam enriquecidos com
substancias isoladas de alimentos que possuam uma destas propriedades. Diversos sdo os
alimentos que apresentam beneficios a satde devido a compostos bioativos ali presentes
naturalmente, como por exemplo, o yacon.

O yacon [Smallanthus sonchifolius (Poepp. et Endl.) H. Robinson] ¢ uma raiz
tuberosa de origem andina que tem atraido a aten¢cdo mundial, sendo cultivada em diferentes
paises, inclusive no Brasil. Esse interesse se da devido as suas propriedades com potencial de
promocao da satde, incluindo efeitos prebiodtico, antidiabético, antioxidantes, antimicrobianos,
dentre outros. Esses efeitos sdo advindos principalmente devido ao seu elevado teor de
oligossacarideos ndo digeriveis, tais como os frutooligossacarideos (FOS), bem como
compostos fendlicos, principalmente o acido clorogénico (ACG).

O processo de digestdo envolve uma série de etapas, que incluem desde a
mastigacao até a absorcao dos nutrientes na corrente sanguinea. Carboidratos ndo disponiveis,
como os FOS, tém mostrado efeitos positivos na regulagdo da fome e da saciedade,
desempenhando importante papel na regulagdo dos niveis hormonais associados a esses
parametros. De uma forma geral, o controle da ingestdo de alimentos ¢ realizado por vias de
sinalizagdo que provém do trato gastrointestinal, através de peptideos orexigenos como a
grelina, que provocam sinais de fome, e peptideos anorexigenos, como o glucagon-like peptide-
I (GLP-1), que geram sinais de saciedade. Além disso, os FOS tém mostrado efeitos benéficos
no controle de niveis plasmaticos de glicose, insulina e lipidios, especialmente em individuos
diabéticos ou obesos, onde ocorre um desbalanco nos niveis destes parametros bioquimicos.

Por apresentar diversos compostos importantes do ponto de vista funcional, o yacon
tem atraido cada vez mais o interesse da populagdo, sendo uma interessante estratégia para a
manutengdo da saude de individuos saudaveis, assim como pode vir a propiciar efeitos
benéficos em individuos obesos e diabéticos, ocasionados principalmente pelo seu consumo
prolongado. Levando-se em consideracdo o aumento crescente no nimero de obesidade e
diabetes no Brasil e no mundo, o estimulo no consumo de produtos que possam apresentar
beneficios no controle e/ou prevengao destas doengas — como no caso, os derivados de yacon

impulsiona a industria para o desenvolvimento de produtos inovadores ricos nestes



22

componentes bioativos, e pode vir a tornar-se de fundamental importancia para politicas de
satude publica.

Do ponto de vista industrial, os compostos funcionais presentes no yacon se
encontram em baixas concentragdes na matriz in natura. Uma vez que o yacon ¢ uma cultura
sazonal, ¢ importante a criacdo de alternativas de processamento que prolonguem a estabilidade
e a disponibilidade deste alimento. A tecnologia de membranas associada ao uso de enzimas e
a concentragao dos compostos bioativos do yacon (incluindo FOS e ACG), na transformacgao
industrial e no aproveitamento dessa matéria-prima, ¢ uma alternativa promissora, a fim de
aproveitar as potencialidades desse alimento e diversificacdo da aplicacdo do produto. Neste
contexto, o objetivo deste trabalho foi definir uma rota tecnoldgica para o desenvolvimento de
um produto inovador e versatil de yacon, rico em frutooligossacarideos prebidticos e compostos
fenolicos, e as implicagdes do consumo deste produto funcional na saude humana, por meio de
ensaios clinicos.

Para a elaboragdo desta tese, o trabalho de pesquisa foi dividido em cinco capitulos.
O primeiro capitulo trata da revisao de literatura, onde ¢ abordado os principais temas
envolvidos no trabalho, focando nos principais componentes bioativos do yacon, assim como
nos processos de separacdo por membranas associado ao uso de tratamento enzimatico no
aumento de rendimento e concentragdo de compostos de interesse. Por tltimo, a relagdo entre
o consumo de alimentos funcionais e possiveis efeitos benéficos a satide, com énfase nos
beneficios dos FOS e compostos fendlicos e sua relagdo com o apetite € com o metabolismo
glicémico, lipidico e inflamatdrio também ¢ abordado.

O segundo capitulo descreve o estudo desenvolvido para a otimizacdo do aumento
do rendimento da polpa de yacon e manuten¢do dos niveis de FOS e ACG, utilizando um
delineamento composto central rotacional (DCCR) com 4 varidveis independentes e 13
respostas. A partir destes resultados, foi definido uma rota tecnologica para o processamento
do yacon por macerac¢ao enzimatica, seguida de microfiltragdo por membranas, possibilitando
a clarificagdo desse material, com manuten¢do dos componentes bioativos do yacon.

A partir do material clarificado, optou-se por concentrar seus componentes
funcionais utilizando-se a concentragdo a vacuo, obtendo-se um xarope rico em FOS e
compostos fenolicos, especialmente o ACG. Neste sentido, o terceiro capitulo apresenta a
caracteriza¢cdo do xarope de yacon por meio de diversas técnicas analiticas, incluindo RMN e
UPLC-QToF-MSE, assim como também avalia a influéncia das diferentes etapas de

processamento do xarope de yacon na composi¢ao de FOS, ACG e no perfil de fenolicos.
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Com foco na aplicacdo do xarope de yacon em alimentos, o quarto capitulo trata
das avaliacdes sensoriais realizadas através de grupo focal para indica¢des do uso do xarope de
yacon. Posteriormente, foram realizadas andlise de aceitagdo sensorial desse produto por
consumidores potenciais, bem como um estudo piloto de curto e médio prazo para avaliar a
fome e a saciedade advinda com o consumo do produto por individuos saudaveis.

Por fim, o quinto e ultimo capitulo apresenta os ensaios clinicos de média duragao
com humanos saudaveis, onde foram avaliados o impacto do consumo de xarope de yacon em
diversos parametros bioquimicos e hormonais, com foco nos peptideos orexigenos e
anorexigenos relacionados a fome e saciedade, bem como em marcadores de inflamagao,

utilizando estudo do tipo ensaio clinico randomizado controlado por placebo.
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CAPITULO 1: REVISAO DE LITERATURA
1.1 Yacon: fonte de compostos bioativos de elevado interesse industrial

O yacon [Smallanthus sonchifolius (Poepp. et Endl.) H. Robinson] (Figura 1),
anteriormente conhecido como Polymnia sonchifolia ou Polymnia edulis, ¢ uma planta perene
da familia Asteraceae, a mesma familia do girassol, que forma raizes tuberosas subterraneas

que variam muito em tamanho e forma (IBANEZ et al., 2017).

Figura 1 — Parte aérea (folhas e inflorescéncias) do yacon — (A); parte subterrdnea do yacon — (B); aparéncia
externa e interna da raiz do yacon — (C
p—— - P - ff'r‘:,-.

=

g

Fonte: Adaptado de <h;[tp://w.versvance.es.nl/proauct/vergeten-gronten/appel—wortel-yacon—vergeten>.

Originario da regido andina, América do Sul, o yacon tem suas raizes comumente
cultivadas e consumidas desde o periodo da cultura pré-Inca, porém também tem sido cultivado
com sucesso em diferentes regides mundiais, sendo introduzido no Brasil na década de 90
(ERLACHER et al., 2016; FRANCO et al., 2016).

As raizes de yacon possuem aparéncia semelhante a algumas variedades de batata-
doce. Contudo, possuem sabor semelhante ao de frutas, como mag¢a e meldo, apresentando
polpas levemente amareladas (devido a presenca de carotenoides), além de serem crocantes e
aquosas. Nos paises de origem, a raiz de yacon ¢ considerada fruta, sendo comercializada em
feiras e geralmente consumida in natura (CAETANO et al., 2016; DELGADO et al., 2013;
SOUSA et al., 2015).

De acordo com Delgado et al. (2013), raizes frescas de yacon t€ém um teor de 69-
83% de umidade, 0,4-2,2% de proteina, e 20% de agucares. As raizes de yacon apresentam uma
composi¢ao com teor consideravel de proteinas, fibras, carboidratos e pequenas quantidades de
vitaminas e minerais ¢ nenhum amido. Os minerais mais abundantes em yacon sdo célcio e

potassio, conforme pode ser visualizado na Tabela 1.
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Tabela 1 — Composicao das raizes de yacon, em peso seco

Componentes | Conteudo (%)
Umidade 8,02—- 7,49
Proteinas 2,45 -6,48
Lipidios 0,31 -0,87
Cinzas 2,53 -3,85
Fibra insoluveis 3,46-11,79
Carboidratos” 82,16-86,13
Célcio 0,022 — 0,083
Potassio 0,040 — 0,062

*Estimado por diferenca.
Fonte: Adaptado de Delgado ef al. (2013).

Kim et al. (2010), investigando as propriedades fisico-quimicas e funcionais de
yacon, em peso seco, encontraram apenas 2 tipos de acidos graxos: o acido palmitico (51,72 +
0,47%) e o acido laurico (48,28 £ 0,65%). No mesmo estudo, encontraram 17 tipos de
aminoacidos, conforme a Tabela 2. Os aminoacidos essenciais foram responséaveis por 28,40%
dos aminodacidos totais, enquanto que os aminoacidos ndo essenciais representaram 73,61%. O
aminoacido essencial triptofano foi determinado por Yan et al. (1999) em tubérculos de yacon

(14,6 £ 7,1 ug g’!, em peso fresco).

Tabela 2 — Conteudo de aminodcidos totais em yacon, em peso seco

Amino4cidos | % | Conteado (mg 100" g)

Valina 4,65 21,77 £ 0,08
Leucina 3,71 17,35 £ 1,25
Metionina 0,76 3,54+ 0,04

Treonina 3,65 17,06 £ 0,02
Lisina 4,47 20,89 + 0,14
Fenilalanina 3,03 14,19 £ 0,10
Histidina 4,50 21,03 +0,26
Isoleucina 3,63 16,99 £ 0,14
Acido glutamico 26,32 123,12+ 7,20
Arginina 8,31 38,88 £ 4,36
Serina 4,33 20,25+ 0,50
Glicina 4,33 20,26 + 0,05
Alanina 6,00 28,09 + 0,38
Prolina 9,51 44,49 £ 1,13
Tirosina 0,43 1,99 £ 0,02

Acido aspartico 12,36 57,79 + 4,82
Cisteina 0,01 0,05+0,01

AAE 100,00 503,36 + 8,33
AAT 28,40 132,82 +£5,13
AAT/AAE (%) - 28,40 + 1,41

Resultados expressos como média + desvio padrdo de determinagdes em triplicata.
AAE: Aminoacidos essenciais totais. AAT: Aminoacidos totais.
Fonte: Adaptado de Kim et al. (2010).
Os niveis de carboidratos nas raizes de yacon variam (Tabela 3) em fun¢ao de

fatores como localizag¢do, praticas agricolas, estddio de maturacdo, tempo de colheita e

temperatura de pos-colheita (DELGADO et al., 2013). A dogura das raizes de yacon ¢ causada
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pela frutose, cerca de 70% mais doce do que o agucar de mesa, ndo estimula a produgdo de
insulina e ndo provoca reacdo glicémica, pois em vez de entrar imediatamente na corrente
sanguinea como a glicose oriunda da sacarose, a frutose tem um processo mais lento e mais
completo de metabolizagdo (DINICOLANTONIO; BHUTANI; O'KEEFE, 2016;
MOORADIAN; SMITH; TOKUDA, 2017).

Tabela 3 — Composicao de carboidratos em yacon, em peso seco

Carboidratos | Contetudo (%)
Frutose 4,13-26,00
Glicose 1,96-10,01
Sacarose 3,25-13,42
FOS/Frutanos 34,31-55,33
GF, 8,19-13,99
GF; 5,36-13,72
GF,4 4,03-6,59

Fonte: Adaptado de Delgado et al. (2013).

Diferente da maioria das raizes, o yacon armazena os carboidratos em forma de
frutanos. Os frutanos do tipo inulina se dividem em dois grupos gerais de materiais: a inulina e
os seus subconjuntos oligofrutose e FOS, que possuem grau de polimerizacao (GP), ou seja, o
numero de unidades individuais de monossacarideos que compdem a molécula, maximo de 10.
Como a inulina e os FOS s3o misturas de polimeros e oligdmeros, eles sdo melhores
caracterizados pelo seu GP. Moléculas com GP entre 3 e 10 sdo consideradas FOS, enquanto
que as com GP entre 10 e 65 sdo conhecidas como inulina (SANCHO et al., 2017; WILSON;
WHELAN, 2017).

Os FOS ndo sdo redutores e apresentam a vantagem de ndo serem susceptiveis a
reacdo de Maillard, ndo sendo degradados na maioria dos processos térmicos das industrias de
alimentos. Além disso, eles podem ser usados como substitutos para a sacarose, pois eles t€m
cerca de 30-60% da dogura da sacarose e baixo valor calérico (4,2-6,3 kJ g'!) (SAAD et al.,
2013). Eles consistem em um niimero variavel (n) de unidades de D-frutose ligadas por ligacdes
f-2-1 e uma D-glicose terminal ligada através de uma ligacdo a-2-1.

Os principais FOS presentes em yacon sdo 1-kestose (GF, trissacarideo constituido
por uma molécula de glicose e duas moléculas de frutose), nistose (GF3, tetrassacarideo
constituido por uma molécula de glicose e trés moléculas de frutose) e 1F-f-frutofuranosil-
nistose (GF4, pentassacarideo constituido por uma molécula de glicose e quatro moléculas de

frutose) (DELGADO et al., 2013). Essas estruturas podem ser visualizadas na Figura 2.
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Figura 2 — Estrutura quimica dos trés principais frutooligossacarideos (GF»-GFa)

Fonte: Adaptado de PubChem CID: 440080, 166775 e 3085157.

Os FOS presentes no yacon nao sao hidrolisados por enzimas digestivas humanas,
0 que confere caracteristicas prebidticas para esta raiz, sendo os principais substratos de
crescimento da populacdo de Bifidobacterium spp. € Lactobacillus spp. com consequente
aumento na producdo de 4cidos graxos de cadeia curta (AGCC), como o acetato, o propionato
e o butirato, além de acido lactico, dioxido de carbono e hidrogénio (CAETANO et al., 2016)

como pode ser observado na Figura 3.

Figura 3 — Consumo de raiz de yacon e beneficios de promocao da satide do FOS
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Fonte: Adaptado de Caetano et al. (2016).
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O yacon também ¢ rico em compostos fendlicos, que sdo produtos do metabolismo
secundario vegetal e sdo importantes devido as suas propriedades antioxidantes. Como
principais constituintes fenodlicos soltiveis em agua, isolaram-se cinco derivados de acido
caféico a partir de raizes de yacon, principalmente acido clorogénico e éacido 3,5-
dicafeoilquinico e trés ésteres de acido caféico e acido altrarico (TAKENAKA et al., 2003).
Em outro estudo, Takenaka e Ono (2003) relataram dois outros tipos de ésteres cafeoil
derivados do acido octulosonico que tém um esqueleto de 6,8-dioxabiciclo[3,2,1]octano.

O 4cido clorogénico (Figura 4) possui uma familia de ésteres formados entre o acido
quinico e determinados 4cidos trans-cindmicos, geralmente caféico, p-cumarico, e ferulico

(CLIFFORD et al., 2006).

Figura 4 — Estrutura quimica do acido clorogénico
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Fonte: Adaptado de PubChem CID: 1794427.

O 4cido clorogénico pode se encontrar esterificado nas posicdes 3-, 4- e 5,
originando os varios isomeros resultantes da esterificagdo de uma molécula de acido quinico,
com uma ou duas unidades de acido caf€ico, acido ferulico ou p-cumarico como, acidos
cafeoilquinicos (CQA), cujos isdmeros sdo o 3-CQA,4-CQA e o 5-CQA; os éacidos
dicafeoilquinicos (diCQA), com os isémeros, 3,4-diCQA; 3,5-diCQA; 4,5-diCQA; os acidos
feruilquinicos (FQA), com os isomeros 3-FQA, 4-FQA, 5-FQA; e os acidos p-cumaroilquinicos
(CoCQA), e isdmeros 3-CoCQA, 4-CoCQA e 5-CoCQA (CLIFFORD et al., 2003).

Por apresentar diversos compostos importantes do ponto de vista de nutricao e de
saude, o yacon tem atraido cada vez mais o interesse industrial. Porém esses compostos se
encontram em baixas concentragdes ou ligados a outras moléculas na matriz in natura. A
separacao através da tecnologia de membranas associada ao uso de enzimas e a concentracao
dos compostos bioativos do yacon, na transformagdo industrial e no aproveitamento dessa

matéria-prima, ¢ uma alternativa promissora, a fim de aproveitar as potencialidades desse
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alimento e diversificacdo da aplicacdo do produto. Uma vez que o yacon ¢ uma cultura sazonal,
¢ importante a criacdo de alternativas de processamento que prolonguem a estabilidade e a

disponibilidade deste alimento (FRANCO et al., 2016).

1.2 Tecnologia de membranas para concentracio de compostos de interesse

A clarificacdo, estabilizacao, despectinizacao e concentracao de sucos de frutas sao
etapas tipicas nas quais os processos por membranas como microfiltragao (MF), ultrafiltracao
(UF), nanofiltracdo (NF), osmose reversa (OR), destilacio osmoética (DO) e destilacdo por
membrana (DM) tém sido satisfatoriamente utilizados como alternativa tecnoldgica para a
tradicional produgdo de suco de frutas (CASSANO; CONIDI; DRIOLI, 2014) e também para
clarificar, fracionar e concentrar varias matérias-primas (MACHADO et al., 2016).

Alles, Tessaro e Norena (2015) utilizaram a UF com o objetivo de clarificar o
extrato de yacon e a NF do permeado obtido pela UF para remover os sais e agicares simples
e concentrar os FOS no retido, obtendo FOS com pureza de 19,75%.

Machado et al. (2016), em estudo com alcachofra para a produgdo de um
ingrediente funcional para formulagdes de alimentos com propriedades prebidticas, utilizaram
a MF como uma das etapas. Assim, eles concluiram que esta foi capaz de clarificar o extrato de
alcachofra, obtendo um permeado claro com cerca de 100% dos oligossacarideos presentes na
alimentacdo, e ainda facilitou a realizagdo da etapa seguinte de NF.

Gibertoni, Nogueira ¢ Venturini Filho (2006) clarificaram o suco de yacon para
produzir um xarope rico em frutanos, utilizando membranas cerdmicas de MF (0,14 um) e de
UF (50 kDa), combinando pressdes transmembrana de 2 e 4 bar, com velocidades tangenciais
de 2 e 4 m s7! e temperatura de 40 °C. Com isso, foi obtido maior fluxo de permeado a pressio
de 2 bar e velocidade de 4 m s™! sem alteragio na composicdo de carboidratos.

A introdug¢do de tecnologias de membrana na fabricagdo de sucos de frutas
representa uma das respostas tecnoldgicas para o problema de produzir um suco sem aditivos
com alta qualidade e sabor natural fresco (NOURBAKHSH et al., 2014), pois os processos de
separacdo por membranas geralmente ocorrem a temperatura ambiente, trazendo como
vantagens o baixo custo energético, a preservacao de compostos termossensiveis, a seletividade
do meio filtrante e o facil escalonamento, por se tratar de sistemas modulares (CASSANO;
CONIDI; DRIOLI, 2014).

O processo de MF representa uma alternativa valida para o uso de agentes de

finalizagdo tradicionais e auxiliares de filtragem. E um processo tipico de membrana sob
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pressdo, capaz de separar particulas no tamanho aproximado de 0,05-10 um. Basicamente, as
grandes espécies tais como micro-organismos, lipidios, proteinas e coldides sdo retidos,
enquanto solutos pequenos como, por exemplo, vitaminas, sais € agucares fluem juntamente
com a agua. Quando se trabalha com MF de um suco de fruta polposo, ha uma separacao em
duas fracdes: uma fragdo que passa através dos poros da membrana, denominado permeado, a
qual se apresenta como um suco limpido e claro e, a fracdo retida que ¢ rica em fibras e outros
componentes a elas associados (CASSANO; CONIDI; DRIOLI, 2014; ZHAO et al., 2017).

Os processos de filtracdo (por exemplo, a microfiltracdo) sao fortemente
influenciados por pardmetros operacionais, como a pressdo transmembrana, temperatura,
viscosidade e densidade do fluido, e a velocidade tangencial. O aumento da temperatura resulta
numa diminui¢ao na viscosidade do fluido ¢ no aumento da mobilidade molecular, isto é na
difusividade, resultando num fluxo de permeado mais elevado. Todavia, um aumento na
pressdo transmembrana contribui para uma maior taxa de convecg¢ao para o transporte do soluto
para a superficie da membrana, aumentando sua concentragdo na superficie, consequentemente
diminuindo a taxa de fluxo do permeado (FERREIRA; COZAR; SCHMIDT, 2016).

Apesar das vantagens, a MF apresenta um fator limitante quanto ao fluxo de
permeado, o qual tende a diminuir em fun¢ao do tempo, devido a polarizacdo de concentracao
e ao fouling (incrustagdes). A polarizacdo de concentracdo se deve ao acimulo de solutos
retidos na superficie da membrana, ocasionando uma resisténcia adicional a transferéncia de
massa do solvente pela mesma, sendo reversivel através da limpeza da membrana com agentes
quimicos. Ja o fouling ocorre devido a adsor¢cdo de moléculas de soluto na superficie da
membrana e/ou no interior dos poros. Isto ocorre devido as interagdes fisico-quimicas destas
substancias com o material da membrana, podendo ser irreversivel ou parcialmente reversivel
(NOURBAKHSH et al., 2014; ZHAO et al., 2017).

Uma curva de fluxo de permeado tipico em fun¢do do tempo (Figura 5) pode ser
dividida em trés partes: a primeira parte (I) ¢ caracterizada por um rapido declinio inicial no
fluxo de permeado, na segunda (II), ocorre uma diminui¢ao gradual de longo prazo, finalizando

com um fluxo em estado estacionario na terceira parte (III) (EL RAYESS et al., 2011).
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Figura 5 — Curva tipica de declinio do fluxo de permeado
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Fonte: Adaptado de El Rayess et al. (2011).

Para fluidos biologicos, como os sucos de frutas, segundo El Rayess et al. (2011),
o fouling pode ser atribuido a trés diferentes mecanismos ilustrados na Figura 6: polarizagdo da
concentracdo e subsequente formagao de camada de torta (camada gel), adsor¢do de solutos na

superficie da membrana e nas paredes dos poros e bloqueio dos poros.

Figura 6 — Descricdo esquematica dos mecanismos de fouling durante o processo de separacdo por
membranas

——— Camada limite/polarizagdo por concentragdo

Camada de torta

Adsorcdo Bloqueio interno dos poros

Fonte: Adaptado de El Rayess et al. (2011).

Os sucos de fruta sdo tratados com enzimas antes de o submeterem a microfiltracao
de modo a reduzir a viscosidade do teor de polpa e o fouling da membrana (DAHDOUH et al.,
2016; KHAN et al., 2016).

Amin et al. (2017) destacaram a importancia do uso de enzimas pectinoliticas nas
industrias de sucos de frutas para reduzir a viscosidade, melhorar e aumentar a eficiéncia de
filtracdo e clarificacdo. As enzimas hidroliticas sdo utilizadas a uma temperatura 6tima por um
determinado periodo de tempo e dessa forma, aumentam o rendimento da extracdao do suco, a
liberacao de compostos funcionais como polissacarideos, carotenoides, vitaminas, polifenois,

entre outros (PURI; SHARMA; BARROW, 2012; RODRIGUES et al., 2017).
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A parede celular vegetal ¢ uma rede dinamica altamente organizada, sendo formada
por trés classes principais de polissacarideos: celulose, hemiceluloses e pectinas. A celulose ¢
um polimero linear de residuos de f-(1,4)-D-glicose que formam microfibrilas (7000-15000
unidades de monomero de glicose) ligadas por ligacdes de hidrogénio. As hemiceluloses sao
polissacarideos de baixo peso molecular, incluindo xiloglucanas, xilanas, glucomananas e
galactoglucomananas associadas na parede celular com lignina e celulose. J4 as pectinas sdo
substancias compostas quimicamente por cadeias lineares de acido D-galacturénico em
ligacdes a-1,4 (KOZIOL et al., 2017). A estrutura celular do yacon consiste principalmente em
celulose e hemicelulose, enquanto que as pectinas constituem apenas uma pequena parte
(CASTRO et al., 2013).

O yacon tem atraido a aten¢ao global devido as suas propriedades com potencial de
promocao da saude que estdo associadas a seu elevado teor de oligossacarideos nao digeriveis,
tais como os frutooligossacarideos (FOS) e inulina, bem como seu teor de compostos fendlicos,
sendo portanto considerado um alimento com propriedades funcionais (CAETANO et al.,
2016; DELGADO et al., 2013). Deste modo, seu estudo auxilia no desenvolvimento cientifico

e tecnologico de produtos cada vez mais saudaveis, aceitos e seguros.

1.3 Ensaios clinicos para comprovacio de alegacoes de propriedades funcionais e ou de

saude em alimentos

As alegagoes de propriedade funcional sdo aquelas que descrevem o papel
metabolico ou fisioldgico que o nutriente ou outros constituintes (ex. substancias bioativas e
micro-organismos) possuem no crescimento, desenvolvimento, manutencdo e outras func¢des
normais do organismo humano. Ja as alegagdes de propriedades de satide afirmam, sugerem ou
implicam na existéncia de relacdo entre o alimento ou ingrediente com determinada doenga ou
condicdo relacionada a satide. Essas alegacdes devem estar baseadas em ensaios clinicos
conduzidos com metodologia adequada ou em estudos epidemioldgicos. Os resultados desses
estudos devem demonstrar, de forma consistente, a associagdo entre o alimento ou seu
constituinte e o efeito benéfico a saude, com pouca ou nenhuma evidéncia em contrario. Os
ingredientes fontes dos nutrientes ou ndo nutrientes relacionados a alegacdo de propriedade
funcional ou de satde devem ser comprovadamente seguros para consumo humano (ANVISA,
2017).

A seguranca de produtos contendo raizes de yacon tem sido demonstrada

(CAETANO et al., 2016), e diversos estudos tém indicado diferentes agdes bioldgicas com a
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utilizagdo de yacon na dieta (BIAZON et al., 2016; GENTA et al., 2009; OLIVEIRA; BRAGA;
FERNANDES, 2013), pois este ¢ uma fonte importante de frutanos como inulina e
frutooligossacarideos, que, além de se apresentarem como fibras soluveis, possuem agao
prebidtica (CASTRO; VILAPLANA; NILSSON, 2017).

A acdo prebidtica ¢ definida como a estimulagdo seletiva do crescimento e/ou
atividade(s) de um ou de um niimero limitado de género(s)/espécies microbiana na microbiota
intestinal que confere beneficios de saude ao hospedeiro (WILSON; WHELAN, 2017).

No célon, os FOS ou a inulina sdo degradados pela microbiota intestinal em AGCC,
como acetato, propionato e butirato. Em geral, o propionato e o butirato sdo metabolizados no
colon e no figado, que afetam principalmente as fungdes locais do intestino e do figado. Eles
também induzem a gliconeogénese intestinal e a atividade simpatica, o que melhora a
gaseificagdo e a homeostase da energia. Além disso, o acetato em circulagdo pode ser absorvido
pelo cérebro e subsequentemente regula a saciedade através de um mecanismo homeostatico
central. O butirato inibe a sintese de colesterol no figado através da regulacdo negativa da via
lipogénica e fornece uma fonte de energia para as células epiteliais do colon humano (LIU et
al., 2016).

Estudos, tanto de modelos experimentais quanto com humanos, apoiam os efeitos
benéficos de diferentes tipos de fibras dietéticas com propriedades prebidticas na energia
homeostatica, regulacdo da saciedade e ganho de peso corporal, bem como a capacidade de
alterar o perfil de liberagdo de hormdnios gastrointestinais relacionados com a saciedade e o
gasto de energia (SARDA et al., 2016; SURAMPUDI et al., 2016).

Os oligossacarideos e FOS, em particular, aumentam a Bifidobacterium, um género
de bactérias intestinais fermentadoras de oligossacarideos que podem ser benéficas para a satde
humana. Eles também podem ter outros efeitos fisiologicos importantes através dos metabolitos
produzidos a partir da fermentagao microbiana com producao de AGCC que sdo absorvidos
pelos colondcitos do intestino grosso, podendo desempenhar um papel na satde e prevencao de
doengas, como doengas intestinais, cancer de colon e sindrome metabolica. Os AGCC afetam
a saude intestinal, a fungdo imune, o metabolismo energético, a estimulacao do sistema nervoso
simpatico e a liberacdo de serotonina (SAWICKI et al., 2017).

Aachary e Prapulla (2011) afirmam que a dieta ¢ um importante determinante do
risco de doenga em todos os grupos da populacdo e que os prebidticos, conforme esquematizado
na Figura 7, podem ter um impacto sobre uma série de doencas relacionadas ao intestino e

disfungoes associadas a mudanga de estilo de vida e idade.
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Figura 7 — Potenciais beneficios dos prebidticos para a saude
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Fonte: Adaptado de Aachary e Prapulla (2011).

Estudos realizados com prebidticos indicaram que uma maior producao intestinal
de AGCC esta associada ao aumento da saciedade e consequente reducdo da ingestdo de
alimentos. Tais efeitos, em parte, relacionam-se ao aumento do glucagon-like peptide-1 (GLP-
1), que, em conjunto com a redugdo da grelina, ocasionam efeitos hipotalamicos relacionados
ao mecanismo de recompensa, pois a estimulagdo do GLP-1 melhora a resposta glicémica e
insulinémica, exercendo um papel importante na redu¢ao do peso (GIBBONS et al., 2013).

Os frutooligossacarideos tém sido descritos como moduladores do apetite, bem
como envolvidos na regulagdo da secre¢do de insulina pancredtica e na diferenciacao das f-
células. As raizes de yacon tém sido usadas na medicina popular como uma alternativa para o
tratamento de diabetes e dislipidemias (OLIVEIRA; BRAGA; FERNANDES, 2013).

A diabetes ¢ caracterizada por niveis elevados de glicose sanguinea, resultantes da
deficiéncia na secre¢do e/ou a¢do da insulina, o que leva a anormalidades no metabolismo de
carboidratos, lipidios e proteinas, com complica¢des agudas e cronicas (ROCHETTE et al.,
2014).

Os mecanismos exatos subjacentes ao desenvolvimento e progressao do diabetes
mellitus e suas complicagdes nao sao claros. No entanto, ha cada vez mais evidéncias de que a
geragdo excessiva de espécies reativas de oxigénio (EROs), associado a uma diminui¢do da

capacidade do sistema antioxidante, provoca estresse oxidativo em uma variedade de tecidos,
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j& demonstrada tanto para humanos como para animais diabéticos experimentais (GIACCO;
BROWNLEE, 2010; ROCHETTE et al., 2014).

Marcadores inflamatorios prevéem o desenvolvimento de diabetes tipo 2, mas a
evidéncia ¢ menos extensa em comparacdo com a doenca cardiovascular. No processo
inflamatorio ocorre o aumento na circulagdo das proteinas de fase aguda, como a proteina C-
reativa (PCR), que sdo utilizadas como marcadores inflamatorios, estando especificamente
envolvida com o risco cardiovascular em individuos saudaveis. Os FOS e compostos fendlicos
podem influenciar na microbiota intestinal, que tem papel importante na reducao da
concentra¢do plasmatica de PCR (TZOUNIS et al., 2011).

Virios estudos tém demonstrado que os lipopolissacaridios (LPS), moléculas de
estrutura extremamente complexa encontradas exclusivamente nas monocamadas externa da
membrana externa das bactérias gram-negativas, contribuiem para o desenvolvimento de
disturbios metabolicos inflamatorios na obesidade e diabetes tipo 2. O aumento dos niveis de
LPS em individuos com diabetes tem se mostrado relacionado com os niveis de insulina e as
vias metabolicas (DEHGHAN; GARGARI; JAFAR-ABADI, 2014; KNAAPEN et al., 2013).
Todavia, estudos mostraram que os FOS e os compostos fendlicos modulam parametros
metabolicos ¢ inflamagdo (MALAGUARNERA et al., 2012; ZHAO et al., 2014).

