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RESUMO

O consumo de alimentos in natura em detrimento dos industrializados vem ganhando
destaque mercadoldgico uma vez que a implementacdo da nutricdo funcional vem sendo
fortemente considerada e aplicada pela populacdo. Apesar dos beneficios da insercdo de
alimentos probioticos na alimentacdo, sua aplicacdo ndo tem se concretizado de forma
homogénea, uma vez que individuos com intolerancias ou alergias alimentares, especialmente
a produtos lacteos, principal veiculo destes ingredientes, acabam por ndo fazer uso desses
alimentos. A formulacdo de bebidas de origem vegetal tem se mostrado uma alternativa
promissora para transpor tais dificuldades. O objetivo deste estudo foi elaborar bebidas
funcionais a base de frutos tropicais (maracuja, manga e abacaxi), adicionadas de farinha de
inhame (FI) e fermentadas com Lactobacillus casei. Para realizacdo dos experimentos a FI foi
desenvolvida e caracterizada e as bebidas desenvolvidas a partir da fermentagdo dos sucos
tropicais das frutas adicionados da FI. A composicéo centesimal das bebidas elaboradas bem
como a qualidade microbioldgica foram determinadas. O perfil sensorial, a estabilidade ao
armazenamento ao longe de 28 dias e resisténcia do L. casei a passagem pelo trato
gastrointestinal humano (TGI), por simulagdo in vitro, foram analisadas. A farinha apresentou
boa composicdo nutricional, sendo rica em carboidratos, especialmente amido e fibras.
Apresentou microestrutura heterogénea, estabilidade ao armazenamento e discreta alteracdo
cromatica ao longo de 180 dias. As bebidas desenvolvidas apresentaram excelente
composicdo nutricional, sendo ricas em fibras. A analise sensorial evidenciou que aquelas
formuladas com adicdo de 2% da FI foram mais bem aceitas. Todas apresentaram off-flavor,
sendo o principal interferente para a aceitacdo das bebidas, entretanto o maracuja, quando
comparado aos outros frutos, mostrou maior capacidade de mascara-lo. O L. casei apresentou
excelente resisténcia a simulacdo in vitro da passagem pelo TGl em todas as bebidas
desenvolvidas, evidenciando que a combinacdo dos sucos com a FlI foi uma excelente
alternativa para enriquecer o meio e promover o0 crescimento e manutencdo do probiotico. A
Fl e sua associagdo com sucos tropicais e L. casei mostraram ser excelentes alternativas para
0 desenvolvimento de bebidas funcionais de origem vegetal. Mais estudos em busca de

alternativas para melhorar os aspectos sensoriais das bebidas sdo requeridos.

Palavras-chave: Dioscorea. Lactobacillus casei. Alimento funcional.



ABSTRACT

The consumption of fresh food instead of industrialized marketing has been gaining
momentum since the implementation of functional nutrition is being strongly considered and
applied by the population. Despite the benefits of inclusion of probiotics in food supply, its
application has not been realized homogeneously, since individuals with food allergies or
intolerances, especially dairy products, the main vehicle of these ingredients, end up not
making use of these foods. The formulation of plant origin beverages have showing to be a
promising alternative to overcome such difficulties. The aim of this study was to elaborate
functional beverages based on tropical fruit (passion fruit, mango and pineapple), Yam Flour
(YF) and fermented with Lactobacillus casei. For the experiments the YF was developed and
characterized and drinks developed by the fermentation of tropical fruit juices added the YF.
The chemical composition of beverages prepared and microbiological quality were
determined. The sensory profile, the storage stability thru 28 days and the L. casei resistance
to passage through the human gastrointestinal tract (HGT) by in vitro simulation were
analyzed. The flour showed good nutritional composition, being rich in carbohydrates,
especially starch and fiber. It showed heterogeneous microstructure, storage stability and
slight change of color over 180 days. Developed beverages showed excellent nutritional
composition, being rich in fiber. Sensory analysis showed that those formulated with addition
of 2% of YF were more accepted. All beverages presented off-flavor, the main interferer for
accepting drinks, however the passion fruit, when compared to other fruits, showed greater
ability to mask it. The L. casei showed excellent resistance in vitro simulation of the passage
by HGT in all developed beverages, showing that the combination of tropical juices with the
YF was a great alternative to enrich the environment and promote the growth and
maintenance of probiotic. The YF and its association with tropical juices and L. casei proved
to be excellent alternatives for the development of functional beverages of plant origin. More

studies in search of alternatives to improve the sensory aspects of the drinks are required.

Keywords: Dioscorea. Lactobacillus casei. Functional food.
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1. APRESENTACAO

A busca atual pela salude e bem estar envolve uma série de questdes holisticas e a
nutricdo ocupa parte importante neste cenario. A reducdo do risco de doencas aliada a uma
qualidade de vida apontam cada dia mais para uma alimentacdo saudavel e equilibrada,
embasados numa vasta ciéncia que ao longo do seu desenvolvimento evidencia mais
fortemente a necessidade do consumo de alimentos in natura em detrimento daqueles
industrializados.

Em contraste a essa premissa, a tecnologia desempenha papel essencial na insercao de
alimentos saudaveis para a populacdo, uma vez que busca a associagdo da nutricdo basica, que
visa a oferta adequada de macro e micronutrientes, com a nutri¢do funcional que visa além da
nutricdo classica o acréscimo das propriedades funcionais para a prevencao ou tratamento de
acometimentos a saude, inibindo a instalacdo de algumas doencas. Esta nova visao possibilita
0 desenvolvimento de novos produtos.

Prezando pela perspectiva de melhoria da qualidade de vida, atualmente existe uma
preocupacdo mais acentuada na questdo da sustentabilidade. Desta forma a formulacdo de
novos produtos deve estar fundamentada ainda na viabilidade e na disponibilidade de
alimentos. A escolha de recursos renovaveis e de custo acessivel deve ser considerada para o
desenvolvimento de novas pesquisas. A identificacdo de novas matérias primas é um grande
desafio (LUCKNOW; DELAHUNTY, 2004).

O inhame (Dioscorea sp.) € um alimento regional muito popular no Nordeste
Brasileiro, sendo consumido por grande parte da populacdo. Apresenta boa aceitabilidade
além de baixo custo e excelentes caracteristicas nutricionais como alto valor energético e
nutritivo, além de um consideravel teor de fibras alimentares (LEONEL et al., 2006; TACO,
2011).

O tubérculo desempenha um papel de destaque no desenvolvimento rural e econémico
mundial, uma vez que sua producgdo ultrapassa 37 milhdes de toneladas ao ano (OPARA,
2003; FAO, 2013). Existem cerca de 600 espécies do tubérculo (PURSEGLOVE, 1975),
sendo a Dioscorea cayennensis a mais disseminada no Nordeste Brasileiro (SANTOS, 1996).
Apesar do destaque apresentado existem poucos estudos a respeito das suas propriedades
funcionais e potencial tecnoldgico.

Ainda que pouco estudada, a farinha do inhame tem se revelado promissora para o

desenvolvimento de produtos para fins especiais, caso da doenca celiaca, uma vez gque nao



possui gluten (ATZINGEN et al., 2001), para o aumento do teor de fibras de preparacdes
devido a sua composicdo quimica (ZARATE; VIEIRA, 2006) e ainda para conferir
propriedades funcionais aos produtos (LIMA, 2002; JHENG et al., 2012).

A crescente busca pela implementacdo de alimentos funcionais na alimentacdo
humana, em particular os probidticos, justifica-se pela gama de beneficios trazidos ao
consumidor, dentre os quais pode-se citar a prevencdo da disbiose (ZOPPI et al., 2001), a
diminuicdo dos quadros de constipacdo e diarreia (VANDENPLAS; BENNINGA, 2009;
KRAMMER et al., 2011), além dos beneficios imunoldgicos (CALDER; KEW, 2002) e mais
recentemente sugerido, na prevencdo da obesidade (SCARPELLINI et al., 2010; LECERF,
2011), um atual problema de saude publica.

Apesar dos beneficios da insercdo de alimentos probidticos na alimentacdo, sua
aplicacdo préatica ndo tem se concretizado de forma homogénea, uma vez que individuos com
intolerancias ou alergias alimentares, especialmente a produtos lacteos, principal veiculo
destes ingredientes, acabam por ndo fazer uso desses alimentos (SCHMIDT; PEREIRA,
2011). A formulacdo de bebidas de origem vegetal tem se mostrado uma alternativa
promissora para transpor tais dificuldades (YOON et al., 2006, RENUKA et al., 2008).

O desenvolvimento de off-flavor devido a fermentacdo é mais evidente em bebidas a
base vegetal que nas produzidas com leite e seus derivados (LUCKNOW,; DELAHUNTY,
2004). A escolha de um vegetal tecnologicamente capaz de mascarar tal efeito € um grande
desafio. Segundo Luckow et al. (2006) uma das maneiras mais eficientes de mascarar o off-
flavor € o uso de sucos de frutas tropicais com sabor marcante, caso do maracuja, manga e
abacaxi.

A Regido Nordeste Brasileira, dentre outras culturas, € um grande produtor e
consumidor de frutas tropicais. Estas frutas apresentam um excelente valor nutricional, tendo
0 seu consumo estimulado. Entretanto devido a questdes de sazonalidade das safras a
disponibilidade destes frutos é limitada em alguns meses do ano (IBGE, 2014). O consumo na
forma de bebida aumentaria o tempo de oferta das mesmas.

Ainda que promissora, a fermentacao de bebidas a base de frutas com bactérias lacteas
traz ainda o desafio de manutencdo da viabilidade e funcionalidade durante o tempo de
estocagem (MATTILA-SANDHOLM et al., 2002). Desta forma o uso de cepas probidticas
deve ter um respaldo cientifico, higiénico e tecnolégico (FARNWORTH, 2008), caso do
género Lactobacillus que é considerado GRAS - generally reconized as safe (geralmente

reconhecido como seguro) e em especial o L. casei que tem sido amplamente estudado para



emprego em alimentos industrializados e tem se mostrado viavel para a producdo de bebidas
vegetais (SHEEHAN et al., 2007; CESPEDES et al., 2013).

Em vistas ao desenvolvimento de produtos com exceléncia nutricional e boa
capacidade funcional, além de contribuir para o desenvolvimento da economia nordestina, o
objetivo desta tese foi de elaborar bebidas funcionais a base de matérias primas regionais de
boa aceitacdo e baixo custo, sugerindo que a combinacdo de alimentos regionais de
viabilidade tecnoldgica, associados a um micro-organismo de seguranca alimentar e
reconhecidas caracteristicas funcionais deva ser capaz de produzir bebidas vegetais
tecnologicamente viaveis e nutricionalmente atraentes.

O desenvolvimento desta tese originou 4 artigos, sendo um de revisao e trés originais:

Artigo de Reviséo:

e “Inhame (Dioscorea sp.): alimento funcional em potencial”

Artigos originais:

e “Functional beverage of Passion fruit (Passiflora edulis Sims) and Yam (Dioscorea
cayennensis) fermented with Lactobacillus casei”

e “Development and characterization of functional beverage of Pineapple (Ananas comosus
L. Merril) and Yam (Dioscorea cayennensis) fermented with Lactobacillus casei”

e “Functional Mango (Mangifera indica L.) and Yam (Dioscorea cayennensis) beverage

fermented with Lactobacillus casei”.

Os dados relativos a producdo e caracterizacdo da Farinha de Inhame (FI)
desenvolvida neste estudo seréo direcionados para o processo de reconhecimento de patente e
estdo relatados na primeira parte dos resultados desta tese. Em face da ndo exposicdo dos
dados, apenas apds o término do tramite de reconhecimento de patente os resultados serdo

direcionados para a elaboracdo de mais um artigo.
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2. HIPOTESES

O inhame (Dioscorea cayennensis) é uma matéria prima viavel para uso tecnoldgico,
servindo como substrato na producéo de bebidas funcionais a base de frutos tropicais e L.

casei.

O abacaxi (Ananas comosus L. Merril), a manga (Mangifera indica L.) e o maracuja
(Passiflora edulis Sims), enriquecidos com a Fl, sdo frutos viaveis para a elaboracédo de

bebidas funcionais fermentadas com L. casei.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

e Auvaliar o potencial tecnoldgico da farinha de inhame para utilizagcdo na elaboracdo de

bebidas funcionais a base de frutos tropicais e L. casei subsp. paracasei.

3.2 Objetivos Especificos

e Elaborar e caracterizar a farinha de inhame.

e Desenvolver bebidas funcionais a base de frutos tropicais adicionadas da farinha de
inhame e fermenta-las com L. casei.

e Determinar a composi¢do centesimal, estabilidade microbioldgica e perfil sensorial das
bebidas elaboradas.

e Avaliar a estabilidade microbioldgica e variacdo de pH das bebidas ao longo do tempo de
armazenamento de 28 dias.

e Verificar a sobrevivéncia do L. casei a passagem pelo trato gastrointestinal humano, por

simulag&o in vitro, nos tempos 0 e 28 dias de armazenamento das bebidas.
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4. REVISAO DA LITERATURA

A presente revisdo da literatura esta dividida em duas partes. O artigo de revisdo
intitulado: “Inhame (Dioscorea sp.): alimento funcional em potencial” aborda aspectos
relevantes sobre o inhame e suas propriedades funcionais. O mesmo foi submetido para
avaliacdo pela Revista Ciéncia Rural (Qualis B2 — Nutricdo — Anexo 1).

A segunda parte da revisdo trds os demais aspectos relevantes para a elaboracdo desta
tese no formato de capitulos, como exigido pelo Colegiado de Pés-Graduagdo em Nutri¢do do

Centro de Ciéncias da Salde da Universidade Federal de Pernambuco.



4.1 Artigo de reviséo

Artigo submetido a revista Ciéncia Rural (Anexo 1)
Titulo: Inhame (Dioscorea sp.): alimento funcional em potencial
Qualis (nutricéo): B2

11
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RESUMO

O Inhame é um tubérculo com caracteristicas alimentares importantes, sendo tradicionalmente
produzido e consumido na Africa e no Brasil. Ele tem sido usado, dentre outros fins, como
aditivo nutricional a fim de adicionar propriedades funcionais as preparacGes. Seu uso para
fins medicinais é relatado desde a década de 50. Estudos recentes apontam uma diversidade
de propriedades relacionadas ao consumo do tubérculo ou de seus compostos isolados, tais
como acdo imunomoduladora, antioxidante e anti-inflamatoria, além de exercer papel
modulador na absor¢do e metabolismo dos lipidios e da glicose e de ser usado no tratamento e
prevencdo da menopausa, do cancer e da hipertensdo. Apesar de tantos beneficios apontados
poucos investimentos para subsidiar o aumento de sua produtividade e aplicabilidade tém sido
realizados.

Palavras-chave: Inhame (Dioscorea sp.), Alimento funcional.

ABSTRACT

Yam is a tuber with important food characteristics, being traditionally produced and
consumed in Africa and Brazil. It has been used, among other purposes, such as nutritional
additive to add functional properties to preparations. Its use for medicinal purposes has been
reported since the 50s. Recent studies suggest a variety of consumer-related tuber or of this
isolated compounds, such as immunomodulatory, antioxidant and anti-inflammatory activity
and exert modulatory role in absorption and metabolism of lipids and glucose and be used in
the treatment menopause and prevention of cancer and hypertension. Despite many benefits
pointed few investments to support increased productivity and applicability have been
conducted.

Key words: Yam (Dioscorea sp.), Functional food.
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Inhame (Dioscorea sp.)

Dioscorea sp. pertence a familia Dioscoreaceae, que possui caule herbaceo e
escandente (trepador), € caracterizada por formar tubérculos. Dentre as mais importantes
encontram-se D. rotundata, D. alata, D. trifida, D. esculenta e D. cayennensis. A Dioscorea
caynensis Lam. é uma videira caracterizada pelo formato cilindrico e coloragdo amarelada. E
conhecida mundialmente como “yellow guinea yam” ou “twelve months yam”, mas no Brasil
é denominado Inhame-da-Costa ou simplesmente Inhame (IN) (PURSEGLOVE, 1975; FAO,
2013; USDA, 2013).

O IN apresenta caracteristicas alimentares importantes. A analise de sua composicao
evidencia tratar-se de um alimento rico em carboidratos, tendo, portanto, um excelente valor
energético. Apresenta ainda bom teor de fibras e baixo indice glicémico (37+8), além de ser
fonte de minerais como o célcio, magnésio e potassio além de vitamina C (Tabela 1)

(FOSTER-POWELL et al.,2002; BRASIL, 2010).

INSERIR TABELA 1

Historicamente o IN € usado na culinaria africana e brasileira. Trazidos para o Brasil
pelos Portugueses no século XVI, o tubérculo era usado em prepara¢cdes doces como manjares
e salgadas como caldos além de serem consumidos com carnes. No mundo o tdbero é
comumente utilizado na forma cozida, assada ou no preparo de purés e saladas (HUE et al.,
2008; FAO, 2013). A farinha pode ser obtida do IN in natura ou macerado e € usada para o
preparo de massas (amala), papas e para adicdo em outros alimentos, conferindo-lhes melhor
aporte nutritivo além de propriedades funcionais (LAUDAN, 1997; MESTRES et al., 2004).

O IN continua sendo tradicionalmente produzido nos Paises Africanos, essencialmente

no oeste da Africa, sendo mais consumido na Nigéria e na Costa do Marfim. O continente
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lidera com 93% da producdo global do tubérculo (ASIEDU, 2010; FAO, 2013). Entretanto,
sua cultura também é de extrema importancia para o Brasil, que produz quase 100 mil
toneladas do tubérculo por ano (Figura 1), com destaque para as Regifes Sudeste e Nordeste
(IBGE, 2009).

Dados do Censo Agropecuario Brasileiro do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE) indicam que apenas o sudeste é responsavel por quase 56% da producéo
total do Pais, entretanto o Nordeste brasileiro vem ascendendo, sendo responsavel por uma
producdo que gira em torno de 39 mil toneladas por ano, ja alcancando pouco mais de 38% da
producdo do pais. A espécie predominantemente cultivada € a Dioscorea cayennensis (IBGE,
2009).

A producéo total de IN no Brasil j& movimentava mais de 76,5 milhdes de reais no ano
de 2006. Segundo a FAO, em 2012 a producéo girou em torno de 246 mil toneladas por ano.
Os dados evidenciados demonstram, portanto, que a cultura do IN é um negdcio agricola
promissor, visto ainda a perspectiva de exportacdo, que em 2006 englobava menos de 0,5% da

producdo total do pais (IBGE, 2009; FAO, 2014).

INSERIR FIGURA 1

Investimentos para subsidiar o aumento da produtividade do IN e da sua
aplicabilidade, seja na forma de subprodutos ou como matéria prima industrial, justifica-se
pela perspectiva econdmica. Atualmente o cultivo do IN movimenta quase 77 milhdes de
reais por ano no Brasil, entretanto menos que 0,02% da producdo (19 toneladas) € usada para
transformacéo ou beneficiamento (IBGE, 2009).

Estudos remotos e atuais evidenciam que o IN é uma excelente matéria prima, tanto

sob aspectos nutricionais, sendo considerado um tubérculo de qualidade superior quando
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comparado aos demais (WANASUNDERA; RAVINDRAN, 1994), quanto como matéria
prima promissora no emprego industrial (KIM et al., 2011; SHITTU; OLAITAN, 2014) e

ainda como alimento funcional.

Atribuic@es funcionais

Desde tempos remotos, na China antiga, o tubérculo do IN é utilizado para fins
medicinais, com promessas de melhorar o funcionamento sistémico e de ser benéfico no
tratamento de algumas doencas (LI, 1956). Diversas funcbes sdo atribuidas ao tubérculo, e
com o intuito de verificar se as atribuicdes possuem fundamento, diversos estudos vém sendo
desenvolvidos.

Evidéncias reportam a dioscorina, uma proteina de estocagem presente no IN, como
componente funcional com atividade imunomoduladora (HOOKER, 2004; JHENG et al.,
2012). Estudo de Lin et al. (2009), investigando a acdo da dioscorina extraida de diferentes
espécies de IN (Dioscorea alata e Dioscorea japonica) sobre as atividades do sistema
imunoldgico de ratos, evidenciaram que as dioscorinas de ambas as espécies levaram ao
aumento da fagocitose de células RAW 264.7, sendo melhor para a D. alata. O aumento da
proliferacdo de células linfoides também foi evidenciado, entretanto a D. japonica apresentou
maior capacidade de estimulacdo que a D. alata. Testes in vivo apoOs ingestdo do IN
evidenciaram um efeito modulador tanto a nivel de mucosa, quanto sisttmico (LIU et al,
2009a).

Hou et al. (2001) estudando a capacidade antioxidante da dioscorina extraida da
Dioscorea alata L. sugeriram que a proteina possa desempenhar papel antioxidante nos
tubérculos e que possivelmente seria benéfica para a salde humana se aplicada em

quantidades adequadas como aditivo alimentar. O uso da mucilagem do IN (Dioscorea
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batatas) também evidenciou efeito neutralizador de radicais livres (HOU et al., 2002). Outros
estudos evidenciam o mesmo efeito (HAN et al., 2013; HSU et al, 2013a).

O efeito antioxidante do IN também tem sido associado a presenca de flavondides em
sua composicao. Estudo de Jayachandran et al. (2010) consistiu em observar se a fracdo rica
em flavonoides (FRF) do Dioscorea bulbifera Linn. era capaz de exercer efeito protetor em
ratos frente a agressdo provocada pelo isoproterenol (1ISO), farmaco usado como modelo para
inducdo de infarto do miocardio (IM). Os resultados do estudo evidenciaram que a
administracdo da FRF na proporcdo de 150mg/kg, 35 dias antes da agressao com o ISO, foi
eficiente na modulacdo da peroxidacao lipidica provocada pelo IM, diminuindo os radicais
livres e melhorando o status das enzimas mitocondriais de energia, sugerindo um forte efeito
protetor da FRF do IN contra danos cardiovasculares.