De acordo com Alam et al. (2016), varios derivados do 4cido cindmico podem ser
encontrados no plasma imediatamente apds a administragdo oral e podem apresentar varios
beneficios para a saude em diferentes doengas (Figura 8). O acido clorogénico ¢ o acido

hidroxicinamico mais abundante presente em yacon (RUSSO et al., 2015).

Figura 8 — Beneficios para a satide de derivados do &cido cindmico em varias doengas

Potente agente anti-inflamatdrio Potente ?ntioxidante
Previne a disfungdo renal = Derivados do 4cido ¥ Previne o estresse oxidativo
cinidmico

=) Previne o diabetes
> Previne a resisténcia a insulina
N A [l e ,
Melhora a fung¢ao hepatica Previne o ganho de peso corporal
Previne a dislipidemia

Previne doengas cardiovasculares G

Fonte: Adaptado de Alam et al. (2016).

Genta et al. (2009) investigaram os efeitos benéficos e tolerancia de xarope de

yacon em mulheres obesas com resisténcia a insulina e ligeira dislipidemia na pré-menopausa
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durante um periodo de 120 dias em um experimento controlado por placebo, duplo-cego. Foram
utilizadas duas doses de xarope de yacon, 0,29 g e 0,14 g de FOS/kg/dia. No inicio e no final
do estudo, foram determinadas medidas antropométricas, glicose sanguinea, calcio,
concentracgoes de lipidios e insulina e indice de avaliagdo do modelo homeostasico. O consumo
diario de xarope de yacon produziu uma diminui¢do significativa no peso corporal,
circunferéncia abdominal e indice de massa corporal. Além disso, foi observada diminui¢ao da
insulina sérica de jejum e indice de avaliagao do modelo homeostasico, aumento da frequéncia
da defecagdo e sensacao de saciedade. No entanto, glicemia de jejum e lipidios séricos nao
foram afetados, e o Unico efeito positivo encontrado foi nos niveis de LDL-colesterol sérico,
recomendando o consumo diario de 0,14 g FOS kg! de peso corpéreo sem efeitos
gastrointestinais indesejaveis.

Em estudo piloto com humanos saudaveis, Cani et al. (2006) observaram reforgo
na saciedade e reducdo no consumo de energia apos a suplementagcdo com 8 g FOS duas vezes
por dia durante duas semanas. Porém, em individuos com sobrepeso consumindo 21 g de FOS
por dia durante 12 semanas, Parnell ¢ Reimer (2009) nao observaram diferenca nos indices de
apetite, apesar das reducdes no consumo de energia e diminui¢ao do peso corporal.

Estudos relatam o efeito hipoglicemiante da ingestdo de yacon (GENTA et al.,
2009; SCHEID et al., 2014). Porém, esses efeitos benéficos ndo sdo apenas associados aos FOS
presentes no yacon, mas também ao efeito combinado dos compostos secundarios de natureza
fenodlica, denominados polifenodis, presentes na raiz tuberosa, especialmente do &cido
clorogénico. Este 4cido estaria envolvido na inibicdo da enzima glicose-6-fosfatase,
responsdvel por catalisar o passo final da glicogendlise e gliconeogénese
(ADISAKWATTANA, 2017; ALAM et al., 2016).

O extrato da raiz de yacon se mostrou eficiente na prevencao do estresse oxidativo
e na restauragdo das defesas antioxidante em termos de atividade de enzimas antioxidantes
(BIAZON et al., 2016). O crescimento seletivo de bactérias probidticas, produz menos enzima
[-glucuronidase pro-carcinogenos (PRETER et al., 2011). De acordo com Yan et al. (1999), o
yacon apresentam compostos de natureza fendlica com acgao antioxidante.

Baseado na importancia e nos efeitos dos componentes bioativos do yacon, torna-
se de extrema relevancia o desenvolvimento de processos que potencialize esses efeitos nos
produtos alimentares derivados de yacon, contribuindo desse modo para a manutengdo e

melhoria da satide humana.
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CAPITULO 2: OTIMIZACAO DO TRATAMENTO ENZIMATICO PARA
PRODUCAO DE SUCO CLARIFICADO DE YACON POR MICROFILTRACAO
COM ELEVADAS CONCENTRACOES DE FRUTOOLIGOSSACARIDEOS E ACIDO
CLOROGENICO

RESUMO

A metodologia de superficie de resposta (MSR) foi empregada para a analise dos efeitos do
tratamento enzimdtico com enzimas pectinolitica (Pectinex® Ultra SP-L) e celulolitica
(Celluclast® 1.5 L) em diferentes condi¢cdes de tratamento (concentracdo das enzimas,
temperatura e agitacdo), nas caracteristicas quimicas, fisicas e tecnologicas da polpa de yacon,
tais como os conteudos de frutooligossacarideos (principalmente GF>, GF; e GF4), acido
clorogénico e fluxo de permeado. Para isto, um delineamento composto central rotacional
(DCCR) de quatro fatores foi usado para estabelecer as condigdes 6timas para o tratamento
enzimatico para clarificagdo por microfiltracao. Os resultados indicaram que o processo
enzimatico foi empregado com sucesso, € as condi¢gdes de tratamento recomendadas foram:
concentragdo de enzima de 500 mg L' de Pectinex® Ultra SP-L e Celluclast® 1.5 L, a 45°C e
175 rpm, durante 120 min. Nesta condi¢do, o fluxo de permeado foi aproximadamente 40%
maior que o controle sem tratamento enzimatico. Como resultado, um material limpido com
baixa turbidez (5,09 + 0,08 NTU) e altos niveis de frutooligossacarideos (2,23 + 0,47%; 2,33 +
0,09%; 1,44 + 0,11%, para GF», GF3 e GF4, respectivamente) e acido clorogénico (23,92 +2,03
mg L) foram obtidos.

Palavras-chave: Pectinex® Ultra SP-L. Celluclast® 1.5 L. Compostos fenolicos.

Frutooligossacarideos.
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ABSTRACT

Response Surface Methodology (RSM) was employed for the analysis of the effects of the
simultaneous enzymatic treatment using pectinolytic (Pectinex® Ultra SP-L) and cellulolytic
(Celluclast® 1.5 L) enzyme at different concentrations, temperature and agitation, on chemical,
physical and technological characteristics of the yacon pulp, such as fructooligosaccharides
(mainly GF», GF3 and GF4), chlorogenic acid and permeates flux contends. For this, a four-
factor central composite design was used to establish the optimum conditions for the enzymatic
treatment for clarification by microfiltration. The results indicated that the enzymatic process
has been successfully employed, and the recommended conditions treatments were: enzyme
concentration of 500 mg L' of Pectinex® Ultra SP-L and Celluclast® 1.5 L, at 45 °C and 175
rpm, during 120 min. These optimized conditions, the permeate flow was almost 40% higher
than the control without enzymatic treatment. As result, a limpid material with low turbidity
(5.09+0.08 NTU) and high levels of fructooligosaccharides (2.23 £+ 0.47%; 2.33 + 0.09%; 1.44
+ 0.11%, for GF2, GF3 and GF4, respectively) and chlorogenic acid (23.92 +2.03 ug g'!) were

obtained.

Keywords: Pectinex® Ultra SP-L. Celluclast® 1.5 L. phenolic compounds.

fructooligosaccharides.
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2.1 Introducao

O vyacon [Smallanthus sonchifolius (Poepp. et Endl.) H. Robinson] ¢
particularmente conhecido como uma abundante fonte de frutooligossacarideos (FOS), que
consiste de uma molécula de cadeia linear que contém mondmeros de glicose (G) unidos a
frutose (F) por ligagdes do tipo f-(2 — 1), formando, principalmente, uma mistura de 1-kestose
(GF>), nistose (GF3), e 1F-f-frutofuranosil-nistose (GF4) (DELGADO et al., 2013). Esses
compostos sdo conhecidos como prebidticos por serem fermentados seletivamente por micro-
organismos do género lactobacilos e bifidobacterias, com efeitos benéficos demonstrados
através de ensaios in vitro ¢ in vivo (CAMPOS et al., 2012; DIONISIO et al., 2015).
Adicionalmente, apresenta um potencial efeito antidiabético, antioxidante e antimicrobiano
(CAETANO et al., 2016; DIONISIO et al., 2015), muitos destes recentemente atribuidos
também ao seu contetido de compostos fendlicos, principalmente o acido clorogénico (RUSSO
etal., 2015).

A tecnologia de filtragdo por membrana tem sido utilizada em industrias de
alimentos para a separacdo de particulas e/ou micro-organismos em muitos produtos (LAY AL
et al., 2015), sendo especialmente importante para clarificar sucos. Estes processos oferecem
varias vantagens como consumir menos espaco, requer menos energia, auséncia de transi¢ao
de fase e alta qualidade do produto, preservando o sabor natural e os componentes nutricionais
da matéria-prima (MACHADO et al., 2016). No entanto, uma grande restri¢do em relagdo a
microfiltracao de sucos ricos em polpa, ¢ a formacdo de uma camada de incrustagcdo altamente
intumescida sobre a superficie da membrana, o que reduz consideravelmente o desempenho.
Para suco de fruta, os materiais de incrustacio sdo compostos principalmente por
polissacarideos de parede celular tais como pectina, celulose, lignina e hemicelulose (AMIN et
al.,2017). Para melhorar o desempenho da filtragdao e aumentar o fluxo de permeado, os sucos
de fruta podem ser tratados antes da filtracio com preparagdes enzimaticas destinadas a
hidrolisar polissacarideos soluveis responsaveis pela alta viscosidade, tal como reportados por
Lee et al. (2006), Sin et al. (2006) e Liew Abdulaah et al. (2007).

Apesar dos relatos sobre tratamento enzimatico e seus efeitos na filtracdo por
membrana, apenas alguns estudos tratam da otimizacao do tratamento enzimético de suco para
clarificagdo. No entanto, o processo enzimatico pode ser influenciado por uma série de
variaveis, incluindo tipo e concentragdo de enzimas e as condigdes utilizadas no processo, tais
como temperatura e agitacdo (TIBOLLA et al., 2017). Um delineamento composto central

rotacional (DCCR) ¢ uma das abordagens mais uteis na determinacao das condig¢des 6timas de



45

muitos processos (LEE et al., 2006), explorando as superficies de resposta cobertas no desenho
experimental o que torna o processo de otimizagdo mais eficiente, eficaz e pratico
(RODRIGUES; IEMMA, 2014). A metodologia de superficie de resposta (MSR) ¢ uma técnica
estatistica eficaz para otimizar processos complexos, tendo como principal vantagem o nimero
reduzido de ensaios experimentais necessarios para avaliar multiplos pardmetros e suas
interagdes (ZHU; LIU, 2013). Nesse sentido, a MSR tem sido amplamente utilizada para
otimizar processos na producao de suco e na obtencao de produtos clarificados como cana de
acucar (FERREIRA; COZAR; SCHMIDT, 2016), jambolao (GHOSH; PRADHAN; MISHRA,
2016), carambola (LIEW ABDULAAH et al., 2007) e pitaia-branca (NURALIAA et al.,
2010).

A pesquisa descrita neste trabalho investigou os efeitos do tratamento enzimatico,
utilizando a MSR, na otimizacdo das condi¢des de obtengao de suco clarificado de yacon,
visando elevada concentragdo de FOS e 4cido clorogénico, com uma condi¢ao tecnoldgica mais
favoravel (elevado fluxo de permeado). Este ¢ o primeiro relato sobre uma otimizacdo do

tratamento enzimatico de yacon para produzir um suco clarificado rico em compostos bioativos.

2.2 Material e métodos

2.2.1 Quimicos e reagentes

Pectinex® Ultra SP-L (principalmente poligalacturonase) de Aspergillus aculeatus
e Celluclast® 1.5 L (celulase) de Trichoderma reesei foram obtidos da Novozymes Investment
Co. Ltd. (Denmark). Agua de grau espectroscopico foi preparada a partir de agua destilada,
utilizando um sistema Milli-Q (Millipore Lab., Bedford, MA, USA). Todos os outros reagentes
foram adquiridos da Sigma-Aldrich Canada Ltd. (Oakville, ON, Canada).

2.2.2 Yacon

As raizes tuberosas de yacon [Smallanthus sonchifolius (Poepp. et Endl.) H.
Robinson] in natura foram adquiridas no comércio local de Fortaleza, CE, Brasil. Em seguida,
a polpa de yacon foi processada como reportado por Dionisio et al. (2013) e pode ser
visualizada na Figura 1. Apds lavagem e sanitizagdo, as raizes foram descascadas manualmente,
cortadas em cubos de aproximadamente 1 cm® e imersas em solucdo de 4cido citrico (2,4% p/v,

por 8 min) para inativa¢do das enzimas polifenoloxidases. Os cubos foram processados em
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liquidificador industrial e a polpa obtida foi armazenada sob congelamento (— 18 °C) até o

momento do uso.

Figura 1 — Aparéncia das raizes de yacon intactas — (A); raizes
cortadas em cubos — (B); raizes trituradas — (C)

e

Fonte: Elaborado pela autora (2017).

2.2.3 Otimizacdo de experimentos: uso de complexos enzimdticos para a maceracdo de

yacon

A polpa de yacon foi tratada com a preparagio enzimatica comercial (Pectinex®
Ultra SP-L e/ou Celluclast® 1.5 L). A temperatura (°C), a agitagdo (rpm) e a concentragio
enzimatica (mg L) foram as varidveis independentes e utilizadas de acordo com o
planejamento experimental descrito no item 2.2.4. Em cada experimento, distribuiu-se 2,5 L de
polpa de yacon em frascos Erlenmeyer de 500 mL. Subsequentemente, a preparagdo enzimatica
foi adicionada e os frascos foram homogeneizados e incubados num agitador (TECNAL TE-
421, Piracicaba, Brasil) sob condi¢des definidas (Tabela 1). Apds 2 h, as enzimas foram
inativadas (85 °C por 5 min), sendo entdo os tratamentos resfriados a 30 °C, e posteriormente
armazenados a — 18 £ 1 °C antes das analises quimicas e fisicas. Em seguida, todas as amostras

foram microfiltradas para obtencao do fluxo de permeado.
2.2.4 Planejamento experimental

As variaveis independentes foram otimizadas, utilizando um delineamento
composto central rotacional (DCCR), contendo cinco niveis codificados como —2, —1, 0, +1 ¢
+2. Os valores reais das variaveis independentes correspondentes a estes valores codificados

sdo dados na Tabela 1.
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Tabela 1 — Variaveis e niveis avaliados no DCCR

Niveis codificados

Variaveis independents

2 | 1] 0 | +1 ] +
Pectinex® Ultra SP-L (mg L") 0 250 500 750 1000
Celluclast® 1.5 L (mg L) 0 250 500 750 1000
Temperatura (°C) 30 38 45 52 60
Agitacdo (rpm) 100 138 175 212 250

Os experimentos foram conduzidos de acordo com um planejamento fatorial

completo 24, incluindo os 8 pontos axiais € os 3 pontos centrais, totalizando 27 ensaios. As
variaveis dependentes foram: s6lidos soluveis (°Brix), acucares totais (%), aglicares redutores
(%), sacarose (%), frutose + glicose (%), GFs (%), GFs (%), GF4 (1F-f-frutofuranosil-nistose,
%), GF3 (nistose, %), GF2 (1-kestose, %), turbidez, acido clorogénico (mg L) e fluxo de
permeado (L h™! m?). A analise estatistica dos dados foi realizada por analise de variancia
(ANOVA), utilizando o programa Statistica 7.0 para determinar as variaveis que apresentaram
efeitos significativos nas variaveis dependentes a um nivel de significancia de P <0,10. A polpa
de yacon, sem tratamento enzimatico (denominado “Controle A”’) foi também processado nas
condi¢des do planejamento experimental. Para o Controle A e para o tratamento otimizado,
analises complementares foram realizadas (turbidez e cor, L . a’, b ). Todas as andlises
quimicas e fisicas foram realizadas nas amostras antes da microfiltragcdo e sao descritas na se¢ao

2.2.5.
2.2.5 Métodos de andlises
2.2.5.1 Caracterizagao das preparagoes enzimdticas comerciais

As preparagdes enzimaticas Pectinex® Ultra SP-L e Celluclast® 1.5 L, da
Novozymes® foram caracterizadas quanto a atividade de: poligalacturonase, celulase e
xilanase; determinadas segundo Couri (2000), Wood e Garcia-Campayo (1990), Gomes et al
(1992), respectivamente. Os grupos redutores liberados foram quantificados pelo método do
acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) conforme Miller (1959). A atividade da pectinametilesterase
(PME) foi quantificada pela titulagdo com NaOH 0,01 M dos grupos carboxila formados (JEN;
ROBINSON, 1984). A quantificagdo espectrofotométrica da pectina liase (PL) ocorreu pelo
aumento da absorbancia em 235 nm, devido a formagao de duplas ligagdes nos residuos de
acido galacturénico (ZETELAKI-HORVATH, 1982). A concentragao de atividade enzimatica

(UmL") em uma amostra pode ser determinada a partir da velocidade da reagdo catalisada pela
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enzima em andlise que por defini¢do 1 unidade (1U) de atividade enzimatica corresponde a
quantidade de enzima que catalisa uma rea¢do com velocidade de formacdo de 1 micromol de

produto por minuto.

2.2.5.2 Turbidez e cor

A turbidez foi realizada utilizando um turbidimetro (Tecnopon, modelo TB-1000,
Piracicaba, Brasil) de acordo com a American Public Health Association, American Water
Works Association ¢ Water Environment Federation (APHA; AWWA; WEF, 2012), ¢ os
resultados foram expressos em NTU (Unidades Nefelométricas de Turbidez).

A cor foi determinada em um colorimetro (Minolta, modelo CR-400, Osaka,
Japdo), estando os resultados baseados em trés coordenadas de cor: L *,a ", b ", em que L
(luminosidade) varia de 0 (preto) a 100 (branco), a ~ varia do verde (-) ao vermelho (+) e b

varia de azul (-) ao amarelo (+).

2.2.5.3 Acucares totais e redutores, e solidos soluveis

Os agulcares totais e redutores foram determinados pelos métodos da Antrona
(YEMN; WILLIS, 1954) e¢ do acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) (MILLER, 1959),
respectivamente.

O teor de solidos soluveis (°Brix) foi determinado utilizando um refratometro
(Atago, modelo Pocket PAL-3, Téquio, Japao) a 20,0 £ 0,5 °C, conforme metodologia da
AOAC (2005).

2.2.5.4 Caracterizagdo do grau de polimerizagdo dos frutooligossacarideos e agucares simples

O conteudo de frutooligossacarideos (FOS) foi mensurado pela a diferenga entre os
agucares totais e os agucares redutores, como descrito por Lingyun et al. (2007). Para qualificar
os FOS e os agucares simples, utilizou-se a analise de cromatografia de camada delgada (CCD).
As amostras foram analisadas por CCD, usando placas de silica gel Sigma-Aldrich (20x20 cm,
didmetro médio de poro de 60 A; niimero do produto: 99570-25EA). Amostras de 3 uL foram
aplicadas na placa a 1 cm do fundo e a uma distancia de separagao de 1,0 cm entre si. As placas

foram colocadas na cdmara de CCD pré-acondicionada a temperatura ambiente (25 °C). O
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sistema de solventes utilizado para separar a mistura de carboidratos foi uma mistura de n-
butanol/2-propanol/H>O (10:5:4 [v/v/v]) (SHIOMI; ONODERA; SAKAI 1997). A placa de
CCD foi irrigada pelo sistema solvente duas vezes. Para visualizar os carboidratos separados
nas placas, utilizou-se um pulverizador fino contendo n-butanol (80% p/p) como solvente, acido
fosforico (6,78 mL), ureia (3 g) e etanol (8§ mL) em 100 mL. As placas foram aquecidas no
forno a 120 °C durante 10 min. Para a quantificacdo dos oligossacarideos [GFs, GFs, GF4 (1F-
p-frutofuranosil-nistose), GF3 (nistose) ¢ GF> (1- kestose)] e os aglicares simples (sacarose €
frutose + glicose), as leituras foram feitas em comprimento de onda de 450 nm em um
densitometro (Camag, TLC scanner 4, Muttenz, Sui¢ca) e os resultados foram avaliados,

utilizando o programa Planar winCATS Chromatografy Manager.

2.2.5.5 Acido clorogénico

A quantificacdo de acido clorogénico foi realizada como descrito por Jaiswal,
Deshpande e Kuhnert (2011) com modificagdes. As anadlises foram realizadas em um
cromatografo LC-PDA (Varian, Modelo 920-LC, Walnut Creek, EUA), acoplado com um
detector com arranjo de fotodiodo (PAD). Uma coluna Shim-pack CLC-ODS (M) (Shimadzu
C18 4,6 x 150 mm) com uma taxa de fluxo de 0,6 mL min! foi utilizada. A temperatura do
forno da coluna foi ajustada a 30 °C. As amostras foram filtradas utilizando membranas de
PVDF de 0,45 um (Syringe Filter Tedia, Brasil) antes da injecdo. A fase movel consistiu de
uma combinagdo de solvente A (0,1% de acido féormico em agua) e solvente B (metanol). O
gradiente variou linearmente de 10% a 40% de B (v/v) em 22 min, a 70% de B a 24 min, e
mantidas durante 6 min. O detector PDA foi ajustado para 324 nm e injetou-se 40 pL de
amostra. A quantificagdo foi realizada por meio de curvas de calibragao externas de acido
clorogénico de 10 ug g' a 200 ug g'. Os resultados foram expressos em ug de 4cido

clorogénico por g de amostra.

2.2.5.6 Fluxo de permeado

Nesta etapa, cada experimento foi submetido a um sistema de microfiltragdo
equipado com membranas cerdmicas monotubulares. Os experimentos de microfiltracdo foram
realizados utilizando equipamento de escala de laboratério com um conjunto de 4 membranas
de alumina monotubular (Pall industrie, modelo Membralox, Saint-Germain-en-Laye, Franca)

2

com darea de filtragdo de 0,0055 m” e didmetro médio de poro de 0,2 pum. A pressdo
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transmembrana média foi de 3,5 bars (350 kPa) e velocidade tangencial de 6 a 7 m s™! com
temperatura controlada a 45 + 2 °C para todos os ensaios. O processo foi sempre conduzido

utilizando uma razao de reducao volumétrica constante (VRR, Equacao 1) de 1.
vf N
VRR = v Equacao 1

Com Vfe Vr, sendo os volumes de alimentagao e retido, respectivamente.
Apds o final de cada ensaio, realizou-se a limpeza do sistema de membranas,

seguindo protocolo indicado por Abreu (2013).
2.2.6 Caracterizacdo do suco de yacon clarificado apds otimizado do processo

Como condig¢des desejaveis para o processo proposto no presente trabalho, tem-se
um elevado fluxo de permeado e compostos bioativos (frutooligossacarideos e &cido
clorogénico). Apds analises estatisticas realizadas para todas as respostas, a polpa de yacon foi
submetido ao tratamento enzimdtico nas condi¢des Otimas de concentragdo de enzimas,
temperatura e agitacdo. Apos a clarificacdo, o produto foi designado como "Controle B" ¢
caracterizado por andlises quimicas e fisicas. Assim como ocorreu com o "Controle A" (polpa
de yacon, sem tratamento enzimatico), foram realizadas analises complementares (turbidez e

parametros de cor, L *, a ", b *) para comparar os resultados.
2.3 Resultados e discussao
2.3.1 Caracterizacdo das preparagoes enzimdticas comerciais
Para caracterizar as preparagdes de Pectinex® Ultra SP-L e Celluclast® 1.5 L, foram

medidas 5 atividades enzimaticas (poligalacturonase, pectinametilesterase, pectina liase,

celulases ¢ xilanases). Os resultados sdo mostrados na Tabela 2.

Tabela 2 - Caracterizacdo das atividades das preparacdes enzimaticas comerciais

P Pectinases (U mL™!
Pre.pal:a.c; oes ( ) Celulases (U mL™") Xilanases (U mL")
enzimaticas PG | PME | PL
Pectinex® Ultra SP-L 565,95 24,19 6,66 22,24 26,45
Celluclast® 1,5 L N.D 808,40 5,00 15,30 407,90

N.D - ndo determinado; PG- poligalacturonase; PME - pectinametilesterase; PL — pectina liase
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A Pectinex® Ultra SP-L, frequentemente utilizada no processamento de sucos de
frutas para reduzir a viscosidade, mostrou conter uma elevada atividade de poligalacturonase,
tendo apresentado atividade enzimatica também para as outras pectinases, que atuam na
degradacio da pectina, facilitando assim a degradacdo da parede celular. E importante destacar
a presenga da atividade de pectina liase, pois segundo Sassi ef al. (2017), as pectina liases sdo
as pectinases conhecidas por serem capazes de degradar pectinas altamente esterificadas em
pequenas moléculas sem produzir metanol e sem alterar o teor de éster responsavel pelo aroma
especifico dos sucos.

A preparacio enzimatica Celluclast® 1.5 L se destacou pela maior concentragio de
pectinametilesterase e xilanases. Em relacdo as atividades pectinoliticas, percebeu-se que o
complexo, mesmo sendo a base de celulases possui a atividade de pectinametilesterase e
pectina liase. Nao foi detectada a presenga de poligalacturonase.

A utilizacdo das enzimas Pectinex® Ultra SP-L e Celluclast® 1.5 L na maceracdo
enzimatica da polpa de yacon foi justificado devido a estrutura celular do yacon ser formada
principalmente por celulose e hemicelulose, sendo as pectinas encontradas em menor
quantidade (CASTRO et al., 2013). A polpa de yacon passou por uma etapa de acidificacdo, e
essas enzimas possuem condi¢des 6timas de atuagio em pH 4cidos. A Pectinex® Ultra SP-L e

Celluclast® 1.5 L tém condicdes de trabalho 6timas a pH 4,8 (POCAN et al., 2017).

2.3.2 Otimizacgdo do processo

O efeito das varidveis independentes (Pectinex® Ultra SP-L, Celluclast® 1.5 L,
temperatura e agitacdo) sobre as funcdes de resposta (s6lidos soluveis, agucar total, agtcares
redutores, sacarose, frutose + glicose, GF¢, GFs, GFs4 — 1F-f-frutofuranosil-nistose, GF3; —
nistose, GF> — 1-kestose, turbidez, acido clorogénico e fluxo de permeado) foram obtidos

através dos resultados experimentais, totalizando 27 experimentos, e sdo mostrados na Tabela

3.



Tabela 3 — Matriz do delineamento composto central rotacional (DCCR) e resultados experimentais apds as diferentes condi¢des de tratamento enzimatico

52

X1 Xz X3 X4 SS AT AR Sac Fglli+ GF6 GF5 GF4 GF3 GFz Turb ACG FPerm
1 -1 -1 -1 -1 13,05 12,21 5,60 1,44 1,31 1,29 1,91 2,92 1,08 2,27 22,13 22,49 195,19
2 +1 -1 -1 -1 13,30 11,85 5,99 1,33 1,25 1,03 1,11 1,71 2,70 2,71 24,93 18,33 206,10
3 -1 +1 -1 -1 13,25 11,30 5,65 0,82 1,16 2,13 1,20 1,97 2,82 1,19 27,43 18,48 185,06
4 +1 +1 -1 -1 13,20 14,28 5,55 1,84 2,04 1,88 1,20 1,66 2,58 3,09 23,83 23,56 190,52
5 -1 -1 +1 -1 13,40 14,33 6,02 1,80 1,62 1,38 1,17 1,82 3,18 3,36 15,03 21,72 159,35
6 +1 -1 +1 -1 12,80 11,27 5,24 1,13 1,18 1,34 1,98 1,19 2,21 2,25 19,73 17,67 163,64
7 -1 +1 +1 -1 12,60 12,55 6,05 1,30 1,26 1,64 1,25 1,72 2,78 2,59 20,80 22,78 176,88
8 +1 +1 +1 -1 13,45 11,69 5,93 1,09 0,95 1,58 1,50 1,63 2,62 2,32 24,27 28,48 162,08
9 -1 -1 -1 +1 13,30 10,82 5,52 0,52 0,77 2,12 1,48 1,46 2,28 2,20 12,80 25,62 181,17
10 +1 -1 -1 +1 13,10 12,38 5,85 0,38 0,58 1,57 1,83 2,26 3,13 2,62 22,87 22,45 205,32
11 -1 +1 -1 +1 13,30 13,12 5,77 0,24 0,44 1,59 2,06 2,48 420 2,11 19,97 19,00 188,57
12 +1 +1 -1 +1 13,10 13,31 5,55 0,38 0,86 1,17 1,73 2,64 3,12 3,43 18,93 18,92 196,75
13 -1 -1 +1 +1 13,30 12,31 5,55 1,23 1,29 1,59 1,58 1,72 1,98 2,92 21,57 25,76 164,42
14 +1 -1 +1 +1 13,75 12,03 5,85 1,56 1,28 0,65 1,27 1,75 2,65 2,86 9,29 18,00 163,64
15 -1 +1 +1 +1 14,00 13,14 5,78 1,12 1,46 2,12 1,27 1,82 2,62 2,72 5,19 23,96 167,92
16 +1 +1 +1 +1 13,65 11,51 6,06 0,93 0,95 1,81 1,25 1,58 2,51 2,47 22,97 20,28 190,13
17 -2 0 0 0 12,80 12,21 6,39 0,96 1,41 0,68 1,39 1,92 2,81 3,03 20,93 22,75 159,74
18 +2 0 0 0 13,30 12,50 543 1,00 1,34 2,10 1,22 1,70 2,53 2,61 7,83 24,84 183,90
19 0 -2 0 0 13,30 11,95 5,73 0,72 0,92 1,71 1,31 1,85 2,68 2,74 5,38 22,67 176,88
20 0 +2 0 0 13,90 12,93 549 1,13 1,24 0,87 1,43 2,20 3,06 3,00 6,32 21,46 205,32
21 0 0 -2 0 12,95 12,17 5,54 1,03 1,24 1,45 1,81 1,98 2,01 2,66 2,39 19,84 195,58
22 0 0 +2 0 12,75 13,39 541 1,68 1,17 0,84 1,49 2,04 3,07 3,10 13,73 21,57 147,27
23 0 0 0 -2 11,75 12,88 545 1,67 1,62 0,75 1,38 1,89 2,74 2,83 11,27 22,31 194,81
24 0 0 0 +2 12,00 11,53 5,59 1,56 1,17 0,62 1,25 1,74 2,55 2,63 17,53 19,77 192,08
25 0 0 0 0 13,10 13,31 5,72 1,49 1,36 0,72 1,48 1,67 296 291 5,09 25,43 208,44
26 0 0 0 0 13,40 13,23 5,63 2,19 1,26 0,89 1,63 1,15 3,49 278 9,53 25,76 195,19
27 0 0 0 0 13,30 12,37 5,68 1,12 1,56 1,13 1,58 1,61 322 245 5,74 25,62 185,06
Controle A" - - - - 11,70 11,29 446 1,87 1,92 0,52 1,50 0,99 1,92 2,57 1.000,00 25,47 138,31
Controle B™ - - - - 10,73 11,15 3,36 0,99 1,25 1,13 1,33 1,44 2733 2,23 5,09 23,92 196,23

Xj = Pectinex® Ultra SP-L (mg L"); X, = Celluclast® 1.5 L (mg L"); X5 = Temperatura (°C); X4 = Agitagdo (rpm); SS = Solidos solaveis (°Brix), AT = Aglcares totais (%),
AR = Acucares redutores (%), Sac = Sacarose (%), Fru + Gli = Frutose + Glicose (%), GF4 = 1F-f-frutofuranosil-nistose (%), GF3; = Nistose (%), GF, = 1-kestose (%), Turb =
Turbidez (NTU), ACG = Acido clorogénico (ug g"') e FPerm = Fluxo de permeado (L h™' m?). Controle A* = Polpa de yacon, sem tratamento enzimatico. Controle B* =
Condicdo otimizada, e caracteriza¢do do produto apods a clarificagdo. Os niveis de cada variavel estdo descritos na Tabela 1.
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Para a avaliacdo estatistica dos resultados obtidos, foram determinados os
coeficientes de regressdo para todos os parametros. A qualidade de ajuste do modelo foi
verificada através da andlise de variancia (ANOVA). Os coeficientes de regressdao, o erro
padrao, o valor de t calculado (tcalc) € os limites de confianga para todas as respostas analisadas
que ndo foram significativas encontram-se nos APENDICES A-K. Apenas as variaveis acido

clorogénico e fluxo de permeado foram significativas conforme mostra a Tabela 4 abaixo:

Tabela 4 — Coeficientes de regressdo para as respostas acido clorogénico e fluxo de permeado na
macerac¢do enzimatica do yacon

Coef. de Erro
Fator regressio | padrio ta3) p-valor
Acido clorogénico
Média 25,60 0,86 29,68 0,0001
Pectinex® Ultra SP-L (L) -0,33 0,30 -1,080 0,2993
Pectinex® Ultra SP-L (Q) -0,48 0,32 -1,490 0,1616
Celluclast® 1.5 L (L) 0,04 0,30 0,14 0,8936
Celluclast® 1.5 L (Q) -0,91 0,32 -2,83 0,0152
Temperatura (L) 0,55 0,30 1,81 0,0951
Temperatura (Q) -1,26 0,32 -3,88 0,0022
Agitagdo (L) -0,19 0,30 -0,63 0,5414
Agitacio (Q) 0,17 0,32 -3,62 0,0035
Pectinex® Ultra SP-L e Celluclast®1.5 L 1,64 0,37 4,38 0,0009
Pectinex® Ultra SP-L e Temperatura -0,47 0,37 -1,25 0,2357
Pectinex® Ultra SP-L e Agitac¢io -1,08 0,37 -2,89 0,0136
Celluclast® 1.5 L e Temperatura 1,33 0,37 3,56 0,0039
Celluclast® 1.5 L e Agitacdo -1,42 0,37 -3,81 0,0025
Temperatura e Agitacdo -0,36 0,37 -0,97 0,3525
Fluxo de permeado
Média 196,23 4,75 41,30 0,0001
Pectinex® Ultra SP-L (L) 4,50 1,68 2,68 0,0201
Pectinex® Ultra SP-L (Q) -6,25 1,78 -3,51 0,0043
Celluclast®1.5 L (L) 3,17 1,68 1,88 0,0840
Celluclast® 1.5 L (Q) -1,43 1,78 -0,80 0,4370
Temperatura (L) -12,38 1,68 -7,37 0,0000
Temperatura (Q) -6,35 1,78 -3,56 0,0039
Agitagdo (L) 0,57 1,68 0,34 0,7409
Agitagdo (Q) -0,85 1,78 -0,48 0,6432
Pectinex® Ultra SP-L e Celluclast® 1.5 L -1,09 2,06 -0,53 0,6043
Pectinex® Ultra SP-L e Temperatura -2,36 2,06 -1,15 0,2734
Pectinex® Ultra SP-L e Agitagdo 2,99 2,06 1,46 0,1713
Celluclast®1.5 L e Temperatura 4,55 2,06 2,21 0,0470
Celluclast® 1.5 L e Agitagdo 2,41 2,06 1,17 0,2641
Temperatura e Agitacao 1,83 2,06 0,89 0,3921

Fatores em negrito foram estatisticamente significativos a 10% (P < 0,10).