O papel do IN (Dioscorea bulbifera) frente a injaria provocada pela isquemia e
reperfusdo miocardicas também foi avaliado. 1 ml de solucdo contendo 150mg/Kg de extrato
alcoolico de IN era administrado por gavagem diariamente por 30 dias aos animais. Ap0os 0
tempo de pré-tratamento os animais foram sacrificados e as injdrias de isquemia e reperfusdo
simuladas. Foi observada melhora da funcdo ventricular e diminuicdo da necrose no
miocardio e da apoptose celular nos animais tratados com o IN. Os dados sugerem que o IN
pode ser usado para extracdo de farmacos para este fim (Vasanthi et al., 2010).

Devido ao efeito antiiflamatorio apresentado pela dioscorina, sua utilizacdo foi testada
na protecdo das tight junctions do epitélio brénquico (TJB) contra a exposicdo a extrato de
acaro, que apresenta efeito alergénico além de ser um agente responsavel pela destruicdo das
TJB. O experimento in vitro evidenciou protecdo da expressdo de proteinas nas TJB de
células A549, sugerindo que a dioscorina seja potencial protetor das TJB frente a danos
causados por &caros (FU et al., 2009). Corroborando com estes achados, a supresséo da reacdo

alérgica em ratos sensibilizados & ovoalbumina foi evidenciada através da modulacdo da
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resposta imunologica mediada pela dioscina extraida da D. alata (HSU, 2013b). Estudo de
Chiu et al. (2013) reforca o potencial efeito antiinflamatorio e antioxidante da Discoreaceae.

Estudo placebo controlado e randomizado realizado com pacientes com Doenca
Pulmonar Obstrutiva Cronica (DPOC) nos estagios de moderada a severa analisou o efeito do
tratamento farmacoldgico com uma mistura feita com 30 g de ShanYao (Dioscorea opposita)
e 12 g de Xian-LingPi (Erva Epimedii) quanto a melhoria da sintomatologia da doenca e na
qualidade de vida dos pacientes. Os resultados evidenciaram que aqueles tratados com a
mistura apresentaram melhora significativa na dispneia, na capacidade de exercicio e na
qualidade de vida, quando comparados ao controle, enfatizando um excelente efeito
farmacoldgico das matérias primas utilizadas no tratamento da DPOC (Zhao et al., 2012).

O uso do extrato aquoso do IN (Dioscorea alata L.) no tratamento da hepato e nefro
toxicidades foi observado em ratos submetidos a toxicidade aguda por acetaminofeno
(paracetamol). Doses de 500 e 1.000 mg/kg do extrato eram administradas frente aos
controles e se mostraram eficazes na melhoria das alteracdes tubulares observadas no rim e
ainda protegeram o figado da inflamac&o e da necrose provocadas pela exposicdo (LEE et al.,
2002a; LEE et al, 2002b). Em contraste, estudo realizado por Wojcikowski et al. (2008) com
administracdo de 0,79g/Kg/dia de extrato de IN (Dioscorea villosa) por 7, 14 ou 21 dias,
evidenciou um aumento na fibrose renal, entretanto ndo foi constatada a ocorréncia de
toxicidade aguda renal ou hepatica.

A andlise das pesquisas sugere que o beneficio do IN é dependente da dosagem e do
seu tempo de uso. Estudo posterior realizado por Chan et al. (2010) corrobora com esta
hipotese, uma vez que observou que a administracdo do IN atenuou, de maneira dose-
dependente, a fibrose hepatica induzida farmacologicamente por tetracloreto de carbono. O

estudo sugere que a acdo benéfica do IN esteja ligada as propriedades antioxidantes atribuidas
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ao tubérculo. Estudo de Liu et al. (2012) também evidenciou o IN (Dioscorea alata) como
agente antagonista da fibrose renal.

O IN também tem sido apontado como ingrediente modulador da morfologia intestinal
e da absorcdo de lipidios. Estudo de Chen et al. (2003) apontou efeito positivo da
suplementacdo da Dioscorea japonica na dieta de ratos adultos nas proporcoes de 25 e 50%
quanto a diminuicdo da largura entre as vilosidades gastricas. As dietas também foram
eficazes na melhoria da borda em escova do intestino delgado, como aumento de 30% da
atividade da leucina aminopeptidase para ambas as dietas e diminuicdo da atividade da
sacarase em 40 e 50% para as dietas com 25 e 50% de IN, respectivamente. Tais alteracdes
refletiram positivamente no perfil de colesterol plasmatico e hepéatico dos animais, com
diminuicdo da fracdo LDL (low density lipoprotein) do colesterol. Muito provavelmente tal
efeito se deveu a uma menor absor¢édo de lipidios no intestino dos animais.

Estudo de Nishimura et al. (2011) com o IN chinés (Dioscorea opposita) corrobora
com estes achados, indicando ainda que o IN cru em detrimento do cozido seria uma melhor
fonte de amido resistente (39,99/100g e 6,99/100g respectivamente no IN cru e cozido) e
guando suplementado na dieta de animais na proporcdo de 30% facilitaria a producdo de
acidos graxos de cadeia curta (AGCC), especialmente o butirato, atuando também na
diminuicdo do colesterol plasmatico, muito provavelmente pela inibicao da liberacdo VLDL.

Estudo realizado em 2006 por Jeon et al. para avaliacdo do efeito farmacol6gico do
extrato alcodlico da farinha de IN chinés (Dioscorea rhizoma), que continha
aproximadamente 177+58 mg/ml de dioscina, no trato gastrintestinal ne ratos Sprague-
Dawley demonstrou que houve uma supresséo da secre¢do de cido cloridrico pelo estbmago,
um aumento na motilidade intestinal na ordem de 10%, além de aumento no volume fecal
superior a 40% naqueles que consumiram o IN. O consumo prolongado por 6 semanas de

dieta contendo 2% do extrato ainda elevou o nimero de bactérias lacticas encontradas nas
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fezes dos animais, sugerindo um incremento na flora intestinal benéfica. As concentracdes
séricas de colesterol, lipidios totais e de glicose foram menores nos animais com uso de IN
guando comparadas ao controle.

O efeito antiobesidade também vem sendo associado ao IN. Estudo de Xiao et al.
(2010) a fim de esclarecer os mecanismos de acdo do tubéerculo frente a esta associacéo
utilizou a Pseudoprotodioscina (PPD), uma saponina esteroidal extraida do Dioscorea
nipponica makino e verificou sua relacdo com receptores de estrogeno (RE), uma vez que
esses receptores estdo intimamente ligados a adipogénese. O estudo verificou, tanto in vitro
como in vivo, que o tratamento com PPD foi eficaz na diminuicdo da adipogénese, de forma
significativa. A diminuicdo da expressdo génica da lipoproteina lipase e da leptina, genes
envolvidos na adipogénese, também foi verificada e foi estabelecida uma relacdo de
dependéncia do efeito antiadipogénico com os RE. Recente estudo de Yang et al. (2014)
demostrou que compostos fenolicos derivados do IN Coreano (Dioscorea opposita)
apresentaram atividade inibitdria da lipase pancreética, contribuindo com a hipétese de que o
IN é eficaz na diminuicdo da absorcdo de lipidios no intestino.

Corroborando com esses achados, estudo desenvolvido por Omomuyi et al. (2008)
constatou 0 aumento na excrecdo lipidica em ratos Wistar com diabetes induzida por
estreptozotocina, tratados tanto com extrato de IN amargo (Dioscorea polygonoides) quanto
com diogenina comercial. Efeito hipoglicemiante e modulacédo do estresse oxidativo também
foram observados frente a suplementacéo (0,1 e 0,5%) de diosgenina, uma saponina esteroidal
do IN, na vigéncia do consumo de uma dieta rica em colesterol por ratos (SON et al., 2007).
A administracdo de alantoina, um principio ativo do IN (Dioscorea spp.) pertencente ao grupo
dos derivados de guanidina, também se mostrou eficaz na diminuig&o da glicemia, de maneira
dose dependente, o que possivelmente ocorreu pelo aumento da expressdo do gene GLUT4

(NIU et al. 2010) ou pela ativacao de receptores de imidazolina I-2B (CHEN et al., 2012).
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A suplementacdo de extrato de sapogenina extraido do IN amargo ou de diogenina
comercial administrados em ratos diabéticos foi eficaz na modificacdo do metabolismo da
glicose, levando a uma diminuicdo na sua concentracdo plasmatica, sugerindo um efeito
hipoglicemiante do tubérculo (MCANUFF et al., 2005; OMORUY, 2008). Estudo posterior
relatou efeito modulador do IN no metabolismo na glicose em ratos, tanto na regulacdo da
glicemia sanguinea pés pandrial, quanto nos niveis de insulina, que se mostrou mais baixo
apos 30 e 60 minutos do consumo de dieta experimental com 20% de IN. O consumo
prolongado de uma dieta contendo 15% de IN também evidenciou melhor resposta a curva
glicémica e niveis menores de hemoglobina glicosilada quando comparados ao controle
(HASHIMOTO et al, 2009).

Folcloricamente o IN também é usado no tratamento da menopausa. Um estudo com
22 mulheres p6s-menopdusicas foi realizado para verificar se a suplementacdo do tubérculo
na dieta (390g em 2 refei¢Ges diarias por 30 dias) era capaz de interferir nos niveis séricos de
horménios sexuais. Foi evidenciado um expressivo aumento tanto nos niveis de estrogeno
(26%) quanto no de estradiol (27%) (WU et al., 2005). Apesar de novas substancias com
atividade estrogénica terem sido identificadas no IN (CHENG et al, 2007), Hsu et al. (2008)
sugerem que a acdo estrogénica esteja associada ao consumo do alimento integral e ndo de
compostos especificos.

A diosgenina é reportada por estimular a osteogénense. Estudo in vitro com cultura de
células osteoblasticas MC3T3-E1 tratadas com diosgenina da concentracdo de 0-10uM por 25
dias evidenciou que houve aumento na expressdo de colageno tipo I, da fosfatase alcalina, do
fator de transcricdo especifico para 0ssos Runx2 e da osteopontina. Esse aumento pode levar a
uma maior formacédo de depdsitos de célcio, que por sua vez leva ao aumento da formacéo
0ssea, evidenciando que a diosgenina estimula a atividade osteogénica (ALCANTARA et al.

2011).
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Park et al. (2009) evidenciaram que 0 uso do extrato de IN selvagem atuou como um
fitoestrogeno fraco que foi capaz de inibir a proliferacdo in vitro de células MCF-7 do cancer
de mama humano. Em acréscimo, Mazzio e Soliman (2009) investigaram o potencial
antitumoral de 374 extratos naturais usando uma metodologia de efeito dose-dependente
numa concentracdo que variou de 10 pg/ml até 5 mg/ml. Os resultados demonstraram que
muitos extratos usados exerciam efeito tumoricida relativamente fraco, entretanto algumas
plantas demonstraram um potente efeito, como o IN selvagem (Dioscorea villosa). Estudo
realizado por Mazzio et al. (2013) incrementa a evidéncia anterior, mostrando que o IN exerce
ainda um efeito anti-mitético em células MDA-MB-231 do céncer de mama humano. A
protecdo do IN selvagem contra canceres ginecologicos foi recentemente reportada
(DEPYPERE; COMHAIRE, 2014).

O uso do Sanyaku, um pé de IN preparado tradicionalmente pela medicina chinesa, se
mostrou eficaz na quimioprevencdo em ratos com cancer de coélon induzido por azoximetano
e dextrano sulfato de sodio. O preparado que continha 63,8 £ 1,2 mg/Kg de diosgenina, foi
comparado com a diosgenina comercial e nenhuma diferenca na prevencao foi encontrada,
sugerindo que o consumo do Sanyaku ou de qualquer tubérculo com uma boa concentragéo de
diosgenina seja eficaz na prevencdo contra a cancer de célon (MIYOSHI et al., 2011).

Chiu et al. em 2009 testaram a capacidade neuroprotetora do IN através de uma
manipulacdo dietética em ratos com senescéncia induzida por D-galactose. Doses de 20, 100 e
500 mg/ Kg do extrato de IN (contendo 5,49 mg/g de dioscorina) foram administradas por 6
semanas nos animais. Em seguida a capacidade de aprendizagem e memoria foi avaliada
através do labirinto aquatico de Morris. Os resultados demonstraram que 0s animais tratados
com o IN possuiam uma maior capacidade de aprendizagem e memorizacdo quando
comparados com o controle (D-galactose - 200mg/Kg). Esse dado sugere que o IN seria

benéfico no tratamento de prejuizos cognitivos através de metabolismo antioxidativo.
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A funcdo da dioscorina na inibicdo da Enzima Conversora de Angiotensina também
foi estudada por Hsu et al. (2002). Sabidamente os inibidores de angiotensina séo capazes de
prevenir a estimulacdo da aldosterona pela inibicdo da conversdo de angiotensina | a
angiotensina I, levando a uma maior excrecdo de sodio e agua pelos rins, inibindo a
ocorréncia de hipertensdo. O estudo observou uma relacédo positiva desta inibicdo, sugerindo
que o consumo do tubérculo seja uma forma natural de prevenir a hipertensdo. Estudo
posterior confirma esta hipétese (NAGAI; NAGASHIMA, 2006).

A fim de verificar se o efeito antihipertensivo atribuido ao IN era mantido frente a
diferentes tratamentos passiveis ao tubérculo, estudo de Liu et al. (2009b) verificou que tanto
na forma de produtos liquidos (extrato aquoso a 90 ou 95°C) quanto de produtos solidos
(fatias de IN secas a quente, previamente cozinhadas ou ndo a vapor) o IN manteve sua
eficacia na reducdo da pressdo sanguinea de ratos espontaneamente hipertensos. Os autores
concluem o estudo estimulando o desenvolvimento de alimentos funcionais com o IN a fim de
regular a pressdo arterial.

Estudos pontuais comecam a mostrar o uso de IN para outros delineamentos. A
propriedade anti-viral da dioscina foi testada com excelente resultados, especialmente para o
bloqueio da fase inicial da infeccdo por adenovirus e ainda interferiu positivamente na
resposta celular do hospedeiro (LIU et al., 2013).

Frente a diversidade de funcdes atribuidas ao tubérculo e aos seus componentes
isolados e através da observacdo de que apesar do processamento de nanoparticulas melhorar
a disponibilidade de alguns compostos, isso ndo tenha sido observado para o IN (PAN et al,
2013), supostamente a melhor forma de uso do tubérculo para o consumo profilatico e para o
tratamento de alguns acometimentos a salde seja através de sua forma in natura ou com

processamento limitado.



24

Consideracoes finais

A cultura do IN ainda tem sido bastante negligenciada (SIQUEIRA, 2011), entretanto
mesmo com a realizacdo de poucos estudos ele tem mostrado caracteristicas alimentares e
funcionais importantes, sendo um alimento promissor tanto no incremento da economia
Brasileira quanto para compor o cenario dos alimentos funcionais. Melhorar o0 embasamento
cientifico visando um melhor e maior aproveitamento do IN, além de considerar a utilizacdo

da matéria prima para os citados e outros fins € um desafio para aqueles que fazem ciéncia.
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Tabela 1: Composicéo centesimal do inhame (Dioscorea sp.)

INHAME
ANALISES Dioscorea sp.” Dioscorea alata”"
Umidade (%0o) 65,62 76,8
Energia (Kcal/ KJ) 137,98/ 576,76 105,56°/ 441,24
Proteina (g) 3,06 1,77
Lipideos (g) 0,86 0,08
Carboidrato () 29,5 24,44
Fibra alimentar (g) - 0,75
Cinzas (g) 0,96 0,86

ABRITO et al., 2011; "PAULA et al., 2012; “Convertido para base mida;

PCalculado pelos autores.
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Figura 1: Producdo de Inhame (Dioscopea sp.) no Brasil e nas Regides Sudeste e Nordeste
no ano de 2006. Fonte: adaptado do Censo Agropecuario 2006 do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE, 2009). Nota: a producdo do Estado do Piaui esta representada

como zero, uma vez que é desconsiderada no censo de 2006 do IBGE.
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4.2 Alimentos funcionais

Atualmente a escolha alimentar transpds a barreira do sabor e aceitabilidade. Com o
avanco cientifico-tecnologico e com a constatacdo de beneficios a salde trazidos por
determinados grupos de alimentos, os consumidores tem feito de suas escolhas um estilo de
vida em prol da satde e bem-estar (KANMANI et al., 2013).

Diante desta nova perspectiva, a biotecnologia tem se ocupado em desenvolver
produtos que possuam além das caracteristicas basicas da nutricdo, como a presenga de macro
e micronutrientes, propriedades funcionais para a prevengédo ou tratamento de acometimentos
a salde, inibindo a instalacdo de algumas doencas. Esta nova visdo possibilita o
desenvolvimento de novos ingredientes/ produtos com caracteristicas desejaveis (MEIRA et
al., 2012).

A resolugdo n° 2 de 07 de janeiro de 2002 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
(ANVISA) do Ministério da Saude gque define alimento funcional como "todo aquele alimento
ou ingrediente que, além das func¢des nutricionais basicas, quando consumido como parte da
dieta usual, produz efeitos metabdlicos e/ou fisioldgicos e/ou efeitos benéficos a saude,
devendo ser seguro para consumo sem supervisio médica”, também suporta 0
desenvolvimento de novos produtos alimenticios que contenham constituintes bioativos em
sua composicdo, tornando-se fonte dos mesmos (ANVISA, 2008).

O objetivo central do acrescimo de alimentos funcionais na alimentacéo é restaurar,
reforcar e manter a salde dos consumidores (ROBERFROID, 2002). O mercado dos
alimentos funcionais tem se mostrado promissor e rentavel, uma vez que mais de 50 bilhdes
de ddlares esta envolvido na producdo e comercializacdo destes alimentos. A demanda é
crescente e novas necessidades estdo surgindo, como a de atender grupos especificos da
populagdo (YOON et al., 2006). A Tabela 1 mostra os principais compostos funcionais

evidenciados pela ciéncia, suas funcdes e fontes alimentares.
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Tabela 1: Acéo e fontes alimentares dos compostos funcionais

Composto

Acéo

Alimentos
fonte

Isoflavonas

Proteinas de soja

Acidos graxos 6mega-3

Acido a - linolénico

Catequinas

Licopeno

Luteina e Zeaxantina

Indois e Isotiocianatos

Acdo estrogénica (reduz sintomas da menopausa) e anti-
cancer
Reducdo dos niveis de colesterol
Reducéo do LDL - colesterol; acdo antiinflamatoria; é
indispensavel para o desenvolvimento do cérebro e
da retina de recém nascidos

Estimula o sistema imunoldgico e tem acdo antiinflamatodria

Reduzem a incidéncia de certos tipos de cancer, reduzem o
colesterol e estimulam o sistema imunoldgico
Antioxidante, reduz niveis de colesterol e o risco de certos
tipos de cancer, como de prostata

Antioxidantes; protegem contra degeneracdo macular

Indutores de enzimas protetoras contra o cancer,

principalmente de mama

Soja e derivados

Soja e derivados
Peixes marinhos como sardinha, salméo,

atum, anchova, arenque, etc

Oleos de linhaga, colza, soja; nozes e
améndoas
Cha verde, cerejas, amoras, framboesas,
mirtilo, uva roxa, vinho tinto
Tomate e derivados, goiaba vermelha,
pimentdo vermelho, melancia
Folhas verdes (luteina). Pequi e milho
(zeaxantina)
Couve flor, repolho, brocolis, couve de

bruxelas, rabanete, mostarda
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Flavonoides
Fibras soltGiveis e

insolUveis

Prebidticos -
frutooligossacarideos, inulina

Sulfetos alilicos (alilsulfetos)

Lignanas

Tanino

Estanois e esterois vegetais

Probioticos - Bifidobacterias e

Lactobacilos

Atividade anti-cancer, vasodilatadora, antiinflamatoria e
antioxidante
Reduz risco de cancer de c6lon, melhora o funcionamento
intestinal. As solUveis podem ajudar no controle da glicemia

e no tratamento da obesidade, pois ddo maior saciedade.

Ativam a microflora intestinal, favorecendo o bom
funcionamento do intestino
Reduzem colesterol, pressao sanguinea, melhoram o sistema
imunoldgico e reduzem risco de cancer gastrico
Inibig&o de tumores horménio-dependentes
Antioxidante, anti-séptico, vaso-constritor

Reduzem risco de doencas cardiovasculares

Favorecem as funcdes gastrointestinais, reduzindo o risco de

constipacédo e cancer de célon

Soja, frutas citricas, tomate, pimentao,
alcachofra, cereja

Cereais integrais como aveia, centeio,
cevada, farelo de trigo, etc; leguminosas
como soja, feijdo, ervilha, etc.; hortalicas

com talos e frutas com casca
Extraidos de vegetais como raiz de
chicéria e batata yacon

Alho e cebola

Linhaga, noz moscada
Maca, sorgo, manjericdo, manjerona,
sélvia, uva, caju, soja
Extraidos de 6leos vegetais como soja e
de madeiras
Leites fermentados, logurtes e outros

produtos lacteos fermentados

Fonte: adaptado de BVS, 2009
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Os alimentos funcionais sao heterogéneos, ndo podendo obedecer a um mesmo tipo de
classificacdo. Essas diferencas afetam diretamente a aceitacdo e a intencdo de consumo
destes, uma vez que esbarra no habito alimentar, além de outros aspectos relevantes, como
fatores demogréficos (género, idade e nivel educacional) e estilo de vida (URALA,
LAHTEENMAKI, 2007). Os probidticos sdo os Unicos funcionais cujas fontes sdo
industrializadas, uma vez que estes sdo primariamente veiculados na alimentagdo através do

consumo de bebidas fermentadas, no geral de base lactea (PRADO et al., 2008).