A ANOVA para cada uma das respostas indicou que o acido clorogénico e o fluxo
de permeado foram adequados para o modelo, com valores de R®> de 0,810 e 0,829,
respectivamente. Quanto mais proximo o valor R? for da unidade, melhor o modelo empirico
se ajusta aos dados reais. Embora ndo seja ideal, os valores obtidos para R? sdo valores

aceitaveis para sistemas bioldgicos. Além disso, o valor de F calculado (Fcalc) foi maior do que
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o respectivo valor de F tabelado (Fiup) para ambas as respostas; enquanto que o valor P do

modelo foi inferior a 0,0001 conforme a Tabela 5.

Tabela 5 — Analises de varidncia do modelo quadratico para as variaveis acido clorogénico e fluxo de permeado
do planejamento experimental

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado Fearc Frab p-valor
variacio quadrados liberdade médio
Acido clorogénico
Regressao 175,0 8 21,9 9,6 2,04 0,00004
Residuos 40,9 18 2.3
Falta de ajuste 40,8 16 2,6 93,0 9,28 0,01069
Erro puro 0,1 2 0,0
Total 215,9 26
Fluxo de permeado

Regressio 6140,9 6 1023,5 16,2 2,09 0,00001
Residuos 1265,5 20 63,6
Falta de ajuste 990,6 18 55,0 0,4 9,36 0,88970
Erro puro 2749 2 137,5
Total 7406,4 26

Consequentemente, ¢ possivel definir um modelo estatisticamente valido (P <

0,10), dado pelas equagdes 2 e 3, sendo:

ACG =24,75-0,75 X22+ 0,55 X5 — 1,09 X5 — 1,01 X4+ 1,64 X; X2 — 1,08 X; X4 + 1,33
XoX5—1,42 XoXa4 Equacgdo 2

FPerm = 193,19 + 4,50 X; — 5,68 X% + 3,17 X> — 12,38 X3 — 5,78 X352 + 4,55 XoX3
Equacdo 3

Onde ACG = Acido clorogénico, FPerm = Fluxo de permeado, X; = Pectinex® Ultra SP-L, X,
= Celluclast® 1.5 L, X3 = Temperatura e X4 = Agitacio.

As equagdes obtidas sdo graficamente representadas nas Figuras 2 e 3 (superficies
de resposta e curvas de contorno).

O acido clorogénico (ACG) foi afetado por todas as variaveis independentes. Em
geral, a maxima concentracdo deste composto fenolico ocorreu no ponto central do

delineamento estatistico (experimentos 25, 26 e 27) (Tabela 2).
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Figura 2 — Superficie de resposta € curva de contorno do 4cido clorogénico em fungdo de Pectinex® Ultra SP-L e
Celluclast® 1.5 L — (A); Pectinex® Ultra SP-L e Temperatura — (B); Pectinex® Ultra SP-L e Agitagdo — (C);
Celluclast® 1.5 L e Temperatura — (D); Celluclast® 1.5 L e Agitacdo — (E); Temperatura e Agitagdo — (F)
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De acordo com a superficie de resposta e a curva de contorno (Figura 2F), pode-se
observar que, menores concentragcdes de ACG ocorreram nos niveis axiais do planejamento
estatistico. O uso da agitacdo a 250 rpm e da temperatura de 60 °C, por exemplo, pode ter
diminuido a concentracdo do ACG provavelmente devido a exposi¢ao deste composto fendlico
ao oxigénio e temperatura (degradacao oxidativa e térmica) (GRAS et al, 2016), o que
influenciou negativamente nos niveis de ACG.

Para o fluxo de permeado, os resultados da Tabela 2 mostram que em todos os
ensaios, os valores foram superiores ao "Controle A" (polpa de yacon, sem tratamento
enzimatico), indicando que todos os processos enzimaticos testados no planejamento foram
capazes de reduzir o tamanho das particulas, pois as enzimas sdo catalisadores bioldgicos que
tém a capacidade de dissolver moléculas complexas em moléculas simples (CERDA et al.,
2016), possibilitando, deste modo, o aumento do fluxo de permeado.

De acordo com os resultados dos coeficientes de regressao (Tabela 4), o fluxo de
permeado foi estatisticamente afetado pelo uso de Pectinex® Ultra SP-L (parametros linear e
quadratico); Celluclast® 1.5 L (pardmetro linear); temperatura (pardmetros linear e quadratico)

e pela interagdo entre Celluclast® 1.5 L e temperatura, conforme pode ser visualizado na Figura
3.
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Figura 3 — Superficie de resposta e curva de contorno do fluxo de permeado em fungdo de Pectinex® Ultra SP-L ¢
Celluclast® 1.5 L — (A); Pectinex® Ultra SP-L e Temperatura — (B); Celluclast® 1.5 L e Temperatura — (C)
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Pinelo, Jonsson e Meyer (2009) afirmam que a catélise enzimatica pode modificar
as propriedades estruturais e funcionais de sacarideos, bem como a sua separacao de alto
rendimento por tecnologia de membrana. Além disso, um aumento da temperatura, resulta
numa diminui¢do na viscosidade do fluido e no aumento da mobilidade molecular, isto ¢ na
difusividade, resultando em um fluxo de permeado mais elevado (FERREIRA; COZAR;
SCHMIDT, 2016). Adicionalmente, a influéncia da temperatura na atividade da Pectinex® Ultra
SP-L e Celluclast® 1.5 L é amplamente relatada por varios trabalhos (MONTILLA et al., 2011;
GALANT et al., 2014; RODRIGUES; CARVALHO; ROCHA, 2014).
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Pela andlise das superficies de resposta e curvas de contorno, pode-se verificar que
a Pectinex® Ultra SP-L e a Celluclast® 1.5 L influenciaram positivamente o teor de ACG, e os
niveis mais altos deste composto ocorreram quando as enzimas foram usadas no ponto (+1)
(Tabela 3, ensaio 8). No entanto, nessa condi¢do, o fluxo de permeado exibe um dos valores
mais baixos (162,08 L h'! m2), sendo cerca de 20% inferior em relacio ao ponto central (196,23
L h'' m). Por esta razdo, a condigdo 6tima do planejamento estatistico, considerando todas as
respostas significativas envolvidas (4acido clorogénico e fluxo de permeado) foi o uso de 500
mg L' de Pectinex® Ultra SP-L e Celluclast® 1.5 L, a 45 °C e 175 rpm, o que corresponde ao
ponto central do modelo experimental.

Os teores de carboidratos ndo foram significativamente afetados (P < 0,10) nos
niveis testados, considerando os resultados do planejamento experimental, as respostas
agucares totais, acucares redutores, sacarose, frutose + glicose, GFs, GFs, GF4 (1F--
frutofuranosil-nistose), GF3 (nistose), GF> (1-kestose) ndo apresentaram diferenca estatistica
entre os experimentos. Estruturalmente, os FOS sd3o compostos principalmente por 1-kestose
(GF>), nistose (GF3) e 1F-f-frutofuranosil-nistose (GF4) em que as unidades de frutosil sdao
ligadas em f (2 — 1) com a ultima o (2 — 1) ligada a por¢ao de glicose terminal
(DOMINGUEZA et al., 2012).

Estes resultados mostram que os carboidratos em geral, ndo foram influenciados
pela faixa de temperatura, agitacdo e concentragdes das enzimas utilizadas no planejamento
experimental. Diversos estudos tém demonstrado a estabilidade da inulina comercial e do FOS
em sistemas modelo, principalmente em tampao, simulando condi¢des de processamento de
alimentos (L’HOMME; PUIGSERVER; BIAGINI, 2003; HUEBNER et al., 2008; COURTIN
et al., 2009; MATUSEK et al., 2009). Em geral, os autores concluiram que o FOS pode ser
considerado funcionalmente estavel apds a pasteurizagdo. Além disso, considerando o processo
de esterilizacao a 100 °C (até 60 minutos), Courtin ef al. (2009) nao encontraram decomposicao
substancial a pH baixo ou neutro (pH 2,0; 3,0 ou 7,0). As condic¢des utilizadas nesse trabalho

foram menores do que o minimo aceito para causar uma degradacao significativa do FOS.

2.3.3 Tratamento otimizado e testes confirmativos

A MSR foi utilizada para estabelecer as melhores varidveis do processo
(concentragdes de Pectinex® Ultra SP-L e Celluclast® 1.5 L, temperatura e agitagio) para o
tratamento enzimatico a fim de obter um suco clarificado de yacon. Com o auxilio das curvas

de contorno, o conjunto 6timo de varidveis operacionais pode ser obtido graficamente, de modo
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a atingir os niveis de tratamento desejados para o suco de yacon. Assim, foi selecionada a
condicdo que apresentou a maior qualidade do produto (com base principalmente no acido
clorogénico), um fluxo de permeado mais elevado € a menor concentragao de enzimas - que
influenciam diretamente os custos do processo. As condi¢des Otimas propostas foram de 500
mg L' de Pectinex® Ultra SP-L e Celluclast® 1.5 L, a 45 °C e 175 rpm, durante 120 min. O
suco de yacon obtido, usando estas condi¢des, resultou nos valores preditos de &cido
clorogénico de 24,75 + 0,65 ug g e fluxo de permeado de 191,0 = 4,88 L h'' m™. A Tabela 2
mostra os valores obtidos para todos os ensaios e controles, em que o "Controle A"
correspondeu a um ensaio com a polpa de yacon sem tratamento enzimatico e o "Controle B",
a um ensaio com o suco de yacon apds tratamento enzimatico nas condi¢des otimizadas e uma
caracterizacdo do produto apds a clarificagdo. Ao considerar-se todas as analises realizadas, ¢
possivel observar, em geral, que a composicao de carboidratos ¢ muito similar, bem como a
concentragdo de 4cido clorogénico, mostrando que o processo nao exibiu influéncia
significativa em seus compostos bioativos.

Para verificar se a microfiltra¢do foi capaz de produzir um suco clarificado de alta
qualidade, foram realizadas analises complementares, como os valores de turbidez (expresso
em NTU) e pardmetros de cor L *, a " e b . A turbidez mede as propriedades de dispersio da
luz de uma solu¢ao, proporcionando, consequentemente, a medida mais direta da concentragao
de particulas polidispersas em uma solucao (VAILLANT et al., 2008). Valores mais baixos de
NTU mostram que a microfiltracdo foi eficiente para remover as particulas dispersas. Os
resultados obtidos para "Controle A" e "Controle B", respectivamente foram: 1.000,0 e 5,09 +
0,08 NTU para turbidez; 42,36 + 0,40 € 62,98 = 0,81 para L *; 6,91 £ 0,0 e -1,23 + 0,04 para a
"1e22,68+0,20 € 4,83+ 0,06, parab *. Os niveis mais baixos de turbidez, niveis mais elevados
de L e niveis mais baixos de a “ e b * mostraram que a microfiltragio foi eficiente para clarificar

o suco de yacon.

2.4 Conclusoes

O processo de maceracao enzimatica foi empregado com sucesso para a clarificagao
por microfiltracdo do suco de yacon. As condi¢des recomendadas sdo: concentragdo enzimatica
de 500 mg L' de Pectinex® Ultra SP-L e Celluclast® 1.5 L, a 45 °C e 175 rpm durante 120 min.
Nestas condigdes otimizadas, o fluxo de permeado foi cerca de 40% mais elevado do que o
controle (sem tratamento enzimatico), além de permitir obter um material limpido com baixa

turbidez e manutengdo dos compostos bioativos (frutooligossacarideos e acido clorogénico).
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CAPITULO 3: XAROPE DE YACON: CARACTERIZACAO E EFEITO NAS ETAPAS
DE PROCESSAMENTO NOS CONTEUDOS DE ACIDO CLOROGENICO E
FRUTOOLIGOSSACARIDEOS

RESUMO

O xarope de yacon ¢ um produto obtido das raizes de yacon a partir de uma rota tecnologica,
que contempla a maceracdo enzimatica, seguida de microfiltragdo e concentracdo a vacuo,
apresentando elevados teores de oligossacarideos prebidticos, mais especificamente os
frutooligossacarideos (FOS), e compostos de natureza fenodlica especificos, como o acido
clorogénico (ACG). O presente trabalho teve como objetivo realizar a caracterizagdo quimica
e fisico-quimica do xarope de yacon e avaliar a influéncia das diferentes etapas de sua producao
nos teores de FOS e ACG. A caracterizagdo completa do xarope de yacon foi realizada por
meio de diversas técnicas analiticas, incluindo RMN e UPLC-QToF-MSE. O efeito nas etapas
de processamento do xarope de yacon na composicdo de FOS, ACG e no perfil de fendlicos
também foi avaliado. Como resultado, o xarope apresentou alta concentragdo de FOS e ACG,
além de apresentar elementos minerais, tais como K, Ca e P e aminoécidos essenciais, como
triptofano, valina e treonina, que sdo compostos de elevado valor nutricional. Vinte e cinco
compostos foram tentativamente identificados, usando a informac¢do molecular, dados da
literatura e quimiotaxonomia do género. Os compostos principais foram compostos fendlicos
derivados dos acidos quinico e trans-cinamicos, como acido clorogénico, acido dicafeoilquinico
e ¢ésteres de acido caféico. Ao considerar as diferentes etapas do processamento, verificou-se
que os teores de FOS e ACG foram mantidos, levando a uma concentra¢ao destes componentes
no xarope cerca de seis vezes maior do que a concentracdo encontrada na polpa de yacon. O
xarope de yacon se apresentou como um importante produto do ponto de vista nutricional e
funcional, podendo vir a responder a um mercado que busca cada vez mais por produtos

inovadores na area de alimentos funcionais.

Palavras-chave: Frutooligossacarideos. Compostos fenolicos. UPLC-QToF. RMN.
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ABSTRACT

Yacon syrup is a product obtained from a technological route, which include an enzymatic
maceration, followed by microfiltration and vacuum concentration, presenting high levels of
prebiotic oligosaccharides, more specifically fructooligosaccharides (FOS), and compounds of
specific phenolic nature, such as chlorogenic acid (CGA). The objective of the present work
was the chemical and physico-chemical characterization to the yacon syrup and to evaluate the
influence of the different stages of its production on the FOS and CGA levels. A complete
characterization of yacon syrup was performed by various analytical techniques, including
NMR and UPLC-QToF-MSE. The effect of the yacon syrup processing steps on the
composition of FOS, CGA and no phenolic profile was also evaluated. As result, a high
concentration of FOS and CGA can be observed, besides presenting mineral elements, such as
K, Ca and P, and essential amino acids, such as tryptophan, valine and threonine, which are
compounds of high nutritional value. Twenty-five compounds were tentatively identified, using
molecular information, literature data and chemotaxonomy of the genus. The main compounds
were phenolic compounds derived from quinic and trans-cinnamic acids, such as chlorogenic
acid, dicaffeoylquinic acid and esters of caffeic acid. When considering the different stages of
processing, it was found that the contents of FOS and ACG were maintained, leading to a
concentration of these components in the syrup about six times higher than the concentration
found in the yacon pulp. Yacon syrup has emerged as an important product from a nutritional
and functional point of view, being able to respond to a market that is increasingly looking for

innovative products in the area of functional foods.

Keywords: Phenolic compounds. Fructooligosaccharides. UPLC-QToF. NMR.
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3.1 Introducao

As raizes tuberosas de yacon [Smallanthus sonchifolius (Poepp. et Endl.) H.
Robinson] tém sido utilizadas durante séculos como alimento basico da populagdo andina,
sendo consumidas principalmente como fruta, em contraste com a maioria das raizes
comestiveis (CAETANO et al., 2011). No entanto, varios produtos alimenticios, como o yacon
minimamente processado (VASCONCELOS et al., 2015), geléia (SALVADOR et al., 2012),
farinha (SOUSA et al., 2015) e suco (FRANCO et al., 2016) foram desenvolvidos, utilizando
0 yacon como matéria-prima. Porém, o seu uso como produto concentrado — como no caso de
xarope - torna versatil e pratica a sua incorporagdo em diferentes produtos alimenticios.

O yacon tem sido reportado por apresentar propriedades funcionais, dentre elas
destaca-se seus frutooligossacarideos prebioticos e seus fenolicos diferenciados (CAETANO
et al., 2016; SIMONOVSKA et al., 2003). A maioria dos efeitos benéficos relatados pelo
consumo de yacon resulta da presenga de tais compostos, como as propriedades antioxidantes
e antidiabéticas (BIAZON et al., 2016). Dentre os compostos isolados e identificados em raizes
de yacon, Takenaka et al. (2003) reportaram cinco diferentes derivados de acido caféico nas
raizes de yacon como principais compostos fendlicos soliiveis em agua. Dois outros novos
¢steres cafeoil derivados do 4cido octulosonico com um esqueleto de 6,8-
dioxabiciclo[3,2,1]octano também foram relatados (TAKENAKA; ONO, 2003).

A caracterizagdo de metabdlitos (primarios ou secundarios) dentro dos géneros
alimenticios pode ser realizada através de varias técnicas e cada uma tem suas proprias
vantagens e desvantagens. Portanto, a combina¢ao de diferentes abordagens analiticas permite
o aumento do alcance dindmico de detec¢do de metabolitos. Nisso, a cromatografia liquida de
ultra-performance (UPLC), acoplada a espectrometria de massa (MS), ¢ uma poderosa técnica
para a caracterizacao e quantificagao de metabolitos de varias matrizes como fitoterapicos (WU
et al., 2013; YANG et al., 2009), andlises de fitoquimicos (CHEN et al., 2011; ZHOU et al.,
2009) e especialmente em alimentos (SIRHAN; TAN; WONG, 2013; SISMOTTO et al., 2014).
O UPLC tem a vantagem sobre a cromatografia liquida tradicional (HPLC) devido a sua
velocidade analitica mais rapida e a poténcia de separacao dos componentes. O analisador de
massa fornece uma resposta de massa exata que permite a identificacdo precisa dos compostos.
Este sistema hifenizado permite a identificacdo de varios metabolitos a baixos niveis de
concentracdo (ppm). Recentemente, a ressonancia magnética nuclear (RMN) emergiu como
uma poderosa técnica para a caracterizacao de compostos de baixo peso molecular em sistemas

complexos como a pesquisa biomédica (CONSTANTINOU et al., 2005; GHINI et al., 2015),
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questdes ambientais (ALVES FILHO et al., 2015; KOVACEVIC; SIMPSON; SIMPSON,
2016) e alimentos (RITOTA et al., 2012; SUCUPIRA et al., 2016). Esta metodologia permite
a atribuicao abrangente do perfil metabolico em um modo ndo alvo, com foco na obtencgao de
uma representacdo completa da composicdo quimica da amostra investigada. Portanto, a
UPLC-MS e a RMN se apresentaram como metodologias complementares uma vez que com
ambos os métodos ¢ possivel observar compostos de baixo e alto peso molecular em géneros
alimenticios.

O xarope de yacon ¢ um produto obtido das raizes de yacon a partir de uma rota
tecnoldgica, que contemplam a maceragdo enzimadtica, seguida de microfiltracdo e
concentracdo a vacuo, e apresenta elevados teores de oligossacarideos prebidticos, mais
especificamente os frutooligossacarideos (FOS). Além disso, apresenta compostos de natureza
fenolica especificos, como o acido clorogénico (ACG). Este trabalho teve como objetivo
realizar a caracterizacdo do xarope de yacon e avaliar a influéncia das diferentes etapas de sua

produgdo nos teores de frutooligossacarideos e acido clorogénico.

3.2 Material e métodos

3.2.1 Quimicos e reagentes

Pectinex® Ultra SP-L (principalmente poligalacturonase) de Aspergillus aculeatus
e Celluclast® 1.5 L (celulase) de Trichoderma reesei foram obtidos da Novozymes Investment
Co. Ltd. (Dinamarca). Agua de grau espectroscopico foi preparada a partir de dgua destilada,
utilizando um sistema Milli-Q (Millipore Lab., Bedford, MA, USA). Todos os outros reagentes
foram adquiridos da Sigma-Aldrich Canada Ltd. (Oakville, ON, Canada).

3.2.2 Yacon

As raizes de yacon [Smallanthus sonchifolius (Poepp. et Endl.) H. Robinson] in
natura foram adquiridas no comércio local de Fortaleza, CE, Brasil. Em seguida, a polpa de
yacon foi processada como reportada por Dionisio ef al. (2013). Apds lavagem e sanitizagao,
as raizes foram descascadas manualmente, cortadas em cubos de aproximadamente 1 cm® e
imersas em solucdo de 4cido citrico (2,4% p/v, por 8 min) para inativagdo das enzimas
polifenoloxidases. Os cubos foram processados em liquidificador industrial e a polpa obtida foi

armazenada sob congelamento (- 18 °C) até o momento do uso.
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3.2.3 Elaboracgao do xarope de yacon

O xarope de yacon foi produzido em planta piloto de processamento de alimentos
(Embrapa Agroindustria Tropical, Fortaleza, Cearda - Brasil). As raizes de yacon foram
processadas para obtencdo da polpa e, apos o tratamento acido do yacon (DIONISIO et al.,
2013), a polpa foi extraida e tratada com Pectinex® Ultra SP-L e Celluclast® 1.5 L (500 mg L!
de cada enzima, a 45 °C, 175 rpm, durante 120 minutos), e filtrada em sistema de microfiltragao.
O processo de obtengio do material clarificado estd descrito no “CAPITULO 2”. Apds
obtencdo do material, o suco clarificado foi concentrado a 71 °Brix sob vacuo (560 mmHg) e
temperatura de 60 + 5 °C durante 4 horas. O xarope de yacon foi armazenado a 5 °C e submetido

a analises especificas.

3.2.4 Métodos de andlises

3.2.4.1 Frutooligossacarideos (FOS) totais e agucares simples

Os FOS foram determinados conforme descrito por Horwitz, Latimer e George
(2005), e os resultados foram expressos como % de FOS na amostra. Os agucares glicose,
frutose, maltose e sacarose foram quantificados por cromatdgrafo HPLC apos a extragdo dos
acucares (BURGNER; FEINBERG, 1992). Uma amostra de 10 mL foi homogeneizada em 100
mL de solucdo, contendo dgua deionizada, acetato de zinco 1,0 M e ferrocianeto de potassio
0,25 M, e filtrado em papel de filtro qualitativo. A solucdo de agucar foi entdo filtrada numa
membrana PVDF de 0,22 um e 13 mm de didmetro (Millipore) e injetada num cromatografo
liquido (Varian, modelo Pro Star 210, Mulgrave, Australia), equipado com um detector de
indice de refraccdo Varian modelo ProStar 350 e uma coluna de fase normal (Zorbax
Carbohydrate, 250 X 4,6 mm, 5 um, Agilent), e forno a 35 °C. A fase mével consistiu em
acetonitrila e 4gua (80:20 v/v), a taxa de fluxo de 1,5 mL min™! e o volume de inje¢io de 20 pL.
A quantificagdo foi realizada por meio de curvas de calibragdo externas de cada aglcar a ser

analisado de 0,02 gmL"a 1,0 gmL™.

3.2.4.2 Polifenois totais e atividade antioxidante total (ABTS e FRAP)

A atividade antioxidante total foi determinada através dos métodos ABTS e FRAP.

Para a extragdo dos antioxidantes foi utilizado o procedimento desenvolvido por Larrauri,
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Rupérez e Saura-Calixto (1997). As amostras foram extraidas sequencialmente com 4 mL de
metanol/agua (50:50, v/v) a 25 °C por 1 h, centrifugadas a 25.400 g por 15 min, e o sobrenadante
foi recuperado. Entao, 4 ml de acetona/agua (70:30, v/v) foi adicionado ao residuo a 25 °C, que
foi extraido durante 1 h, e depois centrifugado com as mesmas condigdes. Os extratos
metanolico e acetonico foram combinados, em uma baldo de 10 mL, sendo adicionada 4dgua até
completar o volume do baldo. O ensaio ABTS " foi baseado no método desenvolvido por Miller
et al. (1993), e para o ensaio FRAP, foi utilizado o procedimento descrito por Benzie e Strain
(1996). Todos os métodos utilizados estao de acordo com modificagdes sugeridas por Rufino
et al. (2010). Os resultados dos ensaios ABTS e FRAP foram expressos como uM Trolox e uM
Fe>SO4 por g de xarope de yacon, respectivamente. Assim, os polifendis totais foram
determinados pelo método do Folin—Ciocalteu (OBANDA; OWUOR; TAYLOR, 1997) e os

resultados foram expressos como ug AGE (acido galico equivalente) por g de xarope de yacon.

3.2.4.3 Acido clorogénico

A quantificacdo de acido clorogénico foi realizada como descrito por Jaiswal,
Deshpande e Kuhnert (2011) com modificacdes. As andlises foram realizadas em um
cromatografo LC-PDA (Varian, Modelo 920-LC, Walnut Creek, EUA), acoplado com um
detector com arranjo de fotodiodo (PAD). Uma coluna Shim-pack CLC-ODS (M) (Shimadzu
C18 4,6 x 150 mm) com uma taxa de fluxo de 0,6 mL min™'. A temperatura do forno da coluna
foi ajustada a 30 °C. As amostras foram filtradas utilizando membranas de PVDF de 0,45 um
(Syringe Filter Tedia, Brasil) antes da inje¢do. A fase mdvel consistiu de uma combinagao de
solvente A (0,1% de acido férmico em agua) e solvente B (metanol). O gradiente variou
linearmente de 10% a 40% de B (v/v) em 22 min, a 70% de B a 24 min, e mantidas durante 6
min. O detector PDA foi ajustado para 324 nm e injetou-se 40 uL. de amostra. A quantificacdo
foi realizada por meio de curvas de calibracio externas de acido clorogénico de 10 ug g™ a 200

ug g!. Os resultados foram expressos em ug de 4cido clorogénico por g de amostra.

3.2.4.4 Composi¢do centesimal

A composi¢do centesimal foi determinada utilizando métodos oficiais de analise da
International Association of Official Agricultural Chemistry — AOAC (AOAC, 2000). As
proteinas foram determinadas utilizando o método de Kjeldahl (920.87 AOAC), utilizando 6,25

como fator de conversdo de nitrogénio para proteina vegetal; O contetudo total de lipidios foi
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determinado pelo método de extracdo de Soxhlet (925.38 AOAC); as cinzas foram
determinadas por incineragdo a 550 °C em um forno mufla durante 6 h (923.03 AOAC), a
umidade foi determinada pelo método AOAC 925.09; e carboidratos por diferenca (AOAC,
2000).

3.2.4.5 Composi¢dao mineral

Para a andlise de minerais, a preparagao das amostras foi realizada uma digestao
por cinzas, segundo Horwitz (2000), adaptada. Para a obten¢do das cinzas, foi realizada a
incineracdo das amostras em forno mufla a 450 °C. Os macronutrientes (Ca e Mg) e os
micronutrientes (Mn, Zn, Fe e Cu) foram determinados quantitativamente por espectrometria
de absorcao atomica. Para os minerais Mn, Zn, Fe, Ca e Mg, foi utilizado um espectrometro
com chama (GBC Scientific Equipment Ltd., modelo 933 PLUS, Melbourne, Australia),
calibrado em condicdes especificas de comprimento de onda, fenda e mistura dos gases para
cada elemento. Os macronutientes Na e K foram analisados por fotometria de chama (Analyser,
modelo 910M, Sao Paulo, Brasil), enquanto o P e S foram determinados por método
colorimétrico e turbidimétrico, respectivamente, utilizando um espectrofotometro UV-visivel

(Micronal, modelo B582, Sao Paulo, Brasil).

3.2.4.6 Atividade de dgua, pH, solidos soluveis, turbidez e cor

A determinacdo da atividade de 4gua foi realizada a temperatura de 25 °C com o
uso de um medidor de atividade de dgua (Aqualab Decagon Devices Inc. Pullman, modelo CX-
2T, Washington, EUA).

O pH foi mensurado utilizando um medidor de pH digital (Hanna Instruments,
modelo HI2211, Roménia), seguindo os métodos da AOAC (2005) (AOAC, 942.15), e o teor
de solidos soluveis (°Brix) foi determinado utilizando um refratometro (Atago, modelo Pocket
PAL-3, Toquio, Japao) a 20,0 £+ 0,5 °C, conforme metodologia da AOAC (2005).

A turbidez foi realizada utilizando um turbidimetro (Tecnopon, modelo TB-1000,
Piracicaba, Brasil) de acordo com a American Public Health Association, American Water
Works Association ¢ Water Environment Federation (APHA; AWWA; WEF, 2012), ¢ os

resultados foram expressos em NTU (Unidades Nefelométricas de Turbidez).
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A cor foi determinada em um colorimetro (Minolta, modelo CR-400, Osaka,
Japdo), estando os resultados baseados em trés coordenadas de cor: L *,a ", b, em que L * varia

de 0 (preto) a 100, a * varia do verde (-) ao vermelho (+) e b * varia de azul (-) ao amarelo (+).