4.3 Probidticos e prebioticos

Probidtico ¢ uma palavra derivada do grego que significa “em favor da vida”. Sao
considerados probioticos, de acordo com a Legislacdo Brasileira, micro-organismos vivos
capazes de melhorar o equilibrio microbiano intestinal, produzindo efeitos benéficos a saude
do individuo (ANVISA, 2008; HARDY et al., 2013). A definicdo internacionalmente aceita
para a definicdo de probioticos é que eles sdo “micro-organismos vivos nao patogénicos que,
quando consumidos em quantidades adequadas, conferem beneficios a satide do hospedeiro”
(FAO/WHO, 2001; SANDERS, 2003).

Foi o pesquisador Elie Metchnikoff no ano de 1907 que fez o primeiro relato
relacionando o consumo de um alimento suplementado com probi6tico (L. acidophilus) e uma
maior longevidade que, posteriormente, foi associada aos beneficios a salde trazidos pelas
bactérias lacticas. Em 1974 os probioticos foram definidos por Parker como micro-
organismos que atuam na manutencdo do balanco da microbiota intestinal (PARKER, 1974;
FULLER, 1989).

Ao probiotico ndo basta apenas ser um micro-organismo vivo, ele deve ainda possuir
as seguintes caracteristicas: estabilidade ao &cido gastrico e aos sais biliares, capacidade de
aderéncia a mucosa intestinal, capacidade de colonizacdo do TGI humano, capacidade de
producdo de compostos antimicrobianos e desempenho de atividade metabdlica no intestino
humano (RAIZEL et al., 2011).

Os micro-organismos comumente descritos como probioticos sdo dos géneros
Lactobacillus e Bifidobacterium, entretanto outros géneros também fazem parte desta

classificacdo (Tabela 2).
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Tabela 2: Micro-organismos probidticos

Espécies Lactobacillus Espécies Bifidobacterium Outros
Lb. acidophilus Bf. adolescentis Bacillus cereus
Lb. amylovorus Bf. animalis Enterococcus faecalis
Lb. brevis Bf. breve Enterococcus faecium
Lb. casei sp. rhamnosus Bf. bifidum Escherichia coli
Lb. crispatus Bf. infantis Lactococcus lactis sp.
cremoriss
Lb. delbrueckii sp. Bf. lactis Lactococcus lactis sp. lactis
bulgaricus
Lb. fermentum Bf. longum Leuconostoc mesenteroides

sp. dextranicum
Lb. gasseri Pediococcus acidilactici
Lb. helveticus Propionibacterium
freudenreichii
Lb. johnsonii Saccharomyces boulardii
Lb. lactis Streptococcus salivarius sp.
thermophilus
Lb. paracasei
Lb. plantarum
Lb. reuteri
Fonte: Extraido de Prado et al., 2008

Apesar de se apresentarem 35 espécies de micro-organismos com capacidade
probidtica na Tabela 2, apenas possuem alegacdo de propriedade funcional aprovada pela
ANVISA o0s que seguem: Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei shirota,
Lactobacillus casei variedade rhamnosus, Lactobacillus casei variedade defensis,
Lactobacillus paracasei, Lactococcus lactis, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium
animallis (incluindo a subespécie B. lactis), Bifidobacterium longum e Enterococcus faecium.
E uma recomendagio do mesmo 6rgdo que o consumo desses probidticos esteja associado a

uma alimentacédo equilibrada e habitos de vida saudaveis (ANVISA, 2008).
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O uso dos probidticos na alimentacdo humana justifica-se pela gama de beneficios
apontados ao longo dos anos. Evidéncias reportam o0 uso desses micro-organismos para
melhoria da digestdo da lactose, estimulacdo do sistema imune, modulacdo da microbiota
intestinal, alivio da constipacdo, aumento da absor¢cdo de minerais e producdo de vitaminas.
Hoje ainda encontramos associac¢fes positivas do uso dos probidticos na diminuicdo do risco
de cancer de colon, na prevencdo do risco cardiovascular e no tratamento e prevencédo da
obesidade, um atual problema de salude publica (ZOPPI et al., 2001; CALDER; KEW, 2002;
SAAD, 2006; VANDENPLAS; BENNINGA, 2009; SCARPELLINI et al., 2010;
KRAMMER et al., 2011; LECERF, 2011).

O espectro das atividades dos probidticos incluem efeitos nutricionais, fisiologicos e
antimicrobianos (FULLER, 1989). Trés formas de acdo dos probiodticos sdo descritas: 1.
Supressdo de bactérias viaveis: acredita-se que 0s micro-organismos probidticos sejam
capazes de produzir compostos com atividade antimicrobiana, o que suprimiria 0 nimero de
micro-organismos patogénicos viadveis além de facilitar a competicdo por nutrientes e por
sitios de adesdo. 2. Alteracdo do metabolismo microbiano: esta acdo se daria pelo aumento ou
diminuicdo da atividade enzimética. 3. Estimulo da imunidade do hospedeiro: através do
estimulo ao aumento dos anticorpos e da atividade dos macréfagos (ROBERFROID, 2002;
SAAD, 2006; SAAD et al., 2011).

A parte b da Figura 1 detalha algumas hipoteses sobre os possiveis mecanismos de

atuacdo dos probidticos no intestino humano.

a) b) ©) d)
Antibiético G

@m Patégeno e Enterobacteriaceae — Probiético °=T Microbiota
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Figura 1: Mecanismos de interrupcdo da disbiose e restauro da homeostase intestinal
saudavel. a) Terapia com antibidticos; b) diferentes formas de acéo dos probidticos; 1- efeito
imunomodulador dos probidticos nas tight junctions; 2- Co-agregacdo com micro-organismos
nocivos, inibindo o aparecimento de doencas; 3- Producdo de bacteriocinas para eliminagao
de micro-organismos nocivos; 4- Sinalizacdo celular para regulagdo negativa da producéo de
toxinas e expressao de viruléncia dos micro-organismos nocivos; 5- Excluséo dos sitios de
acdo por aderéncia; c) intervencdo dietética com prebidticos (indicado pela seta); d)

transplante fecal. Fonte: Walker; Lawleyb, 2013.

A suplementacdo da dieta com micro-organismos probiodticos deu sequéncia a uma
nova geracdo de produtos dos alimentos funcionais. Inicialmente os alimentos funcionais
eram elaborados através da suplementacdo com vitaminas e minerais com reconhecidas
funcBes fisioldgicas. Em anos subsequentes os aditivos alimentares também passaram a ser
considerados e entdo comecaram a fazer parte da lista dos componentes que exerciam efeitos
benéficos sob a flora intestinal. A adi¢do ndo s6 de probidticos, mas também de prebioticos e
de sua associacao passou entdo a ser considerada e estimulada (ZIEMER; GIBSON, 1998).

Prebidticos sdo conceituados como ingredientes nao digeriveis no intestino humano,
mas que servem de substrato para a fermentacdo de bactérias especificas na microbiota
intestinal (LEE et al., 1999). A terminologia “prebiético” foi introduzida pelos cientistas
Gibson e Roberfroid em 1995 no artigo intitulado “Dietary modulation of the human colonic
microbiota: Introducing the concept of prebiotics” publicado no reconhecido The Journal of
Nutrition (GIBSON; ROBERFROID, 1995). Desde entdo, varios estudos a fim de se
identificar novas matérias primas prebidticas vém sendo conduzidos (SABATER-MOLINA et
al., 2009; CAMPOS et al., 2012).

Usualmente sdo usados trés critérios para a determinacdo de um prebiotico: 1.
Resisténcia a acidez gastrica, a hidrolise enzimatica do TGl humano e & absorcdo
gastrointestinal; 2. Possibilidade de fermentacdo pela microflora intestinal; 3. Estimulagéo
seletiva do crescimento e atividade das bactérias intestinais que contribuem para a saude e o
bem estar (ROBERFROID, 2007).

Hoje apenas dois oligossacarideos sdo de fato reconhecidos como prebidticos, a

oligofrutose e a inulina. Todos os outros encontram-se sob investigacdo (Tabela 3), sendo



41

alguns com respostas promissoras, caso dos galactooligossacarideos e da lactulose
(ROBERFROID, 2007).

Tabela 3: Condicdo prebidtica de diferentes oligossacarideos.

Carboidrato N&o- Fermentacdo | Seletividade Condicao

digestibilidade prebidtica
Inulin and oligofructose Yes Yes Yes Yes
Galactooligosaccharides Probable 277 Yes Yes
Lactulose Probable ?277? Yes Yes
Isomaltooligoscccharides Partly Yes Promising No
Lactosucrose NA NA Promising No
Xylooligosaccharides NA NA Promising No
Sybean oligosaccharides NA NA NA No
Glucooligosaccharides NA NA NA No

NA, dados ndo disponiveis; ???, dados preliminares, necessitando de mais estudos.
Fonte: Extraida de Roberfroid, 2007

Simbioticos sdo alimentos que possuem em sua formulacdo componentes prebioticos e
probidticos simultaneamente. No intestino humano a interacdo entre as bactérias e hospedeiro
caracteriza uma relacdo simbiética, que pode ser otimizada mediante intervencao nutricional
ou farmacoldgica com o uso de probi6ticos ou prebidticos (RAIZEL et al., 2011).

A associacdo destes dois ingredientes funciona como um fator multiplicativo,
resultando numa acdo sinérgica e mais eficiente que culmina numa melhor colonizacdo do
trato intestinal e, portanto no aumento dos beneficios esperados. A adaptacdo do micro-
organismo probiotico ao substrato prebidtico anterior ao consumo, garante a exceléncia da
formulagdo (SCHREZENMEIR; VRESE, 2001; BIELECKA et al., 2002).

4.4 Lactobacillus casei
Lactobacillus casei € uma bactéria gram-positiva ndo esporulada que se apresenta

como um grupo heterogéneo de bastonetes regulares (Figura 2). Pertencem ao grupo de

bactérias lacticas, que tem em comum a capacidade de fermentar glicose a acido latico.
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Classifica-se como espécie facultativamente heterofermentativa, possuindo além da
capacidade fermentativa da glicose, ainda a possibilidade de fermentacdo de hexoses em
acido-latico e pentoses em &cidos latico e acético (HOLZAPFEL et al., 2001; BURITI,
SAAD, 2007).

As condicOes ideais de crescimento do L. casei dependem do pH, temperatura e meio
de cultivo. Estudos demonstram que a bactéria apresenta crescimento mais significativo
qguando cultivada num meio rico em vitaminas, especialmente as do complexo B,
apresentando pH étimo de 6,5, podendo chegar a 7,0, além de apresentar melhor proliferacéo
em temperaturas em torno de 37°C e sob anaerobiose (HOSSEIN et al., 2010).

Figura 2: Lactobacillus casei ligado a uma célula intestinal humana.
Fonte: Centre for Advanced Microscopy (CFAM, 2012)

Sdo varios os beneficios a saude apontados pelo uso continuo dos L. casei na
alimentacdo. A aderéncia desses probidticos as microvilosidades intestinais e sua competicdo
com micro-organismos patogénicos € o primeiro passo para a colonizagdo que promove tais
efeitos positivos no hospedeiro (FORESTIER et al., 2001; MIRNEJAD et al., 2013).

Estudos a cerca do L. casei tém demonstrado sua acdo positiva ha manutencdo da
microbiota intestinal, na prevencgédo de casos de diarreia, na diminuigdo da colonizagédo por
patdgenos, na otimizacdo do tratamento da giardiase e no tratamento da constipacéo funcional
(GUANDALINI, 2011; SHUKLA et al., 2013; MAZLYN et al., 2013).
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O uso desses probioticos também é capaz de atuar positivamente no controle dos
lipideos séricos, sendo relatado efeitos de diminui¢do dos niveis de triglicerideo e colesterol
(KUMAR et al., 2013) além do aumento da concentracdo cecal de acidos graxos de cadeia
curta, especialmente acetato, propionato e butirato (DJOUZI et al., 1997).

O micro-organismo apresenta ainda efeito protetor da atividade imunolégica do
hospedeiro, possuindo atividade imunomodulatoria e antialérgica (LEE et al., 2013). Estudos
recentes demostram ainda sua capacidade de suprimir a acdo de agentes carcinogénicos
(VERMA; SHUKLA, 2013).

Por tantos beneficios apresentados, a inser¢do deste micro-organismo na alimentagéo
humana é uma das ocupacbes da biotecnologia, que tem se empenhado em desenvolver
produtos de qualidade nutricional e sensorial que apresentem ainda o diferencial de conter
probidticos em sua formulacdo. Os produtos lacteos sdo o principal veiculo de administracdo
de culturas probidticas (SHIBY; MISHRA, 2013).

4.5 Frutos tropicais

Frutos tropicais sdo aqueles que apresentam melhor desenvolvimento em regides de
clima tropical, ou seja, lugares situados entre os Tropicos de Cancer e de Capricornio e que
apresentam temperatura média superior a 20°C (25°C no verao), além de altos indices de
chuva. No Brasil, o clima é encontrado no Nordeste, no Sudeste e no Centro-Oeste (Figura 3).
A Unica caracteristica comum dessas frutas é a intolerancia a locais de clima frio (IBGE,
2014).
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Figura 3: Variagéo de climas no Brasil Fonte: IBGE, 2014
4.5.1 Abacaxi (Ananas comosus L. Merril)

O abacaxi é uma das mais populares frutas tropicais devido ao seu sabor e aroma
agradaveis (THE, 2007). A fruta é composta pela fusdo quase completa de 100-200 bagas,
podendo apresentar peso de 0,5 até 2,5Kg. E uma fruta rica em aclcares (14%) e em
vitaminas, especialmente em provitamina A, C e as do complexo B. E comumente consumida
fresca ou na forma de suco e sobremesas (TACO, 2011; FAO, 2013). Sua classificacdo

botéanica e caracteristicas podem ser visualizadas no Quadro 1.

Nome cientifico: Ananas comosus L. Merril
Familia: Bromeliaceae

Nomes populares: Abacaxi, ananas

Nome em inglés: Pineapple

Origem: Continente Americano (Brasil e Paraguai)

Quadro 1: Classificacdo boténica e caracteristicas do abacaxi. Fonte: EMBRAPA (2013a)



45

E uma das frutas com maior cultivo no Brasil com destaque para as cultivares Pérola,
mais produzida no Nordeste Brasileiro, especialmente na Paraiba e na Bahia (ROGERIO et al,
2007) e a Smooth Cayenne, cultivada em menor escala na Regido Sudeste (EMBRAPA
2009). Dados da Organizacdo das Nacgdes Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO)
indicam que o pais ocupa o segundo lugar na producdo mundial de abacaxi (FAO, 2013).

4.5.2 Manga (Mangifera indica L.)

A manga é uma fruta carnuda e de sabor e aroma marcantes. Apresenta variagdo em
sua forma, tamanho e cor, mas no geral tem formato ovoide-oblongo, medindo até 30 cm x 10
cm e apresenta coloracdo que varia do verde-amarelado ao avermelhado. A fruta € uma boa
fonte de vitamina A e é comumente consumida fresca ou na forma de suco (TACO, 2011;
FAO, 2013). Sua classificacdo boténica e caracteristicas podem ser visualizadas no Quadro 2.

A manga é uma das frutas tropicais mais consumidas no mundo. Dados da FAO
(2013) indicam que o Brasil ocupa o sétimo lugar na producdo mundial do fruto, com uma
producdo crescente. Dados do IBGE (2011) indicam que a producdo brasileira de manga no
ano de 2011 foi em torno de 5% maior que a registrada em 2010. As cultivares Haden,
Tommy e Keitt sdo as de maior importancia para o Brasil, com destaque para a Tommy que
apresenta maior resisténcia e produtividade, sendo direcionada para exportacdo. Os maiores

importadores de manga do Brasil s&o a Holanda e os Estados Unidos (FRANCO et al., 2004).

Nome cientifico: Mangifera indica L.
Familia: Anarcadiaceae

Nome popular: Manga

Nome em inglés: Mango

Origem: Sul da Asia

Quadro 2: Classificacdo botanica e caracteristicas da manga. Fonte: EMBRAPA (2013b)
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4.5.3 Maracuja (Passiflora edulis Sims)

O maracuja € reconhecido popularmente por apresentar propriedades calmantes. O
fruto maduro é consumido principalmente na forma de suco, entretanto € um fruto comumente
usado para confec¢do de compotas e geleias. A fruta é bastante apreciada devido ao seu sabor
e aroma agradaveis, além de ser uma boa fonte de provitamina A e vitamina C (EMBRAPA,
1994; 2013c; FAO, 2013). Sua classificacdo botanica e caracteristicas podem ser visualizadas

no Quadro 3.

Nome cientifico: Passiflora edulis Sims
Familia: Passifloraceae

Nomes populares: Maracuja, maracuja-mirim,
maracuja-suspiro, maracuja-peroba,
maracuja-pequeno, flor-da-paixao

Nome em inglés: Passion fruit

Origem: Provavelmente Brasil

Quadro 3: Classificacdo botanica e caracteristicas do maracuja. Fonte: EMBRAPA (2013c)

Os principais paises produtores de maracuja encontram-se na América do Sul, com
destaque para Brasil, Coldombia, Peru e Equador (SOUZA et al., 2002; PIRES; MATA, 2004).
Dados do IBGE (2012) indicam que a producdo brasileira de maracuja em 2012 chegou a
pouco mais de 776 mil toneladas de frutos em uma area plantada de 57.848 hectares, com
rendimento médio de 13,42 t/ha. Os maiores Estados produtores sdo: Bahia, Ceara, Minas
Gerais, Sergipe, Espirito Santo e Sdo Paulo. Os maiores importadores de maracuja do Brasil
sdo a Holanda e Alemanha (SECEX, 2014).

4.6 Bebidas probidticas de origem vegetal

A maioria dos produtos probidticos é de origem lactea (PRADO et al., 2008),
entretanto, estudos recentes vém trazendo uma nova perspectiva de aplicagdo que inclui
dentre outros, o uso de bebidas & base de frutas e vegetais (SOCCOL et al., 2007; CESPEDES
etal., 2013).
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O uso de alimentos de origem vegetal justifica-se, dentre tantos beneficios, pela
possibilidade de atender a distintos grupos populacionais como 0s vegetarianos e individuos
intolerantes ou alérgicos a componentes lacteos, como também a possibilidade de oferta de
uma bebida isenta de colesterol e rica em vitaminas e minerais, inerentes do proprio fruto
(SOCCOL et al., 2010). O uso de suco de frutas também ndo apresenta o inconveniente de
possuir compostos alérgenos, caso de alguns produtos lacteos (LUCKOW; DELAHUNTY,
2004).

Outras razdes que apontam para o desenvolvimento de bioprodutos de origem vegetal
sdo os reconhecidos beneficios do consumo regular de frutas e verduras e ainda por questoes
econbmicas e sazonais, otimizando o consumo regular ao longo do ano, ao passo que se
aproveita toda matéria prima que poderia ser perdida se ndo houvesse processamento
(SCHMIDT; PEREIRA, 2011).

Alguns autores relatam a realizagdo de experimentos para elaboracdo de bebida
probidtica a base vegetal, como com suco de abacaxi (SHEEHAN et al., 2007), de laranja
(LUCKOW et al, 2004), de beterraba, tomate e cenoura (PRADO et al., 2008). Os autores
relatam que esta nova classe de produtos seria o futuro dos alimentos probi6ticos, apesar dos
maiores desafios tecnoldgicos encontrados.

Sucos e néctares podem ser adicionados de ingredientes prebioticos e probioticos,
sendo possibilitada ainda a formulacdo de uma terceira classe de produtos: o simbidtico.
Achados recentes demonstram que a fermentacdo induzida pelos micro-organismos
probidticos tende a modificar em demasia as caracteristicas sensoriais do suco (off-flavor), o
que sugere o reconhecimento da formulacdo de um novo produto a base vegetal e ndo a
manuten¢do das terminologias “suco, ou néctar” (LUCKOW et al., 2006; SCHMIDT;
PEREIRA, 2011).

Um dos maiores problemas encontrados diz respeito ao impacto sensorial dos
produtos. Mudancas na aparéncia, textura, sabor e aroma sdo relatadas, interferindo
diretamente na aceitacdo dos produtos (VLIEG; HUGENHOLTZ, 2007). A modificagédo
sensorial em produtos vegetais € muito mais pronunciada que nos de base lactea
(SORENSON; BOGUE, 2005).

O grande desafio na formulacdo de bebidas vegetais probidticas encontra-se, portanto,
na dificuldade de agregar funcionalidade ao passo que se mantém o sabor culturalmente
reconhecido como agradavel dos sucos de fruta e de outros vegetais. Estratégias para driblar

tais dificuldades seriam segundo Luckow et al. (2006):
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Mascarar o sabor indesejavel com o uso de sucos de sabor marcante.

Estimular o consumo frequente da bebida pelo consumidor, o que possivelmente
acarretaria numa adaptagdo ao novo sabor.

Incutir no consumidor a mudanga do sabor a agregacdo funcional, que culmina em

beneficios a saude.
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5. METODOLOGIA

5.1 Elaboracéo da farinha de inhame (FI)

A FI foi obtida através de experimentacdo com base nas metodologias descritas por
Ventura e Fontoura (1994) e Leonel et al. (2006), com modificacdes detalhadas na Figura 4.
A anélise dos procedimentos de obtencdo da farinha por estes autores originou a proposta de
quatro fluxogramas que foram testados e avaliados para que se obtivesse uma matéria prima
de qualidade sob o aspecto higiénico, sensorial e nutricional.