3.2.4.7 Andlises de metabdlitos primarios por RMN

Os espectros de RMN foram obtidos em um espectrometro (Agilent, modelo DD2
600 MHz, Santa Clara, CA, EUA) equipado com uma sonda One Probe™ de 5 mm de didmetro
interno (H-F/15N-31P), operando a 298 K e utilizando uma sequéncia de impulsos para a
saturagdo do sinal residual da 4gua. As amostras foram preparadas dissolvendo-se 10 mg de
xarope de yacon em 550 4L de dgua deuterada (D20) com 1% de 4cido trimetilsililpropandico
(TSP, v/m). Os espectros foram registados com 32 decaimentos de indugao livre (FID) em 21
k de pontos de dados para 13.157,9 Hz de largura espectral e tempo de relaxacdo de 2 s. Os
espectros foram processados pela aplicacdo de multiplicagdo exponencial dos FIDs por um fator
de 0,3 Hz e transformada de Fourier de 64k pontos. A corre¢do de fase foi realizada
manualmente e a corre¢ao de linha de base foi aplicada em toda a faixa espectral. Para a
identificacdo molecular dos compostos, foram obtidos experimentos homo e heteronuclear 2D.
Os espectros foram referenciados a ressonancia TMSP-d4 a 0,0 ppm.

A 1identificagdo dos constituintes do xarope de yacon foi realizada através de
experimentos '"H-'H COSY, 'H-'*C HSQC, e 'H-'>*C HMBC. Os resultados foram comparados
com os dados existentes em bases de dados de acesso aberto (WISHART et al., 2007) e relatos
da literatura (YE et al., 2014; NORD; VAAG; DUUS, 2004; BALAYSSAC et al., 2009,
DAVIS et al., 1996; DE BRUYN; VAN LOO, 1991). O 'H-'H COSY foi adquirido com 8
transientes, com um tempo de espera em cada aquisicao de 1 s, janela em F1 e F2 de 16 ppm,
com numeros de pontos em F1 de 200 e F2 de 1442. O 'H-'*C HSQC foi adquirido com 16
transientes, com um tempo de espera em cada aquisi¢ao de 1 s janela em F1 de 200 ppm e em
F2 de 16 ppm, com numeros de pontos em F1 de 200 e F2 de 1442. O 'H-'3C HMBC foi
adquirido com 16 transientes, com um tempo de espera em cada aquisi¢ao de 1 s, janela em F1

de 240 ppm e em F2 de 16 ppm, com numeros de pontos em F1 de 256 ¢ F2 de 1442.

3.2.4.8 Andlises por UPLC-ESI-QToF-MSt

As anélises espectrométricas de massa foram realizadas em um sistema Waters®

Acquity UPLC acoplado a um sistema de quadrupolo/tempo de voo (XEVO-QToF Waters®).
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As fases moveis foram dgua com 0,1% de acido férmico (A) e acetonitrila com 0,1% de acido
formico (B). O gradiente utilizado consistiu: 0-15 min, 2-95% de B; 15,1-17 min, 100% de B;
17,1-19,1 min, 2% de B. As corridas cromatograficas foram realizadas em uma coluna Waters
Acquity UPLC BEH (150 x 2,1 mm, 1,7 um) com fluxo de 0,4 mL min’!, temperatura fixa de
40 °C e volume de injecao de 5 pl. As condigdes de MS foram as seguintes: modo de ionizacao
negativo; faixa de aquisi¢do: 110-1180 Da; temperatura da fonte: 120 °C; temperatura de
dessolvatagdio do gas: 350 °C; fluxo de dessolvatagdo do gas: 500 L h'!; voltagem do cone de
extracdo: 0,5 V; voltagem do capilar: 2,6 kV. O modo de aquisi¢do foi MSE. Leucina encefalina
foi utilizada como bloqueador de massa. O equipamento foi controlado pelo programa

Masslynx 4.1 (Waters® Corporation).

3.2.4.9 Andlises por cromatografia em camada delgada (CCD) dos graus de polimerizagdo dos
FOS

Para a quantificacdo dos oligossacarideos [GFs, GFs, GFs (1F-f-frutofuranosil-
nistose), GF; (nistose) e GF» (1- kestose)] as amostras foram analisadas por CCD, usando placas
de silica gel Sigma-Aldrich (20x20 cm, didmetro médio de poro de 60 A; niimero do produto:
99570-25EA). Amostras de 3 uL foram aplicadas na placa a I cm do fundo e a uma distancia
de separacdo de 1,0 cm entre si. As placas foram colocadas na cadmara de CCD pré-
acondicionada a temperatura ambiente (25 °C). O sistema de solventes utilizado para separar a
mistura de carboidratos foi uma mistura de n-butanol/2-propanol/H,O (10:5:4 [v/v/v])
(SHIOMI; ONODERA; SAKALI, 1997). A placa de CCD foi irrigada pelo sistema solvente duas
vezes. Para visualizar os carboidratos separados nas placas, utilizou-se um pulverizador fino
contendo n-butanol (80% p/p) como solvente, dcido fosforico (6,78 mL), ureia (3 g) e etanol (8
mL) em 100 mL. As placas foram aquecidas em forno a 120 °C com circulacao de ar durante
10 min. As leituras foram feitas em comprimento de onda de 450 nm em um densitometro
(Camag, TLC scanner 4, Muttenz, Sui¢a) e os resultados foram avaliados, utilizando o

programa Planar winCATS Chromatografy Manager.

3.2.5 Avaliagao dos efeitos de processamento nas diferentes etapas de elaboracdo do xarope

de yacon

Para avaliacdo dos efeitos do processamento nas diferentes etapas de elaboracao do
xarope de yacon, foram realizadas andlises de FOS total (conforme item 3.2.4.1 ) e de seus

diferentes graus de polimeriza¢do [GF¢, GFs, GF4 (1F-f-frutofuranosil-nistose), GF3 (nistose)
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e GF> (1- kestose)] (conforme item 3.2.4.9), de acido clorogénico — ACG (conforme item
3.2.4.3) e de compostos fendlicos por UPLC-ESI-QToF-MS? (conforme item 3.2.4.8), nas
seguintes etapas de processamento: a) polpa de yacon, b) apds o processo de maceracao
enzimatica, c¢) apos a microfiltracdo e d) no produto final (xarope de yacon).

Os resultados dos conteudos de FOS total e de seus diferentes graus de
polimerizacdo e de ACG foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA) a 5% de
probabilidade pelo teste F, e quando significativos (P < 0,05), foram submetidos ao teste de
médias (Tukey), no mesmo nivel de significancia estatistica, utilizando o programa estatistico

XLSTAT, versao 5.01.

3.3 Resultados e discussoes

3.3.1 Caracterizagcdo quimica, fisico-quimica e de componentes funcionais do xarope de

yacon

O xarope de yacon foi obtido através de uma rota tecnologica, que incluem uma
etapa de obten¢do de polpa e acidificacdao (Figura 1A), seguida de tratamento enzimatico

(Figura 1B), microfiltragdo (Figura 1C) e concentragdo a vacuo (Figura 1D).

Figura 1 — Aparéncia das diferentes etapas da producdo do xarope de yacon. Polpa de yacon — (A); yacon macerado
— (B); yacon microfiltrado — (C);

Fonte: Elaborado pela autora (2017).

A caracterizacdo fisico-quimica e de componentes funcionais do xarope de yacon
encontra-se na Tabela 1.
De uma maneira geral, o xarope de yacon apresenta elevada concentracao de

carboidratos, especialmente frutooligossacarideos, além de polifendis, com destaque para o
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acido clorogénico. E um produto com baixos valores de lipidios e proteinas, alto teor de potassio
e fosforo, baixa umidade e atividade de agua, baixo pH e elevada concentracdo de sélidos

soluveis.

Tabela 1 — Caracteriza¢do do xarope de yacon

Xarope de yacon

FOS e aciicares simples (%)

FOS 21,84+ 1,31
Glicose 9,71 + 1,00
Frutose 16,32 £ 0,21
Maltose 1,06 £ 0,00
Sacarose 11,99+ 0,39
Polifendis totais, dacido clorogénico e atividade antioxidante
Polifendis totais (ug AGE g™') 1.202,25 + 30,02
Acido clorogénico (ug g 175,13 £5,38
ABTS (uM trolox g-) 6,99 + 0,09
FRAP (uM F2S04g™) 16,19 + 0,66
Composigdo centesimal (%)
Umidade 31,46 £ 0,13
Cinzas 2,11+0,10
Proteinas 1,61+ 0,05
Lipidios 0,07+ 0,01
Carboidratos 64,90 £ 0,25
Composigio mineral (mg 100 g*)
Fosforo 162,00 + 2,65
Potassio 691,00 + 33,96
Calcio 40,67 + 3,79
Magnésio 45,67 £10,12
Enxofre 42,00 £ 2,65
Sédio 17,00 + 1,73
Cobre 0,80 £+ 0,00
Ferro 1,43 +0,12
Zinco 0,20 + 0,00
Manganés 0,10+ 0,00
Caracteristicas gerais
Atividade de dgua 0,78 = 0,00
pH 3,71 £0,02
Soélidos soluveis (° Brix) 71,03 £ 0,06
Turbidez (NTU) 75,37+ 0,04
L* 47,50 + 0,38
Cor a® 1,43 + 0,03
b” 21,81+0,23

Resultados expressos como média + desvio padrdo de determinagdes em triplicata.

Genta et al. (2009), Geyer et al. (2008) e Manrique, Parraga ¢ Hermann (2005)

produziram xarope de yacon. Porém, a rota tecnologica utilizadas por esses autores consistiram
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em diferentes processos dos que foram utilizados neste trabalho, e nenhum foco foi dado na
otimiza¢do dos processos, visando a manutencdo dos componentes funcionais, ndo havendo
mencao sobre os componentes fenolicos de seus produtos, considerando-os como componentes
secundarios ao xarope. Todavia, o acido clorogénico apresenta elevada importancia como
composto funcional, uma vez que pode ser considerado como composto-chave no metabolismo
glicémico (ALAM et al., 2016; LIANG et al., 2013) juntamente com os FOS que estdo
associados a diminui¢do dos niveis séricos de glicose (SCHEID et al., 2014).

Na produgao do xarope de yacon utilizado por esses autores, apds trituracao da raiz,
foi adicionado uma solugdo de limao, visando impedir o escurecimento do material, passando
por evaporagdo do suco e sucessivas etapas de concentragdo com temperaturas que variam até
95 °C (MANRIQUE; PARRAGA; HERMANN, 2005). Como pode ser visualizado na Figura
2A, ainda na etapa de concentragdo do pré-xarope em pequenas bandejas (com o produto
apresentando so6lidos soluveis entre 68 e 70 °Brix), a coloracdo ja ¢ marrom escura, que pode
ter sido ocasionada pela agdo das polifenoloxidases, devido a ndo inativagcdo completa dessas
enzimas pela solugdo de limao, assim como pela reacao de Maillard provocada pelos sucessivos
aquecimentos € temperaturas superiores as utilizadas neste trabalho, até o xarope atingir a
concentragdo final ente 72 e 74 °Brix. Essas mesmas reacdes quimicas parecem ter ocorrido
com os xaropes de yacon comercializados em Lima — Peru mencionados por Manrique, Parraga

e Hermann (2005) (Figura 2B).

Figura 2 — Detalhe do processamento do xarope de yacon desenvolvido por Manrique, Parraga e Hermann
(2005), concentragdo do pré-xarope em pequenas bandejas entre 68 e 70 °Brix — (A). Algumas marcas de xaropes
de yacon comercializados em Lima, Peru — (B)

Fonte: Adaptado de Manrique, Parraga e Hermann (2005).

Neste trabalho, as etapas envolvidas para a produ¢do do xarope de yacon incluiram

adicao de acido citrico para inativar as polifenoloxidases e as temperaturas utilizadas nos
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processos de microfiltragdo por membrana e na concentracdo a vacuo também foram baixas
(45-60 °C), visando manter os compostos funcionais, principalmente o ACG, pois o FOS s6 sdo
afetados por temperaturas de 120 °C, momento que inicia uma despolimerizagao, com formagao
de actcares simples (L'HOMME; PUIGSERVER; BIAGINI, et al., 2003). Todavia, segundo
Buchner et al. (2006) os compostos fenolicos presentes os torna mais suscetiveis a degradacao
térmica, devido a maior presenga de grupos hidroxila na sua estrutura molecular. Além disso,
os acidos clorogénicos sdo termossensiveis sob condi¢des comuns de processamento de
alimentos, tais como conservas, torrefacao e pasteurizacao. Eles podem sofrer varias reagdes,
especificamente isomerizagdo, epimerizagdo, lactonizagdo, degradacdo para compostos de
baixo peso molecular, como fendis e catecois, e em menor grau incorporagdo em melanoidinas
através de limites ndo covalentes ou covalentes (AGUIAR; ESTEVINHO; SANTOS, 2016).

O xarope de yacon apresentou alto conteudo de polifenois totais (1.202,25 + 30,02
ug AGE g'!) e acido clorogénico (175,13 + 5,38 ug g!), porém a literatura ndo mostra avaliagio
destes compostos em xarope de yacon, havendo apenas relatos para as raizes de yacon. Como
exemplos, Yan et al. (1999) determinaram a atividade antioxidante de yacon e quantificaram o
dcido clorogénico (48,5 £ 12,9 ug g') em tubérculos de yacon; Jauregui et al. (2007)
encontraram valores para compostos fenélicos de 676,4 ug g™ na polpa de yacon; Pereira et al.
(2016) encontraram teores de 39,10 + 1,3 ug g'! para 4cido clorogénico na polpa de yacon.

Takenaka et al. (2003) encontraram cinco derivados diferentes do 4cido caféico nas
raizes de yacon como principais compostos fenolicos soliveis em agua. Dois destes eram acido
clorogénico: acido 3-cafeoilquinico e acido 3,5-dicafeoilquinico, sendo os restantes ésteres do
acido caféico com os grupos hidroxi do acido aldarico derivados da hexose. Todos estes
compostos apresentam propriedades antioxidantes.

Muitos estudos tém demonstrado que o ACG exibe diversas propriedades
biologicas, incluindo atividades antibacteriana, antioxidante e anticarcinogénica, anti-UVB,
antiviral e efeitos hipoglicémico e hipolipidémico (CHIANG et al.,2011; KARAR et al., 2016;
MENG et al., 2013; REVUELTA-INIESTA; AL-DUJAILI, 2014). Particularmente nos
xaropes reportados por Geyer et al. (2008), Manrique, Parraga e Hermann (2005) e Genta et al.
(2009), a acdo das enzimas de escurecimento podem ter diminuido ou at¢ mesmo degradado
totalmente os compostos fendlicos em yacon. A presenga destes compostos no produto final ¢
de extremo interesse, pois além de apresentarem papel fundamental para o metabolismo
glicémico, estes também apresentam elevada atividade antioxidante, exercendo capacidade de

“sequestrar” espécies reativas de oxigénio em situagoes de estresse oxidativo celular.
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A atividade antioxidante de um produto pode ser mensurada através de diferentes
métodos, segundo Prior, Wu e Schaich (2005), ¢ necessario mais de um método para avaliar a
atividade antioxidante de um produto in vitro. Desta forma, no presente trabalho, a atividade
antioxidante do xarope de yacon foi avaliada através dos métodos ABTS e FRAP.

O ABTS ¢ um dos métodos mais utilizados para medir a atividade antioxidante
através da captura do radical 2,2"-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico) (ABTS),
que pode ser gerado através de uma reagdo quimica, eletroquimica ou enzimatica. Com essa
metodologia, pode-se medir a atividade de compostos de natureza hidrofilica e lipofilica
(KUSKOSKI et al., 2005). J& o método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)
caracteriza-se pela capacidade dos fenois em reduzir o Fe™> em Fe™? (BENZIE; STRAIN, 1996).
Os valores de atividade antioxidante do xarope de yacon sao mostrados na Tabela 1. Com base
na literatura, este parece ser o primeiro relato sobre a quantificacdo de atividade antioxidante
em xarope de yacon.

Campos et al. (2012) avaliaram a atividade antioxidante, usando o ensaio ABTS de
35 diferentes acessos de yacon e encontraram valores na faixa de 3,2 a 20,1 uM de Trolox g’!
na polpa de yacon, estando o valor encontrado neste trabalho com xarope de yacon (6,99 + 0,09
uM trolox g-') dentro dessa faixa. Para o ensaio FRAP, o xarope de yacon apresentou uma
atividade atioxidante moderada de 16,19 + 0,66 uM F2SO4 g™!. Os polifendis representam uma
das classes mais importantes de compostos que podem influenciar a atividade antioxidante. De
acordo com Yan et al. (1999), o yacon possui como responsaveis pela sua atividade
antioxidante alguns polifenois especificos, como o acido clorogénico.

A partir da Tabela 1, pode-se observar que o xarope contém elevada concentragao
de carboidratos (64,90%) e baixa concentragao de proteinas (1,61%), lipidios (0,07%) e cinzas
(2,11%). O xarope de yacon obtido por Geyer ef al. (2008) apresentou valores de 2,3%, 0,4%
e 67,0% para proteinas, lipidios e carboidratos, respectivamente. Genta ef al. (2009) produziram
xarope de yacon com 2,16% de proteinas, 0,14% de lipidios e 67,04% de carboidratos (25,65%
de agticares simples livres, 41,39% de FOS) utilizando a cultivar AMMS5163. Os xaropes
obtidos por Manrique, Parraga e Hermann (2005), utilizando duas cultivares de yacon,
apresentaram as seguintes caracteristicas: 0,1 e 0,0% de lipidios, 1,3 e 1,0% de proteina, 64 ¢
78,1% para carboidratos, variando de acordo com a cultivar (Cultivar CLLUNC118 - Hualqui
e Cultivar AMMS5163, respectivamente). No entanto, os autores mostraram que o conteido de
FOS variou de 10,9 a 47,6%, mostrando os efeitos da cultivar na concentracao de FOS.

As raizes tuberosas de yacon tém o indice mineral relativamente elevado, sendo

especialmente rico em calcio e fosforo, tendo o xarope de yacon mantido esses indices. Os



78

elementos magnésios, enxoftre e ferro também foram encontrados em concentragdes apreciaveis
nesta matriz, apresentando-se rico em potassio (691,00 + 33,96 mg 100 g'), enquanto que os
niveis de sédio foram muito baixos (17,00 + 1,73 mg 100 g). O xarope produzido por Genta
et al. (2009) apresentou elevados valores de potassio (936 mg 100 g™!) e baixos niveis de sddio
(84 mg 100 g).

A turbidez e os pardmetros de cor do xarope de yacon apresentaram valores de
75,37 £ 0,04 NTU e L %, 47,50 + 0,38, a *, 1,43 0,03, b *, 21,81 + 0,23, respectivamente. A
turbidez depende principalmente dos sélidos em suspensao e também ¢ indicativo de qualidade.
O xarope de yacon apresentou baixa turbidez por ndo possuir solidos em suspensdo como
resultado da etapa de clarificagdo do material. O valor de L * indicou elevado indice de
luminosidade a baixa turbidez. O baixo valor de a “ ¢ o elevado valor de b *, indica um produto
com uma coloracao que tende ao amarelo - marrom.

O xarope de yacon apresentou atividade de agua de 0,78, pH de 3,71 + 0,02 e um
conteudo de so6lidos soluveis de 71,03 &+ 0,06 °Brix. A baixa atividade de 4gua combinada com
o baixo pH favorece a maior estabilidade do produto durante o armazenamento (BEUCHAT et
al.,2013). A atividade de agua esta relacionada com o teor de umidade e ¢ responsavel pelas
reacdes bioquimicas. O xarope altamente concentrado pode também inibir o crescimento
microbiano através da interrup¢do da osmose ou dos efeitos de desidratagdo (BROOKS et al.,
2012), considerando que o minimo de aw para o crescimento da maioria das bactérias ¢

aproximadamente 0,87 (BEUCHAT et al., 2013).

3.3.2 Anadlise ndo alvo de metabdlitos do xarope de yacon através de RMN

A RMN ¢ uma técnica de espectroscopia que permite a caracterizacdo inequivoca
de estruturas quimicas em misturas, sem o uso de protocolos extensivos de separagdo e até
mesmo o0 uso de padrdes analiticos. Deste modo, o espectro de RMN do xarope de yacon
(APENDICE L) mostra metabolitos primarios de baixo peso molecular tais como aminoécidos,

agucares ¢ acidos organicos conforme ilustra a Figura 3.
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Figura 3 — Espectro de RMN de 'H do xarope de yacon, mostrando os sinais dos compostos identificados
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Fonte: Elaborado pela autora (2017).

Na regido alifatica, pode se observar sinais caracteristicos de metabolitos como
valina (dupleto a 1,00 e 1,03 ppm para ambos -CH3); etanol (tripleto a 0,93 ppm para -CH3);
treonina (dupleto a 1,32 ppm para -CH3); alanina (dupleto a 1,47 ppm para -CH3); glutamina e
glutamato (multipletos de 1,59 a 1,78 ppm para -CHz-; multipleto de 1,84 a 1,95 ppm); 4cido
malico (dupleto a 2,70 e 2,72 de -CHb»-); acido citrico (dupleto a 2,77 e 2,79 de -CH»-). Na
regido do agucar, ¢ observado o sinal caracteristico do acido malico (multipleto a 4,42 ppm para
-CH-); frutose (multipleto sobreposto a 4,2 ppm para -CH-); S-glicose (dupleto a 4,65 ppm para
-CH-); a-glicose (dupleto a 5,22 ppm para -CH-); sacarose (dupleto a 5,42 ppm para -CH-) e o
sinal caracteristico de frutooligossacarideos (singleto largo de 5,41 a 5,44 para -CH-). Na regiao
aromatica, observa-se os sinais de uracila (dupletos a 5,85 e 7,86 ppm); sinais de 4acido fumarico
(singleto a 6,68 ppm); aminoacido tirosina (dupletos a 6,89 ¢ 7,18 ppm); e acido formico
(singleto a 83,4 ppm).

A RMN, além de mostrar a presenca dos frutooligossacarideos (FOS), também
mostrou aminoacidos essenciais como a treonina e valina que sdo indispensaveis para o
metabolismo humano e indispensaveis na dieta alimentar. A treonina tem diversas fungdes,
dentre elas a sintese da proteina mucina que € necessaria para manter a integridade e fungao
intestinal, funcdo imune, fosforilacdo e glicosilacdo de proteinas e sintese da glicina (WU,

2009). J& a valina participa, direta ou indiretamente de diferentes reacdes bioquimicas no



80

cérebro, tais como a sintese protéica, a producao de energia, a compartimenta¢ao do glutamato
e a sintese do neurotransmissor serotonina (BRESTENSKY etal.,2015; WU, 2009).

A presenca dos acidos organicos (fumarico, malico e citrico) também ¢ importante
para a compreensao adequada da qualidade sensorial e microbiolédgica dos vegetais e produtos
derivados. Especificamente, os acidos organicos influenciam o sabor, a cor e a estabilidade
microbioldgica nos alimentos. Além disso, os acidos organicos sao amplamente utilizados
como conservantes para uma ampla gama de produtos vegetais (TEMBO; HOLMES;
MARSHALL, 2017). O acido formico detectado ocorre naturalmente em frutas, legumes,
folhas e raizes de plantas (DEL CAMPO et al., 2010; MARCONE et al., 2013).

3.3.3 Anadlises do xarope de yacon por UPLC-ESI-QToF-MS*®

O cromatograma de corrente ionica total do xarope de yacon ¢ mostrado na Figura
4, onde os picos sdo numerados de acordo com a sua ordem de eluicdo. Para a determinagao
dos compostos, o tempo de retengdo, a fragmentagdo da massa, a massa precisa (formula
quimica) e a comparagao com dados da literatura resultaram em 25 compostos tentativamente

identificados, como mostra a Tabela 2.

Figura 4 — Cromatograma de corrente ionica total do xarope de yacon em modo negativo de ionizagdo
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Tabela 2 — Constituintes tentativamente identificados no xarope de yacon, usando o modo negativo ESI

Pico

TR

[M-HJ

[M-H]m/z

Erro

Fragmentos de ions

no. | (min) Compostos Formula m/z (exp) (cal) (ppm) | (intensidade) m/z (%) Referéncia
) Baskaran, Pullencheri e
1 1,02  Acido citrico [CeH707] 191,0197 191,0192 2,6 111,0078 (100) Somasundaram (2016); Gao
) et al. (2017)
2 1,56 Acidod-O-cafeoil-2,7-anidro-D-glicerofi- 0 6 1 3070785 3970771 03 2350433 (40) Takenaka e Ono (2003)
D-galacto-oct-2-ulopiranosonico isémero 1
Clifford et al. (2003);
Acido 3-cafeoilquinico (Acido i 191,0202 (100), 179,0427 (60), Clifford et al. (2005); Russo
3 LT eoclorogenico) [CieHizOo" — 353,0872 - 333,0873 0.1 135 0455 (42) et al. (2015); Simonovska et
al. (2003)
. . . 353,0725 (80), 209,0272 (100), Bazylko et al. (2015); Cicek
4 1,70  Cafeoilglucarato isomero 1 [CisHi15011] 371,0606  371,0614 2,2 191.0193 (80) etal. (2012)
. - . 353,0643 (8), 209,0260 (95), Bazylko et al. (2015); Cicek
5 1,74 C,afeoﬂglucarato isomero 2 [CisHi5011] 371,0613  371,0614 0,3 191.0155 (100) etal. (2012)
6 1,79 Acidod-O-cafeoil-27-anidro-D-glicerofi- 0 b6 1 3070764 3970771 18 235,0498 (40) Takenaka e Ono (2003)
D-galacto-oct-2-ulopiranosonico isdmero 2
Gomez-Romero; Segura-
: B Carretero; Fernandez-
7 1,88  Triptofano [CuHIN202]"  203,0823  203,0821 1,0 116,0504 (22), 74,0230 (22) Gutiérrez (2010); Liu ef al.
(2013); Yan et al. (1999)
) Clifford et al. (2003);
8 2,12 Acido clorogénico [Ci6H1709] 353,0873  353,0873 0,0 191,0496 (100) Clifford et al. (2005); Russo
et al. (2015)
Clifford et al. (2003);
Acido 4-cafeoilquinico (Acido . 191,0184 (100), 179,0410 (100), Clifford et al. (2005); Russo
® 22 intoclorogenico) [CieHOo]"  353,0874  353,0873 0.3 1230455 (60), 135,0451 (40) et al. (2015); Simonovska et
al. (2003)
Gomez-Romero, Segura-
oL s i 157,0495 (5), 131,0243 (10), Carretero e Fernandez-
10 2,38 Acido isopropilmalico [C7H1105] 175,0608 175,0606 1,1 115.0380 (70), 113.0245 (35) Gutiérrez (2010); Abu-Reidah
et al. (2013)
11 254 NI [CsHisOs| 2990763 2990767 13  12L0185(40),152,0092 (41),

108,0193 (70)

continua
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Tabela 2 — Constituintes tentativamente identificados no xarope de yacon, usando o modo negativo ESI

continuagdo e conclusio

Pico

TR

[M-H]

[M-H]'m/z

Erro

Fragmentos de ions

no. | (min) Compostos Formula m/z (exp) (cal) (ppm)_| (intensidade) m/z (%) Referéncia
12 2,65 NI [CisH27009] 387,1664  387,1655 2,3 191,0166 (55)
o . . e B Takenaka et al. (2003);
13 2,96  Acido dicafeoilaltrarico isomero 1 [C24H21014] 533,0929  533,0931 0,1 371,0579 (50), 209,0270 (100) Schwaiger et al. (2006)
14 330 Acido dicafeoilaltrarico isomero 2 [C2H2101a]  533,0930 533,093 0,2  371,0568 (30), 209,0269 (100) Takenaka et al. (2003);
i Schwaiger et al. (2006)
15 356 Acido45-di-O-cafeoil-2,7-anidro-D- [CaHnOw]"  559,1083  559,1088 0,9  397,0822 (22), 235,046 (40) Takenaka ¢ Ono (2003)
glicero-O-f-galacto-oct-2-ulopiranosonico
16 3,56  Acido dicafeoilaltrarico isomero 3 [CaH210u]  533,0922  533,0931 1,7  371,00573 (48),209,0273 (100) Takenaka et al. (2003);
Schwaiger et al. (2006)
o . . e B Takenaka et al. (2003);
17 3,86  Acido dicafeoilaltrarico isdmero 4 [C24H21014] 533,0937  533,0931 1,1 371,0594 (22),209,0292 (100) Schwaiger et al. (2006)
o . . . } Takenaka et al. (2003);
18 4,10  Acido dicafeoilaltrarico isdmero 5 [C24H21014] 533,0923  533,0931 1,5 371,0607 (31),209,0273 (100) Schwaiger et al. (2006)
Clifford et al. (2003);
.- o . 353,0861 (30), 191,0229 (62), Clifford et al. (2005); Russo
19 4,17  Acido 3,4-dicafeoilquinico [C25H23012] 515,1198  515,1190 1,6 179.0469 (63). 173.0390 (59) et al. (2015); Simonovska et
al. (2003)
20 423 NI [C26H35011] 523,2166  523,2179 2,5 361,1678 (62), 191,0166 (22)
Clifford et al. (2003);
L. . o _ 353,0854 (100), 191,0518 (100), Clifford et al. (2005); Russo
21 4,31  Acido 3,5-dicafeoilquinico [C25H23012] 515,1185 515,1190 1,0 179.0325 (60), 135,0407 (15) et al. (2015); Simonovska et
al. (2003)
22 4,56  Butanodioldiacetato [CsHi1304] 173,0809 173,0814 2,9 131,0 685(100) Rodriguez-Pérez et al. (2013)
. ) Kaewkrud et al. (2007);
23 462 Leeaoside [CaH30On]  503,2470  503,2492 44 3712050 (30), 209,1558 (2) Zhang et al. (2015)
Clifford et al. (2003);
Acido 4,5-dicafeoilquinico/Acido 3,4- ) 353,0812 (80), 191,0353 (50), Clifford et al. (2005); Russo
24 466 gicafeoilquinico [CosHaOnl - SIS,1182 - SIS,T90 - L6 159 0385 (66). 173.0434 (93) et al. (2015); Simonovska et
al. (2003)
25 532 Acido 2,3,5- ou 2,4,5-tricafeoilaltrarico [CHzOn 6951252 6951248 06 2250893 (100),371,0563 (81), Takenaka et al. (2003);

209,0290 (22)

Schwaiger et al. (2006)

NI — néo indentificado.
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Os principais componentes identificados foram os derivados do 4cido caféico,
triptofano e 4cido clorogénico, em acordo com estudos prévios (YAN et al., 1999;
TAKENAKA et al., 2003; CAMPOS et al., 2012), além de acidos organicos, ésteres e outros
compostos polares.

O espectro de massa do composto 1 exibiu um ion molecular desprotonado [M-H]
de m/z 191,0197 (CeéH707) e ion produto de m/z 111,0078 [M-H-CO:-2H>O]" e foi
tentativamente identificado como 4cido citrico (BASKARAN; PULLENCHERI;
SOMASUNDARAM, 2016; GAO et al., 2017). O &cido citrico foi adicionado durante o
processamento do yacon, pois a acidificacdo da polpa de yacon inativa as enzimas de
escurecimento que participam de reagdes com compostos fenolicos, causando sua degradagdo
e formando melanoidinas, tendo o acido citrico um papel fundamental na preservacao dos
compostos fenodlicos.