O Inhame (Dioscorea cayennensis) foi selecionado em mercados locais da regido
metropolitana do Recife, sendo escolhidos tubérculos com caracteristicas e tamanho
semelhantes. Apo6s selecdo, os tubérculos foram pesados, medidos e entdo submetidos a
lavagem com abrasdo em &gua corrente com o intuito de retirar as sujidades. Seguiram pelo
processo de sanitizacdo em solucdo de hipoclorito de sodio a 200 ppm por 15 minutos e entdo
descascados.

A partir desta etapa as matérias primas seguiram por diferentes procedimentos que

podem ser visualizados na Figura 4 e estdo descritos a seguir:

Experimento 1
O inhame foi triturado em liquidificador da marca ARNO® e em seguida disposto em
bandejas de aluminio e entdo submetido a estufa para secagem a uma temperatura de 70°C até

secagem total (mantida para os demais experimentos)

Experimento 2
O inhame foi fatiado (4-6mm), submetido a secagem em estufa (Figura 5) e

posteriormente 4 trituracdo em multiprocessador da marca ARNO®

Experimento 3
Apébs fatiamento do inhame (espessura de 4-6mm), o mesmo foi submetido a um
processo de resfriamento em agua potavel numa temperatura entre 10-12°C e seguiu pelos

processos de secagem e trituragéo.
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Experimento 4
Apbs fatiamento (1-2mm) e resfriamento (10-12°C), as fatias foram branqueadas em
agua potavel a 90-95°C por 3 minutos e seguiram pelos processos de secagem, trituracédo e

pulverizagdo em moinho (Fritsch pulverisette 14) a uma velocidade de 17.000-19.000 rpm.
Todas as farinhas obtidas foram submetidas a peneiracdo em peneiras arredondadas
com abertura das malhas a 80 mesh (0,177mm) acopladas a um vibrador (Podutest), por 15

minutos. As farinhas foram acondicionadas em potes estéreis de vidro transparente com tampa

rosqueada (Figura 6).
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Secagem Secagem Resfriamento Resfriamento

Peneiramento Trituragao Secagem Branqueamento

Farinha Peneiramento Trituragdo Secagem

i
HH
I
T

Armazenamento Peneiramento

Trituragao

Armazenamento Pulverizacdo

Armazenamento Peneiramento

Armazenamento

Figura 4: Fluxogramas testados para obtengéo da farinha de inhame (Dioscorea
cayennensis). 1, 2, 3 e 4 indicam o experimento.
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Figura 5: Fatias de inhame antes e ap6s secagem em estufa a 50-70°C por 4 horas

Figura 6: Farinha de inhame (Dioscorea cayennensis).
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5.2 Caracterizacgéo da farinha de inhame

5.2.1 Anélises fisico-quimicas e valor energético total

As andlises fisico-quimicas realizadas estdo expressas na Tabela 4. Todas as analises
foram realizadas em triplicata e os valores médios obtidos expressos em g/100g. Os valores de
pH, acidez e atividade de &gua foram expressos numericamente. O valor energético total
(VET) foi calculado através do somatdrio das calorias oferecidas pelos macronutrientes, a
saber, 4 Kcal/g para carboidratos (CHO) e proteinas (PTN) e 9 Kcal/g para lipidios (LIP).

Para tanto foi usada a seguinte equacao:

1- VET = (CHO x 4) + (PTN x 4) + (LIP x 9)



Tabela 4: Andlises fisico-quimicas

Analise Principio Referéncia

Umidade (V) Perda por dessecacgdo através de IAL, 2008
secagem direta em estufa a 105°C
Cinzas (C2) Residuos por incineracdo em Mufla a IAL, 2008
550°C
Lipidios/ extrato etéreo Extracdo direta em Soxhlet IAL, 2008
(LIP)
Proteinas/ protideos Determinagéo de nitrogénio pelo IAL, 2008
(PTN) método classico de digestdo Kjeldahl e
conversdo para proteina através do fator
6,25
Carboidratos/ glicidios Calculado por diferenca através da -
(CHO) seguinte formula:
CHO =100 — (U+CZ+LIP+PTN)
Fibra alimentar total Método enzimatico gravimétrico AOAC, 2002
(FAT) —985.29
Amido Determinacéo de glicidios redutores por IAL, 2008
titulacdo apds hidrélise acida
AcuUcares totais Reducdo e determinacdo em glicose IAL, 2008
Acucares redutores Reducéo e determinacéo em glicose IAL, 2008
pH Medic&o eletrométrica em -
potenciémetro

Acidez Titulagdo com Solucdo de fenolftaleina IAL, 2008
Atividade de 4gua (aW) Medigé&o direta em analisador de -

atividade de agua (LabTouch-aw —

Novasina)

IAL: Instituto Adolf Lutz; AOAC: Association of Official Analytical Chemists
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5.2.2 Anélises microbioldgicas

Adequando-se a legislacdo vigente para padrbes microbioldgicos de alimentos
(BRASIL, 2001) foram realizadas as analises microbioldgicas descritas na Tabela 5, de
acordo com as metodologias descritas pela Association of Official Analytical Chemists
(AOAC, 2002).

Tabela 5: Analises microbioldgicas

Analise Referéncia Técnica Expressdo dos

AOAC, 2002 resultados
Coliformes a 45°C 966.24 Tubos maltiplos NMP/g
Estafilococos 965.55 Enumeracéo, UFC/g
coagulase positiva isolamento e

confirmacéo.
Bacillus cereus 980.31 Enumeracéo, UFC/g
isolamento e
confirmacéo
Salmonella sp/25g 967.26 Enrigquecimento Presenca/
seletivo, isolamento auséncia
e identificacdo

bioquimica

5.2.3 Estabilidade da farinha ao armazenamento

A farinha de inhame, armazenada em potes estéreis de vidro com tampas rosqueadas,
foi mantida em auséncia de luz e em sala em temperatura entre 28 e 37°C por 180 dias. Nos
tempos 0, 30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias, a fim de avaliar a sua qualidade total, as amostras
foram coletadas de forma aleatoria e entdo submetidas a avaliagdo microbioldgica e quimica,
que consistiu da pesquisa de coliformes a 45°C/g, bolores e leveduras, estafilococos coagulase
positiva/g, salmonella sp/25g, bacillus cereus/g, descritos na Tabela 5 e umidade e atividade
de 4gua (Aw), descritos na Tabela 4. Todas as analises foram realizadas em triplicata.
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5.2.4 Determinacao de frutanos totais

Os frutanos totais (oligofrutanos, derivados da inulina e frutooligossacarideos) foram
determinados pelo método enzimatico-espectrofotométrico (AOAC 999.03) descrito por
McCleary et al. (2000). A amostra foi extraida com &gua quente e tratada com uma mistura de
sacarase, alfa-amilase, pululanase e maltase para liberacdo de glicose e frutose. Apds
neutralizacdo os frutanos foram hidrolisados com uma mistura de exo e endo-inulinases e a
leitura dos acgUcares redutores em solugdo foi realizada em espectrofotdmetro ajustado para
410 nm. A anélise foi realizada em triplicata e o resultado expresso em percentual.

5.2.5 Caracterizacdo cromatica

A analise da cor foi realizada em colorimetro Minolta Chroma Mater CR-400 por meio
do sistema de leitura de trés parametros (L*, a*, b*), com base na escala CIELab. O
parametro L* esta associado a luminosidade das amostras, a coordenada cromatica a* esta
associada a dimenséo verde-vermelho e a coordenada cromética b* est4 associada a dimensdo
azul-amarelo. A analise cromatica da amostra foi realizada nos tempos 0 e 180 dias de
armazenamento da farinha, a fim de verificar possiveis alteracdes de coloracao.

A diferenga total da cor (AE) entre os valores determinados no tempo final e inicial de

armazenamento da farinha foi determinada através da seguinte formula:

2- AE* = [(AL*)? + (Aa*)*+ (Ab*)?] *

5.2.6 Andlise Granulométrica por Espalhamento Dinamico de Luz — DLS (Dynamic Light
Scattering)

A andlise de distribuicdo do tamanho das particulas foi determinada através de em um
aparelho com difracéo a laser (Microtrac, modelo - S3500) com um ultra-som para aumentar a
dispersibilidade da amostra. O diametro médio foi determinado com base no didmetro médio
de uma esfera de mesmo volume (didametro de Brouckere). 38 mg da FI foram dispersos em
isopropanol e submetidos a leitura de distribuicdo do tamanho de particulas. A anélise foi

ralizada em triplicata.
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5.2.7 Difragéo de Raio-X

A difracdo de raio-x da FI foi obtida utilizando um difratdmetro Bruker, modelo D8 —
Advanced. A farinha foi espalhada em um suporte de amostragem até formacéo de uma fina
camada homogénea. A regido de trabalho foi definida com base na busca dos picos padrdes

do amido.

5.2.8 Espectroscopia de infravermelho

A farinha foi analisada por espectroscopia na regido do infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR) em um equipamento Bruker (modelo vertex 70), com detector
deuterated triglycine sulfate (DTGS) e amostragem por atenuacao total de refletancia (ATR).
A regido espectral foi do infravermelho médio 500 a 4000 cm™, com resoluc&o de 4 cm™. Foi

obtido um total de 64 aquisicdes espectrais.

5.2.9 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As imagens foram obtidas a partir um microscopio eletrdnico de varredura Quanta —
FEI, modelo FEG 200 utilizando um detector de elétrons secundéarios (SEI) em regime de alto
vacuo. As amostras foram fixadas em plataformas metalicas ou “stubs” através de uma fita
adesiva de carbono e em seguida foi recoberta com ouro metdlico para aumentar a

condutividade superficial e facilitar a aquisicao das imagens de SEI.

5.3 Obtencéo das polpas dos frutos

Os frutos tropicais usados para este estudo foram o Abacaxi (Ananas comusus L.), a
Manga (Mangifera indica, L.) e o Maracuja (Passiflora ssp). Para obtengdo das polpas, 0s
frutos foram selecionados de acordo com padrdes de identidade e qualidade (MAPA, 2003),
pesados em balanca eletrdnica da marca Filizola®, lavados em agua corrente e submetidos &
sanitizacdo em &gua clorada a 200 ppm por 15 minutos. Em seguida os frutos foram

enxaguados em agua potavel e seguiram por diferentes procedimentos apos esta etapa:
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Manga e abacaxi
As polpas de manga e abacaxi foram obtidas a partir do descascamento seguido de

corte e trituragdo em liquidificador semi-industrial da marca ARNO® (Figura 7)

Maracuja

A polpa de maracuja foi obtida a partir do corte do fruto para exposi¢cdo da polpa,
seguido de despolpamento e breve homogeneizacdo em liquidificador semi-industrial da
marca ARNO®. O sumo obtido foi peneirado manualmente em peneira de 20 mesh para

eliminag&o de partes ndo comestiveis (Figura 7).

As polpas foram imediatamente direcionadas para a obtencdo dos sucos tropicais.

Pesagem
Lavagem
Sanitizagao

Enxague

A
|

Homogeneizagao
Peneiracdo

HHH

Polpa

Figura 7: Fluxograma para obtencdo das polpas dos frutos tropicais. A: Abacaxi (Ananas

comusus L.) e Manga (Mangifera indica, L.). B: Maracuja (Passiflora ssp).
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5.4 Obtencéo dos sucos tropicais

Para obtencdo dos sucos tropicais as polpas foram medidas e diluidas de acordo com o
que esté estabelecido na Tabela 6. As concentragdes das polpas de cada sabor obedeceram aos
critérios determinados pela Legislagcdo Brasileira para sucos tropicais e foram estabelecidas
apos realizacdo de estudo piloto para verificar aspectos sensoriais de aparéncia, textura, além
de adequacéo ao limite dos solidos solUveis preconizado pela legislacdo (MAPA, 2003). Para

realizacdo deste estudo foi estabelecida a ndo utilizacao de aglcar de adicao.

Tabela 4: Concentracdo de polpa de fruta usada para a obtencéo dos sucos tropicais.

Sabor da polpa Percentual usado para obtencdo do

suco tropical”

Abacaxi 55%
Manga 35%
Maracuja 31%

* De acordo com a legislacdo, que permite a diluicdo para adequacédo do Brix.

Os sucos tropicais foram submetidos ao processo de pasteurizacdo (72°C por 5
minutos) e seguiram imediatamente para um banho de gelo (10 + 2°C). Ap0s resfriamento até
35°C, os sucos foram direcionados para a elaboracdo das bebidas funcionais. O fluxograma

para obtencdo dos sucos tropicais pasteurizados pode ser visualizado na Figura 8.

Polpa

Medigao

Suco Tropical

Pasteurizacao

Figura 8: Fluxograma para obtencdo dos sucos tropicais pasteurizados.
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5.5 Desenvolvimento das bebidas

As bebidas foram desenvolvidas a partir do acréscimo de trés diferentes concentragdes
da FlI aos diferentes sucos tropicais. Para cada sabor de suco dois controles foram
estabelecidos, um neutro (C), que consistia apenas no suco tropical e o controle positivo (C+),
que consistia no suco adicionado da cepa probidtica de L. casei. As demais bebidas também
foram elaboradas a partir do suco tropical com adicéo da FI nas concentracGes de 2,0%, 3,5%
e 5,0%. Desta forma procedeu-se a elaboracdo de quinze diferentes bebidas experimentais
(Figura 9).

As concentracdes de FI usadas para o preparo das bebidas foram estabelecidas em
estudo piloto e tiveram como meta principal a palatabilidade do suco em face do acréscimo da
farinha. A concentracdo méaxima estabelecida foi aquela em que a textura farinacea ainda ndo

se mostrava perceptivel.

rd

B 2,0% E 2,0% g 2,0%

ABACAXI
|
MANGA
|

0

<
>
O
<
>
<
>

0%
__35%
_5.0%

a 35% g 35% g 3.5%

a 5,0% s 5,0% o 5,0%

Figura 9: Painel de elaboracdo de bebidas com diferentes concentragdes da farinha de inhame
(C= Controle; C+ = controle positivo; 2,0%, 3,5% e 5,0% indicam a concentracdo de farinha

de inhame na bebida).
5.5.1 Ativacgao e viabilizacéo da cepa

L. casei foi adquirido na forma liofilizada (Infarmed) e inoculado em meio seletivo para
lactobacilos (MRS - MAN, ROGOSA e SHARPE) e submetido a estufa em temperatura de
37°C por 72 horas sob anaerobiose para entdo ser ativado. Para verificacdo da viabilidade da
cepa foi realizado o procedimento de diluicdo em tubos multiplos até 10”. Foi inoculado,
também sob anaerobiose, 1ml do substrato na diluicdo maxima pela técnica de profundidade e
em meio MRS Agar e entdo submetido a estufa em temperatura de 37°C. A contagem das
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UFCs em placas procedeu-se apos 48 horas. Apds verificacdo da viabilidade, a cepa foi
mantida em estufa a temperatura a 37°C até utilizacdo (BALDUINO et al., 1999).

5.5.2 Adicao dos probidticos as bebidas

A cultura iniciadora de L. casei foi adicionada as bebidas, imediatamente apds sua

elaboracdo, na concentracdo de 2% de inoculo, com auxilio de pipetador automatico.

5.5.3 Fermentacgéao

A fim de se realizar técnicas de reprodutibilidade garantida e de baixo custo de
manutencdo, a fermentacgdo foi realizada a temperatura ambiente. Apds adicao dos probidticos
as bebidas, as mesmas foram mantidas numa sala em temperatura de 27 + 2 °C por 48 horas.

Apds a fermentacdo, as bebidas foram acondicionadas sob refrigeracdo a 10 + 2 °C.

O fluxograma seguido para a elaboracdo das bebidas funcionais pode ser visualizado
na Figura 10.

Adicdo da farinha

Homogeneizagao

Adicdo do

probidtico

Homogeneizag¢do

Fermentagao

Refrigeragao

Figura 10: Fluxograma de obtencéao das bebidas funcionais.
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5.6 Analises microbioldgicas das bebidas

As analises microbioldgicas seguiram as recomendacfes do Regulamento Técnico
sobre Padrbes Microbioldgicos para Alimentos (BRASIL, 2001). Foram realizadas as anélises
de Coliformes a 45°C e de Salmonella sp. nas bebidas. A metodologia usada foi a descrita
pela AOAC (2002), conforme Tabela 5.

5.7 Validacéo do processo fermentativo

Para verificacdo da fermentacdo acida, caracteristica da cepa em estudo, foi verificado
0 pH das bebidas nos tempos 0, 24, 48 e 72 horas. A viabilidade dos probidticos nas bebidas
foi verificada ap6s a fermentagdo (Tempo 48 horas), através dos procedimentos ja descritos
no item 5.5.1.

5.8 Analise sensorial das bebidas

5.8.1 Aspectos éticos

Para realizacdo dos testes a seguir o projeto foi submetido ao Comité de Etica em
Pesquisa e obteve aprovagdo através do Certificado de Apresentacdo para Apreciagdo Etica
(CAAE) nimero: 15312113.2.0000.5208 (Anexo 2). Todos os provadores voluntarios foram

esclarecidos e assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido (Apéndice 1).

5.8.2 Teste de aceitabilidade

As amostras de bebidas com diferentes concentracdes da farinha do inhame, dos trés
diferentes sabores, foram apresentadas de forma aleatorizada e codificadas com numeros de 3
digitos em cabine sensorial a provadores ndo treinados. Para avaliagdo foi utilizada uma
escala hedbnica de 9 pontos cujos limites apresentavam a seguinte classificacdo: 1 para
“Desgostei muitissimo” e 9 para “Gostei muitissimo” (Apéndice 2) (MEILGARD, 1987).
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5.8.3 Teste de intencdo de compra

A atitude dos consumidores quanto a intencdo de compra foi avaliada através de uma
escala de 5 pontos cujos limites apresentavam a seguinte classifica¢ao: 1 para “Certamente

ndo compraria” e 5 para “Certamente compraria” (Apéndice 2) (ABNT, 1998).

5.8.4 Teste de ordenacdo de preferéncia

As bebidas elaboradas também foram submetidas a um teste discriminativo de
ordenacdo de preferéncia a fim de verificar a preparacdo mais aceita para cada sabor. Durante
0 teste as amostras com diferentes concentracdes da Fl, dos trés diferentes sabores, foram
apresentadas de forma aleatorizada e codificadas com numeros de 3 digitos em cabine
sensorial a provadores néo treinados. As amostras foram ordenadas de forma decrescente de

preferéncia pelos julgadores (Apéndice 2) (1AL, 2008).

5.9 Determinacgéo da composicao centesimal dos bioprodutos

As bebidas usadas nas analises sensoriais descritas tiveram sua composicao centesimal
estabelecida. Foram realizadas andlises de umidade, proteina, lipidio, cinzas e fibras. Os
carboidratos totais foram determinados por diferenca. O detalhamento das analises realizadas
pode ser visualizado na Tabela 4. O valor energético total (VET) foi calculado como ja

descrito no item 5.2.1.

5.10 Anélise da sobrevivéncia do L. Casei a fluidos simulados do trato gastrointestinal

A sobrevivéncia do probiotico das bebidas selecionadas apds analise sensorial foi
avaliada através de simulacOes das fases da digestdo (géstrica e entérica), de acordo com as
metodologias descritas por Liserre et al., 2007 e Santos et al., 2011, com modificacdes. As
analises foram realizadas no primeiro (tempo 0) e Gltimo dia (tempo 28 dias) de analise da

estabilidade ao longo da vida em prateleira.
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5.10.1 Resisténcia ao acido e a pepsina (Simulacéo da fase gastrica)

As bebidas foram diluidas na proporcéo de 1:9 em solucéo fisiologica (solucdo salina a
0,85%) e adicionadas em solucdo &cida de pepsina (3g/L; pH 2,5). As amostras foram
incubadas a uma temperatura de 37°C (temperatura corporal) por 120 minutos sob agitacdo de
cerca de 150 rpm. Os testes foram realizados em quadruplicata frente ao controle (em
triplicata) que consistiu na incubacao da bebida na mesma diluicdo sem a presenca do acido
ou da enzima.

Para verificacdo da resisténcia da cepa ao processo digestivo simulado, sua viabilidade
foi testada através da incubacdo da amostra em meio MRS a uma temperatura de 37°C por 72

horas sob anaerobiose. Os resultados estdo expressos em log UFC.mL™.

5.10.2 Resisténcia aos sais biliares (Simulacao da fase entérica)

As bebidas foram diluidas na proporcéo de 1:9 em solucéo fisiologica (solucdo salina a
0,85%) e adicionadas em solugdo basica de bile bovina (3g/L; pH 7,5). As amostras foram
incubadas a uma temperatura de 37°C (temperatura corporal) por 120 minutos sob agitacdo de
cerca de 150 rpm. Os testes foram realizados em quadruplicata frente ao controle (em
triplicata) que consistiu na incubacdo da bebida na mesma diluicdo sem a presenca da bile.
Para verificacdo da resisténcia da cepa ao processo digestivo simulado sua viabilidade foi
testada através da incubacdo da amostra em meio MRS a uma temperatura de 37°C por 72

horas sob anaerobiose. Os resultados estdo expressos em log UFC.mL™.

5.11 Avaliacéo da vida em prateleira das bebidas funcionais

As bebidas selecionadas apds analise sensorial foram submetidas a avaliacdo do nimero
de bactérias viaveis, pH e estabilidade bioldgica, conforme item 5.6, nos tempos 0, 7, 14, 21 e
28 dias apos sua fermentagdo. Para analise de bactérias viaveis as amostras foram tratadas
como descrito no item 5.5.1. As colonias foram contadas e os resultados expressos em log

UFC.mL™. A anélise de pH foi realizada em potenciémetro.