Os compostos 2 e 6 apresentaram a mesma molécula desprotonada [M-H] de m/z
397,0785, 397,0764 (C17H170117) com ion produto de m/z 235,0 [M-CoH70s (fragdo caféico)] .
Estes compostos foram analogos aos derivados do acido octulosdnico previamente isolados em
Smallanthus sonchifolius (TAKENAKA; ONO, 2003). Assim, 2 ¢ 6 foram tentativamente
identificados como isdmeros do acido 4-O-cafeoil-2,7-anidro-D-glicero-f-D-galacto-oct-2-
ulopiranosonico. O composto 15 apresentou uma molécula desprotonada [M-H]™ de m/z
559,1083 (C26H230147) e produziu ions fragmentos de m/z 397,0 [M-CoH703] e m/z 235,0 [M-
Ci1sH130¢]", correspondendo a um grupo cafeoil a mais que o composto 2. Assim, 15 foi
tentativamente identificado como acido 4,5-di-O-cafeoil-2,7-anidro-D-glicero-$-D-galacto-
oct-2-ulopiranosonico isolado anteriormente em Smallanthus sonchifolius (TAKENAKA;
ONO, 2003). Derivados do acido octulosonico sdo uma rara classe de produtos naturais,
reguladores importantes do metabolismo dos lipidos e dos carboidratos e da sinalizagao
inflamatoéria. Eles podem regular o processo de inflamagdo através da mediacdo de multiplos
alvos que estdo envolvidos em vérias vias bioquimicas e metabolicas (ZHAO et al., 2014). A
presenca desses constituintes poderia explicar parcialmente as atividades anti-inflamatorias,
hipoglicémicas e antioxidantes relatadas do yacon.

Os compostos 3, 8, 9 ¢ 19, 21, 24 mostraram os mesmos ions [M-H] de m/z
353,0872, 353,0873, 353,0874 (C16H17097) € m/z 515,1198, 515,1185, 515,1182 (C25H23012"),
respectivamente. Os ions produtos de m/z 191,0, 179,0, 173,0 e 135,0 sdo caracteristicos dos
derivados do acido quinico ou caféico de acordo com seu padrao de fragmentagao caracteristico
determinados previamente (CHEN et al., 2014; CLIFFORD et al., 2003; CLIFFORD et al.,

2005). De acordo com a abundancia relativa dos fragmentos de fons em MS?, os compostos 3,
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9, 19, 21, 24 foram identificados como acido 3-cafeoilquinico, acido 4-cafeoilquinico, acido
3,4-dicafeoilquinico, 3,5-dicafeoilquinico e 4cido 4,5-dicafeoilquinico ou 3,4-dicafeoilquinico,
respectivamente (CHEN et al., 2014; CLIFFORD et al., 2005). O composto 8 foi identificado
com acido clorogénico (acido 5-cafeoilquinico) por comparacao do tempo de retengao e dado
espectral MS? com um auténtico padrio. O 4cido clorogénico é o 4cido hidroxicinAmico mais
abundante presente em yacon (RUSSO et al., 2015). Simonovska et al. (2003) reportaram a
presenca do acido clorogénico e seus derivados em yacon. Particularmente, os acidos
clorogénicos possuem uma forte atividade antioxidante, sendo extremamente importantes
porque sdo bem conhecidos na prevencao de doencas causadas por dano oxidativo (BENZIE;
CHOL 2014).

Os compostos 4 e¢ 5 produziram a mesma molécula desprotonada [M-H] de m/z
371,0606 e 371,0613 (Ci15sH15011) com ions de fragmentacdes de m/z 353,0 [M-H>O]", 209,0
[M-H>O-CoH703], 191,0 [M-CoH703-2H>0]". O ion produto de m/z 209,0 revela a presenga de
acido glucarico em conformidade com os descritos na literatura (BAZYLKO et al., 2015).
Portanto, 4 ¢ 5 foram designados como isomeros do acido cafeoilglucarico. Derivados
cafeoilglucérico também foram identificados em membros da familia Asteraceae (CICEK et
al., 2012). O &cido glucarico, um composto que ocorre naturalmente em frutas, vegetais e
mamiferos, tem sido investigado para uma ampla variedade de usos terapéuticos e comerciais,
incluindo a redug¢do do colesterol, tratamento de diabetes e terapia do cancer (SHIUE;
PRATHER, 2014).

O composto 7 foi caracterizado como L-triptofano através da molécula
desprotonada [M-H]" de m/z 203,0823 (C11H11N202") e o ion produto de m/z 116,0 [M-
C3HeNO2]” do ion de nucleo indol (GOMEZ-ROMERO; SEGURA-CARRETERO;
FERNANDEZ-GUTIERREZ, 2010; LIU et al., 2013). O triptofano é um aminoacido essencial
que deve ser fornecido na dieta. Ele e o seu metabolito serotonina t€m um repertdrio fisioldgico
expansivo, sendo fundamentais para a satide. Atuam na microbiota intestinal, na regulacao do
cérebro e do comportamento em geral, com énfase especifica no seu impacto no metabolismo
do triptofano e no sistema serotonérgico (O’MAHONY et al., 2015). Além disso, o triptofano
tem a funcao de normalizar a tolerancia aos hidrocarbonetos, aumentando o nivel de insulina e
como consequéncia, diminuindo a hiperglicemia, exercendo também efeitos positivos sobre o
metabolismo dos carboidratos nos hepatécitos devido ao aumento da atividade da glicoquinase,
hexoquinase e glicose-6-fosfato desidrogenase, que sdo as principais enzimas da troca de

carboidratos (KHOKHLA et al., 2016).
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O composto 10 revelou um ion molecular [M-H]™ de m/z 175,0608 (C7H1205") e
ion fragmento de m/z 115,0 [M—H—2CHs], que pode ser correlacionado com o acido
isopropilmalico (GOMEZ-ROMERO; SEGURA-CARRETERO; FERNANDEZ-
GUTIERREZ, 2010). Este composto foi previamente identificado em membros da familia
Asteraceae (ABU-REIDAH et al., 2013). O 4cido isopropilmalico apresenta importancia no
sabor e odor de frutos e hortali¢as e auxiliam na conservacao dos produtos por maiores periodos
de armazenamento, uma vez que produtos acidos apresentam menor probabilidade de
contaminagdo microbiana.

Os compostos 13, 14, 16-18 mostraram um ion [M-H] de m/z 533,0929, 533,0930,
533,0922, 533,0937, 533,0923 (C24H210147) com ions de fragmentacao de perdas sucessivas de
dois grupos cafeoil a 371,0 [M-CoH70s3]", 209,0 [M-Ci8H130¢]". De acordo com o padrao de
fragmentacdo, os compostos foram tentativamente identificados como isdmeros do acido
dicafeoilaltrarico em conformidade com a literatura (TAKENAKA et al., 2003). O composto
25 produziu a molécula desprotonada [M-H]™ de m/z 695,1252 (C33H27017) e ions de
fragmentacdo de m/z 533,0 [M-CoH;03], 371,0 [M-CisH1306]" ¢ 209,0 [M-C27H1909]
correspondendo um grupo cafeoil a mais do que o composto 13. Assim, o composto 25 foi
tentativamente identificado como acido 2,3,5- ou 2,4,5-tricafeoilaltrarico (TAKENAKA et al.,
2003; SCHWAIGER et al., 2006). Todos esses compostos possuem atividade antioxidante e o
acido 2,3,5- ou 2,4,5-tricafeoilaltrarico parece ser um dos compostos mais ativos na inibi¢ao da
produgdo de espécies reativas de oxigénio, podendo ser tratado como um marcador de qualidade
de matéria-prima (DUDEK et al., 2016).

O composto 22 exibiu um ion [M-H] de m/z 173,0809 (CsH13047) com um espectro
de MS? com um ion de fragmento predominante de m/z 131,0 [M-H-C.H;0];, relativo a
eliminacdo do grupo acetil. Composto semelhante e sua fragmentagdo foi previamente
identificado em Cucumis melo (RODRIGUEZ-PEREZ et al., 2013). Por conseguinte, o
composto 22 foi tentativamente identificado com butanodioldiacetato. O butanodioldiacetato ¢
um éster volatil que ja foi descrito como um composto de aroma como odor terroso (LIGNOU
et al., 2014). O butanodioldiacetato nao foi reportado ainda como presente na familia, género
ou espécie do yacon.

O composto 23 produziu uma molécula desprotonada [M-H] de m/z 503,2470
(C24H390117) € mostrou ions de fragmentos de m/z 371,2 [M-H-CsHsO4]™ € m/z 209,1 [M-H-
CsHg04-C6H100s5], correspondendo a perda de pentoside e as perdas sucessivas de pentoside e
glucoside, respectivamente. Os padrdoes observados de ions moleculares [M—H] e de

fragmentacao foram semelhantes aos estudados em raizes aéreas de Ficus pandurata e folhas
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de Leea thorelii (KAEWKRUD et al., 2007; ZHANG et al., 2015). Assim, o composto 23 foi
tentativamente identificado como leeaoside ou isdmero. O leeaoside ndo foi reportado ainda
como presente na familia, género ou espécie do yacon. Os compostos 11, 12, 20 nao foram

identificados.

3.3.4 Efeito nas diferentes etapas do processamento no perfil de compostos fendlicos, e

concentragdo de dacido clorogénico e frutooligossacarideos

O xarope de yacon apresentou uma variedade de componentes importantes € com
diferentes a¢des do ponto de vista nutricional e de satde, especialmente os polifendis, com
destaque para derivados do acido caféico como o acido 4-O-cafeoil-2,7-anidro-D-glicero-4-D-
galacto-oct-2-ulopiranosonico isomero 1 e o acido 4,5-di-O-cafeoil-2,7-anidro-D-glicero-O-4-
galacto-oct-2-ulopiranosonico, bem como, o acido clorogénico e seus isomeros, ¢ também
frutooligossacarideos, tornando-se, portanto, de fundamental relevancia conhecer como se

comportam esses compostos durante as etapas de producao do xarope de yacon.

3.3.4.1 Perfil de compostos fenolicos

Os cromatogramas de corrente ionica total dos compostos fenodlicos de raizes de
yacon nas diferentes etapas do processo para a producao de xarope de yacon (polpa de yacon,
yacon macerado, yacon microfiltrado e xarope de yacon) podem ser visualizados na Figura 5,
sendo os picos numerados de acordo com a sua ordem de eluicdo anteriormente mostrados na

Tabela 2.
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Figura 5 — Cromatograma de corrente ionica total das etapas da producao do xarope de yacon em modo negativo.
Polpa de yacon — (A); yacon macerado — (B); yacon microfiltrado — (C); xarope de yacon — (D); 1: Acido 4-O-
cafeoil-2,7-anidro-D-glicero-$-D-galacto-oct-2-ulopiranosénico isdmero 1; 2: Acido 3-cafeoilquinico (Acido
neoclorogénico); 3: Cafeoilglucarato isdmero 1; 4: Cafeoilglucarato isomero 2; 5: Acido 4-O-cafeoil-2,7-anidro-
D-glicero-f-D-galacto-oct-2-ulopiranosénico isomero 2; 6: Acido clorogénico; 7: Acido 4-cafeoilquinico (Acido
criptoclorogénico); 8: Acido dicafeoilaltrarico isomero 1; 9: Acido dicafeoilaltrarico isdmero 2; 10: Acido 4,5-
di-O-cafeoil-2,7-anidro-D-glicero-O-f-galacto-oct-2-ulopiranosénico; 11: Acido dicafeoilaltrérico isomero 3;
12: Acido dicafeoilaltrarico isémero 4; 13: Acido dicafeoilaltrarico isdémero 5; 14: Acido 3,4-dicafeoilquinico;
15: Acido 3,5-dicafeoilquinico; 16: Acido 4,5-dicafeoilquinico/Acido 3,4-dicafeoilquinico; 17: Acido 2,3,5- ou
2,4,5-tricafeoilquinico
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Fonte: Elaborado pela autora (2017).

De acordo com os cromatogramas obtidos, podemos observar que,
qualitativamente, todos os compostos fenolicos da raiz de yacon foram identificados em todas
as diferentes etapas da produ¢do do xarope de yacon. Pode-se observar também que houve um
aumento da intensidade dos picos ao longo dos diferentes processos empregados, mostrando
que esses componentes podem ter se tornado mais disponiveis a medida que as etapas de
produgdo eram realizadas. Exemplifica-se com o que ocorreu com os compostos 10, 11 ¢ 17
(dcido  4,5-di-O-cafeoil-2,7-anidro-D-glicero-O-f-galacto-oct-2-ulopiranosdnico,  4cido
dicafeoilaltrarico isémero 3 e acido 2,3,5- ou 2,4,5-tricafeoilquinico, respectivamente).

No presente trabalho, confirmou-se a UPLC-ESI-QToF-MSE como sendo uma
técnica analitica eficiente para a separacdo e deteccao de compostos fendlicos em yacon. Assim,
usando o método proposto, 17 compostos fendlicos foram tentativamente indentificados.
Conforme a literatura, este trabalho € o primeiro estudo abrangente da composi¢ao fenolica de

xarope de yacon. Além disso, nenhum outro trabalho caracteriza os compostos bioativos nas
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diferentes etapas de processamento. Neste sentido, os resultados deste trabalho mostram
claramente que o processo tecnoldgico desenvolvido ndo apresentou efeitos negativos para a

degradacao destes componentes.

3.3.4.2 Concentragao de acido clorogénico e frutooligossacarideos

O ACG e 0s FOS sao os compostos mais estudados e importantes no yacon do ponto
de vista funcional, por isso tais compostos foram quantificados ao longo das diferentes etapas
de processamento para obten¢ao do xarope de yacon. Neste momento, além da determinagdo
de FOS, também foram determinados os diferentes graus de polimerizagdo (GFs) destes
componentes, pois, desta forma, se tivesse ocorrido despolimerizacdo, poderia ser melhor

caracterizada. Os resultados da determinagdao do ACG e FOS sao apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 — Conteudo de acido clorogénico (ACG) e frutooligossacarideos (FOS) nas etapas da produgao de
xarope de yacon

Yacon |ACG (ugg") |FOS(%) |GFs(%) |GFs(%) |GFi(%) |GF:(%) |GF:(%)

Polpa 25,47 +0,00° 3,34+0,78° 0,46+0,11° 0,36+0,08 0,65+0,15° 1,08+0,26° 0,78 +0,18°
Macerado 25,60 £0,17°  4,73+£0,29° 0,61 +0,04° 0,86+0,05* 0,98+0,06° 1,13+0,07° 1,14+0,07°
Microfiltrado 23,92 £2,03°* 434+0,42° 0,58+0,06° 0,40 +0,04° 0,71 +0,07° 1,45+0,14°> 1,20+0,12°

Xarope 175,13 £5,38° 21,84+ 1,31° 3,47+0.21° 221+0,14* 3,04+0,19° 533+0,33" 7,80+ 048
Fatorde 5,88 5,54 6,54 5,14 3,68 3,93 9,00
concentragao

Resultados expressos como média + desvio padrao de determinagdes em triplicata. Valores em uma coluna seguido
por diferentes letras sdo significativamente diferentes pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Através da anélise dos dados da Tabela 3, pode-se observar que os valores de FOS
e de seus diferentes graus de polimerizagdo ndo apresentaram diferencas estatisticamente
significativas entre as etapas de obtencdo de polpa, maceracao e microfiltragdo, com excessao
do GFs na etapa de maceragdo. Isso demonstra que o processo proposto no presente estudo nao
afetou negativamente o conteudo destes compostos, sendo extremamente interessante no
sentido de aplicagdo industrial do processo. Além disso, embora ndo tenha ocorrido efeito
estatisticamente significativo, pode-se observar uma tendéncia no aumento dos valores de FOS
entre o processo de obtencdo de polpa, maceragdo e clarificacdo, ndo conferindo uma
degradagdo significativa do FOS e mostrando uma tendéncia de maior disponibilidade desses
compostos. Para o acido clorogénico, também nao foi observado um efeito nas etapas de
elaboragdo do xarope de yacon no conteudo deste composto fenolico, mostrando um processo

tecnoldgico que culmina na manutengdo deste composto bioativo.
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Fatores como tratamento térmico, luz e 4cido podem degradar tanto os FOS quanto
os compostos fenolicos durante os processos de elaboracdo e armazenamento de alimentos. Os
FOS se degradam a temperaturas elevadas (FORGO et al., 2013) e os oligossacarideos
protonados sao hidrolisados mais rapidamente a pH 4cido do que a valores de pH neutros ou
basicos (MATUSEK et al., 2009). A hidrdlise de frutanos ocorre pela remog¢ao sequencial dos
residuos terminais de frutose pela enzima frutano-exohidrolases e Narai-Kanayama, Tokita e
Aso (2007) sugeriram que a frutano-exohidrolase esta relacionada com o declinio continuo do
FOS de baixo grau de polimerizacao durante o armazenamento. J4 os polifendis degradam,
oxidam ou polimerizam rapidamente durante o processamento e armazenamento. Chen, Yu e
Rupasinghe (2013) relataram que o processamento térmico pode causar complexas reagdes
fisicas e quimicas que afetam a composicao fenodlica, incluindo a liberacdo de compostos
fenolicos de suas formas ligadas, a degradacao de polifendis e a decomposigao e transformagao
de compostos fendlicos. Estas reagdes sao influenciadas pela composi¢ao e matriz do material
vegetal. A hidroxilagdo, esterificagdo e a despolimerizagdo sdo favorecidas em condi¢des acidas
e baixo pH (TEMBO; HOLMES; MARSHALL, 2017).

Para a etapa de concentracdo a vacuo, como esperado, os valores para todas as
variaveis avaliadas foram diferentes, com diferenga estatisticamente significativa (P < 0,05) e
valores de FOS e ACG elevados, quando comparamos com os valores das etapas de polpa,
maceragdo e microfiltracdo. O uso da maceracdo enzimadtica aliada a tecnologia de membranas
e concentragdo a vacuo possibilitaram condigdes necessdrias para a manutencao desses

compostos funcionais.

3.4 Conclusoes

O xarope de yacon apresentou uma composicdo quimica diversificada, com
destaque para o seu elevado contetido de FOS e ACG, além de diferentes compostos, como
aminoacidos essenciais (valina e treonina), e diversos compostos fenolicos com potencial
antioxidante. Ao analisar as etapas de producdo do xarope de yacon, pode-se concluir que o
processo tecnologico proposto nao degradou os componentes funcionais do yacon, levando a
uma concentracdo destes componentes (FOS e ACG) no xarope cerca de seis vezes maior do
que a concentracdo encontrada na polpa de yacon. Desta forma, o xarope de yacon se mostrou
como um produto diferenciado do ponto de vista nutricional e funcional, respondendo a um
nicho de mercado avido por produtos inovadores na area de alimentos funcionais, € 0 processo

tecnoldgico utilizado foi adequado para a obtengdo de um produto de elevada qualidade.
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CAPITULO 4: XAROPE DE YACON: APLICACAO EM ALIMENTOS E IMPACTO
NA SACIEDADE EM VOLUNTARIOS SAUDAVEIS

RESUMO

O xarope obtido a partir de raizes de yacon pode ser utilizado como um produto funcional
devido ao seu alto teor de frutooligossacarideos (FOS). Diante disso, examinamos as possiveis
aplicagdes alimentares do xarope de yacon, utilizando a metodologia do grupo focal, e sua
aceitabilidade sensorial quando incorporado em iogurte natural. Os efeitos benéficos do
consumo de xarope de yacon foram estudados durante um periodo de 15 dias em um
experimento controlado com placebo duplo-cego (denominado Teste A) e outro consistindo de
apenas um dia de consumo de xarope de yacon (denominado Teste B) foi também avaliado. As
doses de xarope de yacon para ambos os experimentos foram de 8,74 g de FOS/dia. A ingestao
energética, a fome, a saciedade, a plenitude e o consumo potencial de alimentos foram avaliados
com escalas analogicas no final de cada teste. Os resultados indicaram que o iogurte foi o
alimento mais sugerido pelo grupo focal e a média das pontuagdes atribuidas aos atributos
quando o xarope de yacon foi incorporado em um iogurte foram: 7,78 para a aparéncia; 7,72
para o aroma; 7,02 para o sabor e 6,96 para a aceitabilidade geral, correspondendo a "gostei
moderadamente" a "gostei muito". Além disso, os resultados indicaram que o xarope de yacon
tem efeito positivo sobre o apetite e seu efeito foi dependente de género e periodo de
intervencao, sendo estatisticamente significativo (P < 0,05) em mulheres, apds o periodo de 15
dias. Essas conclusdes sugeriram que o aumento da ingestdo de FOS poderia ajudar a aumentar
a saciedade e, consequentemente, ser util no manejo do diabetes tipo 2 ou no controle da

prevaléncia elevada atual de sobrepeso ou obesidade.

Palavras-chave: Smallanthus sonchifolius. Grupo focal. logurte.
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ABSTRACT

Syrup obtained from yacon roots can be used as a functional product due to its high
fructooligosaccharides (FOS) content. Considering this, we examined the potential food
applications of yacon syrup, using the focal group methodology, and its sensorial acceptability
when incorporated in yoghurt. The beneficial effects of the consumption of yacon syrup were
studied over a 15 days period in a double-blind placebo-controlled experiment (namely Test
A), and other consistent of only one day of yacon syrup consumption (namely Test B) were
also evaluated. The doses of yacon syrup for both experiments were 8.74 g of FOS/day. Energy
intake, hunger, satiety, fullness and prospective food consumption were assessed with analogue
scales at the end of each test. The results indicated that the yogurt was the food most suggested
by the focus group, and the average of the scores given to the attributes when the yacon syrup
was incorporated into a yogurt were: 7.78 for appearance; 7.72 for aroma; 7.02 for flavor and
6.96 for overall acceptability, corresponding to “like very much” and “like moderately”.
Furthermore, the results indicated that yacon syrup has a positive effect on appetite and its
effect was dependent of gender and period of intervention, being statistically significant (P <
0.05) in women, after 15 days period. These findings suggested that increasing FOS intake
could help to increase satiety, and consequently, be helpful in the management of type 2-

diabetes or control of the current high prevalence of overweight or obesity.

Keywords: Smallanthus sonchifolius. Focal group. Yogurt.
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4.1 Introducio

O yacon [Smallanthus sonchifolius (Poepp. et Endl.) H. Robinson] ¢ uma raiz
tuberosa que ¢ considerada um alimento funcional, pois contém frutooligossacarideos (FOS),
uma fibra dietética com propriedades prebidticas (CASTRO; VILAPLANA; NILSSON, 2017)
e acido clorogénico (ACG) (RUSSO et al., 2015). O consumo de FOS melhora o crescimento
de micro-organismos benéficos no colon (principalmente Bifidus € Lactobacillus), aumenta a
absor¢ao mineral, o metabolismo gastrointestinal e desempenha um papel na regulacdo do
colesterol sérico e da glicemia (DELGADO et al., 2012). Além disso, dados publicados indicam
que o consumo de alguns prebidticos pode promover uma modulacdo positiva de uma série de
biomarcadores relacionados ao trato digestivo (por exemplo, grelina) ou a reserva de energia
(por exemplo, insulina e leptina) e a supressao desses hormodnios pode contribuir para a
equilibrio energético (GENTA et al., 2009; CANI et al., 2006).

O apetite, ponto central do balango energético, pode ser dividido nos seguintes
componentes: fome e saciedade. A fome estd relacionada com as sensagdes que promovem o
consumo de alimentos e envolve fatores metabdlicos, sensoriais e cognitivos. A saciedade, por
sua vez, ¢ definida como a sensacdo de plenitude como consequéncia do comer e que inibe a
retomada do comer no curto prazo, e esta relacionada a préoxima refei¢do, podendo reduzir seu
volume ou diminuir o intervalo de tempo entre elas, sendo esses alguns dos parametros de
saciedade avaliados (AMIN; MERCER, 2016; CLARK; SLAVIN, 2013; GIUNTINI et al.,
2015).

O xarope de yacon ¢ um produto obtido por diversos processos tecnoldgicos,
compreendendo tratamento dcido e enzimatico, seguido de microfiltracdo e concentracdo. Este
produto pode ser um produto funcional promissor devido as suas elevadas concentragdes de
compostos prebidticos. No entanto, os efeitos do consumo do xarope de yacon ainda precisam
ser estudados. Desta forma, o objetivo do presente trabalho foi investigar o uso potencial do
xarope de yacon em alimentos, utilizando a metodologia do grupo de foco, e avaliar os
beneficios relacionados a saciedade apds intervencdo de xarope de yacon na dieta durante o

consumo em curto € médio prazo com voluntarios saudaveis.
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4.2 Material e métodos

4.2.1 Elaboragdo do xarope de yacon

O xarope de yacon foi produzido em planta piloto de processamento de alimentos
(Embrapa Agroindustria Tropical, Fortaleza, Ceard - Brasil). As raizes de yacon foram
processadas para obtengdo da polpa e, apds o tratamento acido do yacon (DIONISIO et al.,
2013), a polpa foi extraida e tratada com Pectinex® Ultra SP-L e Celluclast® 1.5 L (500 mg L™!
de cada enzima, a 45 °C, 175 rpm, durante 120 minutos), e filtrada em sistema de microfiltracao.
Assim, o suco clarificado foi concentrado a 71 °Brix sob vacuo (560 mmHg) e temperatura de
60 £ 5 °C durante 4 horas. O xarope foi dividido em sachés de 40 g (correspondentes a 8,74 g
de FOS, 71,74 kcal ou 300,30 kJ), armazenadas a 5 °C, e as amostras foram avaliadas através

de andlises microbioldgicas, quimicas, fisicas e fisico-quimicas.

4.2.2 Meétodos de andadlises

4.2.2.1 Cor

A cor foi determinada em um colorimetro (Minolta, modelo CR-400, Osaka,
Japdo), estando os resultados baseados em trés coordenadas de cor: L ¥, a ", b, em que L * varia
de 0 (preto) a 100, a * varia do verde (-) ao vermelho (+) e b * varia de azul (-) ao amarelo (+).
Com base nos valoresde L *, a " e b *, calculou-se o valor de croma (c *), que ¢ a saturagio de
cor, e a partir da relagio entre a " e b *, 0 4ngulo de cor h *, que indica o tom de cor, foi obtido.

A diferenga de cor (AE *) foi definida pela seguinte equagao:
AE " =[(AL "> + (Aa ")* + (Ab ")?]'? (Equacdo 1)
4.2.2.2 Atividade de dgua, aguicares totais e redutores, e solidos soluveis
A determinacdo da atividade de 4gua foi realizada a temperatura de 25 °C com o

uso de um medidor de atividade de 4gua (Aqualab Decagon Devices Inc. Pullman, modelo CX-

2T, Washington, EUA).
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Os agulcares totais e redutores foram determinados pelos métodos da Antrona
(YEMN; WILLIS, 1954) e¢ do acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) (MILLER, 1959),
respectivamente.

O teor de solidos soluveis (°Brix) foi determinado utilizando um refratometro
(Atago, modelo Pocket PAL-3, Téquio, Japao) a 20,0 £ 0,5 °C, conforme metodologia da
AOAC (2005).

4.2.2.3 pH e acidez titulavel

O pH foi mensurado utilizando um medidor de pH digital (Hanna Instruments,
modelo HI2211, Roménia), e a acidez titulavel expressa em g de acido citrico por 100 g de

amostra, seguindo os métodos da AOAC (2005) (AOAC, 942.15).

4.2.2.4 Composi¢do centesimal

A composi¢ao centesimal foi determinada, utilizando métodos oficiais de analise
da International Association of Official Agricultural Chemistry — AOAC (AOAC, 2000). As
proteinas foram determinadas pelo método de Kjeldahl (920.87 AOAC), utilizando 6,25 como
fator de conversdo de nitrogénio para proteina vegetal; O conteudo total de lipidios foi
determinado pelo método de extragdo de Soxhlet (925.38 AOAC); as cinzas foram
determinadas por incineragao a 550 °C em um forno mufla durante 6 h (923.03 AOAC), a
umidade foi determinada pelo método AOAC 925.09; e carboidratos por diferenca (AOAC,
2000).

4.2.2.5 Frutooligossacarideos

Os frutooligossacarideos foram determinados conforme descrito por Horwitz,

Latimer e George (2005), e os resultados foram expressos como % de FOS na amostra.

4.2.2.6 Polifenois totais

Os polifenois totais foram determinados pelo método do Folin—Ciocalteu
(OBANDA; OWUOR; TAYLOR, 1997) e os resultados foram expressos como ug AGE (acido

galico equivalente) por g de amostra.
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4.2.2.7 Analises microbiologicas

A presenca de coliformes totais e Escherichia coli nas amostras foi avaliada de
acordo com Feng, Weagant e Grant (2013). As contagens de bolores e leveduras foram
avaliadas de acordo com Tournas et al. (2001) e os pardmetros microbianos de seguranga
Salmonella spp. de acordo com o Andrews, Jacobson ¢ Hammack (2014). As anélises foram
realizadas de acordo com a metodologia descrita pelo Manual de Analise Bacteriologica do

Food and Drug Administration (FDA).

4.2.3 Analises sensoriais

O protocolo experimental foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Estadual do Ceara (UECE) (n° 56094516.4.0000.5534), de acordo
com as normas do Comissio Nacional de Etica em Pesquisa do Ministério da Saude
(CONEP/MS) (ANEXO A). Todos os voluntérios assinaram um termo de consentimento livre

e esclarecido antes da participagao.

4.2.3.1 Grupo focal

O grupo focal foi utilizado a fim de obter sugestdes para aplicagdes do xarope de
yacon em alimentos, bem como uma breve caracterizacao sensorial do produto. O teste foi
conduzido de acordo com Della Lucia e Minim (2013), com 9 participantes, cinco homens e
quatro mulheres, com idade entre 26 e 55 anos, recrutados a partir de seu envolvimento com
areas correlatas, como gastronomia, ciéncia de alimentos ou engenharia de alimentos e
agronomia. Um moderador € um tomador de notas também participaram, ¢ as discussdes foram
gravadas usando audio. Os julgadores também marcaram um questionario (APENDICE M)
com uma lista de termos descritos na literatura para mel e xaropes (BAYMA et al., 2010;
MARCAZZAN et al., 2014; GARCIA-QUIROGA et al., 2015) aqueles que foram percebidos
em xarope de yacon. As frequéncias de cada aplicagdo sugerida e os termos descritivos foram

calculados.
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4.2.3.2 Aceitabilidade de iogurte natural integral adicionado de xarope de yacon

Um iogurte natural integral comercial foi utilizado na aceitagao sensorial, conforme
definido no grupo focal. O iogurte foi preparado com uma porcao de 200 g de iogurte, conforme
estabelecido pelo RDC 359 (BRASIL, 2003), com a adi¢do de 40 g de xarope de yacon,
totalizando aproximadamente 8,74 g de FOS. Este valor foi baseado na sua caracterizagdo como
uma fonte de fibra por regulamentos do FDA para alegac¢des de conteudo de nutrientes e sendo
abaixo das doses toleraveis (16 g/dia) (GRABITSKE; SLAVIN, 2009).

A avaliagdo sensorial da aceitagdo foi realizada com cinquenta provadores nao
treinados, como sugerido por Meilgaard, Civille e Carr (2015), usando escala heddnica
estruturada em nove pontos (1: "desgostei muitissimo" e 9: "gostei muitissimo"). Na mesma
sessdo, os provadores expressaram sua opiniao sobre o que pensavam ser o ideal para a dogura
e a acidez, usando uma escala de 5 pontos (MEILGAARD; CIVILLE; CARR, 2015). Os
provadores também foram convidados a expressar a inten¢do de compra, se o produto estivesse
a venda, em uma escala de 5 pontos, variando de "certamente ndo compraria" a "certamente

compraria".

4.2.4 Caracterizacdo do iogurte (controle) e do iogurte adicionado de xarope de yacon

Para apoiar os resultados indicados pelas analises sensoriais e caracterizar os
produtos, foram realizadas as seguintes analises no iogurte (controle) e no iogurte adicionado
%

. . , , . , * *
ao xarope de yacon: pH, acidez titulavel, agucares totais, acucares redutores e cor (L ,a ,b ',

croma, hue e AE ), conforme descrito no item 4.2.2.