65

5.12 Processamento e analise dos dados

Os dados obtidos foram avaliados com o programa Excel for Windows por anéalise de
variancia (ANOVA), seguido de teste t para comparacdo de médias. Os resultados foram
considerados significativos quando p< 0,05.



Resultados

66



67

6. RESULTADOS

Os resultados oriundos desta tese estdo apresentados em dois blocos. O primeiro bloco
refere-se a caracterizacdo da Fl elaborada. Os dados apresentados encontram-se sob protecéo
intelectual e serdo direcionados para reconhecimento de patente, desta forma apenas a
descricdo dos resultados obtidos encontra-se nesta tese. Apenas apds o término do tramite de
reconhecimento de patente os resultados serdo direcionados para a elaboracdo de mais um
artigo.

O segundo bloco de resultados esta apresentado na forma de artigos originais, como
exigido pelo Colegiado de Pds-Graduacdo em Nutricdo do Centro de Ciéncias da Salde da
Universidade Federal de Pernambuco. Os dados deram origem aos trés artigos originais que

seguem:

Artigo original 1:
Functional beverage of Passion fruit (Passiflora edulis Sims) and Yam (Dioscorea

caynnensis) fermented with Lactobacillus casei.

Artigo original 2:
Development and characterization of functional beverage of Pineapple (Ananas comosus L.

Merril) and Yam (Dioscorea caynnensis) fermented with Lactobacillus casei

Artigo original 3:
Functional Mango (Mangifera indica L.) and Yam (Dioscorea cayennensis) beverage

fermented with Lactobacillus casei.
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6.1 Caracterizagdo da Farinha de Inhame

Durante a fase de experimentacdo para obtencdo das farinhas do inhame, observou-se
que o preco do quilo do tubérculo variou de R$ 4,95 a R$ 6,20 demonstrando que no periodo
de safra do inhame no Nordeste, que ocorre no segundo semestre do ano, h& uma maior oferta
no mercado, ocasionando uma notavel reducdo do preco do produto.

No momento da selecdo da matéria prima procurou-se uniformizar a escolha com base
nos tamanhos e formatos, tento os tubérculos em média comprimento de 31,3 cm,
circunferéncia de 28,88 cm e peso de 2,17 Kg (Figura 11). Foi verificado, através da relacdo
entre o0 peso bruto e o peso liquido, o fator de correcdo de 1,42 e o rendimento médio de

20,2% para a farinha obtida no quarto experimento.

Figura 11: Tubérculo de Inhame (Dioscorea caynensis Lam.)

As metodologias empregadas para obtencdo das farinhas se mostraram préaticas e de
facil execucdo. No primeiro experimento observou-se um tempo extremamente elevado para o
processo de secagem. A farinha obtida apresentou massa Umida, textura pouco uniforme,
coloracdo escura, alem de apresentar off flavor, caracterizado por odor ndo usual daquele
esperado para o produto.

Nos segundo e terceiro experimentos, com a substitui¢do da trituracdo pelo fatiamento
do inhame, as farinhas obtidas apresentaram textura satisfatéria que se assemelhavam a
farinha de mandioca, entretanto a coloragéo escura, apesar de menos intensa, permaneceu em
ambos experimentos, ainda que no terceiro experimento tenha sido realizado o resfriamento
das fatias. Também se observou uma diminuicdo significativa no tempo de secagem das
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fatias, sugerindo uma relacdo inversa entre a espessura da fatia e o tempo de secagem,
baseando-se no conceito de aumento da superficie de contato.

No quarto experimento, com acréscimo dos processos de branqueamento e
pulverizagdo, foi obtida uma farinha de excelente qualidade, de coloragéo clara, odor
agradavel e textura fina assemelhando-se a farinha de trigo (Figura 6). O tempo para obtencéo
das fatias secas também foi reduzido, como esperado, devido a diminuicdo de sua espessura,

que foi padronizada em chips de 2mm (Tabela 7).

Tabela 7: Relacdo entre a temperatura e 0 tempo de secagem com a espessura da fatia do

inhame (Dioscorea cayennensis).

Temperatura da Tempo de Espessura da fatia
Experimento estufa secagem (mm)
(°C) (horas)
01 70 22 triturada
02 70 7 4-5
03 70 6 4-5
04 70 4 1-2

O regulamento técnico que estabelece os padrdes microbiologicos para alimentos,
RDC n° 12, de 2 de janeiro de 2001, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA,
ndo estabelece limites para bolores e leveduras em hortalicas, raizes e tubérculos secos ou
desidratadas. Desta forma todas as analises foram avaliadas comparativamente ao que esta
estabelecido para farinha de mandioca, por também tratar-se de um tubérculo.

Todas as amostras atenderam aos padrGes microbioldgicos estabelecidos pela
legislagdo para farinha de mandioca. As analises apresentaram valores médios menores que
10 UFC (Unidades Formadoras de Coldnia), demonstrando assim uma boa condi¢&o higiénica
para a fabricagdo do produto, classificando-o como seguro. A andlise comparativa dos
resultados apresentados na Tabela 8 evidencia uma reducdo na carga de crescimento dos
micro-organismos, que possivelmente se deve a diminuigdo do tempo total de obtengédo da

farinha.
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Tabela 8: Resultados das anélises microbioldgicas para os diferentes experimentos utilizados

para obtencdo da Farinha de Inhame

Andlises Experimento
Microbiologicas 1 2 3 4
Coliformes a 45°C/ <0,03 <0,03 <0,03 <0,03
NMP/g
Estafilococos coagulase <10 <10 <10 <10
positiva/g
Bacillus cereus/g 2x10 <10 <10 <10
Salmonella sp/25g Auséncia Auséncia Auseéncia Auséncia
Bolores e Leveduras 7,4 x10° 3,1 x10° <10 <10
UFCl/g

UFC/g: Unidades Formadoras de Colénia por grama.

NMP/g: Numero Mais Provavel por grama.

ApoGs andlise criteriosa dos resultados descritos anteriormente, a farinha obtida no

quarto experimento foi selecionada para as analises que seguem.

6.1.1 Analises fisico-quimicas e valor energético total

A comparacdo das analises do inhame in natura e da farinha obtida evidencia uma
excelente reducdo da umidade do tubérculo, concentrando os valores dos nutrientes presentes
em 100 gramas da matéria prima (Tabela 9).

A farinha de Inhame apresentou 6tima composi¢cdo nutricional. Observa-se que ela é
rica em carboidratos, apresentando um alto teor de amido e fibras. Também é evidente um

alto valor energético, sendo pobre em lipidios.
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Tabela 9: Composicéo centesimal, pH e acidez do inhame in natura e convertido em farinha

Anélises Inhame in natura Farinha de inhame
9.100g™ 9.100 g™
Umidade 81,47 3,31
Cinzas 0,42 4,60
Proteina 0,77 8,57
Lipidio 0,17 0,61
Carboidrato 17,18 81,68
Fibra Alimentar Total 2,24 10,7
Amido 15,58 74,5
Acucares - totais e - Tr*
redutores
Valor Energético Total 73,33 366,53
(Kcal)
pH 6,29 5,85
Acidez 0,73 2,24
* Tragos

6.1.2 Andlises microbioldgicas e estabilidade da farinha ao armazenamento

O proposito da verificagdo da vida de prateleira da farinha foi de subsidiar o seu
emprego de forma segura sob 0 aspecto microbioldgico.

A analise dos resultados obtidos até 180 dias de experimento evidenciou que a farinha
de inhame atendeu todos os critérios dispostos pela RDC n° 12 de 2 de janeiro de 2001 da
ANVISA, indicando um controle eficaz da contaminacdo durante todas as etapas do
processamento da farinha, além de fornecer garantia quanto a qualidade higiénico sanitaria do
produto (Tabela 10).
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Anélises Resultados
Microbioldgicas Dias

0 30 60 90 120 150 180
Coliformes a 45°C/ <0,03 <0,03 <0,03 <0,03 <0,03 <0,03 <0,03
NMP/g
Bolores e Leveduras <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10
UFCl/g
Estafilococos coagulase ~ Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
positiva/g
Salmonella sp/25g Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia
Bacillus cereus/g Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo

Valores de
referéncia
(RDC 12 de 2 de
janeiro de 2001)

102

Auséncia
3x10°

UFC/g: Unidades Formadoras de Col6nia por grama.
NMP/g: Nimero Mais Provavel por grama.

* Nao é exigido pela legislacéo
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A estabilidade fisica da FI durante o armazenamento pode ser visualizada na Tabela
11, que indica os valores médios de umidade e atividade de agua apresentada pela farinha

durante 180 dias de armazenamento.

Tabela 11: Umidade e atividade de &gua da farinha do inhame sob armazenamento por 180 dias

Dias
Analises
0 30 60 90 120 150 180
Umidade 3,31 3,41 5,49 5,58 5,71 5,88 5,94

Atividade de 4gua 0,304 0,359 0,364 0,371 0,388 0,392 0,407
(Aw)

6.1.3 Determinacao de frutanos totais

A andlise de frutanos totais foi realizada através método enzimatico-espectrofotométrico
(AOAC 999.03).
O percentual de frutanos apresentado na amostra foi de 0,25%, indicando que o inhame

ndo é uma boa fonte dessas fibras prebidticas.

6.1.4 Caracterizacdo cromatica

A cor foi determinada no sistema CIEL*a*b* através dos parametros: L*
(luminosidade), a* e b* (coordenadas de cromaticidade). Neste sistema, L* indica a
luminosidade (0 = preto e 100 = branco) e a* e b* indicam as dire¢cdes que a cor pode assumir
(+a* = vermelho e —a* = verde; +b* = amarelo e-b* = azul).

Uma farinha é considerada branca quando ela possui valor de L* superior a 93, de a*
proximo a zero (inferior a 0,5 ou negativo) e de b* inferior a oito.

A anélise da Tabela 12 evidencia que uma mudanca de cor foi observada durante os 180
dias de armazenamento, com diminuicdo no parametro L*, indicando que a farinha ficou mais
escura, mais verde e mais azul. Muito possivelmente ocorreu oxidacgdo natural dos pigmentos
conhecidos como carotenos, que Se encontram entre o espectro vermelho e amarelo. A
diferenc¢a de cor (AE*) observada foi de 21,8.
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Coordenada cromatica Tempo (dias)
0 180
L* 98,43 76,72
a* 0,5 0,02
b* 9,07 7,28

L* — Luminosidade. a* - coordenada cromatica associada a dimenséo verde-vermelho. b* -

coordenada cromatica associada a dimenséo azul-amarelo.

6.1.5 Anélise Granulométrica por Espalhamento de Luz Dinamico — DLS (Dynamic Light

Scattering)

As anélises do diametro das particulas de farinha de inhame demonstraram uma

distribuicdo do tipo monomodal ndo homogénea (Figura 12). A distribuicdo média em volume

determinada foi de 83,23 (x0,47) pum.
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Figura 12: Diametro das particulas da Farinha de Inhame (Dioscorea cayennensis)
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Quanto as distribui¢cbes em percentual, os resultados mostram que 10% das particulas
tém diametros menores que 19,00 (x0,02) um, 50% menores que 67,88 (£0,48) um e 90%
menores que 150,8 (x0,43) um.

6.1.6 Difracdo de Raio-X
A Figura 13 ilustra a difracdo de raio-X da amostra de farinha de inhame (em preto) e o
padrdo de difracdo de amido (em vermelho). O resultado evidencia claramente que a FI

contém amido em sua composic¢do, principalmente quando comparados com os picos padrdes

do amido, corroborando com os dados ja apresentados na Tabela 9.
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Figura 13: Difracdo de raio-x da Farinha de Inhame (Dioscorea caynnensis Lam.)
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6.1.7 Espectroscopia de infravermelho

A espectroscopia foi usada para investigar a composi¢do da farinha de inhame. O
resultado da andlise pode ser visualizado na Figura 14. A regido espectral onde se localiza o
modo vibracional méximo de 3287 cm™ é caracteristico de ligagdes —OH livres. Os modos
2934 cm™, 1638 cm™ e 997 cm™ sdo peculiares de ligacdes de grupos metilas (ligacdes C-H),
ligacGes de carbonila C=0 e por fim, C-O atribuida a alcodis. Todas essas ligagdes séo

também especificas do amido.
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Figura 14: Espectroscopia de infravermelho da Farinha de Inhame (Dioscorea cayennensis)

6.1.8 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Na Figura 15 sdo apresentadas imagens da exploracdo da FI através de Microscopia
Eletrdnica de Varredura (MEV). As imagens confirmam os diametros médios ja observados
na Analise Granulométrica por Espalhamento de Luz Dindmico — DLS e mostram a imagem

microscopica de granulo de amido (A) da farinha de inhame, que apresenta formato esférico.
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Figura 15: Imagens de exploracdo da Farinha de Inhame (Dioscorea cayennensis) através de
Microscopia eletronica de varredura (MEV). 1- imagem microscopica de granulo de amido
(A) da farinha de inhame, mostrando sua forma esférica. 2-Ampliacdo do granulo de amido

(A), mostrando detalhes de sua superficie.



6.2 Artigo original 1

Artigo submetido a revista Food Research International (Anexo 3)

Titulo: Functional beverage of Passion fruit (Passiflora edulis Sims) and Yam (Dioscorea

caynnensis) fermented with Lactobacillus casei.

Fator de impacto: 3.005
Qualis (nutricdo): A2

78



Title:
Functional beverage of Passion fruit (Passiflora edulis Sims) and Yam (Dioscorea

caynnensis) fermented with Lactobacillus casei

Authors:

Cinthia Karla Rodrigues do Monte-Guedes*?
Joyce Ramos da Silva”

Thayza Christina Montenegro Stamford®

Tania Llcia Montenegro Stamford”

*Correspondig author (see address below)

a - College of Nutrition — Federal University of Alagoas

b - Departament of Nutrition — Federal University of Pernambuco

¢ - Departament of Tropical Medicine — Federal University of Pernambuco

79

Address: Faculdade de Nutri¢do, Universidade Federal de Alagoas, Av. Lourival Melo Mota,

s/n, Cidade Universitaria - CEP:57072-900 - Macei6-AL, Brazil.
Telephone number: +55-82-32141145

e-mail: ckrvasconcelos@gamail.com or ckrodrigues@hotmail.com



mailto:ckrvasconcelos@gmail.com
mailto:ckrodrigues@hotmail.com

80

Highlights

The consumption of fermented dairy products is limited by some population groups.

Passion fruit (Passiflora edulis Sims) and yam (Dioscorea caynnensis) beverage was
fermented by Lactobacillus casei.

Passion fruit and yam have nutrients which promote the growth of probiotic cultures.

The product shelf life was 28 days under refrigeration (102 °C).

The passion fruit was efficient in masking the off flavor of fermented beverages.

L. casei was adapted to the beverage and resistance to simulated gastrointestinal tract in vitro

during shelf life.
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Abstract

The purpose of this study was to produce a non-dairy functional beverage containing L. casei
using passion fruit (PF) and yam flour (YF). The consumer acceptance, the feasibility in shelf
life and the resistance of L. casei to in vitro simulated gastrointestinal digestion were tested.
The beverages were considered good sources of fiber and they were well accepted to aroma,
color and appearance parameters. It shows effectiveness of PF in masking odors of
fermentation. The counts of L. casei were > 10°.mL™ during shelf life (28 days) and the
microorganism showed resistance to in vitro gastrointestinal tract simulations. PF and YF
together showed to be excellent raw materials to be tested in non-dairy probiotic products

development.

Keywords: Lactobacillus casei; Passion Fruit (Passiflora edulis Sims); Yam (Dioscorea

Caynnensis); In vitro simulated gastrointestinal digestion.



Abbreviations

0-D — The day of the preparation of the beverages
2.0, 3.5 and 5.0% - Concentration of yam flour
28-D — The 28th day of storage

C - Control beverage (juice only)

C+ - Positive control beverage (juice added L. casei)
FF - Functional food

L - Lipid

P — Protein

PB - Probiotics

PF - Passion Fruit

TC - Total carbohydrate

TE - Total Energy

YF - Yam Flour

82



83

1. Introduction

Functional food (FF) consumer has increased because of its recognized benefits. Health and
wellness are the high lights of food industry (Martins et al., 2013). The increasing search for
FF, in particular probiotics (PB), justified by the range of benefits provided to consumers,
among which we mention the prevention of dysbiosis (Zoppi et al., 2001), the decrease of
cases of constipation and diarrhea (Vandenplas & Benninga, 2009; Krammer et al., 2011.),
the immunological benefits (Calder & Kew, 2002) and more recently suggested in the
prevention of obesity, a current public health problem (Scarpellini et al., 2010; Lecerf, 2011).
PB are beneficial microorganisms that, when administered in appropriate amounts, contribute
to the balance of the intestinal tract and thus to human health (Fuller, 1989; FAO/WHO,
2001). Lactobacillus and Bifidobacterium genera are the most common PB microorganisms
used in FF industry (Champagne et al., 2011).

There are several health benefits identified by the continuous use of Lactobacillus casei
feeding. The adhesion of these PB to intestinal microvilli and its competition with pathogens
is the first step for colonization that promotes such positive effects on the host (Forestier et
al., 2001; Mirnejad et al., 2013). Furthermore their use has been reported in manufacturing
non-dairy products (Sheehan et al., 2007; Martins et al., 2013).

Most PB products is of milk origin (Prado et al., 2008), however recent studies have brought a
new perspective of application which includes among others, the use of beverages from fruit
and vegetables (Soccol et al., 2007, Céspedes et al., 2013).

The use of plant foods is justified, among many benefits, the opportunity to attend different
population groups such as vegetarians and intolerant or allergic to milk components
individuals. The possibility to offering a drink free from cholesterol and rich in vitamins and

minerals, inherent in the fruit itself, is very promising (Soccol et al., 2010). The use of fruit
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juice also presents the drawback of not possessing allergen compounds case of some dairy
products (Luckow & Delahunty, 2004).

The development of off-flavor due to fermentation is more evident in the vegetable-based
beverage than in produced with milk and derivatives (Lucknow & Delahunty, 2004). The
choice of a vegetable technologically able to mask this effect is a major challenge. According
Luckow et al. (2006) one of the most efficient ways to mask the off-flavor is the use of
tropical fruit juices with pronounced flavor, like passion fruit — PF (Passiflora edulis Sims).
PF are mostly native from Latin America. Brazil is the leading producer and consumer of the
fruit. Its aroma and acidity is very pronounced. The pH ranges from 2.8 to 3.3. It's widely
accepted and commonly used in juices, jams and yogurt manufacturing (Oliveira et al., 2013;
FAO, 2013; EMBRAPA, 2014).

Yam (Dioscorea caynensis) is a very popular tuber in Brazil and African countries. It has
been studied by it's interesting functional properties such as act as an immunomodulator
(Jheng et al., 2012), modulates intestinal absorption of lipids (Nishimura et al., 2011),
antiobesity agent (Xiao et al., 2010), besides have antioxidant and anti-inflammatory effects
(Han et al., 2013; Chiu et al., 2013).

The yam flour (YF) is the most common form of processing and can be obtained from raw or
yam mash. It can be added to other foods to provide better nutritional intake as well as add
functional properties (Laudan, 1997; Mestres et al., 2004).

The purpose of the present study was to produce a non-dairy functional beverage containing a
recognized PB using PF and YF. We analyzed consumer acceptance of the beverage, taking
into account the off flavor and in addition we checked the feasibility of the beverage for 28

days storage and the resistance of L. casei to in vitro simulated gastrointestinal digestion.
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2. Material and methods

2.1 Obtaining the tropical PF juice

The fruits were selected, weighed on an electronic scale, and washed in running water and
sanitize in chlorinated water (200 ppm - 5 minutes). They were then rinsed in clean water and
then cutted, pulp and brief homogenised in semi-industrial blender. The pulp obtained was
manually sifted for removal of inedible parts. To obtain the tropical juice pulp was diluted at a
ratio of 31% for adequacy Brix (6.00), according to criteria established by Brazilian

legislation for Tropical Juices (BRASIL, 2003). No added sugar was used in the beverages.

2.2 Obtaining the YF (Dioscorea cayennensis)

The yam was washed and scorched in running water and and sanitize in chlorinated water
(150 ppm - 15 minutes). After peeling and slicing, have undergone bleaching, drying,
crushing and pulverizing (unpublished results). The chemistry of the flour is shown in Table
1. The microbiological safety was tested negative for coliforms at 45 °C, coagulase positive

staphylococci, Bacillus cereus, Salmonella sp/25g and molds and yeasts (AOAC, 2002).

TABLE 01 ABOUT HERE

2.3 Activation and viability of L. casei

L. casei subsp. paracasei. lyophilisate was inoculated in a selective medium for lactobacilli
(MRS - Man, Rogosa and Sharpe) at 37 °C for 72 hours under anaerobic conditions. The
viability of the strains was tested by the multiple tube dilution procedure to 10”7 and 1 mL of
substrate was inoculated onto MRS agar for depth at 37 ° C for 72 hours. The CFU count was

performed on the plates.
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2.4 Development of functional beverages by PF

Beverages were developed from addition of three different concentrations of YF (2.0%, 3.5%
and 5.0%) into PF juice previously pasteurized (72°C — 5 min). The inoculum of L. casei was
added to beverages at a concentration of 2%. The beverages were then kept at 27 + 2°C for 48
hours for fermentation and then placed in the refrigerator at 10 + 2 ° C. During fermentation,
the pH range was monitored. Two controls, juice only (C) and positive control (C+ - juice

added L. casei), were established.