4.2.5 Estudo piloto: efeito na fome/saciedade em voluntarios sauddveis

Os efeitos do xarope de yacon foram testados em dois ensaios diferentes. No
primeiro, denominado Teste A, o xarope de yacon foi consumido diariamente, durante 15 dias;
para o teste B, o xarope de yacon foi consumido em apenas um dia. Para ambos os testes, foram
escolhidos voluntarios em boa saude geral (definida como a auséncia de hipertireoidismo e
doengas renais e gastrointestinais, sem diagnostico prévio ou historia familiar de diabetes
mellitus) e ndo fazendo uso de qualquer medicacao, particularmente antibidticos que poderiam
afetar a digestao e absor¢ao de alimentos durante o periodo do estudo. Voluntarios classificados

como sobrepeso/obesos (indice de massa corporal (IMC) > 25 kg m%) ou abaixo do peso (IMC
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< 18,6 kg m), segundo os critérios da World Health Organization - WHO (WHO, 1998), e
aqueles que relataram qualquer doenca, gravidez, amamentagao ou tratamento de qualquer tipo
(incluindo possiveis transtornos alimentares) ndo foram incluidos no estudo.

O protocolo experimental foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Estadual do Ceara (UECE) (n° 56094516.4.0000.5534), de acordo
com as normas do Comissio Nacional de Etica em Pesquisa do Ministério da Saude
(CONEP/MS) (ANEXO A). Todos os voluntérios assinaram um termo de consentimento livre

e esclarecido antes da intervencao.

4.2.5.1 Modelo experimental: periodo de intervengdo de 15 dias de xarope de yacon (Teste A)

Este estudo foi um ensaio duplo-cego, paralelo, controlado por placebo realizado
ao longo de 15 dias. Ao final da intervencao, analisou-se a fome/saciedade e o consumo de
energia. Vinte voluntarios saudaveis do sexo masculino (n = 10/grupo) e do sexo feminino (n
= 10/grupo) com idade média de 27,6 £ 5,1 anos foram incluidos neste estudo. Os voluntarios
foram divididos em dois grupos: o Grupo 1 (G1), que recebeu xarope de yacon (40 g) e o Grupo
2 (G2), que recebeu placebo (alimento a base de glicose — 40 g de xarope de milho, 71 °Brix,
acidificado com 0,1% de acido citrico e 0,018% de corante caramelo). Todos os voluntarios
receberam 15 porg¢des individuais do xarope de yacon ou placebo e foram instruidos a consumir
a quantidade total do saché diariamente, durante o caf¢ da manha. No final do periodo de 15
dias, os voluntarios foram convidados para uma refei¢ao em regime de buffet “a vontade”, para
realizar o teste de fome/saciedade. A ingestdo alimentar desse Ultimo café-da-manha foi
estimada por meio de registro alimentar e a composi¢do nutricional da refeicdo de energia,
proteinas, carboidratos, lipidios e fibra alimentar foi determinada utilizando a Tabela Brasileira
de Composi¢ao de Alimentos/Unicamp (TACO). Essa ingestdo alimentar também foi utilizada
para avaliar o efeito da ingestdo de yacon no apetite dos voluntarios frente ao consumo de uma
refeicdo. As avaliacdes de apetite foram feitas em escalas analdgicas visuais (visual analogue
scale —VAS) de 100 mm com o texto que expressa o escore mais positivo e o negativo ancorado
em cada extremidade. (A) Saciedade: "Eu ndo aguento comer mais nada"; (B) Fome: "Eu nunca
estive com tanta fome"; (C) Plenitude: “Totalmente cheio”; (D) Consumo potencial de
alimentos: "Posso comer muito" (RABEN; TAGLIABUE; ASTRUP, 1995). A VAS foi
utilizada para avaliar a fome, a saciedade, a plenitude e o consumo potencial de alimentos das
refeicoes do teste (ANEXO B). Os voluntarios registraram suas sensagdes no inicio de cada

refei¢do (tempo 0) e ao longo do periodo ap6s o café da manha (0, 30, 60, 120 e 180 minutos).
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4.2.5.2 Modelo experimental: periodo de intervencdo de 1 dia de xarope de yacon (Teste B)

Os voluntarios foram instruidos a visitarem o laboratorio apos 10 horas de jejum e
depois consumiram um café¢ da manha de composi¢cdo conhecida [sanduiche com queijo e
presunto (1027 kJ ou 244 kcal unidade™) e iogurte natural integral comercial (324,6 kJ ou 77
kcal 100 mL™)], adicionado ao xarope de yacon (Grupo 3 — G3) ou ao placebo (Grupo 4 — G4),
conforme pode ser visualizado na Figura 1. Os individuos compostos pelo G3 ¢ G4 foram
inalteraveis. No entanto, os testes foram aplicados em duas semanas consecutivas (na primeira
semana, os voluntarios receberam o xarope de yacon, € na semana seguinte, receberam o
placebo). Antes e apos o consumo de um café da manha de composicdo conhecida, os
voluntérios responderam as escalas analdgicas visuais (visual analogue scale — VAS) de 100
mm nos pontos de tempo 0, 30, 60, 120 e 180 min, semelhante ao aplicado no Teste A (item

42.5.1).

Figura 1 — Refeigdo padronizada (café da manhd) servida aos voluntarios
no teste de saciedade. Sanduiche com queijo e presunto — (A); por¢do de
xarope de yacon — (B); iogurte natural integral — (C)

Fonte: Elaborado pela autora (2017).

4.2.6 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrao da média. Os efeitos do
xarope de yacon e do placebo foram comparados por analise de variancia (ANOVA), utilizando
o modelo de medidas repetidas com fatores fixos de tratamento, tempo, interagdo tratamento e
tempo e um fator aleatério do voluntério. A ingestdo de energia e os macronutrientes entre as
refeicoes do teste foram comparados, utilizando um teste t independente através do programa
SPSS 20.0 para o sistema Windows (SPSS, Chicago IL, EUA). O nivel de significancia foi
estabelecido a P < 0,05.
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4.3 Resultados e discussao

4.3.1 Caracterizagdo do xarope de yacon

A composi¢do quimica, fisica e fisico-quimica do xarope de yacon pode ser
visualizada na Tabela 1. Os resultados para as medigdes de cor das coordenadas (L “,a“eb ")
para o xarope de yacon foram 47,50 + 0,38, 1,43 + 0,03 e 21,81 £ 0,23, respectivamente.
Lachman, Ferndndez e Orsak (2003) revisaram a composicao quimica de yacon e mostraram
que a raiz tuberosa apresenta carotenoides - uma classe de compostos responsaveis pela
coloracdo amarelo-vermelho de muitas frutas e hortali¢as - em uma concentrag¢do de 0,13 mg
de p-caroteno 100 g !. Estes compostos, embora em baixa concentragio, podem contribuir para

a cor do yacon.

Tabela 1 — Caracteriza¢do do xarope de yacon

Caracterizacio Xarope de yacon
Composigdo centesimal
Umidade (%) 31,46 £ 0,13
Cinzas (%) 2,11+£0,10
Proteinas (%) 1,61+ 0,05
Lipidios (%) 0,07 £ 0,01
Carboidratos (%) 64,90 £ 0,25
Caracteristicas gerais
L" 47,50+ 0,38
Cor a” 1,43+£0,03
B” 21,81 +0,23
Atividade de dgua 0,78 = 0,00
pH 3,71+ 0,02
Acidez titulavel (%, acido citrico) 2,82+ 0,04
Soélidos soluveis (° Brix) 71,03 £0,06
Acgcares totais (%) 56,31 £2,49
Frutooligossacarideos (FOS) e polifendis totais
FOS (%) 21,84 + 1,31
Polifendis totais (ug AGE g') 1.202,25 £ 30,02

Resultados expressos como média + desvio padrdo de determinagdes em triplicata.

O conteudo de dgua do xarope de yacon foi 31,46 &+ 0,13%, e a atividade de dgua
(aw) de 0,78 £+ 0,0, como esperado para xarope. De acordo com Beuchat et al. (2013), os
alimentos com ay < 0,85 sdo considerados como alimentos de baixa-aw, considerando que o
minimo de aw para o crescimento da maioria das bactérias ¢ de aproximadamente 0,87. Esse

resultado esta relacionado ao maior teor de agucares totais (56,31 + 2,49%) e sélidos soluveis
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(71,03 + 0,06 °Brix). O valor para sélidos soluveis esta de acordo com outros trabalhos, como
o xarope de yacon obtido por Genta et al. (2009) e Manrique, Parraga e Hermann (2005) com
valores de 73 °Brix para ambos os produtos.

Como esperado, o xarope de yacon apresentou valores baixos de pH e altos valores
de acidez e estdo relacionados ao uso de solugdo de 4&cido citrico para inativar as enzimas
polifenoloxidases (PPO). Além de evitar a ocorréncia de escurecimento enzimatico e preservar
sua aparéncia, o passo de acidificagdo no processo ¢ particularmente relevante para o yacon,
que é rico em polifendis e altamente susceptivel ao escurecimento enzimatico (DIONISIO et
al., 2015).

O yacon ¢ rico em compostotos fendlicos que exibem atividade antioxidante,
incluindo 4cido caféico, acido fertilico e 4cido clorogénico (DIONISIO er al., 2015;
TAKENAKA et al., 2003). Além dos constituintes fendlicos do yacon, os frutooligossacarideos
sdo os principais compostos bioativos, sendo reconhecidos pela literatura cientifica por suas
propriedades funcionais, como os efeitos prebidticos (DIONISIO et al., 2015). Como descrito
na Tabela 1, o valor obtido para FOS em xarope de yacon foi cerca de 22%. Genta et al. (2009)
e Geyer et al. (2008) obtiveram para xarope de yacon cerca de 40% e 32% de FOS,
respectivamente. No entanto, Manrique, Parraga ¢ Hermann (2005) produziram xarope de
yacon utilizando duas diferentes cultivares (Cultivar CLLUNC118 - Hualqui e Cultivar
AMMS5163), e determinaram valores de 10,9 e 47,6% de FOS respectivamente, mostrando a
dependéncia de véarios fatores (especialmente a cultivar), na quantidade de FOS em diferentes

raizes de yacon.
4.3.2 Grupo focal, aceitacdo sensorial e caracterizacio
As analises microbiologicas (Tabela 2) mostraram que o xarope de yacon foi

adequado para consumo (coliformes totais e E. coli, bolores e leveduras e Sa/monella spp. ndo

foram detectados).

Tabela 2 — Especificacdes de propriedades microbiologicas para o xarope de yacon

Coliformes totais e E. coli Bolores e leveduras Salmonella spp.
(NMP mLY) (UFC mL")
<0,3" <10 Auséncia

“Limite de deteccio do método

Apbs o consumo de xarope de yacon por cada participante, o passo inicial foi fazer

uma discussdo de ideias e desenvolver uma lista de aplicacdes. Todos os participantes se
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sentiram confortaveis uns com os outros ¢ empreenderam a discussdo. No final da sessdo, os
termos que receberam maior pontuagdo em aparéncia/cor, aroma, sabor/gosto/sensagao bucal e
consisténcia/viscosidade foram, respectivamente: aparéncia de xarope de cana-de-agucar

(89%), aroma doce (100%), sabor acido (100%) e viscoso (100%) (Tabela 3 ).

Tabela 3 — Lista de frequéncias dos descritores nomeados pelos avaliadores durante a sessdo do grupo focal do
xarope de yacon

apwincacor 00 aroma |06 oot Bt oy ComtEe o
Mel de cana 89 Doce 100 Acido 100 Viscoso 100
Xarope de glicose 78 Rapadura 56 Doce 78 Denso 56
Cobertura de pudim 78 Cana de agucar 56 Melado 78 Pagajoso 44
Agucar queimado 78 Frutal 44  Caramelizado 56 Suco concentrado 33
Caramelo 67 Acgucar queimado 44 Citrico 56 Grosso 11
Brilhoso 67 Caramelo 33 Rapadura 44
Mel medicinal com ervas 44  Acido 33 Cana de agucar 33
Xarope de frutas em calda 44 Citrico 22 Ervas 22
Acobreado 44  Floral 22 Floral 22
Amarelo 33 Medicinal 22 Adstringente 22
Limpido 33 Fumagca 11 Agucar queimado 22
Marrom 33 Refrescante 11 Refrescante 22
Transparente 22  Café 11 Frutal 22
Laranja escuro 22  Ervas 11 Vegetal seco 11
Cristalino 11 Vegetal verde 11 Pungente 11
Queimado 11 Caramelo 11
Refrigerante/guarana 11 Travoso 11
Clarificado 11 Vegetal verde 11
Café fraco 11 Ardente 11
Dourado 11 Medicinal 11

Para as aplicagdes do xarope de yacon, as principais sugestdes obtidas pelo grupo
focal incluiram iogurte, salada de frutas e bebidas. De acordo com Tomic et al. (2017), o iogurte
¢ um produto muito aceito e pode ser adicionado com um ingrediente de fibra, como forma de
aumentar o seu consumo pelos consumidores. Além disso, a inulina e seus hidrolisados
(oligofrutanos com grau de polimerizacdo de 2 a 8) também sdo adicionados aos produtos
lacteos, como o iogurte, para melhorar as propriedades da textura e a aceitagdo sensorial
(CASTRO et al., 2013). Assim, considerando o resultado do grupo de foco, o iogurte foi o
produto selecionado para a proxima etapa deste trabalho, para avaliar a aceitagdo sensorial de
um alimento adicionado com xarope de yacon (iogurte + xarope de yacon).

Os resultados obtidos para as andlises sensoriais mostraram altos escores de

aceitabilidade sensorial para o iogurte adicionado com xarope de yacon, considerando a
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pontuacao média dada pelos 50 provadores. As pontuagdes para cada atributo avaliado foram:
7,78 para a aparéncia; 7,72 para o aroma; 7,02 para o sabor e 6,96 para a aceitagdo global,
correspondendo aos termos hedonicos "gostei moderadamente” a "gostei muito". Deve-se
ressaltar que a boa aceitabilidade da amostra evidencia um possivel sucesso de comercializacdo, o
que pode ser verificado através da inten¢do de compra do produto que mostrou que 64% dos
provadores indicaram atitude positiva (certamente ou provavelmente comprariam o produto)
(Figura 2).

Figura 2 — Distribuicdo percentual da intencdo de compra (5 = certamente compraria, 3 = talvez

compraria/talvez ndo compraria ¢ 1 = certamente ndo compraria) do iogurte adicionado de xarope de
yacon

N
(e}

34
30 ]

(O8]
wn O W

20
16

W

Provadores (%)
—_— = NN W
S S

S W

5 4 3 2 1
Escala sensorial

Fonte: Elaborado pela autora (2017).

A adi¢do de xarope de yacon influenciou todos os pardmetros avaliados no iogurte,
. . . e * * * 7 . 7
tais como pH, acidez titulavel, cor (valores L ", a ', e b '), aglicares totais e agucares redutores

(Tabela 3).

Tabela 4 — Caracterizagdo do iogurte (controle) e do iogurte adicionado de xarope de yacon

Variaveis | Togurte | Iogurte + Xarope de yacon
pH 4,53 +£0,01 4,02 +0,01
Acidez titulavel (acido citrico) (%) 0,64 +0,01 1,07+ 0,03
Acgucar total (%) 5,51 +0,24 10,96 + 0,05
Acucar redutor (%) 5,51 +0,24 10,96 + 0,05

L* 74,04 + 0,69 70,19 £ 1,16

a” - 1,75+ 0,04 -0,82+0,01

b” 11,54 £ 0,11 13,76 £ 0,24

Croma 11,67 +0,11 13,79 £ 0,24

Hue -81,36 £0,12 - 86,59 £ 0,09

AE " - 4,63 +1,26

Resultados expressos como média + desvio padrdo de determinagdes em triplicata.

De acordo com os resultados quimicos, fisicos e fisico-quimicos (Tabela 3), a
adi¢do de xarope de yacon ao iogurte diminuiu a luminosidade (reduziu o valor de L * quando

comparado ao controle) e conferiu uma cor amarelo-esverdeada ao iogurte (aumentando os
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valoresde a " eb *). Sanz et al. (2008) avaliaram o efeito do método de extragdo de fibras sobre
as propriedades reologicas, a cor e a aceitagdo sensorial de iogurte enriquecido com fibra
funcional de espargos. Os autores concluiram que a fibra alterou os valoresde L *,a “e b * do
iogurte, que também variou dependendo do método de extragao e secagem, sendo mais colorido
os iogurtes com fibras extraidas pela dgua. Dello Staffolo et al. (2004), adicionando fibra de
maca ao iogurte, mostraram diferencas de cor em relagdo ao controle. Os autores concluiram
que as fibras modificaram certas caracteristicas reoldgicas do iogurte, no entanto, os
participantes consideraram aceitaveis os iogurtes suplementados.

Com o objetivo de determinar se as diferengas de cor entre os iogurtes que foram
registrados em instrumentos de medi¢do podem ser percebidas pelo olho humano, o parametro
AE * foi calculado, com os parametros de cor do iogurte controle (sem fibra adicionada) como
ponto de referéncia. O iogurte adicionado de xarope de yacon apresentou maiores valores de
AE " do que o controle, o que indica que o olho humano o diferencia mais claramente do restante
do iogurte branco [valores de AE *“ < 3 indicam diferencas evidentes para o olho humano]
(FRANCIS; CLYDESDALE, 1975). Este comportamento de cor era esperado porque o iogurte
com este tipo de fibra difere mais marcadamente do iogurte branco em termos de parametros
L,a"eb".

As mudangas causadas pela adi¢do de xarope de yacon no pH e na acidez titulavel,
além do aumento de aglicares totais e agucares redutores, foram um resultado esperado,
considerando as caracteristicas do xarope de yacon (Tabela 1). Assim, os resultados da
aceitagao sensorial (Figura 3) mostraram que o iogurte adicionado de xarope de yacon apresenta

56% e 42% dos valores localizados "escala ideal" de dogura e acidez, respectivamente.

Figura 3 — Distribui¢do percentual da dogura e acidez (5 = muito mais do que o ideal,
3 =ideal e 1 = muito menos do que o ideal) do iogurte adicionado de xarope de yacon
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Fonte: Elaborado pela autora (2017).
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4.3.3 Efeito do xarope de yacon na saciedade em voluntdrios sauddveis

A ingestdo total de fibra dietética, energia e de macronutrientes (proteina,
carboidrato, gordura) durante o café da manha no final do periodo de 15 dias (Teste A) foram
equivalentes para ambos os grupos (xarope de yacon e placebo - G1 e G2, respectivamente) e
sdo apresentados na Tabela 5. Para o Teste B, o café da manha foi semelhante para todos os

participantes, de acordo com o descrito no item 4.2.5.2.

Tabela 5 — Comparagao dos tratamentos (placebo e xarope de yacon) para o teste A (intervengdo de 15
dias, e uma refeicdo buffet de livre escolha)

Ingestio dietética | Placebo (n =10) | Yacon (n =10) | P-valor”

Energia, kcal/dia 581,0+218,2 603,6 +£282,1 0,844

Proteinas, % energia 16,5+4,2 14,1 +£6,2 0,327

Carboidratos, % energia 52,0+ 12,7 54,8+ 16,0 0,681

Lipidios totais, % energia 31,5+9,2 31,1 £ 11,3 0,926

Fibra dietética, g/dia 45+1,7 3714 0,265
Resultados sdo expressos como média = desvio padrdo de determinagdes em duplicata. “Teste de
Student.

As figuras 4 e 5 mostraram ndo haver diferencas estatisticas (P > 0,05) para a fome,
a saciedade, a plenitude e o consumo potencial de alimentos depois do periodo de curto prazo

(Teste B) ou do periodo de intervengao de 15 dias com xarope de yacon (Teste A).
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Figura 4 — Variacao dos parametros “fome”, "saciedade", "plenitude" e "consumo potencial de alimentos" no jejum (T0) e apds o consumo de café da manha com xarope de
yacon (G1) ou placebo (G2) (T30, T60, T120 e T180 min) depois do periodo de intervengdo de 15 dias de xarope de yacon (G1) e de controle (G2), em voluntarios saudaveis
(n =20). Utilizando ANOVA, o modelo de medidas repetidas foi usado para a variavel e os resultados s@o expressos como a média e o erro padrao da média. Fome: efeito do
tratamento, P = 0,497; efeito do tempo, P < 0,001; efeito da interacdo do tempo de tratamento, P = 0,607. Saciedade: efeito do tratamento, P = 0,372; efeito do tempo, P < 0,001;
efeito da interacdo do tempo de tratamento, P = 0,063. Plenitude: efeito do tratamento, P = 0,639; efeito do tempo, P < 0,001; efeito da interacdo do tempo de tratamento, P =

0,251. Consumo potencial de alimentos: efeito do tratamento, P = 0,672; efeito do tempo, P < 0,001; efeito da interagdo do tempo de tratamento, P = 0,476
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Fonte: Elaborado pela autora (2017).

Figura 5 — Variagdo dos parametros de "fome", "saciedade", "plenitude" e "consumo potencial de alimentos" no jejum (T0) e apds o consumo de café da manha (T30, T60, T120
e T180 min) depois do consumo de xarope de yacon (G3) e placebo (G4), em voluntarios saudaveis (n = 10). Utilizando ANOVA, o modelo de medidas repetidas foi usado
para a variavel e os resultados sdo expressos como a média e o erro padrio da média. Fome: efeito de tratamento, P = 0,846; efeito do tempo, P < 0,001; efeito da interagdo do
tempo de tratamento, P = 0,222. Saciedade: efeito do tratamento, P = 0,200; efeito do tempo, P < 0,001; efeito da interacdo do tempo de tratamento, P = 0,254. Plenitude: efeito

de tratamento, P = 0,646; efeito do tempo, P < 0,001; efeito da interagdo do tempo de tratamento, P = 0,826. Consumo potencial de alimentos: efeito do tratamento, P = 0,715;
efeito do tempo, P < 0,001; efeito da interagdo do tempo de tratamento, P = 0,825
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Fonte: Elaborado pela autora (2017).
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Apos a estratificacdo por sexo, ndo foram encontradas diferencas estatisticas (P >
0,05) em todos os parametros testados para o teste B. No entanto, o perfil oposto foi observado
para o teste A. Entre as mulheres, a variagao da "saciedade" observou o efeito do tratamento (P
=0,059) e diferenga no tempo T180 (P <0,05) e efeito do tratamento (P =0,010) em "plenitude"
(Figura 6).
Figura 6 — Variagdo dos parametros de "saciedade" e "plenitude" no jejum (TO) e apds o consumo de café da

manha (T30, T60, T120 e T180 min) depois do periodo de intervencdo de 15 dias de xarope de yacon (Gl) e
controle (G2), em mulheres saudaveis (n = 10)
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Fonte: Elaborado pela autora (2017).

Estes resultados sugerem que a capacidade do xarope de yacon para afetar a
saciedade pode ndo ser imediata, ¢ ¢ dependente do género. As diferencas de género nas
respostas de saciedade foram observadas em estudos anteriores. Cornier et al. (2010) sugeriram
que as mulheres teriam uma resposta prefrontal e parietal mais robusta a sugestdes visuais
alimentares do que os homens e também teriam maior sensibilidade a respostas de fome e
saciedade ao comer do que os homens, resultando na capacidade de manter melhor o equilibrio
energético durante um regime de dieta “a vontade”. Além disso, Scudine et al. (2016)
mostraram diferengas no comportamento mastigatério entre homens e mulheres. Os autores
mostraram que os homens tém menor tempo de mastiga¢cdo e menos movimento de mastigacao
do que as mulheres, mostrando sua relacdo com a saciedade, que ¢ maior nas mulheres.

As diferengas no consumo de fibras a curto e longo prazo em respostas de saciedade
foram relatadas em estudos anteriores. Em interven¢des humanas, um estudo piloto de 10
individuos saudaveis que consumiram FOS (16 g/dia no total) duas vezes ao dia, durante 15
dias, relatou aumento da saciedade apos o café da manha e o jantar, quando comparado ao
placebo (CANI et al., 2006). No entanto, consistente com os resultados encontrados, individuos
que consumiram FOS (8 g) em uma barra de substituicao de refeicdes por dois dias, uma ou

duas vezes por dia, ndo afetaram o apetite de curto prazo (PETERS et al., 2009).
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O hipotalamo ¢ a estrutura do sistema nervoso responsavel pelo controle da ingestao
alimentar (regulagdo a curto prazo da fome e da saciedade) e peso corporal (regulacdo a longo
prazo). Recebe muitos sinais sob a forma de hormdnios como a grelina que estimula a fome, e
adrenalina, insulina, colecistoquinina, leptina e proteina PYY que estimula a saciacdo e/ou a
saciedade (GIUNTINI et al., 2015). Shi e Clegg (2009) revisaram as diferencas sexuais de
regulagdo do peso corporal de humanos. Os autores mostraram diferengas na forma como os
cérebros do sexo feminino e do sexo masculino respondem aos sinais que regulam a gordura
corporal, e revelaram que os niveis de leptina sdo mais elevados nas fémeas em comparagao
com os machos. Carroll et al. (2007) avaliaram o efeito do género nas respostas hormonais pos-
prandiais e concluiram que os homens tiveram um declinio pos-prandial ligeiramente maior na
leptina em comparagao com as mulheres.

Assim, estes resultados sdo fundamentados por uma série de estudos que indicam
que FOS tém um efeito sobre o apetite que ¢ mais suscetivel de ser detectado em mulheres e
dentro de um estudo de maior duragdo. Essas conclusdes sugerem que o aumento da ingestao
total de fibras pode ajudar a aumentar a saciedade, especialmente nas mulheres e,
consequentemente, ser util no manejo da diabetes tipo 2 (FERNANDEZ ef al., 2013) ou no
controle da atual prevaléncia elevada de obesidade e sobrepeso (CANI et al., 2006). No entanto,
esses resultados devem ser confirmados por estudos mais longos (> 15 dias) e avaliados em

individuos com sobrepeso, obesidade e diabetes tipo 2.

4.4 Conclusoes

Os resultados deste estudo demonstram que o xarope de yacon pode ser consumido
como um unico alimento ou como ingrediente de outro alimento, como o iogurte, de acordo
com as observagoes realizadas no grupo focal. Além disso, o iogurte suplementado com o
xarope de yacon apresentou boa aceitagdo sensorial e inten¢do de compra positiva. Apoés uma
intervengdo a médio prazo do xarope de yacon em voluntdrios saudaveis, os resultados
mostraram diferencas importantes baseados no sexo nas respostas do apetite aos alimentos.

Além disso, o efeito nao foi observado em uma intervengao de curto prazo.
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CAPITULO 5: EFEITO DO XAROPE DE YACON NO APETITE E NO PERFIL
GLICEMICO, LIPIDICO E INFLAMATORIO: ENSAIO CLINICO RANDOMIZADO
CONTROLADO

RESUMO

Os frutooligossacarideos (FOS) presentes no yacon caracterizam-se como componentes com
efeito prebiotico. A utilizacdo de prebiodticos pode restaurar o equilibrio da microbiota
intestinal, afetando positivamente o metabolismo do hospedeiro. Esse estudo piloto objetivou
avaliar o impacto do consumo de xarope de yacon no metabolismo glicémico, lipidico e
inflamatério e no apetite de individuos saudaveis. Trinta individuos saudaveis de ambos os
sexos foram randomizados em 2 grupos que consumiram 40 g de produto durante 15 dias:
xarope de yacon (8,74 g de FOS, n = 15) ou placebo (xarope de milho, n = 15). Foram realizadas
avaliagdes antropométricas, efeitos gastrointestinais, perfil glicémico e lipidico, e
biomarcadores de inflamacgao e apetite no inicio e no fim do estudo. Os resultados mostraram
que o perfil glicémico e lipidico foram semelhantes entre os grupos antes e depois da
intervengdo, ocorrendo também um discreto aumento no hormoénio relacionado com a
saciedade, glucagon-like peptide-1 (GLP-1), embora ndo tenha ocorrido efeito significativo do
consumo de xarope de yacon. Quanto ao transito gastrointestinal, alguns participantes relataram
melhora com o consumo de xarope de yacon. Possivelmente, o tempo de estudo (15 dias) ndo
foi suficiente para revelar modula¢ao da microbiota intestinal, sugerindo que sao necessarios
ensaios de dura¢do mais prolongada que avaliem a microbiota intestinal, além de explorar seu

potencial prebidtico e anti-inflamatorio em mais detalhes.

Palavras-chave: Prebioticos. Metabolismo. Desordens metabolicas. Ensaio clinico.
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ABSTRACT

Fructooligosaccharides present in the yacon are characterized as components with prebiotic
effect. The use of prebiotics can restore the balance of the intestinal microbiota, positively
affecting the metabolism of the host. This pilot study aimed to evaluate the impact of yacon
syrup consumption on appetite and on glycemic, lipid and inflammatory metabolism in healthy
subjects. 30 healthy subjects of both sexes were randomized into 2 groups consuming 40 g of
product for 15 days: yacon syrup (8.74 g FOS, n = 15) or placebo (corn syrup, n = 15).
Anthropometric assessments, gastrointestinal effects, glycemic and lipid profile, and
biomarkers of inflammation and appetite were performed at the beginning and at the end of the
study. The results showed that the glycemic and lipid profile were similar between the groups
before and after the intervention, and there was also a slight increase in the satiety related
hormone, glucagon-like peptide-1 (GLP-1), although there was no significant effect of the
consumption of yacon syrup. Regarding gastrointestinal transit, some participants reported
improvement with the consumption of yacon syrup. Possibly, the study time (15 days) was not
sufficient to reveal intestinal microbiota modulation, suggesting that longer duration assays that
evaluate the intestinal microbiota, as well as exploring its prebiotic and anti-inflammatory

potential are needed in more detail.

Key words: Prebiotics. Metabolism. Metabolic disorders. Clinical trial.
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5.1 Introducao

As raizes de yacon [Smallanthus sonchifolius (Poepp. et Endl.) H. Robinson] sao
amplamente cultivadas em paises andinos e em diversos outros paises, como o Brasil, e atrairam
interesse recente devido aos seus efeitos antioxidantes e prebioticos (CASTRO; VILAPLANA;
NILSSON, 2017). Armazenam seus carboidratos sob a forma de f-1,2-frutooligossacarideos
(FOS), que sdo capazes de resistir a hidrolise de enzimas da parte superior do trato
gastrointestinal (DELGADO et al., 2013).

Os FOS sdo seletivamente degradados no coélon por bactérias probioticas,
resultando em modula¢cdo da microbiota e geracdo de metabdlitos bioativos ou acidos graxos
de cadeira curta (AGCC) que sdo responsaveis por diversas funcdes, especialmente a
modulagdo da concentragdo sérica de colesterol e dos niveis séricos de triglicerideos (BIBAS
BONET et al., 2010; GENTA et al., 2009; LIU et al., 2016), além de agdo hipoglicemiante
(SCHEID et al., 2014), hepatoprotetora (OLIVEIRA; BRAGA; FERNANDES, 2013), aumento
no transito intestinal (GEYER et al., 2008) e redu¢ao da insulina (GENTA et al., 2009).

Uma maior produgao intestinal de AGCC esta associada ao aumento da saciedade
e consequente redu¢do da ingestdo de alimentos, estando esses efeitos relacionados ao aumento
do glucagon-like peptide-1 (GLP-1), que, em conjunto com a reducdo da grelina, ocasionam
efeitos hipotaldmicos relacionados ao mecanismo de recompensa, pois a estimula¢do do
hormonio GLP-1 melhora a resposta glicémica e insulinémica, exercendo um papel importante
na reducao do peso (GIBBONS et al., 2013).

Revisdo sistematica realizada por Kellow, Coughlan e Reid (2014) com 26 ensaios
clinicos randomizados e 831 participantes avaliou os efeitos da suplementacdo de prebiodticos
na dieta sobre parametros bioquimicos associados ao desenvolvimento de anormalidades
metabolicas. Entretanto, apenas um desses estudos foi realizado com xarope de yacon, como
fonte de prebidticos, em mulheres obesas em periodo pré-menopdusico. Os resultados
apontaram um aumento da saciedade auto relatada, além de interven¢do no metabolismo da
glicose, reduzindo significativamente a concentragdo pos-prandial de glicose e insulina. Os
autores também reportaram uma reducgdo significativa do peso corporal, circunferéncia da
cintura e indice de massa corporal e aumento significativo da frequéncia de evacuagdes e da
sensagao de saciedade (GENTA et al., 2009).