2.5 Chemical composition and microbiological analyzes of beverages

Chemical composition of the beverages was established. Analyzes of moisture, protein (P),
lipid (L), ash, total carbohydrate (TC) and fiber were performed. All analyzes were performed
in triplicate and average values expressed in g/100g. The total energy (TE) was calculated by
the following equation: TE=(TC x4) + (P x 4) + (L x 9).

Analyzes for the absence of coliforms at 45°C and Salmonella in 25 and 50 mL of the

beverage were performed in triplicate (AOAC, 2002).

2.6 Sensory analysis of beverages

Sixty-two untrained tasters participated in the acceptance and preference tests. The sensory
analyses were performed after approval by an Ethics Research Committee (protocol
15312113.2.0000.5208/2013). The samples were stored for 24 h at 10+2°C prior to the
evaluation. 50 mL of the beverages, coded with three-digit random numbers placed on small
white cups and served immediately after being taken out of the refrigerated storage.

The acceptance of appearance, color, taste, aroma, appearance and overall liking were
evaluated on a 9-point hedonic scale, ranging from 1 (dislike very much) to 9 (like very

much). Descending ordering beverages was requested, according to preference of the tasters.
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The attitude of consumers regarding the purchase intention was assessed using a 5-point scale

ranging from 1 (certainly not buy) to 5 (certainly buy).

The following analyses occurred at selected beverage in sensorial analysis who contained

2.0% of YF.

2.7 Evaluation of shelf life

The shelf life consisted by viable bacteria count, pH, and biological stability (see item 2.5) at
0, 7, 14, 21 and 28 days of fermentation. For analysis of viable bacteria samples were treated
as described in item 2.3. The colonies were counted and the results expressed as log CFU.mL"

! The pH analysis was performed at potentiometer.

2.8 L. casei survival to in vitro simulated gastrointestinal digestion

In vitro gastrointestinal digestion was performed by union and modification of methods of
Liserre et al., 2007 and Santos et al., 2011. Tests were performed in quadruplicate. The
control consisted of incubation of sample without pH change or enzyme addition. For
verification of the resistance to simulated digestive process viability was tested by incubating
the sample, after exposure, in MRS medium at 37 ° C for 72 hours under anaerobic
conditions. The results are expressed as LogUFC.mL™. Analyzes occurred on the preparation
of the beverages (0-D) and 28 days after (28-D). Sample was first diluted in saline 0.85%
(1:9) and to measure the resistance to acid and pepsin (gastric phase) it’s added to acidic
solution of pepsin (3g/L; pH 2.5). The mixture was incubated in a shaking (150 rpm) at 37 °C
for 120 minutes. To measure resistance to bile (enteric phase) it’s add to basic solution of
bovine bile (3g/L; pH 7.5). The mixture was incubated in a shaking (150 rpm) at 37 °C for

120 and 240 minutes.
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2.9 Statistical Analysis

All assays were made in triplicate and the results were expressed as average of the assays. The
results of bacterial count and sensory attributes were submitted to analysis of variance
(ANOVA), considering YF concentration. Paired sample t-tests, at the 95% confidence
interval (p<0.05), were used for comparing hedonic means obtained for overall liking,
appearance, aroma, taste and color in the session. Values are presented in the text as means or

meansz standard deviations.
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3. Results and Discussion

3.1 Beverages fermentation process

The fermentation of beverages was monitored over 72 hours. Figure 1 shows that there was
variation in pH thru time. No significant differences were observed between 24 and 72 hours
(*time axis) for all samples, indicating that the minimum pH values were achieved in time
48h, suggesting maximum lactic acid production by Lactobacillus. Study on optimization of
fermentation done by Pereira et al. (2011) in tomato juice also found best status of L. casei
time 48h at 30 ° C.

Statistical analysis also indicated no difference in the evolution of pH between samples and C
+ 2% (*ph axis), suggesting that the addition of YF in a concentration of 2% does not
significantly interfere in the metabolic behavior of L. casei when compared to control without
YF. All other averages differ significantly. The pH of the beverages suffered proportional
increase in the quantity of added YF when compared 2% and 5% beverages (#) (p = 0.01),
showing that the addition of the YF was effective to decrease the acidity of the medium.
Studies show that PB decrease viability during storage in several conditions like acid
environments (Sheehan et al., 2007; Champagne & Gardner, 2008). The reduction in acidity

caused by YF could therefore support a better resistance and adaptation of microorganism.

FIGURE 1 ABOUT HERE

3.2 Chemical composition and microbiological analyzes of beverages
The chemical composition analysis of the beverages shows that they are rich in carbohydrates

and fiber, with low calorific value. The compositions can be seen in Table 2.
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TABLE 2 ABOUT HERE

For a food to be considered a good source of fiber it must provide at least 10% of the
recommended dietary fiber (Brownawell et al., 2012). Based on the recommendation of the
Dietary Reference Intakes (I0M, 2005) which is 25¢ fiber / day for young adults, a food
source must provide at least 3g of fiber in the portion. Thus all beverages in this study can be
considered good sources of fiber as they provide 3.78 g (15.1%), 4.10 g (16.4%) and 4.42 g
(17.7%) in portions of 200mL of beverages with 2.0%, 3.5% and 5.0% of YF respectively.
The microbiological safety of the beverages was also tested, with negative results for all
analyzes, indicating excellence in hygiene and sanitary measures taken to carry out the

experiments.

3.3 Sensory analysis of beverages

62 untrained panelists participated in the sensory tests. The mean age was 22.4 + 4.19 years,
and the majority (82.6%) was female. Sensory tests included analysis of acceptability,
purchase intent and ranking of preference.

The sensory attributes evaluated were color, taste, aroma, appearance and overall liking. The
ANOVA indicated no variation between beverages, however the paired analysis showed
significant differences in the perception of the attributes with a significant difference in all
pairs tested. The acceptance rate of beverages for each attribute being evaluated and can be
seen in Table 3. The color, appearance, and aroma overcame the taste and overall quality in
scores. Color and appearance varied between " liked much™ and " liked extremely " and aroma
ranged from " enjoyed regular " and " liked much " Studies such as Luckow & Dellahunt
(2004) and Ellendersen et al. (2012) showed that the preference was closely related to the

assessment of taste and aroma (flavor) that food presents. This can be aimed with a
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differential of this study that found satisfactory scores (73.89 £ 0.4) for the attribute aroma.
These data demonstrate the effectiveness of PF in masking odors of fermentation, being
efficient to maintain pleasant and usual odor of the fruit.

The fermentation of PF with a probiotic microorganism is unprecedented in the literature and
points to good prospects of acceptance. Other vegetable beverages like mixed fruit drink,
cashew and apple have been considered as a good alternative for the development of FF
containing PB (Champagne & Gardner, 2008; Pereira et al, 2011; Ellendersen et al. 2012).
Evidences reported the feasibility of using vegetable products for the consumption of PB
(Martins et al., 2013).

Scores to taste and overall quality varied between “indifferent” and "dislike lightly", which
certainly was due not only to the unknown and cultural flavor of Brazil, especially in the age
group studied, but also by the absence of added sugar, common habit in the country according

data from Pesquisa de Orcamentos Familiares 2008-2009 (Levy et al., 2012).

TABLE 3 ABOUT HERE

Figure 2 shows the deformation of the pentagonal radar on taste and overall liking sides,
reaffirming the statistical findings. These results are similar to those described in the
literature, indicating that the taste displayed by vegetable-based beverages is always
deprecated the detriment of the original flavor of the vegetable (Luckow & Delahut, 2004;
Ellendersen et al., 2012). One of the strategies that help change this scenario is to associate to

the product functional qualities, like health claim (Luckow et al., 2006).

FIGURE 2 ABOUT HERE
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The mean of the scores assigned to the intention of buying the beverages were 2.53+1.26,
2.21+£1.09 and 2.11+1.06, respectively for beverages with a concentration of 2%, 3.5% and
5.0% of YF. Scores revolved around scale 2 (probably not buy), indicating that most of the
tasters was not inclined to buy the beverages, showing that food consumption is strongly
related to the tast that the food presents. This association is already well reported in the
literature (Ventura & Mennella, 2011; Galindo et al., 2012; Martinez-Ruiz et al., 2014).

On the issue of preference a total of 46.7% of people stated prefer the beverage containing 2%
of YF. Other concentrations obtained 26.65% of votes each. The choice for the beverage with
less flour content may be due texture since there was no significant difference in any of others

sensory parameters.

3.4 Evaluation of shelf life

The beverage had a more pronounced acceptability was added 2% YF, and is thus selected to
evaluate stability over 28 days of storage.

Figure 3 shows the variation in pH of the beverage during storage. Within 7 days there was a
progressive increase in the acidification of the medium and from this point there was a slight
increase in the pH that remained nearly constant up to 28 days. Despite the observations no
statistical difference was evidenced by the t test.

The count of lactic acid bacteria was carried out on days 0, 7, 14, 21 and 28 days storage and
showed 7.67, 6.50, 7.07, 6.32 and 6.41 LogUFC.mL™, respectively. Figure 3 shows the values
represented in graphical form, where there is a growth diauxic curve of L.casei. Can also
observe that the count of CFU did not differ statistically in the days 7, 21 and 28 (*), showing
a positive effect of diauxic behavior in the shelf life of the beverage, which until 28 days of

storage had the same value of viable lactobacilli that found on the seventh day of storage.
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The analysis of results emphasizes that L. casei exerted probiotic role since also presented
excellent adaptation to acid during the whole storage period (Sheehan et al., 2007) also
presented the CFU count > 10°.mL™, minimum required to exert positive effects on the body

(Kurmann & Rasic, 1991; Fooks & Gibson, 2002).

FIGURE 3 ABOUT HERE

3.5 Resistance to simulated gastrointestinal tract in vitro by Lactobacillus

The mean counts of L. casei obtained at times 0 and 28 days are shown in Figure 4. The
average values were 7.48, 6.57, 6.18 and 5.00 LogUFC.mL™ for Control, Pepsin, Bile 2h and
Bile 4h treatments on the preparation of beverages (D-0), respectively, and 6.15, 4.68, 4.90
and 4.20 LogUFC.mL™ for Control, Pepsin, Bile 2h and Bile 4h treatments on the 28™ day of
storage (D-28), respectively.

Statistical analysis showed that all treatments in both periods differed significantly from
control (#), the same applies for Bile 2h and 4h (*) treatments. The count on D-28 was lower
than in the D-0 for all treatments (0) (p <0.05).

Most of fermented products exhibiting low cell viability after oral administration because
bacteria do not survive to acid environment of stomach (Klayraung et al., 2009). The bile
released in the small intestine is also harsh to PB survive it because their rich lipids cell
membrane is destroyed (Gilliland & Speck, 1987).

Despite the decrease in viable cells of L. casei it showed to be adapted to the beverage and
extreme conditions which was subjected during simulations

The lactic bacteria are difficult microorganisms because of this demand for various essential
amino acids and vitamins for growing. They are also the principal microorganisms

responsible for the natural fermentation of vegetables (De Valdez et al., 1990; Rivera-
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Espinoza & Gallardo-Navarro, 2010). These conditions may affect positively the

microorganism’s adaptation.

FIGURE 4 ABOUT HERE

4. Conclusions

Consume of vegetal beverages with probiotic is an alternative to substitute dairy products in
diet. PF and yam together showed to be excellent raw materials to be tested and use for this
finality, showing promising results. This study showed that color, aroma and appearance were
well accepted for consumers. An excellent shelf life was demonstrated as well as L. casei
showed to be adapted to acid beverage and resisted to in vitro gastrointestinal tract
simulations. Although the results further testing should be encouraged to improve beverages

acceptance.
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Figure 1: Variation in pH during fermentation of beverages.

C = control (juice only), C+ = positive control (juice added L. casei), 2.0, 3.5 and 5.0%
indicates the concentration of yam flour (YF) in the beverage. Asterisks (*) in time axis
indicate that no significant difference were found in values of time 24 and 72 for all samples
(p<0.05). Asterisks (*) in pH axis indicated no difference in the evolution of pH between
samples and C + 2%. All other averages differ significantly (p<0.05). The symbol # signifies

that beverages with 2% and 5% of YF differ significantly (p = 0.01).
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Figure 2: Radar graphic showing sensory profile of the three beverages samples of passion

fruit contain 2.0, 3.5 and 5.0% of yam flour.
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Figure 3: Variation in pH and count of CFU (LogCFU.mL™) of L. casei during shelf life.

Asterisks (*) indicated no significant difference between the values.
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Figure 4: Resistance of L. casei to in vitro simulated gastrointestinal tract.

Count of CFU is showed in LogCFU.mL™ on the preparation of the beverages (D-0) and in
the 28th day (D-28) of storage. Asterisks (*) indicated that samples differs significantly
themselves in the same time. The symbol # indicated that samples differs significantly of

control and the symbol O indicated that samples differs significantly with time (p<0.05).
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Tables

Table 1: Chemical analysis of yam flour (Dioscorea cayennensis)

Analysis Yam Flour
g9.100 g™
Moisture 3.31
Ash 4.60
Protein 8.57
Lipid 0.61
Carbohydrate 81.68
Fiber 10.70
Starch 74.50
Sugars - total and reducing Tr*
Total energy (Kcal) 366.53
pH 5.85
Acidity 2.24

*Tr - traits
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Table 2: Chemical composition of functional beverages passion fruit flavor (Passiflora edulis

Sims)
Concentration of yam flour in the beverages
Analysis (9.100 g™

2.0% 3.5% 5.0%
Moisture 93.50 92.06 90.63
Ash 0.27 0.34 0.41
Protein 0.40 0.53 0.66
Lipid 0.21 0.22 0.23
Carbohydrate 5.62 6.85 8.07
Fiber 1.89 2.05 2.21
Total energy (Kcal) 25.97 31.5 36.99
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Table 3: Index of acceptability (%) of passion fruit and yam flour beverages according to the

analyzed sensory attributes

Attributes Concentration of yam flour in the beverages
2.0% 3.5% 5.0%
Color 85.66" 86.38" 85.48"
Appearance 82.44" 80.65" 82.26"
Aroma 74.19" 73.48" 74.01°
Taste 49.28" 43.37° 42.29%
Overall liking 56.81% 51.79% 51.79%

Means in the same line with the same superscript capital letter are not significantly different.
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Abstract

The purpose of the present study was to produce a non-dairy probiotic beverage containing
Pineapple and Yam Flour (YF), fermented with L. casei. The consumer acceptance, the
feasibility in shelf life and the resistance of L. casei to in vitro simulated gastrointestinal
digestion were tested. The beverages were considered excellent sources of fiber. Sensory tests
included analysis of acceptability, purchase intent and ranking of preference and show that
most of the tasters do not approved and is not inclined to buy the beverages. The counts of L.
casei were > 10’/mL during shelf life (28 days) and the microorganism showed resistance to
in vitro gastrointestinal tract simulations. PF and YF together showed to be excellent raw
materials to be tested in non-dairy probiotic products development, but further studies to

improve acceptance beverages are required.

Keywords: Lactobacillus casei. Pineapple (Ananas comosus L. Merril). Yam (Dioscorea

Caynnensis). In vitro simulated gastrointestinal digestion.
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Highlights

The consumption of fermented dairy products is limited by some population groups

Probiotic beverage (Pineapple and yam basis) was developed.

Pineapple and yam have nutrients which promote the growth of Lactobacillus casei.

The product shelf life was 28 days under refrigeration (102 °C).

L. casei was adapted to the beverage and resistance to simulated gastrointestinal tract in vitro

during shelf life.



Abbreviations

0-D — The day of the preparation of the beverages
2.0, 3.5 and 5.0% - Concentration of yam flour
28-D — The 28th day of storage

C - Control beverage (juice only)

C+ - Positive control beverage (juice added L. casei)
FF - Functional food

L - Lipid

P — Protein

PB - Probiotics

PF - Passion Fruit

TC - Total carbohydrate

TE - Total Energy

YF - Yam Flour
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1. Introduction

Probiotics are defined as live microorganisms that when administered in adequate amounts,
are able to colonize the gastrointestinal tract conferring health benefits to the host FAO/WHO
(2001). They probably represent the most typical class of functional foods (Pereira et al.,
2011).

Functional foods (FF) are a food kind which grows approximately 5% per year worldwide
(Granato et al., 2010). Fermented dairy products are the most common kind of FF used for
probiotic intake (Shiby & Mishra, 2013).

Despite the benefits of inclusion of probiotics in food supply, its practical application has not
implemented evenly, since individuals with food allergies or intolerances, especially dairy
products, don't makes use of these FF (Pereira et al., 2011; Espirito-Santo et al., 2012).
Besides, the great majority of disadvantaged populations cannot afford a dairy functional food
(Espirito-Santo et al., 2014). The beverage formulation of vegetable origin has proved a
viable alternative to overcome such difficulties (Yoon et al., 2006; Renuka et al., 2008).

The use of fruits and vegetables has been studded to substitute the dairy-based. Good-looking
and good taste ally to excellent nutritional content suggest that vegetal can act as ideal media
for probiotic growth (Luckow & Delahunty, 2004; Sheehan et al., 2007).

Previous studies indicate that sensory characteristics are the major factor influencing the
acceptance of FF (Urala & Lahteenmaki, 2007). A strong off-flavor is developed after
fermentation of vegetable-based beverages (Lucknow & Delahunty, 2004). For mask this
uncommon flavor many fruit juices has been studded, such as pineapple (Sheehan et al.,
2007).

The pineapple is a tropical fruit with higher cultivation in Brazil, due to its pleasant taste and

aroma (Rogerio et al, 2007). The fruit is composed of almost complete fusion of 100-200
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berries may present weight of 0.5 to 2.5 Kg. It is a fruit rich in sugars, in vitamins, especially
the complex B, and C. It's is commonly eaten fresh, juice form or desserts (TACO, 2011,
FAO, 2013).

A few functional properties as modulates intestinal absorption of lipids (Nishimura et al.,
2011), act as a antiobesity agent (Xiao et al.,, 2010) and to have antioxidant and anti-
inflammatory effects (Han et al, 2013; Chiu et al, 2013) are inherent to the yam tuber
(Dioscorea caynnensis). The yam flour (YF) is the most common form of its processing
(Mestres et al., 2004).

The purpose of the present study was to produce a non-dairy probiotic beverage containing
Pineapple and YF, fermented with L. casei. The feasibility of the beverage, the acceptability

and the resistance of L. casei to in vitro simulated gastrointestinal digestion were checked.
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2. Material and methods

2.1 Obtaining the tropical PA juice

The fruits were selected, weighed on an electronic scale, and washed in running water and
sanitize in chlorinated water (200 ppm - 5 minutes). They were then rinsed in clean water and
then peeled, cutted and crushed in semi-industrial blender. To obtain the tropical juice pulp
was diluted at a ratio of 55% for adequacy Brix (6.00), according to criteria established by
Brazilian legislation for Tropical Juices (Brazil, 2003). No added sugar was used in the

beverages.

2.2 Obtaining the YF (Dioscorea cayennensis)

The yam was washed and scorched in running water and and sanitize in chlorinated water
(150 ppm - 15 minutes). After peeling and slicing, have undergone bleaching, drying,
crushing and pulverizing (unpublished results). The chemistry of the flour is shown in Table
1. The microbiological safety was tested negative for coliforms at 45 © C, coagulase positive

staphylococci, Bacillus cereus, Salmonella sp/25g and molds and yeasts (AOAC, 2002).

TABLE 01 ABOUT HERE

2.3 Activation and viability of L. casei

L. casei subsp. paracasei. lyophilisate was inoculated in a selective medium for lactobacilli
(MRS - Man, Rogosa and Sharpe) at 37 ° C for 72 hours under anaerobic conditions. The
viability of the strains was tested by the multiple tube dilution procedure to 10" and 1 mL of
substrate was inoculated onto MRS agar for depth at 37 ° C for 72 hours. The CFU count was

performed on the plates.
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2.4 Development of functional beverages by PA

Drinks were developed from addition of three different concentrations of YF (2.0%, 3.5% and
5.0%) into pineapple juice previously pasteurized (72°C — 5 min). The inoculum of L. casei
was added to beverages at a concentration of 2%. The drinks were then kept at 27 + 2 ° C for
48 hours for fermentation and then placed in the refrigerator at 10 + 2 °© C. During
fermentation, the pH range was monitored. Two controls C (juice only) and C+ positive

control (juice added L. casei) were established.

2.5 Chemical composition and microbiological analyzes of beverages

Chemical composition of the beverages was established. Analyzes of moisture, protein (P),
lipid (L), ash, total carbohydrate (TC) and fiber were performed. All analyzes were performed
in triplicate and average values expressed in g/100g (AOAC, 1990). The total energy (TE)
was calculated by the following equation: TE=(TC x4) + (P x 4) + (L x 9).

Analyzes for the absence of coliforms at 45 © C and Salmonella in 25 and 50 mL of the

beverage were performed in triplicate (AOAC, 2002).

2.6 Sensory analysis of beverages

Sixty-three untrained tasters participated in the acceptance and preference tests. The sensory
analyses were performed after approval by an Ethics Research Committee (protocol
15312113.2.0000.5208/2013). The samples were stored for 24 h at 10£2°C prior to the
evaluation. 50 mL of the beverages, coded with three-digit random numbers placed on small
white cups and served immediately after being taken out of the refrigerated storage.

The acceptance of appearance, color, taste, aroma, appearance and overall liking were
evaluated on a 9-point hedonic scale, ranging from 1 (dislike very much) to 9 (like very

much). Descending ordering drinks was requested, according to preference of the tasters. The
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attitude of consumers regarding the purchase intention was assessed using a 5-point scale

ranging from 1 (certainly not buy) to 5 (certainly buy).

The following analyses occurred at selected drink in sensorial analysis which contained 2% of

YF.