Geyer et al. (2008) investigaram os efeitos do xarope de yacon no tempo de transito
do colon em voluntdrios saudaveis e observaram que o xarope de yacon acelerou

acentuadamente o transito colonico.
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Pode-se observar que hé evidéncias que relacionam o consumo de prebidticos com
efeitos benéficos em humanos. Todavia, o entendimento da relagdo de prebidticos com apetite
e no perfil glicémico, lipidico e inflamatorio ainda € escasso, mas de fundamental importancia
para a regulacdo metabolica. O yacon ¢ uma excelente fonte desses compostos, € a sua
concentracdo através de processos tecnologicos adequados e otimizados, torna-se uma
alternativa mais pratica para o consumo humano na forma de um xarope. Com isso, esse estudo
piloto teve como objetivo avaliar o impacto do consumo de xarope de yacon no metabolismo

glicémico, lipidico e inflamatorio e no apetite em individuos saudaveis.

5.2 Material e métodos

5.2.1 Populacgao e delineamento

Trata-se de um estudo piloto que avaliou o efeito do consumo de xarope yacon por
15 dias por meio de um ensaio clinico randomizado, duplo-cego, controlado por placebo. O
plano de randomizacao foi realizado pelo site http://www.randomization.com. O estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual do Ceara (UECE) (n°
56094516.4.0000.5534), de acordo com as normas do Comissio Nacional de Etica em Pesquisa
do Ministério da Saude (CONEP/MS) (ANEXO A). Todos os voluntarios assinaram um termo
de consentimento livre e esclarecido antes da intervencao. Constituiram critérios de inclusao
no estudo: ambos os sexos; ter entre 20 a 59 anos; nao apresentar doencas cronicas
autodeclaradas; ter indice de massa corporal maior que 18,5 kg m™; ndo estar em uso atual e
nos ultimos 30 dias de medicamentos hipoglicemiantes, hipolipemiante e anti-inflamatério; nao
participar de outro ensaio clinico; ndo apresentar consumo atual e nos ultimos 30 dias de
suplemento de fibras e frutooligossacarideos. Constituiram critérios de exclusdo no estudo:
gravidez; fumante atual ou nos ultimos 30 dias; consumo de etanol diario superior a 30 g para
homens e 15 g para mulheres; uso de medicamentos hipoglicemiantes, hipolipemiante,

antibiodticos ¢ anti-inflamatorio durante a intervengao.
5.2.2 Elaboracao dos produtos
O xarope de yacon foi produzido em planta piloto de processamento de alimentos

(Embrapa Agroindustria Tropical, Fortaleza, Cearda - Brasil). As raizes de yacon foram

processadas para obtencdo da polpa e, apos o tratamento acido do yacon (DIONISIO et al.,
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2013), a polpa foi extraida e tratada com Pectinex® Ultra SP-L e Celluclast® 1.5 L (500 mg L"!
de cada enzima, a 45 °C, 175 rpm, durante 120 minutos), e filtrada em sistema de microfiltracao.
Assim, o suco clarificado foi concentrado a 71 °Brix sob vacuo (560 mmHg) e temperatura de
60 = 5 °C durante 4 horas. O xarope foi dividido em sachés de 40 g (correspondentes a 8,74 g
de FOS, 71,74 kcal ou 300,30 kJ), armazenadas a 5 °C para uso posterior. Para o placebo,
utilizou-se alimento a base de glicose (40 g de xarope de milho, 71 °Brix, acidificado com 0,1%

de 4cido citrico e 0,018% de corante caramelo).

5.2.3 Coleta de dados e andlises bioquimicas

Foram selecionados 32 voluntarios que foram randomizados em dois grupos
(xarope de yacon e placebo). Apenas 2 individuos, sendo um do grupo xarope de yacon e outro
do grupo placebo ndo completaram os 15 dias de intervencdo. Finalizaram o estudo 30
voluntarios, distribuidos nos grupos xarope de yacon (n = 15) e placebo (n = 15). Os voluntérios
consumiram, diariamente, 40 g de xarope de yacon ou 40 g de placebo (Figura 1) no periodo
da manha, in natura ou em alimentos habitualmente consumidos. Os voluntarios foram

orientados a ndo modificagdo de habitos alimentares e estilo de vida durante a intervengao.

Figura 1 — Sachés (por¢des de 40 g) de xarope utilizados durante o estudo

Fonte: Elaborado pela autora (2017).

5.2.4 Avaliacoes demogrdficas e antropométricas

No inicio do estudo, todos os voluntarios foram entrevistados por um formulario
estruturado, contendo dados referentes a: sexo, idade, raca (auto referida) e estado de saude.
Para avaliacdo do peso corporal, foi utilizada uma balanga digital (Tanita®, modelo HD-313,
Arlington Heights, IL, EUA) tipo plataforma, com capacidade para 150 kg, sensibilidade de

100 gramas. Os individuos foram pesados com roupas leves e descalgos, foram posicionados
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em postura ereta, com os pés inteiramente compreendidos na plataforma da balanga, de forma
paralela, com bracos ao longo do corpo e olhar no horizonte. Para a afericdo da altura foi
utilizado um estadidmetro (Seca®, modelo bodymeter 208, Sdo Paulo, SP, Brasil) com escala
em milimetros, a ser fixado na parede. A medida da circunferéncia da cintura foi realizada com
a fita métrica posicionada sobre o ponto médio entre o ultimo arco costal e a crista iliaca do
individuo em pé, com a leitura feita no momento da expiracdo. Estes dados foram coletados por
pesquisadores de campo previamente treinados no inicio e no final do estudo. Peso e altura
foram utilizados para calcular o indice de massa corporal (IMC, kg m™), e assim como a

circunferéncia da cintura (CC, cm) e quadril para calculo da relagdo cintura-quadril (RCQ).

5.2.5 Coleta de sangue

A coleta da amostra de sangue foi realizada com agendamento prévio de acordo
com a disponibilidade dos participantes. A coleta foi realizada por profissional capacitado
(técnico de enfermagem) e em local reservado e equipado de modo a conferir seguranca
bioldgica ao individuo doador e coletor. Foram coletados, aproximadamente, 15 mL de material
sanguineo em tubos secos, EDTA (4cido etileno-diamino-tetraacético) e fluoreto por meio de
puncdo venosa em jejum de 12 horas. Os tubos foram armazenados em isopor com gelo
reciclavel e transportados ao laboratério; onde foram centrifugados e processados em aliquotas
de soro e plasma. Todas as aliquotas de soro e plasma para as determinagdes bioquimicas foram

congeladas a — 80 °C até o momento das analises.

5.2.6 Perfil glicémico e lipidico

Foram analisadas as concentragdes de colesterol total e triacilglicerol, colesterol na
HDL no soro por métodos colorimétricos enzimaticos e glicemia de jejum em tudo de fluoreto
por método UV enzimatico (Hexoquinase). O contetido de colesterol associado a LDL foi
estimado por meio de formula de Friedewald (FRIEDEWALD; LEVY; FREDRICKSON,
1972). A dosagem plasmatica de insulina no soro foi realizada por método
quimioluminescéncia. A apolipoproteinas B (Apo-B100) foi determinada por método
imunoensaio turbidimétrico (Autokits APOB100, Randox Chemicals USA Inc.; Richmond,
VA, USA).
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5.2.7 Biomarcadores de apetite e inflamagdao

Kits comerciais por Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) foram
utilizados para avaliagdo de biomarcadores do apetite, como glucagon-like peptide-1 - GLP-1
(MyBioSource) e grelina (MyBioSource) dosados no soro antes e apds a intervencao. Foram
dosados também biomarcadores inflamatorios, como lipopolysaccharides - LPS

(MyBioSource) e proteina C-reativa ultrassensivel (Imuno-turbidimétrico).

5.2.8 Avaliacdo dos efeitos gastrointestinais

Foi mantido um livro de ocorréncias para anotagao de efeitos colaterais relatados
pelos participantes com o uso do xarope de yacon ou do placebo (nduseas, diarreia, etc.). O
desconforto antes e apds a intervencao foi avaliado pela presenca de flatuléncia, dor abdominal
e distensdo. Alteragdes relacionadas a constipagdo foram avaliadas através de escala de
constipacao (pontuagao minima: 0; pontuagdo maxima: 30), segundo questiondrio proposto por

Agachan et al. (1996) (ANEXO C).

5.2.9 Analise de dados

Foi realizada uma analise de intengdo-de-tratar. Testes como ¢ de Student e qui-
quadrado foram utilizados para analisar diferengas entre os grupos de intervengdo. Foram
apresentadas as médias das diferengas entre os grupos de interven¢do com seus intervalos de
confianga de 95%, apds andlise de covariancia (ANCOVA). Todas as andlises estatisticas foram

realizadas no pacote estatistico SPSS versao 20.0, com nivel descritivo de teste de 0,05.

5.3 Resultados e discussao

A tabela 1 contém as caracteristicas demograficas e variaveis laboratoriais que
formaram os grupos analisados. No grupo estudado, a maioria era do sexo feminino e da raga
autodeclarada branca (n = 21, 67,7%), 87,1% relataram ter estado de saide muito bom/bom e
tinha média de idade de 40,9 + 8,3 anos. Os grupos xarope de yacon e placebo ndo diferiram

entre si nas variaveis demograficas e bioquimicas basais.



Tabela 1 — Caracteristicas pré-tratamento dos voluntarios programados para participar do estudo
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Variaveis* | Xarope de yacon (n = 15) | Placebo (n =15) |

*

P
Idade (anos) 41,7+ 8,9 40,1+ 8,0 0,585
Sexo feminino (%) 10 (66,7%) 11 (68.8) 1,000
Raga autodeclarada branca (%)™ 11 (80,0%) 9 (56,2) 0,252
Peso (kg) 69,1 £ 14,0 71,2+ 16,4 0,712
CC (cm) 82,9+ 82 829+ 117 0,999
IMC (kg m?) 253+33 25.0+ 4.8 0,834
RCQ 0,8+0,1 0,8+0,1 0,741
Glicose (mg dL™") 85+6 84 +7 0,694
Insulina (WU mL™") 9,2+4,6 7,8+3,6 0,337
Colesterol total (mg dL") 192 £27 191 £22 0,967
HDL-C (mg dL") 54+ 13 56 +13 0,646
LDL-C (mg dL") 111421 112 +25 0,961
Apo B (mg dL) 93,7+ 14,9 91,0+ 16,6 0,633
Triglicerideos (mg dL") 132 £ 81 117 £60 0,555
GLP-1 (pg mL") 295.6 + 107.1 2761 + 123.1 0,642
Grelina (ng mL") 39+1.3 49+1,9 0,089
LPS (pg mL™) 12,9+ 42 153+ 64 0,235
PCR-us (mg dL)" 0,13 (0,03-0,41) 0,15 (0,02-1,62) 0,922
Escala de constipacdo, pontuacio” 6 (0-17) 5 (0-16) 0,520

"Teste t de Student ou Mann-Whitney. ¥*Resultados sdo expressos como média + desvio padrio de determinagdes
em duplicata. “Valores expressos em mediana (valores minimo e méximo). ““Expressos emn (%). CC: circunferéncia
da cintura; IMC: indice de massa corporal; RCQ: relagdo cintura-quadril; LDL-C: low-density lipoprotein; HDL-C:
high-density lipoprotein; Apo B: apolipoproteinas B; GLP-1: glucagon-like peptide-1; LPS: lipopolissacaridios;
PCR-us: proteina C-reativa ultrassensivel.

O grupo teve média de IMC e CC de 25,2 + 4,1 kg m? e 82,9 £ 10,0 cm,
respectivamente, e 45,2% apresentaram excesso de peso. O consumo de xarope de yacon por
um periodo de 15 dias ndo foi capaz de afetar a circunferéncia da cintura (CC), indice de massa

corporal (IMC) e relacao cintura-quadril (RCQ) (Tabela 2). Nao houve diferenga na pontuagao

de escala de constipagdo entre o xarope de yacon e o grupo placebo (f =-1,14; p =0,252).

Tabela 2 — Dados clinicos dos individuos antes e apds 15 dias de tratamento com xarope de yacon ou com placebo

Variaveis Xarope de yacon (n = 15) Placebo (n =15) Diferenca média”
antropométricas” Antes | Depois Antes | Depois Beta | IC 95%
Peso (kg) 69,1140 692+140 71,2+164 71,2+164 0,07 -0,26; 0,40
CC (cm) 82,9+82 82,3+38,0 82,9+ 11,7 82,5+123 -0,16 -0,98; 0,66
IMC (kg m™) 253+33 253+33 25,0+4,8 25,0+4,8 0,03 -0,08; 0,15
RCQ 0,8 +0,05 0,8 £0,05 0,8 +0,06 0,8 +0,07 -0,01 -0,02; 0,01

“Resultados expressos como média + desvio padrio de determinagdes em duplicata. “Regressdo linear, valores
expressos em coeficiente de regressao e intervalo de confianca de 95% (IC 95%). CC: circunferéncia da cintura;
IMC: indice de massa corporal; RCQ: relagdo cintura-quadril.

No presente estudo, analisou-se o efeito da suplementacdo com xarope de yacon
sobre as variaveis antropométricas em seres humanos e conforme pode ser observado os valores
médios ndo apresentaram diferengas estatisticamente significativas (P > 0,05) antes e depois da
intervencao.

Genta et al. (2009), em estudo com mulheres obesas (n = 40) no periodo pré-

menopausico, observaram efeito na diminui¢do significativa do peso corporal, com uma
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importante redu¢do na circunferéncia da cintura e no IMC, ndo sendo observados esses efeitos
no grupo controle (placebo), atribuindo o efeito ao consumo a longo prazo de xarope de yacon
(120 dias). Liber e Szajewska (2013), em revisdo sistematica sobre os efeitos de frutano tipo
inulina no apetite, consumo de energia e peso corporal em criangas e adultos, também sugerem
que a administragdo a longo prazo de frutanos tipo inulina pode contribuir para a redugdo de
peso. Possivelmente, o grupo (n = 15) e o periodo curto de 15 dias utilizados nesse estudo, nao
foram suficientes para revelar esses efeitos.

Os prebiodticos caracterizam-se como componentes capazes de modular o
crescimento de micro-organismos probioticos e influenciar positivamente os seus efeitos sobre
o organismo hospedeiro, tendo como principais produtos de fermentacdo desses micro-
organismos no célon os AGCC. Esses acidos graxos tém sido relatados com propriedades de
aumento da saciedade, com alguns pesquisadores sugerindo que eles podem explicar a
associagdo inversa entre a ingestdo de fibra dietética e peso corporal encontrados em alguns
estudos observacionais (DARZI; FROST; ROBERTSON, 2011; BYRNE et al., 2015).

O efeito do consumo de yacon no perfil glicémico (glicose e insulina), lipidico
(colesterol total, HDL-C, LDL-C, Apo B e triglicerideo), relacionados ao apetite (GLP-1 e
grelina) e perfil inflamatério (LPS e PCR) podem ser visualizados na Tabela 3.

Tabela 3 — Niveis séricos de glicemia, insulina, lipidos e lipoproteinas e indicadores inflamatdérios em jejum antes
e apos 15 dias de tratamento com xarope de yacon ou com placebo

Varidveis bioquimicas® Xarope de yacon (n = 15) Placebo (n = 15) Diferenca média”
q Antes | Depois Antes | Depois Beta | IC 95%
Glicose (mg dL) 85,0+ 6,0 87,0+ 6,0 84,0+ 7,0 86,0+ 7,0 0,43 -2,62; 3,47
Insulina (WU mL-") 9,2+4,6 12,3+£7,5 7,8+3,6 8,6+43 1,90 -0,26; 4,06
Colesterol total (mg dL™")  192,0 £27,0 189,0 + 25,0 191,0 £ 21,0 183,0+24,0 6,19 -3,44;15,82
HDL-C (mg dL") 54,0+ 13,0 51,0+ 13,0 56,0+ 13,0 55,0+ 11,0 -2,45 -5,17; 0,27
LDL-C (mg dL") 111,0+21,0 115,0+ 17,0 112,0 £ 25,0 107,0+22,0 6,16 -1,97;14,29
Apo B (mg dL") 93,7+ 14,9 93,2+ 14,5 91,0+ 16,6 89,7+159,0 244 -4,27;9,15
Triglicerideo (mg dL™") 132,0 + 81,0 135,0 £ 96,0 117,0 £ 60,0 102,0+ 56,0 17,84  -6,96; 42,65
GLP-1 (pg mL™) 295,6 +107,1 320,2+136,5 276,1 £123,1 278,4+108,5 2697 -37,81;91,76
Grelina (ng mL") 39+1,3 43+£1,2 49+1,9 4713 0,03 -0,80; 0,85
LPS (pg mL™") 129+42 15,7+49 153+64 153+5.2 1,68 -1,39; 4,75
PCR-us (mg dL) 0,2+0,1 0,2+0,1 0,4+0,6 0,5+0,7 -0,15 -0,47; 0,17

"Resultados expressos como média + desvio padrio de determina¢des em duplicata. “Regressdo linear, valores
expressos em coeficiente de regressdo e intervalo de confianca de 95% (IC 95%). LDL-C: low-density lipoprotein;
HDL-C: high-density lipoprotein, Apo B: apolipoproteinas B; GLP-1: glucagon-like peptide-1; LPS:
lipopolissacaridios; PCR-us: proteina C-reativa ultrassensivel.

Pela observagao dos resultados obtidos, embora ndo tenha ocorrido efeito
significativo do consumo de xarope de yacon podemos perceber que o perfil glicémico e

lipidico foram semelhantes entre os grupos antes e depois da intervengdo. Em estudo conduzido

por Genta et al. (2009), a glicemia de jejum e lipidios séricos também nao foram afetados,
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sendo o Unico efeito positivo encontrado em niveis de LDL-colesterol sérico. Neste estudo, a
utilizagdo de xarope de yacon ndo alterou a homeostase da glicose nem o perfil lipidico em
individuos saudaveis, o que pode ser explicado, em parte, pelo fato de que a glicose inicial e os
lipidios de individuos saudaveis foram mantidos a um nivel normal. Além disso, o periodo e a
dosagem da suplementacdo podem nio ter sido suficientes para que os FOS presentes no xarope
de yacon exercessem os seus efeitos.

O hormdnio gastrointestinal envolvido com o aumento da fome (grelina) nao
apresentou reduc¢ao significativa, ocorrendo apenas um discreto aumento ndo significativo no
horménio relacionado com a saciedade (GLP-1). O aumento na producdo de GLP-1 e redu¢ao
de grelina estdo associados a redu¢dao do consumo alimentar com consequente perda de peso
(GIBBONS et al., 2013).

Cani et al. (2006), em estudo piloto com humanos saudéaveis, demonstraram
saciedade reforcada e redugdo no consumo de energia ap6s a suplementagdo com 8 g FOS duas
vezes por dia durante duas semanas. Em contraste, um estudo de individuos com sobrepeso
consumindo 21 g de FOS por dia durante 12 semanas (PARNELL; REIMER, 2009) demonstrou
nao haver diferenca nos indices de apetite apesar das redugdes no consumo de energia e
diminui¢do do peso corporal, sugerindo que a redu¢do do consumo de energia ndo pode estar
associada a percepcdes subjetivas de maior saciedade (HESS et al., 2011).

Os horménios grelina e GLP-1 agem na regulacao do apetite e sdo secretados apds
estimulos neuronais como consequéncia da distensdo do estobmago, da absor¢ao de nutrientes e
a partir da digestdo de alimentos (BEWICK, 2012). Em humanos, o efeito sacietogénico
relacionado as intervengdes prebidticas (avaliado apds 2 semanas a 3 meses de tratamento) esta
também relacionado ao aumento sacietogénico e/ou a diminui¢do dos peptideos orexigénicos
(estimulam o apetite e diminuem apds alimentagao), como a grelina (VERHOEF; MEYER;
WESTERTERP, 2011). A produgao de AGCC (nomeadamente acetato, propionato) apds
fermentagdo prebiodtica poderia ser parte do aumento da secre¢do de peptideos intestinais pelas
células enddcrinas (TOLHURST et al., 2012).

O perfil anti-inflamatério representado pelos valores de PCR e LPS nao
apresentaram efeito estatisticamente significativo. Discretas elevacdes das concentragdes de
PCR, mesmo dentro da faixa de referéncia, podem prever o aparecimento de doencas
cardiovasculares e diabete, sendo a concentragdo de PCR um preditor especifico de risco
cardiovascular em individuos saudaveis e os seus valores se elevam a medida que o IMC
aumenta. O aumento de LPS pode ocorrer por processos que envolvem um aumento na

forma¢ao de quilomicrons, uma diminui¢dao na integridade da barreira intestinal e/ou uma
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diminuicdo da atividade da fosfatase alcalina, que ¢ a enzima responsavel pela clivagem de LPS
no intestino (DELZENNE; NEYRINCK; CANI, 2013; TZOUNIS et al., 2011).

Os efeitos positivos de prebidticos sobre biomarcadores inflamatorios podem ser
influenciados pelas diferengas de etnia, genotipo, duracao do estudo, dosagem, tipo e tempo de
suplementagdo, estado patoldgico, bem como estado basal do estado inflamatoério/anti-
inflamatorio dos individuos (ALIASGHARZADEH et al., 2015).

Os principais produtos do metabolismo do FOS no intestino sao AGCC. Os dados
apresentados neste estudo demonstram que o xarope de yacon ¢ uma excelente fonte de FOS,
embora ndo tenha ocorrido diferenga significativa entre intervencdo e placebo nos indices
medidos, houve uma manutengao dos mesmos e esses efeitos seriam provavelmente modulados
via AGCC produzidos durante a fermentacdo do FOS no célon. As alegagdes de propriedade
funcional de um produto podem, ainda, fazer referéncia a manutencao geral da saude e a
redugdo do risco de doengas (ANVISA, 2017).

Quanto aos efeitos gastrointestinais do consumo de xarope de yacon, apenas um
participante relatou desconforto relacionado a efeitos gastrointestinais adversos (diarreia e
flatuléncia). Quanto ao transito gastrointestinal, alguns participantes relataram melhora com o
consumo de xarope de yacon. Geyer et al. (2008), em um estudo duplo-cego, controlado por
placebo, o xarope de yacon foi administrado a 16 individuos saudaveis (8 homens e 8 mulheres)
em uma dose diaria de 20 g (6,4 g FOS) durante 2 semanas, concluiram que o xarope de yacon
foi bem tolerado e que ndo foram observados efeitos secundarios graves da sua ingestao.

A partir dos resultados obtidos, foi possivel observar também que ¢ importante
ajustar a ingestdo de FOS/kg de peso corpdéreo/dia para cada individuo participante com
percentual de FOS que favoreca a modulacdo dos hormdnios gastrointestinais, de modo a
controlar a ingestao alimentar.

Dessa forma, ¢ importante a continuidade desse estudo e sugere-se avaliar a
capacidade de linhagens probidticas em fermentar o xarope de yacon e produzir AGCC, além
de analisar outros hormdnios gastrointestinais, pardmetros inflamatorios e oxidativos, a fim de
obter mais estudos para amparar a utilizagao do xarope de yacon, em quantidades adequadas,
com voluntarios portadores de alguma patologia associada e um tempo maior de estudo,

intensificando pesquisas neste contexto.
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5.4 Conclusoes

Os indices avaliados através dos testes clinicos ndo revelaram diferencas
significativas durante a suplementagdo com xarope de yacon, possivelmente devido ao tempo
do estudo, sugerindo que sdo necessarios ensaios de duragdo mais prolongada que avaliem o
crescimento e a atividade microbiana intestinal. Além disso, individuos com sobrepeso,
obesidade e diabetes tipo 2 podem ser também avaliados. Estudos adicionais sdo justificados

para explorar seu potencial prebidtico e anti-inflamatério em mais detalhes.



132

REFERENCIAS

AGACHAN, F. et al. A constipation scoring system to simplify evaluation and management
of constipated patients. Diseases of the Colon & Rectum, v. 39, n. 6, p. 681-685, Jun. 1996.

ALIASGHARZADEH, A. et al. Resistant dextrin, as a prebiotic, improves insulin resistance
and inflammation in women with type 2 diabetes: a randomised controlled clinical trial.
British Journal of Nutrition, v. 113, n. 02, p. 321-330, Jan. 2015.

ANVISA. Alimentos com Alegagdes de Propriedades Funcionais e ou de Saude. Disponivel:
<http://portal.anvisa.gov.br/alimentos/alegacoes>. Acessado em: 15 mar. 2017.

BEWICK, G. A. Bowels control brain: gut hormones and obesity. Biochemical Medicine, v.
22,n. 3, p. 283-297, Oct. 2012.

BIBAS BONET, M. E. et al. Prebiotic effect of yacon (Smallanthus sonchifolius) on intestinal
mucosa using a mouse model. Food and Agricultural Immunology, v. 21, n. 2, p. 175-189,
May 2010.

BYRNE, C. S. et al. The role of short chain fatty acids in appetite regulation and energy
homeostasis. International Journal of Obesity, v. 39, n. 9, p. 1331-1338, Sep. 2015.

CANI, P. D. et al. Oligofructose promotes satiety in healthy human: a pilot study. European
Journal of Clinical Nutrition, v. 60, n. 5, p. 567-572, May 2006.

CASTRO, A.; VILAPLANA, F.; NILSSON, L. Characterization of a water soluble,
hyperbranched arabinogalactan from yacon (Smallanthus sonchifolius) roots. Food
Chemistry, v. 223, p. 76-81, May 2017.

DARZI, J.; FROST, G. S.; ROBERTSON, M. D. Do SCFA have a role in appetite regulation?
Proceedings of the Nutrition Society, v. 70, n. 01, p. 119-128, Feb. 2011.

DELGADO, G. T. C. et al. Yacon (Smallanthus sonchifolius).: a functional food. Plant Foods
for Human Nutrition, v. 68, n. 3, p. 222-228, Sep. 2013.

DELZENNE, N. M.; NEYRINCK, A. M.; CANI, P. D. Gut microbiota and metabolic
disorders: how prebiotic can work? British Journal of Nutrition, v. 109, n. S2, p. S81-S8S5,
Jan. 2013.

DIONISIO, A. P. et al. Raiz tuberosa de yacon (Smallanthus sonchifolius): obtengio de
extrato com manutencao das propriedades nutricionais e inativagao de enzimas de
escurecimento. Fortaleza: Embrapa Agroindustria Tropical, 2013. (Embrapa Agroindustria
Tropical. Comunicado Técnico, 206).

FRIEDEWALD, W. T.; LEVY, R. I.; FREDRICKSON, D. S. Estimation of the concentration
of low-density lipoprotein cholesterol in plasma, without use of the preparative
ultracentrifuge. Clinical Chemistry, v. 18, n. 6, p 499-502, Jun. 1972.

GENTA, S. et al. Yacon syrup: beneficial effects on obesity and insulin resistance in humans.
Clinical Nutrition, v. 28, n. 2, p. 1-6, Apr. 2009.



133

GEYER, M. et al. Effect of yacon (Smallanthus sonchifolius) on colonic transit time in
healthy volunteers. Digestion. v. 78, n. 1, p. 30-33, Nov. 2008.

GIBBONS, C. et al. Comparison of postprandial profiles of ghrelin, active GLP-q, and total
PYY to meals varying in fat and carbohydrate and their association with hunger and the
phases of satiety. Journal of Clinical Endocrinology and Metabolism, v. 98, n. 5, p. E847-
E855, May 2013.

HESS, J. R. et al. Effects of short-chain fructooligosaccharides on satiety responses in healthy
men and women. Appetite, v. 56, n. 1, p. 128-134, Feb. 2011.

KELLOW, N. J.; COUGHLAN, M. T.; REID, C. M. Metabolic benefits of dietary prebiotics
in human subjects: a systematic review of randomised controlled trials. British Journal of
Nutrition, v. 111, n. 7, p. 1147-1161, Apr. 2014.

LIBER, A.; SZAJEWSKA, H. Effects of inulin-type fructans on appetite, energy intake, and
body weight in children and adults: systematic review of randomized controlled trials. Annals
of Nutrition and Metabolism, v. 63, n. 1-2, p. 42-54, Oct. 2013.

LIU, F. et al. Effect of inulin-type fructans on blood lipid profile and glucose level: a
systematic review and meta-analysis of randomized controlled trials. European Journal of
Clinical Nutrition, v. 71, n. 1, p. 9-20, Jan. 2016.

OLIVEIRA, G. O.; BRAGA, C. P.; FERNANDES, A. A. H. Improvement of biochemical
parameters in type 1 diabetic rats after the roots aqueous extract of yacon [Smallanthus
sonchifolius (Poepp. & Endl.)] treatment. Food and Chemical Toxicology, v. 59, p. 256-260,
Sep. 2013.

PARNELL, J. A.; REIMER, R. A. Weight loss during oligofructose supplementation is
associated with decreased ghrelin and increased peptide YY in overweight and obese adults.
The American Journal of Clinical Nutrition, v. 89, n. 6, p. 1751-1759, Jun. 2009.

SCHEID, M. M. A. et al. Freeze-dried powdered yacon: effects of FOS on serum glucose,
lipids and intestinal transit in the elderly. European Journal of Nutrition, v. 53, n. 7, p.
1457-1464, Oct. 2014.

TOLHURST, G. et al. Short-chain fatty acids stimulate glucagon-like peptide-1 secretion via
the G-protein—coupled receptor FFAR2. Diabetes, v. 61, n. 2, p. 364-371, Feb. 2012.

TZOUNIS, X. et al. Prebiotic evaluation of cocoa-derived flavanols in healthy humans by
using a randomized, controlled, double-blind, crossover intervention study. The American
journal of Clinical Nutrition, v. 93, n. 1, p. 62-72, Jan. 2011.

VERHOEF, S. P.; MEYER, D.; WESTERTERP, K. R. Effects of oligofructose on appetite
profile, glucagon-like peptide 1 and peptide YY3-36 concentrations and energy intake.
British Journal of Nutrition, v. 106, n. 11, p. 1757-1762, Dec. 2011.



134

CONSIDERACOES FINAIS

— O uso de enzimas pectinoliticas e celuloliticas na clarificagdo do suco de yacon elevou
o fluxo de permeado em cerca de 40% na etapa de microfiltracdo, comparando com o
controle sem tratamento enzimatico. Além da obten¢cdo de um material limpido com
baixa turbidez, ocorreu a manutencdo dos compostos bioativos de interesse
(frutooligossacarideos e acido clorogénico).

— O xarope de yacon apresentou uma composi¢ao diversificada, com destaque para o seu
elevado conteudo de frutooligossacarideos e acido clorogénico, além de apresentar
aminoacidos essenciais (triptofano, valina e treonina), e diversos compostos fendlicos
com potencial antioxidante. O processo tecnoldgico proposto ndo degradou os
componentes funcionais do yacon, levando a uma concentracdo destes componentes ao
final do processo, revelando o xarope de yacon como um produto diferenciado do ponto
de vista nutricional e funcional.

— O xarope de yacon pode ser consumido como um Unico alimento ou como ingrediente
de outro alimento, como o iogurte, de acordo com os resultados das anélises sensoriais.
Apds uma intervencdo a médio prazo do xarope de yacon em voluntarios saudaveis,
ocorreram diferengas importantes baseados no sexo nas respostas subjetivas do apetite
aos alimentos.