2.7 Evaluation of shelf life

The shelf life consisted by viable bacteria count, pH, and biological stability (see item
2.5) at 0, 7, 14, 21 and 28 days of fermentation. For analysis of viable bacteria samples were
treated as described in item 2.3. The colonies were counted and the results expressed as log

CFU.mL™. The pH analysis was performed at potentiometer.

2.8 L. casei survival to in vitro simulated gastrointestinal digestion

In vitro gastrointestinal digestion was performed by union and modification of
methods of Liserre et al., 2007 and Santos et al., 2011. Tests were performed in quadruplicate.
The control consisted of incubation of sample without pH change or enzyme addition. For
verification of the resistance to simulated digestive process viability was tested by incubating
the sample, after exposure, in MRS medium at 37 ° C for 72 hours under anaerobic
conditions. The results are expressed as LogUFC.mL™. Analyzes occurred on the preparation
of the beverages (0-D) and 28 days after (28-D). Sample was first diluted in saline 0.85%
(1:9) and to measure the resistance to acid and pepsin (gastric phase) it’s add to acidic
solution of pepsin (3g/L; pH 2,5). The mixture was incubated in a shaking (150 rpm) at 37 °C
for 120 minutes. To measure resistance to bile (enteric phase) it’s add to basic solution of
bovine bile (3g/L; pH 7,5). The mixture was incubated in a shaking (150 rpm) at 37 °C for

120 and 240 minutes.
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2.9 Statistical Analysis

All assays were made in triplicate and the results were expressed as average of the assays. The
results of bacterial count and sensory attributes were submitted to analysis of variance
(ANOVA), considering YF concentration. Paired sample t-tests, at the 95% confidence
interval (p<0.05), were used for comparing hedonic means obtained for overall liking,
appearance, aroma, taste and color in the session. Values are presented in the text as means or

meansz standard deviations.
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3. Results and Discussion

3.1 Beverages fermentation process

The fermentation of beverages was monitored over 72 hours. Table 2 shows that there was
variation in pH thru time but a significant difference of the means was just saw from 48h of
fermentation. It collaborates with data described in the literature (Pereira et al., 2011).
According the t test the control (C) and positive control (C+) samples do not differ
significantly, but they are significant different from samples with 2.0, 3.5 and 5.0% of YF.
The beverage with 2% of YF presented different means values (p<0,05) when compared with
3.5 and 5.0% beverages that behaved similarly.

Analysis of variance (ANOVA) showed a change in pH over time of fermentation, but no
correlation was found in relation to concentration of YF. This is an interesting finding since it
indicates the presence of YF does not alter the relative production of lactic acid by the L.
casei metabolism. Positively YF may have added beneficial nutrients such as minerals,

vitamins, dietary fibers, and antioxidants (Paula et al., 2012).

TABLE 2 ABOUT HERE

3.2 Chemical composition and microbiological analyzes of beverages

The chemical composition analysis of the beverages shows that they are rich in carbohydrates,

with low calorific value and presents an excellent content of fiber (Table 3).

TABLE 3 ABOUT HERE
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For a food to be considered an excellent source of fiber it must provide at least 20% of the
recommended dietary fiber (Brownawell et al., 2012). Based on the recommendation of the
Dietary Reference Intakes (I0M, 2005) which is 25¢ fiber / day for young adults, a food
source must provide at least 5g of fiber in the portion. Thus all beverages in this study can be
considered good sources of fiber as they provide 5.00 g (20 %), 5.28 g (21.12%) and 5.60 g
(22,4%) in a portions of 200mL of beverages with 2.0%, 3.5% and 5.0% of YF respectively.
The microbiological safety of the beverages was also tested, with negative results for all
analyzes, indicating excellence in hygiene and sanitary measures taken to carry out the

experiments.

3.3 Sensory analysis of beverages

63 untrained panelists participated in the sensory tests. The mean age was 22.9 + 5.77 years,
and the majority (73.0%) was female. Sensory tests included analysis of acceptability,
purchase intent and ranking of preference. The sensory profile of the three pineapple and YF
beverages can be seeing in Table 4.

The sensory attributes evaluated were color, taste, aroma, appearance and overall liking.

The ANOVA indicated no variation between beverages, however the paired analysis showed
significant differences in the perception of the attributes. The color and appearance overcame
the aroma, taste and overall liking in scores. Color and appearance varied between
“Indifferent” and “liked slightly” and aroma, taste and overall liking presented similar scores
around “slightly disgusted”.

The appearance of off flavor in probiotic beverages of plant origin has been well reported in
the literature (Luckow et al., 2006; Espirito-Santo et al., 2014). These being a major obstacle
to the acceptance of these products and hence their inclusion in the market. In the present

study the taste and aroma were responsible for the low acceptance of beverages.
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No differences between beverages with 3.5 and 5.0% was related by panelists what is in
accordance with our results in fermentation process who showing that 3.5 and 5.0% beverages
behaved similarly.

The preference test corroborated these findings, indicating that a total of 44.4% of people
stated prefer the beverage containing 2% of YF on the other detriment who obtained 30.2%
and 25.4% of votes to the beverages containing 3.5 and 5.0% respectively. The texture may be
the responsible for these results likewise the fact that beverages with 3.5 and 5.0% were
considered statistically similar add to strengthen this hypothesis. Nelson (2001) reported that
soluble fiber ingredients could provide texture modification.

In addition to this observations must be considered that the absence of added sugar may
contribute much for not accepting beverages. The high sugar consumption is a common habit

in Brazil, were the sensory tests occurred (Levy et al., 2012).

TABLE 4 ABOUT HERE

The mean of the scores assigned to the intention of buying the drinks were 2.17+£1.18, 2.0
+1.10 and 1.75 £0.92, respectively for drinks with a concentration of 2%, 3.5% and 5.0% of
YF. Scores revolved around scale 2 (probably not buy), indicating that most of the tasters was
not inclined to buy the beverages, showing that food consumption is strongly related to food's
flavor. This association is already well reported in the literature (Ventura & Mennella, 2011,

Galindo et al, 2012; Martinez-Ruiz et al, 2014).

3.4 Evaluation of shelf life
The drink had a more pronounced acceptability was added 2% YF, and is thus selected to

evaluate stability over 28 days of storage.
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Figure 1 shows the variation in pH and the count of lactic acid bacteria of the beverage during
storage.

The pH remained almost constant throughout the storage period. No statistical difference was
observed. This is a very interesting given once one of the challenges in the production of
vegetable beverages probiotics is to maintain the viability and function of the
microorganisms. Inserted into stable environment the microorganisms have higher chance of
survival (Mattila-Sandholm et al., 2002; Champagne et al 2005). This hypothesis could be
tested by analyzing the amount of microorganisms in the beverages in 28 days of storage. The
count of lactic acid bacteria was carried out on days 0, 7, 14, 21 and 28 days storage and
showed 9.39, 8.72, 9.36, 8.71 and 8.95 LogUFC.mL™, respectively. A growth diauxic curve
of L.casei could be seeing in Figure 1. The statistic show no difference in the count of CFU in
the days 0 and 14 (O) and in the days 7 and 21(*), showing a positive effect of diauxic
behavior in the shelf life of the beverage, which until 14 days of storage had the same value of
viable lactobacilli that found on the preparation. In the 28™ day beverages presents the same
quantity of viable lactobacilli founded on the 7" day of storage.

These results are sufficient to demonstrate not only the survival of the L. casei but their
multiplication during the storage, showing that pineapple and yam can be used as substrates,
as already shown in other studies with raw materials of vegetable origin (Sheehan et al., 2007,
Pereira et al., 2011; Antunes et al., 2013).

Support our data the addition of rice to enhance a soy-based beverage has been reported. Rice
works as raw material rich in carbohydrate as the FY. The addition is considered a cheap way
to increase the energy value (Sabanis et al., 2009).

The excellent adaptation of L. casei still reflects its probiotic effect since during the whole

storage period it presented the CFU count of 10’/mL, higher than the required value to exert
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positive effects on the body that rage between 10° and 10° CFU/g or mL (Abadia-Garcia et

al., 2013).

FIGURA 1 ABOUT HERE

3.5 Resistance to simulated gastrointestinal tract in vitro by Lactobacillus

The mean counts of L. casei obtained at times 0 and 28 days are shown in Figure 2. The
average values were 8.80, 6.90, 7.52 and 6.14 LogUFC.mL™ for Control, Pepsin, Bile 2h and
Bile 4h treatments on the preparation of beverages (D-0), respectively, and 8.72, 6.80, 6.73
and 5.18 LogUFC.mL™ for Control, Pepsin, Bile 2h and Bile 4h treatments on the 28" day of
storage (D-28), respectively.

There was no significant difference in the count of microorganisms in the control group at
time D-0 and D-28. Statistical analysis showed that all treatments in both periods differed
significantly from control (#), the same applies for Bile 2h and 4h (*) treatments. The count
on D-28 was lower than in the D-0 for all treatments (O) (p <0.05).

The viability of probiotics is an important factor to ensure their ability to promote health and
wellness (FAO/WHO, 2002). Not survive the acidic environment of the stomach and the
attack of bile are the main factors for the decrease the viability of probiotic microorganisms
(Klayraung et al., 2009; Begley et al., 2005).

The results of the current study demonstrate that the L. casei was able to resist simulation of
the gastrointestinal tract in vitro viability. Counts the order of 10° for all treatments with the
exception to treatments with bile for 4 hours that present counts the order of 10°.

These data corroborate the hypothesis that the pineapple supplemented with YF is a good

alternative for adaptation of LC in probiotic products of plant origin (Costa et al., 2013).
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FIGURE 1 ABOUT HERE

4. Conclusions

The development of vegetal beverages with probiotic is an alternative to substitute dairy
products in diet. The excellent resistance of L. casei during shelf life associate to its ressitance
to in vitro gastrointestinal tract simulations link the Pineapple and YF as promising

alternatives. Further studies to improve acceptance beverages are required.
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Figure 1: Variation in pH and count of CFU (LogCFU.mL™) of L. casei during shelf life.
Asterisks (*) and the symbol O indicated no significant difference between the values. The

symbol # indicated no significant differences between the values.
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Figure 2: Resistance of L. casei to in vitro simulated gastrointestinal tract.

Count of CFU is showed in LogUFC.mL™ on the preparation of the beverages (D-0) and in
the 28th day (D-28) of storage. The symbol # indicated that samples differs significantly of
control. The symbol O indicated that samples differs significantly with time (p<0.05). and

asterisks (*) indicated that samples differs significantly themselves in the same time.
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Tables

Table 1: Chemical analysis of yam flour (Dioscorea cayennensis)

Analysis Yam Flour
g.100g*
Moisture 3.31
Ash 4.60
Protein 8.57
Lipid 0.61
Carbohydrate 81.68
Fiber 10.7
Starch 74.5
Sugars - total and reducing Tr*
Total energy (Kcal) 366.53
pH 5.85
Acidity 2.24

*Tr - traits



Table 2: Variation in pH during fermentation of pineapple and yam flour beverages
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Time Controls and beverages with different concentration of yam flour
(hours)

C C+ 2.0% 3.5% 5.0%

0 3.73M 3.80" 3.90"° 3.96"¢ 4.00"°

24 3.67% 3.74% 3.81%° 3.85%¢ 3.89%¢

48 3.27% 3.20% 3.26%° 3.33% 3.39%

72 3.09 3.05% 3.16%° 3.23% 3.21¢

C (juice only) and C+ (juice added L. casei) indicates the controls groups. 2.0%, 3.5% and

5.0% indicates the yam flour concentration in the beverages.

A—-C For each trial, means in

the same column with different superscript capital letters differ significantly (p < 0.05)

between the mean values according to the t test. a-c For each trial, means in the same line

with different superscript lowercase letters differ significantly (p < 0.05) between the mean

values according to the t test.
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Table 3: Chemical composition of functional three pineapple and yam flour beverages

Concentration of yam flour in the beverages

Analysis (9.100 g™

2.0% 3.5% 5.0%
Moisture 91,91 90,64 89,21
Ash 0,13 0,20 0,27
Protein 0,29 0,42 0,55
Lipid 0,25 0,26 0,27
Carbohydrate 7,25 8,48 9,70
Fiber 2.50 2.64 2.80
Total energy (Kcal) 33,49 37,94 43,43




Table 4: Sensory profile of the three pineapple and yam flour beverages
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2.0% 3.5% 5.0%
Color 5.98+2.12" 6.08+1.90™" 5.85+2.07""
Appearance 6.05+2.14" 6.00+1.97"" 5.87+2.00""
Aroma 3.57+1.94% 3.53+1.89°° 3.47+2.03%°
Taste 4.03+2.29% 3.83+1.95°° 3.30+2.04°°
Overall liking 4.33+2.14%° 4.30+1.96°° 4.00+2.12°°

2.0%, 3.5% and 5.0% indicates the yam flour concentration in the beverages. The results are

showing as means = standard deviations. A—B For each trial, means in the same column with

different superscript capital letters differ significantly (p < 0.05) between the mean values

according to the t test. a-b For each trial, means in the same line with different superscript

lowercase letters differ significantly (p < 0.05) between the mean values according to the t

test.
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Abstract

The aim of the present study was to produce a non-dairy probiotic beverage containing
Mango and yam flour (YF), fermented with L. casei. The consumer acceptance, the feasibility
in shelf life and the resistance of L. casei to in vitro simulated gastrointestinal digestion were
tested. The beverages were considered good sources of fiber. Sensory tests included analysis
of acceptability, purchase intent and ranking of preference and show that most of the tasters
do not approved the beverages because of its off flavor. The counts of L. casei were > 10"/mL
during shelf life (28 days) and the microorganism showed resistance to in vitro
gastrointestinal tract simulations. Mango and YF together showed to be excellent raw
materials to be tested in non-dairy probiotic products development, but further studies to

improve acceptance beverages are required.

Keywords: Lactobacillus casei. Mango (Mangifera indica L.). Yam (Dioscorea Caynnensis).

In vitro simulated gastrointestinal digestion.
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Highlights

The production of non-dairy products with probiotic is limited.

A probiotic vegetal beverage with mango yam flour was developed.

The Lactobacillus casei grown appropriate in the medium.

The product shelf life was 28 days under refrigeration (102 °C).

Low acceptance of the drink was found because of its uncommon flavor

L. casei was adapted to the beverage and resistance to simulated gastrointestinal tract in vitro

during shelf life.



Abbreviations

0-D — The day of the preparation of the beverages
2.0, 3.5 and 5.0% - Concentration of yam flour
28-D — The 28th day of storage

C - Control beverage (juice only)

C+ - Positive control beverage (juice added L. casei)
FP - Functional products

L - Lipid

P — Protein

TC - Total carbohydrate

TE - Total Energy

YF - Yam Flour
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1. Introduction

Historically microbes play an important role as basis for human food production.
Fermentation is one of the more used techniques to improve preservation (Vlieg et al., 2011).
According to the Food and Agriculture organization (FAO/ WHO, 2001) the probiotics are
defined as live microorganisms that when administered in adequate amounts, are capable to
colonize the gastrointestinal tract conferring health benefits to the host. It’s probably
representing the most typical class of functional foods (Pereira et al., 2011).

The species Lactobacillus casei is often founded in functional products (FP) and its associated
with beneficial effects such as stimulation of the immune system and relief of Crohn's disease
symptoms (ltsaranuwat et al., 2003). L. casei is also related as resistant to stress situations as
hard medium to survive (Yoon et al., 2006; Sheehan et al., 2007).

The majority of FP containing L. casei are dairy based since it is well reported in the literature
the difficulty of developing products of plant origin with probiotic characteristics (Espirito-
Santo et al., 2011). The inclusion of probiotics in diet is hampered by these technological
impasses. In addiction individuals with food allergies or intolerances, especially dairy
products, don't makes use of these FP (Pereira et al., 2011; Espirito-Santo et al., 2012).

The good-looking and good taste presented by the fruits ally to excellent nutritional content
suggest that these vegetal can act as ideal media for probiotic growth (Luckow & Delahunty,
2004; Sheehan et al., 2007). Meantime previous studies indicate that sensory characteristics of
vegetable probiotic beverages are the major factor influencing its acceptance (Lucknow &
Delahunty, 2004).

According Luckow et al. (2006) one of the most efficient ways to mask the off-flavor

produced in vegetal fermentation is the use of tropical fruit juices with pronounced flavor.
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The mango (Mangifera indica L.) is a tropical fruit of the most consumed in the world. is a
fleshy and full fruit with pronounced flavor and aroma. The fruit is a good source of vitamin
A and is commonly eaten fresh or in juice form (TACO 2011, FAO 2013).

Yam (Dioscorea caynensis) is a very popular tuber in Brazil and African countries. It has
been associated to functional properties such as act as a natural anti-inflammatory (Fu et al,
2009; Yeh et al., 2013), antiobesity agent (Xiao et al., 2010) and have antioxidant effect (Han
et al, 2013). The yam flour (YF) is the most common form to add functional properties as
supplementation (Laudan, 1997; Mestres et al., 2004).

The purpose of the present study was to produce a non-dairy probiotic beverage containing
mango and YF, fermented with L. casei. The feasibility of the beverage, the acceptability and

the resistance of L. casei to in vitro simulated gastrointestinal digestion were checked.
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2. Material and methods

2.1 Obtaining the tropical MA juice

The fruits were selected, weighed on an electronic scale, washed in running water and sanitize
in chlorinated water (200 ppm - 5 minutes). They were then rinsed in clean water and then
peeled, cut and crushed in semi-industrial blender. To obtain the tropical juice pulp was

diluted at a ratio of 35%. No added sugar was used in the beverages.

2.2 Obtaining the YF (Dioscorea cayennensis)

The yam was washed and scorched in running water and and sanitize in chlorinated water
(150 ppm - 15 minutes). After peeling and slicing, have undergone bleaching, drying,
crushing and pulverizing (unpublished results). The chemistry of the flour is shown in Table
1. The microbiological safety was tested negative for coliforms at 45 © C, coagulase positive

staphylococci, Bacillus cereus, Salmonella sp/25g and molds and yeasts (AOAC, 2002).

TABLE 01 ABOUT HERE

2.3 Activation and viability of L. casei

L. casei subsp. paracasei. lyophilisate was inoculated in a selective medium for lactobacilli
(MRS - Man, Rogosa and Sharpe) at 37 °© C for 72 hours under anaerobic conditions. The
viability of the strains was tested by the multiple tube dilution procedure to 107 and 1 mL of
substrate was inoculated onto MRS agar for depth at 37 © C for 72 hours. The CFU count was

performed on the plates.
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2.4 Development of functional beverages by MA and YF

Beverages were developed from addition of three different concentrations of YF (2.0%, 3.5%
and 5.0%) into mango juice previously pasteurized (72°C — 5 min). The inoculum of L. caseli
was added to beverages at a concentration of 2%. The drinks were then kept at 27 + 2 ° C for
48 hours for fermentation and then placed in the refrigerator at 10 + 2 °© C. During
fermentation, the pH range was monitored. Two controls C (juice only) and C+ positive

control (juice added L. casei) were established.

2.5 Chemical composition and microbiological analyzes of beverages

Chemical composition of the beverages was established. Analyzes of moisture, protein (P),
lipid (L), ash, total carbohydrate (TC) and fiber were performed. All analyzes were performed
in triplicate and average values expressed in g/100g (AOAC, 1990). The total energy (TE)
was calculated by the following equation: TE=(TC x4) + (P x 4) + (L x 9).

Analyzes for the absence of coliforms at 45 © C and Salmonella in 25 and 50 mL of the

beverage were performed in triplicate (AOAC, 2002).

2.6 Sensory analysis of beverages

59 untrained tasters participated in the acceptance and preference tests. The sensory analyses
were performed after approval by an Ethics Research Committee (protocol
15312113.2.0000.5208/2013). The samples were stored for 24 h at 10£2°C prior to the
evaluation. 50 mL of the beverages, coded with three-digit random numbers placed on small
white cups and served immediately after being taken out of the refrigerated storage.

The acceptance of appearance, color, taste, aroma, appearance and overall liking were
evaluated on a 9-point hedonic scale, ranging from 1 (dislike very much) to 9 (like very

much). Descending ordering drinks was requested, according to preference of the tasters. The
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attitude of consumers regarding the purchase intention was assessed using a 5-point scale

ranging from 1 (certainly not buy) to 5 (certainly buy).

The following analyses occurred at selected beverage in sensorial analysis which contained

2% of YF.

2.7 Evaluation of shelf life

The shelf life consisted by viable bacteria count, pH, and biological stability (see item
2.5) at 0, 7, 14, 21 and 28 days of fermentation. For analysis of viable bacteria samples were
treated as described in item 2.3. The colonies were counted and the results expressed as log

CFU.mL™. The pH analysis was performed at potentiometer.

2.8 L. casei survival to in vitro simulated gastrointestinal digestion

In vitro gastrointestinal digestion was performed by union and modification of
methods of Liserre et al., 2007 and Santos et al., 2011. Tests were performed in quadruplicate.
The control consisted of incubation of sample without pH change or enzyme addition. For
verification of the resistance to simulated digestive process viability was tested by incubating
the sample, after exposure, in MRS medium at 37 ° C for 72 hours under anaerobic
conditions. The results are expressed as LogUFC.mL™. Analyzes occurred on the preparation
of the beverages (0-D) and 28 days after (28-D). Sample was first diluted in saline 0.85%
(1:9) and to measure the resistance to acid and pepsin (gastric phase) it’s add to acidic
solution of pepsin (3g/L; pH 2,5). The mixture was incubated in a shaking (150 rpm) at 37 °C
for 120 minutes. To measure resistance to bile (enteric phase) it’s add to basic solution of
bovine bile (3g/L; pH 7,5). The mixture was incubated in a shaking (150 rpm) at 37 °C for

120 and 240 minutes.
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2.9 Statistical Analysis

All assays were made in triplicate and the results were expressed as average of the assays. The
results of bacterial count and sensory attributes were submitted to analysis of variance
(ANOVA), considering YF concentration. Paired sample t-tests, at the 95% confidence
interval (p<0.05), were used for comparing hedonic means obtained for overall liking,
appearance, aroma, taste and color in the session. Values are presented in the text as means or

meansz standard deviations.
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3. Results and Discussion

3.1 Beverages fermentation

The fermentation of beverages was monitored over 72 hours. Table 2 shows the variation in
pH during fermentation. pH variation occur thru time but only from 48 hours a significant
difference of the means could be saw. Posterior data indicate the same time to check for
differences (Pereira et al., 2011).