— Para o ensaio clinico, os indices avaliados em individuos saudaveis foram mantidos a
um nivel normal. Possivelmente, o tempo de estudo (15 dias) ndo foi suficiente para
modular a microbiota intestinal e revelar os efeitos prebioticos sugerindo que sdo
necessarios ensaios de duracdo mais prolongada que avaliem a microbiota intestinal,

além de explorar seu potencial prebiotico e anti-inflamatdrio em mais detalhes.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Como perspectivas futuras, tem-se que:

— Avaliar a estabilidade microbioldgica e dos componentes bioativos do xarope de
yacon frente ao armazenamento prolongado;

— Realizar ensaios clinicos ampliando o tempo de duragdo, o numero de voluntarios
envolvidos e as concentragdes do xarope de yacon;

— Avaliar o uso do xarope em individuos com condi¢des de satde especificas
(diabetes, obesidade etc.);

— Avaliar a capacidade de linhagens probidticas em fermentar o xarope de yacon e
produzir 4cidos graxos de cadeia curta (AGCC), avaliando seus efeitos em células
tumorais (ensaio antiproliferativo);

— Avaliar o indice glicémico e a carga glicémica do xarope de yacon.
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APENDICE A — COEFICIENTES DE REGRESSAO DO DCCR PARA OS S(')L,IDOS
SOLUVEIS DAS VARIAVEIS UTILIZADAS PARA A MACERACAO ENZIMATICA

DO YACON
Coef. de Erro

Fator regressio padriao t13) p-valor
Média 13,27 0,24 54,63 0,0001
Pectinex® Ultra SP-L (L) 0,05 0,09 0,56 0,5871
Pectinex® Ultra SP-L (Q) 0,02 0,09 0,21 0,8360
Celluclast® 1.5 L (L) 0,07 0,09 0,85 0,4124
Celluclast® 1.5 L (Q) 0,16 0,09 1,72 0,1108
Temperatura (L) 0,04 0,09 0,46 0,6530
Temperatura (Q) -0,03 0,09 -0,34 0,7416
Agitagdo (L) 0,12 0,09 1,43 0,1778
Agitacio (Q) -0,27 0,09 -3,01 0,0108
Pectinex® Ultra SP-L e Celluclast® 1.5 L 0,02 0,11 0,21 0,8387
Pectinex® Ultra SP-L e Temperatura 0,03 0,11 0,33 0,7494
Pectinex® Ultra SP-L e Agitacdo -0,05 0,11 -0,45 0,6637
Celluclast® 1.5 L e Temperatura 0,02 0,11 0,21 0,8387
Celluclast® 1.5 L e Agitagdo 0,04 0,11 0,39 0,7060
Temperatura e Agitacio 0,15 0,11 1,46 0,1710

Fatores em negrito sdo estatisticamente significativos a 10% (P < 0,10).

APENDICE B - COEFICIENTES DE REGRESSAO DO DCCR PARA OS ACUCARES
TOTAIS DAS VARIAVEIS UTILIZADAS PARA A MACERACAO ENZIMATICA DO

YACON
Coef. de Erro

Fator regressio | padrio ta3) p-valor
Média 12,97 0,43 30,12 0,0001
Pectinex® Ultra SP-L (L) -0,04 0,15 -0,24 0,8137
Pectinex® Ultra SP-L (Q) 0,16 0,16 -1,02 0,3287
Celluclas® 1.5 L (L) 0,24 0,15 1,55 0,1473
Celluclast® 1.5 L (Q) -0,14 0,16 -0,89 0,3928
Temperatura (L) 0,08 0,15 0,55 0,5941
Temperatura (Q) -0,06 0,16 -0,36 0,7251
Agitagdo (L) -0,15 0,15 -0,97 0,3491
Agitagdo (Q) -0,20 0,16 -1,25 0,2350
Pectinex® Ultra SP-L e Celluclast® 1.5 L 0,18 0,19 0,95 0,3631
Pectinex® Ultra SP-L e Temperatura -0,64 0,19 -3.42 0,0051
Pectinex® Ultra SP-L e Agitagdo 0,07 0,19 0,38 0,7090
Celluclast® 1.5 L e Temperatura -0,36 0,19 -1,94 0,0757
Celluclast® 1.5 L e Agitacdo 0,21 0,19 1,13 0,2793
Temperatura e Agitacio -0,05 0,19 -0,28 0,7830

Fatores em negrito sdo estatisticamente significativos a 10% (P < 0,10).



137

APENDICE C - COEFICIENTES DE REGRESSAO DO DCCR PARA OS ACUCARES
REDUTORES DAS VARIAVEIS UTILIZADAS PARA A MACERACAO

ENZIMATICA DO YACON
Coef. de Erro

Fator regressio | padrio ta3) p-valor
Média 5,68 0,16 35,01 0,0001
Pectinex® Ultra SP-L (L) -0,08 0,06 -1,34 0,2059
Pectinex® Ultra SP-L (Q) 0,08 0,06 1,28 0,2231
Celluclast® 1.5 L (L) 0,01 0,06 0,17 0,8644
Celluclast® 1.5 L (Q) 0,00 0,06 0,05 0,9599
Temperatura (L) 0,03 0,06 0,54 0,6005
Temperatura (Q) -0,03 0,06 -0,50 0,6236
Agitagdo (L) 0,01 0,06 0,13 0,8981
Agitacdo (Q) -0,02 0,07 -0,32 0,7555
Pectinex® Ultra SP-L e Celluclast®1.5 L -0,03 0,07 -0,36 0,7279
Pectinex® Ultra SP-L e Temperatura -0,05 0,07 -0,64 0,5336
Pectinex® Ultra SP-L e Agitagdo 0,08 0,07 1,16 0,2697
Celluclast® 1.5 L e Temperatura 0,10 0,07 1,42 0,1798
Celluclast® 1.5 L e Agitagdo 0,00 0,07 0,05 0,9583
Temperatura e Agitagdo 0,01 0,07 0,09 0,9305

Fatores em negrito séo estatisticamente significativos a 10% (P <0,10).

APENDICE, D - COEFICIENTES DE REGRESSAO DO DCCR PARA A SACAROSE
DAS VARIAVEIS UTILIZADAS PARA A MACERACAO ENZIMATICA DO YACON

Coef. de Erro

Fator regressio | padrio ta3) p-valor
Média 1,60 0,23 7,06 0,0001
Pectinex® Ultra SP-L (L) 0,01 0,08 0,13 0,8987
Pectinex® Ultra SP-L (Q) -0,18 0,08 -2,12 0,0559
Celluclast® 1.5 L (L) -0,04 0,08 -0,44 0,6663
Celluclast®1.5 L (Q) -0,19 0,08 -2,28 0,0418
Temperatura (L) 0,19 0,08 2,35 0,0370
Temperatura (Q) -0,09 0,08 -1,01 0,3307
Agitacdo (L) -0,19 0,08 -2,40 0,0337
Agitagdo (Q) -0,02 0,08 -0,25 0,8077
Pectinex® Ultra SP-L e Celluclast® 1.5 L 0,08 0,10 0,85 0,4067
Pectinex® Ultra SP-L e Temperatura -0,10 0,10 -1,05 0,3140
Pectinex® Ultra SP-L e Agitagdo 0,01 0,10 0,07 0,9453
Celluclast® 1.5 L e Temperatura -0,06 0,10 -0,57 0,5813
Celluclast® 1.5 L e Agitagdo -0,02 0,10 -0,24 0,8177
Temperatura e Agitagio 0,21 0,10 2,18 0,0495

Fatores em negrito séo estatisticamente significativos a 10% (P < 0,10).
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APENDICE E - COEFICIENTES DE REGRESSAO DO DCCR PARA A FRUTOSE +
GLICOSE DAS VARIAVEIS UTILIZADAS PARA A MACERACAO ENZIMATICA
DO YACON

Coef. de Erro

Fator regressio | padrio ta3) p-valor
Média 1,39 0,14 10,12 0,0001
Pectinex® Ultra SP-L (L) -0,02 0,05 -0,31 0,7633
Pectinex® Ultra SP-L (Q) -0,02 0,05 -0,46 0,6566
Celluclast® 1.5 L (L) 0,02 0,05 0,41 0,6884
Celluclast® 1.5 L (Q) -0,10 0,05 -1,88 0,0840
Temperatura (L) 0,06 0,05 1,23 0,2413
Temperatura (Q) -0,07 0,05 -1,28 0,2251
Agitacdo (L) -0,17 0,05 -1,46 0,0047
Agitagdo (Q) -0,02 0,05 -0,36 0,7258
Pectinex® Ultra SP-L e Celluclast 0,07 0,06 1,24 0,2398
Pectinex® Ultra SP-L e Temperatura -0,15 0,06 -2,43 0,0316
Pectinex® Ultra SP-L e Agitagdo -0,02 0,06 -0,38 0,7125
Celluclast® 1.5 L e Temperatura -0,08 0,06 -1,40 0,1855
Celluclast® 1.5 L e Agitagdo -0,02 0,06 -0,27 0,7898
Temperatura e Agitaciio 0,19 0,06 3,23 0,0072

Fatores em negrito séo estatisticamente significativos a 10% (P <0,10).

APENDICE F - COEFICIENTES DE REGRESSAO DO DCCR PARA O GFs DAS
VARIAVEIS UTILIZADAS PARA A MACERACAO ENZIMATICA DO YACON

Coef. de Erro

Fator regressio | padrio ta3) p-valor
Média 0,91 0,35 2,59 0,0238
Pectinex® Ultra SP-L (L) 0,00 0,12 0,00 0,9974
Pectinex® Ultra SP-L (Q) 0,19 0,13 1,44 0,1757
Celluclast® 1.5 L (L) 0,05 0,12 0,42 0,6791
Celluclast® 1.5 L (Q) 0,17 0,13 1,25 0,2350
Temperatura (L) -0,08 0,32 -0,63 0,5399
Temperatura (Q) 0,13 0,13 0,98 0,3481
Agitagdo (L) 0,00 0,12 0,03 0,9765
Agitagdo (Q) 0,01 0,13 0,11 0,9159
Pectinex® Ultra SP-L e Celluclast® 1.5 L 0,05 0,15 0,31 0,7644
Pectinex® Ultra SP-L e Temperatura 0,01 0,15 0,05 0,9585
Pectinex® Ultra SP-L e Agitagdo -0,10 0,15 -0,66 0,5228
Celluclast® 1.5 L e Temperatura 0,09 0,15 0,58 0,5696
Celluclast® 1.5 L e Agitagdo -0,09 0,15 -0,58 0,5696
Temperatura e Agitacio 0,01 0,15 0,04 0,9649

Fatores em negrito sdo estatisticamente significativos a 10% (P < 0,10).
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APENDICE G - COEFICIENTES DE REGRESSAO DO DCCR PARA O GFs DAS

VARIAVEIS UTILIZADAS PARA A MACERACAO ENZIMATICA DO YACON

Coef. de

Erro

Fator regressio padriao t13) p-valor
Média 1,56 0,16 9,93 0,0001
Pectinex® Ultra SP-L (L) -0,02 0,06 -0,29 0,7754
Pectinex® Ultra SP-L (Q) -0,05 0,06 -0,88 0,3979
Celluclast® 1.5 L (L) -0,03 0,06 -0,47 0,6458
Celluclast® 1.5 L (Q) -0,04 0,06 -0,60 0,5587
Temperatura (L) -0,08 0,06 -1,41 0,1826
Temperatura (Q) 0,03 0,06 0,58 0,5701
Agitagdo (L) 0,04 0,06 0,67 0,5180
Agitagdo (Q) -0,05 0,06 -0,83 0,4204
Pectinex® Ultra SP-L e Celluclast® 1.5 L -0,01 0,07 -0,14 0,8929
Pectinex® Ultra SP-L e Temperatura 0,09 0,07 1,38 0,1915
Pectinex® Ultra SP-L e Agitacdo -0,04 0,07 -0,52 0,6109
Celluclast® 1.5 L e Temperatura -0,04 0,07 -0,54 0,5986
Celluclast® 1.5 L e Agitacdo 0,07 0,07 1,07 0,3046
Temperatura e Agitacio 0,14 0,07 -2,03 0,0656

Fatores em negrito sdo estatisticamente significativos a 10% (P < 0,10).

APENDICE H - COEFICIENTES DE REGRESSAO DO DCCR PARA O GF4 DAS

VARIAVEIS UTILIZADAS PARA A MACERACAO ENZIMATICA DO YACON

Coef. de

Erro

Fator regressio padriao t13) p-valor
Média 1,48 0,22 6,78 0,0001
Pectinex® Ultra SP-L (L) -0,08 0,08 -1,04 0,3170
Pectinex® Ultra SP-L (Q) 0,08 0,08 0,98 0,3462
Celluclast® 1.5 L (L) 0,06 0,08 0,74 0,4729
Celluclast® 1.5 L (Q) 0,13 0,08 1,64 0,1273
Temperatura (L) -0,16 0,08 -2,03 0,0653
Temperatura (Q) 0,13 0,08 1,59 0,1373
Agitagdo (L) 0,03 0,08 0,43 0,6767
Agitagdo (Q) 0,08 0,08 1,00 0,3390
Pectinex® Ultra SP-L e Celluclast®1.5 L 0,03 0,09 0,35 0,7316
Pectinex® Ultra SP-L e Temperatura -0,02 0,09 -0,25 0,8105
Pectinex® Ultra SP-L e Agitacdo 0,19 0,09 1,98 0,0710
Celluclast® 1.5 L e Temperatura -0,01 0,09 -0,09 0,9328
Celluclast® 1.5 L e Agitacdo 0,12 0,09 1,32 0,2120
Temperatura e Agitagcdo 0,00 0,09 -0,05 0,9638

Fatores em negrito sdo estatisticamente significativos a 10% (P < 0,10).
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APENDICE 1 - COEFICIENTES DE REGRESSAO DO DCCR PARA O GF; DAS

VARIAVEIS UTILIZADAS PARA A MACERACAO ENZIMATICA DO YACON

Coef. de Erro

Fator regressio padriao t13) p-valor
Média 3,22 0,29 10,94 0,0001
Pectinex® Ultra SP-L (L) 0,00 0,10 0,01 0,9937
Pectinex® Ultra SP-L (Q) -0,14 0,11 -1,29 0,2203
Celluclast® 1.5 L (L) 0,20 0,10 1,92 0,0790
Celluclast® 1.5 L (Q) -0,09 0,11 -0,84 0,4169
Temperatura (L) 0,03 0,10 0,30 0,7664
Temperatura (Q) -0,18 0,11 -1,59 0,1384
Agitagdo (L) 0,09 0,10 0,86 0,4089
Agitagdo (Q) -0,15 0,11 -1,35 0,2020
Pectinex® Ultra SP-L e Celluclast® 1.5 L -0,23 0,13 -1,84 0,0904
Pectinex® Ultra SP-L e Temperatura -0,11 0,13 -0,84 0,4160
Pectinex® Ultra SP-L e Agitacdo 0,00 0,13 0,04 0,9694
Celluclast® 1.5 L e Temperatura -0,19 0,13 -1,48 0,1649
Celluclast® 1.5 L e Agitagdo 0,05 0,13 0,38 0,7091
Temperatura e Agitacio -0,29 0,13 -2,24 0,0445

Fatores em negrito sdo estatisticamente significativos a 10% (P < 0,10).

APENDICE J - COEFICIENTES DE REGRESSAO DO DCCR PARA O GF: DAS

VARIAVEIS UTILIZADAS PARA A MACERACAO ENZIMATICA DO YACON

Coef. de Erro

Fator regressio padriao t13) p-valor
Média 2,71 0,22 12,60 0,0001
Pectinex® Ultra SP-L (L) 0,06 0,08 0,85 0,4128
Pectinex® Ultra SP-L (Q) -0,02 0,08 -0,20 0,8468
Celluclast® 1.5 L (L) -0,03 0,08 -0,41 0,6886
Celluclast® 1.5 L (Q) 0,00 0,08 -0,04 0,9667
Temperatura (L) 0,11 0,08 1,51 0,1581
Temperatura (Q) 0,00 0,08 -0,01 0,9909
Agitagdo (L) 0,05 0,08 0,63 0,5408
Agitagdo (Q) -0,04 0,08 -0,48 0,6426
Pectinex® Ultra SP-L e Celluclast®1.5 L 0,19 0,09 2,02 0,0665
Pectinex® Ultra SP-L e Temperatura -0,36 0,09 -3,87 0,0022
Pectinex® Ultra SP-L e Agitacdo 0,03 0,09 0,32 0,7581
Celluclast® 1.5 L e Temperatura -0,08 0,09 -0,88 0,3971
Celluclast® 1.5 L e Agitagdo 0,10 0,09 1,03 0,3252
Temperatura e Agitagcdo -0,04 0,09 -0,44 0,6707

Fatores em negrito sdo estatisticamente significativos a 10% (P < 0,10).
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APENDICE K — COEFICIENTES DE REGRESSAO DO DCCR PARA A TURBIDEZ
DAS VARIAVEIS UTILIZADAS PARA A MACERACAO ENZIMATICA DO YACON

Coef. de Erro
Fator regressio padriao t13) p-valor
Média 6,79 5,41 1,25 0,2335
Pectinex® Ultra SP-L (L) -0,18 1,91 -0,09 0,9269
Pectinex® Ultra SP-L (Q) 3,37 2,03 1,66 0,1229
Celluclast® 1.5 L (L) 0,70 1,91 0,37 0,7189
Celluclast® 1.5 L (Q) 1,23 2,03 0,61 0,5542
Temperatura (L) -0,47 1,91 -0,25 0,8087
Temperatura (Q) 1,79 2,03 0,88 0,3957
Agitacdo (L) -1,33 1,91 -0,70 0,4985
Agitagdo (Q) 3,37 2,03 1,66 0,1224
Pectinex® Ultra SP-L e Celluclast® 1.5 L 0,71 2,34 0,30 0,7678
Pectinex® Ultra SP-L e Temperatura 0,34 2,34 0,14 0,8870
Pectinex® Ultra SP-L e Agitacdo 0,45 2,34 0,19 0,8517
Celluclast® 1.5 L e Temperatura 0,01 2,34 0,00 0,9962
Celluclast® 1.5 L e Agitacdo -0,87 2,34 -0,37 0,7157
Temperatura e Agitacio 0,18 2,34 0,08 0,9388
Fatores em negrito sdo estatisticamente significativos a 10% (P < 0,10).
APENDICE L - ESTRUTURAS IDENTIFICADAS POR RMN
6 'H Ref. Ref.
Estruturas (multiplicidade* J HSI?C H BC
670
em Hz)
Alanina
(0] CH; 53,4
\ 3-1,47(d722) 19,3 1,52 (d, 7,3) 19,1
1 2 -3,81(0) (o) 3,90 (¢, 7,3)
Treonina
4 CH, O 63,4
69,3
H 2 -no 0 3,57 (d 4,87) 22,3
3-424 (o) 64.4 4,24 (m)
1 4-1,32(d6,6) 23.1 1,32 (d 6,58)
Valina 3,82 (d4.4)
, , n
A CH3 Q2 2,33 (m) 32,0
‘ 2-3.62(0) 0 1,02 (d7,1) 19,1
3-2.28(0) 0 1.06 (d7.1) 209
w/1\ 4-0,98(d72) 19,9 ’ ’ ’
5-1,03(d72) 21,2
continua
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continuagio
oH Ref. Ref.
Estruturas (multiplicidade* J HSI?C 'H BC
670
em Hz)
Arginina 4-1,592a1,80 (m) 27,3 1,69 (m) 26,5
NH, 0 3-1,90 (m) 30,6 1,90 (m) 30,2
)\ 5 H 5-3,04 43,9 3,23 43,1
4 2 2-3,77 57,1 3,75 56,9
HN/ NH 3 " on
NH,
Glutamina
0 e 4-237 a2,48(m) 32,8 2,45 (n) 33,6
[ , , [ 3-2,0522,23(m) 29,5 2,13 (n) 29,0
" 2N/\/3\K1\OH 2-3,77(0) 0 3,77 (n) 57,0
NH2
Glutamato
4-237 22,48(m) 34,1 2,45 (n) 33,6
3-2,03a2,10(m) 28,2 2,13 (n) 29,0
2-3,77(0) 0 3,77 (n) 57,0
Acido citrico
o O 3,02(d15.8) | 48,6
@] O
H m\_\( ‘ 3-2.90(d 15.6) 471 2,86 (d 15,8) 48,6
4 2 2-2,78(d 15,6) 47,1
Ho \//\/1\OH
HO
Acido malico
2450 72.1 429 73,2
3-2,72; 2,85 433 2,34; 2,65 45,5
220,93 (t7,63) 19,5 1,17 19,6
5,44 (d3.8)
1-5.42(d3.7) 95,5 3’89(:1)3’57 2‘3";
2-3,56 (0) 74,1 " o
3-3,76 (0) 75,5 n e
4-3.48 (0) 72,3 n L
53,85 (0) 75,5 n 6's
63,82 (0) 63,1 l o0
1’ ~3,82 (0) 65,2 ! o
2°-389(0) 84,3 4,08 (£ 8,4) 76,6
37-4,05 (m) 77,0 424 (d 9.0) 79.0
4~ 422 (m) 79,9 S o
6’ — 3,68 (m) 64,5

continua
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continuagio
éH Ref. Ref.
Estruturas (multiplicidade* J HSSC 'H BC
% -0
em Hz)
a-glicose
6 5,25(d 3,8) 95,4
CH ,OH , ; ,
2,2
s 1 -5.23(d3.8) 95,5 3 ’89(2)3’3 6 ; <o
H o H 23,47 (m) 72,3 . 18
3-3,77 (m) 75,6 a 612
4 o H Y 43,56 (m) 74,0 . 4s
d 5-3,72 (m) 63,9 N ’
OH 5 63,85 (m) 75,5
3
H OH
S-glicose
6 4,66 (d 8,1) 99,2
CH ,OH ’ ’ ’
; 1 — 4,65 (d 7,90) 99,0 3,25 (18.4) Zg?
H 0 OH 2-3,26 (m) 77,5 n 2070
3-3,75 (m) 63,6 n 178
4 oH H ) 43,48 (m) 78,8 n o
\ 5-3,41 (m) 72,2 n >
OH Y 5 6 —3,90 (m) 63,7
H OH
Frutose
6 1-4,10 (m) 77,4 1-4,10 78,1
CH,OH OH 2-4,01 (o) 66,4 2-4,01 66,1
0O 33,98 (0) 72,2 3-3,99 72,1
43,88 (0) 72,8 43388 72,5
5 HO /2 5-3,79 (0) 70,6 5-3,78 70,4
63,69 (0) 66,4 63,72 66,4
Y o ) I s
CH,OH 7-3.,56 (0) 66,9 7-3,55 66,8
4 37
OH
FOS 1-5,30 (m) 95,0 5,44 93,3
2-() 105,5 ©) 104,6

Q
N
(@]
/

OH 0
CH,OH
0]
HO 2
CH,
OH |
Q
#-1
CILOII

continua
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continuagdo ¢ conclusio

o'H Ref. Ref.
Estruturas (multiplicidade* J H813QC H BC
(60
em Hz)
Uracila
5 1-5,8(m) no 5-58 103,7
| N H 2-17,8(0) no 6-175 146,2
2
6
Acido fumdrico
O
2
HO X 1-6,7 138,0 1-6,5 138,0
OH
2
O
Tirosina
1-7,19 137,2 1-7,19 133,5
2-6,90 119,1 2-6,89 118,9
3-4,00 61,3 3-3,93 59,0
4-3,55 40,1 4-3,17 38,3
5-3,33 40,1 5-3,07 38,3
Acido formico
O
[ 8,34 no 8,40 172,4
C
AN
H™ OH

s — simpleto; d — dupleto; t — tripleto; o — sinal sobreposto; n — ndo informado; no — ndo

observado.
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GRUPO FOCAL
Estamos realizando um estudo sensorial de um xarope de yacon com alegagdes de propriedades funcionais
(prebiotico).
Nome:
Endereco: Bairro: Cidade:
CEP: Telefone para contato:

Sexo: () masculino ( ) feminino
Faixa etaria: ( ) 18a25 ( )26a35 ( )36a45 ( )46a55 ( )maisde55

Grau de instrucao:

() ensino fundamental ( ) ensino médio ( ) ensino superior incompleto

() ensino superior completo ( ) pds-graduagdo ( ) outro

Profissao:

Quem faz as compras de produtos alimenticios na sua casa?

() vocé mesmo ( ) outros:

Que tipo de produto funcional vocé normalmente utiliza em sua casa?
() produto prebidtico ( ) produto rico em fibras ( ) ndo utilizo produto funcional

Por favor, analise as amostras e caracterize-as marcando todos os itens que possam descrevé-la segundo

os atributos abaixo:

Aparéncia/cor

() mel medicinal com ervas

() xarope de frutas em calda

() acucar queimado

() cobertura de pudim

() xarope de glicose (tipo “karo”)
() refrigerante/guarana

Aroma

Frutal

vegetal verde
cana de agucar
acucar queimado

()
()
()
()

Sabor/gosto/sensacao bucal

) cana de agtcar

) frutal

) acucar queimado
) vegetal verde

) adstringéncia

) rapadura

e Y N N W NN

Consisténcia/viscosidade

() suco concentrado
( ) Outros:

NN AN AN e N N N W W

NN AN AN AN AN

Amostra:

) marrom

) 6leo de cozinha

) cajuina

) acobreado

) tons quentes
) conhaque

) ervas

) estragado
) café

) acobreado

) ervas

) estragado

) fumaga

) pungente

) caramelo

) Outros:

) denso

e N N N W W

NN AN AN AN

) cerveja Bok

) clarificado

) cristalino

) wisque

) brilhoso

) laranja escuro

) floral

) alcool

) doce

) caramelo

) vegetal seco
) caramelizado
) travoso

) refrescante

) citrico

) viscoso

NN AN A NN A A A

NN A A

) opaco

) amarelo

) queimado

) limpido

) dourado

) avermelhado

) refrescante
) citrico

) acido

) Outros:

) ardente

) medicinal
) floral

) alcool

) café

) grosso

) transparente
) café fraco

) mel de cana
) alaranjado

) caramelo

) Outros:

) medicinal
) fumaca
) rapadura

) amargo
) acido
) melado
) remédio
) doce

) pegajoso
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ANEXOS

ANEXO A - PARECER CONSUBSTANCIADO DO COMITE DE ETICA EM
PESQUISA (CEP)

”'-f'ﬁ UNIVERSIDADE ESTADUAL DO (3 lataforme
CEARA - UECE %forl

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Beneficios metabolicos de nutracéuticos na saude humana

Pesquisador: Helena Alves de Carvalho Sampaio

Area Tematica:

Versio: 2

CAAE: 56094516.4.0000.5534

Instituicio Proponente: FUNDACAO UNIVERSIDADE ESTADUAL DO CEARA FUNECE
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER
Numero do Parecer: 1.634.748

Apresentacio do Projeto:

O projeto pretende conhecer os beneficios metabdlicos dos nutracéuticos obtidos dos alimentos yacon
[Smallanthus sonchifolius (Poepp. et Endl.) H. Robinson], pseudofruto do caju (Anacardium occidentale),
tamarindo (Tamarindus indica L.), e maracuja (Passiflora edulis) no perfil lipidico, glicémico, apetite e inflamacao
em curto e longo prazo em humanos. Sera realizado na Universidade Estadual do Ceard (UECE) e na Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecudria (EMBRAPA). Serdo selecionados e acompanhados, aproximadamente, 200
voluntarios para o ensaio clinico randomizados nos dois grupos (intervengdo e placebo) durante 90 dias. Os
pesquisadores esperam que a pesquisa traga possiveis beneficios metabolicos aos voluntarios, pois serdo testados
alimentos fontes de frutooligossacarideos e compostos fendlicos que tiveram seus efeitos benéficos a satde
comprovados em estudos controlados anteriores.

Objetivo da pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliar o efeito do consumo de nutracéutricos no perfil lipidico, glicEmico, apetite e inflamacdo em curto e longo
prazo em humanos.

Objetivos Secundarios:

Avaliar o efeito do consumo de xarope de yacon no perfil lipidico, glicémico, apetite e inflama¢do em curto e
longo prazo em humanos;

Avaliar o efeito do consumo de xarope de caju no perfil lipidico, glicémico, apetite e inflamagdo em curto e longo
prazo em humanos;

Avaliar o efeito do consumo de farinha de maracuja no perfil lipidico, glicémico, apetite e inflamagéo em curto e
longo prazo em humanos;

Avaliar o efeito do consumo de farinha de tamarindo no perfil lipidico, glicémico, apetite e inflamagdo em curto
e longo prazo em humanos.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
Os beneficios e riscos estdo bem descritos.
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Riscos: Trata-se um estudo que utiliza alimentos que sdo habitualmente consumidos por humanos e que ja foram
testados em outros estudos, por isso, acredita-se que o risco da participacdo dos voluntarios nesse estudo seja
minimo. Pode haver desconforto inerente a coleta de sangue, entretanto, tal etapa sera realizada por profissional
de enfermagem treinada, evitando assim, possiveis desconfortos. Caso ocorra algum efeito colateral do consumo
do produto, o voluntario sera imediatamente desvinculado da pesquisa e sera encaminhado a servigco médico
especifico.

Beneficios: A pesquisa trara possiveis beneficios metabolicos aos voluntarios, pois serdo testados alimentos fontes
de frutooligossacarideos e compostos fendlicos que tiveram seus efeitos benéficos a saude comprovados em
estudos controlados anteriores. Os voluntarios no final da pesquisa, também, terdo acesso a todos os exames
bioquimicos e avaliagdo antropométrica e de composicdo corporal analisados e que serdo enviados por meio
eletrénico ou carta.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

A proposta de pesquisa € relevante para as areas de Nutricdo e Satide Publica, apresenta valor cientifico e os
métodos estdo apropriados para atender aos objetivos do estudo. Os pesquisadores esperam que os resultados do
estudo tragam possiveis beneficios metabolicos aos voluntarios, pois serdo testados alimentos fontes de
frutooligossacarideos e compostos fendlicos que tiveram seus efeitos benéficos a saide comprovados em estudos
controlados anteriores.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatéria:

- Folha de Rosto:

1) devidamente assinada e carimbada pelo responsavel pela instituicdo proponente.
- Carta de anuéncia:

1) Foram apresentadas as cartas para os dois locais de coleta de dados (UECE e EMBRAPA) devidamente
assinada e carimbada.

- TCLE:

1) atende a todas as exigéncias da Res. 466/2012.

- Orgamento:

1) adequado.

- Cronograma:

1) adequado.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacées:
Aprovado

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Situacio do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacio da CONEP:

Nao

FORTALEZA, 12 de Julho de 2016

Assinado por:
Rhanna Emanuela Fontenele Lima de Carvalho
{Coordenador)



ANEXO B - FORMULARIO DE AVALIACAO DA SACIEDADE

Escalas analdgicas visuais de 100 mm
Tempo

Grupo
Nome:
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Como esta sua fome agora?

Eu estou sem Eu nunca
nenhuma estive com
fome tanta fome
Quanto saciado vocé se sente agora?

Eu ndo estou Eu ndo

nem um aguento
pouco comer mais

saciado nada

Quanto cheio vocé se sente agora?

Nada cheio Totalmente

cheio

Quanto vocé acha que pode comer agora?
Nada Muito
Vocé gostaria de comer algum alimento doce agora?
Sim, muito Nio, nada
Vocé gostaria de comer algum alimento salgado agora?
Sim, muito Nio, nada
Vocé gostaria de comer algum alimento temperado agora?
Sim, muito Nao, nada
Vocé gostaria de comer algum alimento gorduroso agora?
Sim, muito Nao, nada




ANEXO

C

—  FORMULARIO DE AVALIACAO

GASTROINTESTINAIS

Formulario de avaliacido dos efeitos gastrointestinais

Nome:

DOS

Fase
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EFEITOS

Nos ultimos 15 dias:

Como vocé classifica a consisténcia das suas fezes

0 (liquida) 1 (pastosa) 2 (regular) 3 (dura)

Houve nesses ultimos dias desconfortos, como:

() presenga de flatuléncia ( ) dor abdominal ( ) distensdao abdominal
Escala de constipacio (pontua¢io minima: 0; pontuacio maxima: 30)

Frequéncia de evacuacdes

1-2 vezes por 1-2 dias

2 vezes por semana

Uma vez por semana

Menos do que uma vez por semana

Menos de uma vez por més

Dificuldade: esfor¢o com evacuacio dolorosa
Nunca

Raramente

As vezes

Normalmente

Sempre

Completude: sensaciio de evacuagio incompleta
Nunca

Raramente

As vezes

Geralmente

Sempre

Dor: dor abdominal

Nunca

Raramente

As vezes

Geralmente

Sempre

Tempo: minutos no banheiro por tentativa
Menos de 5

5-10

10-20

20-30

Mais de 30

Assisténcia: tipo de assisténcia

Sem assisténcia

Laxantes

Assisténcia digital ou enema

Falha: tentativas malsucedidas na evacuacio por 24 horas
Nunca

1-3

3-6

6-9

Mais do que 9

Historia: duracio da constipacio ou prisao de ventre (anos)
0

1-5

5-10

10-20

Mais de 20

Score
0
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