According the ANOVA the pH change occurred in relation to time, but not in relation to the
concentration of YF beverages. This found could indicate that the YF supplementation in the
concentrations used do not interfered in L. casei adaptation in the medium. Additively we
believe that the YF addiction help the L. casei adaptation once in the pilot tests more UFC
was count when the medium was enriched with YF (data not show). Probably beneficial
nutrients and effects was added with YF addiction (Xiao et al., 2010; Yeh et al, 2013; Han et

al., 2013).

TABLE 2 ABOUT HERE

3.2 Chemical composition and microbiological analyzes of beverages

The chemical composition analysis of the mango and YF beverages shows that they are rich

in carbohydrates, with low calorific value and presents an excellent content of fiber (Table 3).

TABLE 3 ABOUT HERE

According the Brazilian Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) The presence of

fibers in adequate amounts (1.5g and 3.0g per serving to liquid and solid food, respectively)
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confer functional properties to food (ANVISA, 2008). All beverages developed in the current
study can be consider source of fiber, once the presented 1.84, 2.03 and 2.19 g of fibers in a
portion of 100ml respectively to beverages with 2.0%, 3.5% and 5.0% of YF. Based on the
recommendation of the Dietary Reference Intakes (DRIs, 2005) which is 25¢ fiber / day for
young adults we observed that in a common portion of drinks (200ml) a percentage of 14.7,
16.2 and 17.5 is supplied by beverages with 2.0%, 3.5% and 5.0% of YF respectively.

By the analysis we are able to affirm that all beverages can be considered as a good

source of fiber (Brownawell et al., 2012).

The microbiological safety of the beverages was also tested, with negative results for all
analyzes, indicating excellence in hygiene and sanitary measures taken to carry out the

experiments.

3.3 Sensory analysis of beverages

59 untrained panelists participated in the sensory tests to evaluated the developed beverages.
The mean age of the judges was 23.05 + 5.87 years, and 72.9% was female. Sensory tests
included analysis of acceptability, purchase intent and ranking of preference. The sensory
profile of the three mango and YF beverages can be seeing in Table 4.

The sensory attributes evaluated were color, taste, aroma, appearance and overall liking.
The ANOVA indicated no variation between beverages when the concentration of YF was
taken in count. Differences appear only when the attributes was analyzed separately by t-test.
Color and appearance were judged as no differences with grades ranging between 6.85 and
7.44. These attributes have obtained satisfactory grades, demonstrating a good product
acceptance to the aspects analyzed. On the other hand, aroma, taste and overall liking

presented very low grades ranging between 3.05 and 3.98. These results indicates that the
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acceptance is closely related to aspects of flavor since overall liking showed no significant
difference when compared with those attributes.

The development of “off flavor” in fermented beverages of plant origin has been well
reported in the literature (Luckow et al., 2006; Espirito-Santo et al., 2012). This has been a
major obstacle to the acceptance of these products and hence their inclusion in the market.
Strategies as choose fruits with pronounced flavor are reported as a way to disguise the off
flavor (Luckow et al., 2006). The microencapsulation of the probiotics is another way to
improve the acceptance (Antunes et al., 2013; Martins et al., 2013).

The preference test indicating that a total of 42.4% of judges stated prefer the beverage
containing 2% of YF on the other detriment of beverages containing 3.5 and 5.0% of YF. The
texture and more smooth taste of the beverage containing 2.0% of YF may be responsible for
these results even though the drinks are not considered different from each other by ANOVA.
According to Shah (2007) microbial survival in foods is strongly dependent on the food
matrix. Probably the biggest offer of substrate should stimulate microbial growth because of
the fact that carbohydrates are consumed during the fermentation (Costa et al., 2013). So the
increase of metabolites production takes to greater sensory change in product.

The high sugar consumption is a common habit around the world. Brazil, were the sensory
tests occurred, is one of the countries pass by an epidemiological transition and the sugar
consumption is consider high (Levy et al., 2012). The absence of added sugar may contribute

much for not accepting beverages.

TABLE 4 ABOUT HERE

The mean of the scores assigned to the intention of buying the drinks were 1.95+1.21, 1.85

+1.11 and 1.85 +1.06, respectively for drinks with a concentration of 2%, 3.5% and 5.0% of
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YF. Scores show that the judges probably has no intention to buy the bevereges, regardless of
its formulation. This is a valid association since the relationship between flavor and
acceptability are well described in the literature (Ventura & Mennella, 2011; Galindo et al,

2012; Martinez-Ruiz et al, 2014).

The beverage with more pronounced acceptability was the one added with 2% of YF. The

following analysis were performed with it.

3.4 Evaluation of shelf life

The stability of 2% YF and mango beverage was evaluated over 28 days of storage. Figure 1
shows the variation in pH and the count of lactic acid bacteria (Log CFU.mL™) during the 28
days of storage

A slight change in pH can be viewed. The symbol # indicates that the values on days 7, 14
and 21 did not differ statistically (p> 0.05). The stability observed over these 14 days suggest
that the L. casei was adapted to medium. This is a sine qua non condition to microorganism
survival (Champagne et al., 2005; Vodnar & Socaciu, 2014). This hypothesis could be tested
by analyzing the amount of microorganisms in the beverages in 28 days of storage. The count
of lactic acid bacteria was carried out on days 0, 7, 14, 21 and 28 days storage and showed
9.35, 8.67, 9.33, 8.74 and 9.14 LogUFC.mL™, respectively. Figure 1 show the growth
behavior, characteristic of a diauxic curve. No difference in the count of CFU in the days 0
and 14 (*) could be seen (p>0,05) showing that in the period the same value of viable
lactobacilli was found. In the last day of storage, despite not having been raised by the
statistics, 98% of the viable number of lactobacilli could be detected.

These results are sufficient to demonstrate not only the survival of the L. casei but their

multiplication during the storage, showing that mango and yam show to be raw materials have
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proved ideal for the proliferation of the microorganism. This is a great find to support the
development of new products containing probiotics in their composition. (Saarela, 2011;
Cadenaet al., 2013)

The addition of supplements to the medium enrichment is a common practice. Sabanis et al
(2009) supplemented rice in a soy-based beverage and obtained a great quantity of viable
carbohydrate to fermentation. It’s similar when we add YF into mango juice.

The excellent adaptation of L. casei still reflects its probiotic effect since during the whole
storage period it presented the CFU count of 10”mL™ value within the recommended to
positive effects be observed in the host when there is an adequate intake (ANVISA, 2008;

Abadia-Garcia et al., 2013).

FIGURA 1 ABOUT HERE

3.5 Resistance to simulated gastrointestinal tract in vitro by L. casei

The mean counts of L. casei obtained at times 0 and 28 days are shown in Figure 2. The
average values were 8.76, 8.41, 6.70 and 5.43 LogUFC.mL™ for Control, Pepsin, Bile 2h and
Bile 4h treatments on the preparation of beverages (D-0), respectively, and 8.67, 6.90, 6.65
and 5.40 LogUFC.mL™ for Control, Pepsin, Bile 2h and Bile 4h treatments on the 28" day of
storage (D-28), respectively.

All analysis signed was different of the control group (#) (p<0.05). However no significant
difference in the count of microorganisms in the control group at time D-0 and D-28 was
evidence.

The resistance to bile and pepsin was lower (p<0,05) after 28 days of storage when compared

to the day of the preparation of the beverage (0). This does not apply for exposure 2 hours to
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bile. The longer exposure to bile led to less resistance (p<0,05) of L. casei in both time D-0
and D-28.

The results show counts the order of 10° for all treatments with the exception to treatments
with bile for 4 hours that present counts the order of 10°. It’s a very good result once the
viability of probiotics is an important factor to ensure their ability to promote health and
wellness (FAO/WHO, 2002) and despite the acid and enzymatic attack the L. casei presented
viable to exert it’s benefic functions (Abadia-Garcia et al., 2013).

The results of the current study demonstrate that the L. casei was able to resist simulation of
the gastrointestinal tract in vitro viability. These data corroborate the hypothesis that the
mango supplemented with YF is a good alternative for adaptation of L. casei in probiotic

products of plant origin.

FIGURE 2 ABOUT HERE

4. Conclusions

The development of probiotic beverages of plant origin is a promising area, but presents a

major difficulty in the item acceptance. The results of this study provide a new perspective on

fruit and substrate to be used for this purpose since the L. casei show a great resistance to the

new medium both the storage time as its resistance to in vitro gastrointestinal tract

simulations. Further studies still is required.
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Tables

Table 1: Chemical analysis of yam flour (Dioscorea cayennensis)

Analysis Yam Flour
g9.100 g™
Moisture 3.31
Ash 4.60
Protein 8.57
Lipid 0.61
Carbohydrate 81.68
Fiber 10.7
Starch 74.5
Sugars - total and reducing Tr*
Total energy (Kcal) 366.53
pH 5.85
Acidity 2.24

*Tr - traits



Table 2: Variation in pH during fermentation of mango and yam flour beverages
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Time Controls and beverages with different concentration of yam flour
(hours)

C C+ 2.0% 3.5% 5.0%

0 3.80™ 3.90"° 4.00%° 4.10%° 4.20%°

24 3.50" 3.69™ 3.81% 3.93% 4.04°¢

48 3.47% 3.64% 3.78% 3.88% 3.87%

72 3.40% 3.60% 3.70% 3.67% 3.57%

C (juice only) and C+ (juice added L. casei) indicates the controls groups. 2.0%, 3.5% and

5.0% indicates the yam flour concentration in the beverages.

A-B For each trial, means in

the same line with different superscript capital letters differ significantly (p < 0.05) between

the mean values according to the t test. a-c For each trial, means in the same column with

different superscript lowercase letters differ significantly (p < 0.05) between the mean values

according to the t test.



Table 3: Chemical composition of functional three mango and yam flour beverages
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Concentration of yam flour in the beverages

Analysis (9.100 g™

2.0% 3.5% 5.0%
Moisture 93.52 92.08 90.65
Ash 0.12 0.19 0.26
Protein 0.27 0.4 0.53
Lipid 0.31 0.32 0.33
Carbohydrate 5.78 7.01 8.23
Fiber 1.84 2.03 2.19
Total energy (Kcal) 26.99 32.52 38.01




Table 4: Sensory profile of the three mango and yam flour beverages
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2.0% 3.5% 5.0%
Color 7.44+1.64™ 7.34+1.75™ 7.41+1.59™
Appearance 7.14+1.66™ 7.05+1.717° 6.85+1.95""
Aroma 3.492.22%¢ 3.53+2.06"° 3.61+2.16"°
Taste 3.4242.12%¢ 3.44%2.21% 3.05+2.14%
Overall liking 3.98+2.06" 3.88+2.12"¢ 3.54+2.18"

2.0%, 3.5% and 5.0% indicates the yam flour concentration in the beverages. The results are

showing as means * standard deviations. A For each trial, means in the same line with

different superscript capital letters differ significantly (p < 0.05) between the mean values

according to the t test. a - ¢ For each trial, means in the same column with different

superscript lowercase letters differ significantly (p < 0.05) between the mean values according

to the t test.
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Figure 1: Variation in pH and count of CFU (LogUFC.mL™) during shelf life.

Asterisks (*) and the symbol # indicated no significant difference between the values in pH

and CFU axis, respectively.
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Figure 2: Resistance of L. casei to in vitro simulated gastrointestinal tract.

Count of CFU is showed in LogUFC.mL™ on the preparation of the beverages (D-0) and in
the 28th day (D-28) of storage. The symbol # indicated that samples differs significantly of
control. The symbol (o) indicated that samples differs significantly with time (p<0.05). and

asterisks (*) indicated that samples differs significantly themselves in the same time.
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Consideracoes finais
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. CONSIDERACOES FINAIS

A andlise dos resultados desta tese leva as seguintes conclusdes:

e O inhame é uma matéria prima com excelentes caracteristicas nutricionais, sendo viavel
sua conversdo em farinha para fins de adicdo alimentar;

e O uso dos sucos de abacaxi, manga e maracuja adicionados da farinha de inhame se
mostraram uma boa alternativa para a viabilizacdo do L. casei em bebidas probidticas de
origem vegetal;

e E importante a realizagdo de novos estudos para melhorar a aceitacdo das bebidas

Como perspectiva de continuidade desta linha de pesquisa, sugere-se a realizagéo de
Nnovos experimentos geu visem subsidiar a otimizagdo das bebidas obtidas neste estudo, tanto

sob o aspecto financeiro como sensorial, tornando-as passiveis de industrializacao.
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APENDICES

Apéndice 01: Termo de consentimento Livre e Esclarecido

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE NUTRICAO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convidamos o (a) Sr.(a) para participar, como voluntario (a), da pesquisa “Andlise do
potencial prebiodtico do inhame (Dioscorea cayennensis) e sua utilizacdo na formulacdo de
bioproduto simbiotico a base de frutas tropicais e Lactobacillus casei.”, que esta sob a
responsabilidade da pesquisadora Cinthia Karla Rodrigues do Monte Guedes (Universidade
Federal de Pernambuco, Centro de Ciéncias da Saude, Departamento de Nutricdo -Rua
Professor Nelson Chaves, S/N - Cidade Universitaria - 50670-901 - Recife, PE — Brasil;
telefone: (81)92116846 (inclusive ligacGes a cobrar); e-mail: ckrvasconcelos@gmail.com e
esta sob a orientagdo de Tania Lucia Montenegro Stamford (81)21268473 R-8463; e-mail:
tImstamford@yahoo.com.br
Apbs ser esclarecido (a) sobre as informacdes a seguir, no caso de aceitar a fazer parte do
estudo, rubrique as folhas e assine ao final deste documento, que estd em duas vias. Uma
delas € sua e a outra é do pesquisador responsavel. Em caso de recusa o (a) Sr.(a) ndo sera
penalizado (a) de forma alguma. O (a) Senhor (a) tem o direito de retirar o consentimento a
qualquer tempo, sem qualquer penalidade.
Natureza e objetivos do estudo

O objetivo especifico deste estudo é determinar a capacidade prebidtica do Inhame
(Dioscorea cayennensis) e utiliza-lo para a elaboracdo de uma bebida simbidtica & base de
frutas tropicais e fermentada com Lactobacillus casei (DN-114 001). Vocé estd sendo
convidado a participar exatamente pela necessidade de verificar a aceitacdo das bebidas
elaboradas.
Procedimentos do estudo

Sua participacdo consiste em provar, uma unica vez, as diferentes bebidas elaboradas e
indicar sua aceitacdo e preferéncia. Ndo havera nenhuma outra forma de envolvimento ou

comprometimento neste estudo.
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Riscos e beneficios

A pesquisa apresenta baixo risco, inerente apenas ao procedimento de prova das
bebidas, que podera apresentar sabor ndo usual, devido ao processo de fermentacdo. Ndo ha
relatos na literatura que limitem a prova deste tipo de bebida, uma vez que todos os
ingredientes usados para sua elaboracdo sdo bastante disseminados na populagédo Brasileira.
Entretanto, caso apresente qualquer alergia ou intolerancia a qualquer componente da bebida,
vocé sera excluido do teste.

Sua participacdo poderé ajudar no maior conhecimento sobre a aceitacdo de bebidas
fermentadas, que sdo apontadas hoje como uma boa fonte alimentar para o consumo de
prebidticos e probidticos que possuem reconhecidos efeitos benéficos para o funcionamento

intestinal dos individuos, além de reconhecidas propriedades terapéuticas e/ou profilaticas.

Participacao, recusa e direito de se retirar do estudo

Sua participacdo € voluntaria. Vocé ndo tera nenhum prejuizo se ndo quiser participar.
Vocé podera se retirar desta pesquisa a qualquer momento, bastando para isso entrar em
contato com o pesquisador responsavel. Conforme previsto pelas normas brasileiras de
pesquisa com a participagdo de seres humanos vocé ndo receberd nenhum tipo de

compensacao financeira pela sua participacao neste estudo.

Confidencialidade

Seus dados serdo manuseados somente pelos pesquisadores e ndo serd permitido o
acesso a outras pessoas. O material com as sua informacgdes ficara guardado sob a
responsabilidade do pesquisador responsavel com a garantia de manutencdo do sigilo e
confidencialidade. Os resultados deste trabalho poderdo ser apresentados em encontros ou
revistas cientificas, entretanto, ele mostrara apenas os resultados obtidos como um todo, sem
revelar seu nome, instituicdo a qual pertence ou qualquer informacdo que esteja relacionada

com sua privacidade.

As informacOes desta pesquisa serdo confidencias e serdo divulgadas apenas em eventos ou
publicacdes cientificas, ndo havendo identificacdo dos voluntarios, a ndo ser entre 0s
responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua participagdo. Os dados
coletados nesta pesquisa ficardo armazenados em pastas, sob  responsabilidade do

pesquisador principal, no endereco acima informado pelo periodo de 5 anos.
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O (a) senhor (a) ndo pagard nada para participar desta pesquisa. Se houver necessidade, as
despesas para a sua participacdo serdo assumidos pelos pesquisadores (ressarcimento de
despesas). Fica também garantida indenizacdo em casos de danos, comprovadamente
decorrentes da participacdo na pesquisa, conforme decisdo judicial ou extra-judicial.

Em caso de davidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, vocé poderd consultar o
Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no endereco: (Avenida da
Engenharia s/n — 1° Andar, sala 4 - Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP: 50740-600, Tel.:
(81) 2126.8588 — e-mail: cepccs@ufpe.br).

Cinthia Karla Rodrigues do Monte Guedes


mailto:cepccs@ufpe.br
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CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO (A)

Eu, , CPF , abaixo
assinado, apo6s a leitura (ou a escuta da leitura) deste documento e ter tido a oportunidade de

conversar e ter esclarecido as minhas duvidas com o pesquisador responsavel, concordo em
participar do estudo “Analise do potencial prebidtico do inhame (Dioscorea cayennensis) e
sua utilizacdo na formulacdo de bioproduto simbidtico a base de frutas tropicais e
Lactobacillus casei.” como voluntério (a). Fui devidamente informado (a) e esclarecido (a)
pelo(a) pesquisador (a) sobre a pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, assim como 0s
possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha participacdo. Foi-me garantido que posso
retirar meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade (ou

interrupgdo de meu acompanhamento/ assisténcia/tratamento).

, de de

Participante

Nome* Assinatura

Nome* Assinatura

* Presenciamos a solicitagdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e aceite do

voluntario em participar.



184

Apéndice 2 - Ficha para analises sensoriais

NOME: SEXO: M( ) F()
E-mail: IDADE: anos

Vocé esté recebendo trés amostras de bebidas. Deguste cuidadosamente cada uma e

avalie cada atributo de acordo com a seguinte escala heddnica:

Gostei muitissimo
Gostei muito

Gostei regularmente
Gostei ligeiramente
Indiferente

Desgostei ligeiramente
Desgostei regularmente
Desgostei muito

Desgostei muitissimo

ATRIBUTO AMOSTRA

COR
APARENCIA
ODOR
SABOR
QUALIDADE
GLOBAL
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Indique sua intensdo de compra para cada uma das bebidas

5- Certamente compraria

4- Provavelmente compraria

3- Talvez compraria/ Talvez ndo compraria
2- Provavelmente ndo compraria

1- Certamente ndo compraria

AMOSTRA

Ordene as bebidas de acordo com sua preferéncia

Prefiro mais Prefiro menos
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Anexo 1 — Comprovante de submisséo do artigo de revisao

vagner.neujahr@gmail.com por manuscriptcentral.com

- mim I ckrodrigues I mim I 18 de mar
ckrodrigues @ thayzastamford §§ timstamford

18-Mar-2014
Dear Mrs. Monte-Guedes:

Your manuscript entitled "INHAME (Dioscorea sp.): ALIMENTO FUNCIONAL EM
POTENCIAL" has been successfully submitted online and is presently being given full
consideration for publication in the Ciéncia Rural.

Your manuscript ID is CR-2014-0410.

Please mention the above manuscript ID in all future correspondence or when calling
the office for questions. If there are any changes in your street address or e-mail
address, please log in to ScholarOne Manuscripts at
http://mc04.manuscriptcentral.com/cr-scielo and edit your user information as
appropriate.

You can also view the status of your manuscript at any time by checking your Author
Center after logging in to http://mc04.manuscriptcentral.com/cr-scielo.

Thank you for submitting your manuscript to the Ciéncia Rural.

Sincerely,
Ciéncia Rural Editorial Office
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16 de abr (Ha 5 dias)

Food Research International
fri@uoguelph.ca por eesmail.elsevier.com

- mim I ckrodrigues

Dear Prof. Cinthia K.R. Monte-Guedes,

Your submission entitled "Functional beverage of Passion fruit (Passiflora edulis Sims) and
Yam (Dioscorea caynnensis) fermented with Lactobacillus casei" has been received by Food
Research International

You may check on the progress of your paper by logging on to the Elsevier Editorial System
as an author. The URL is http://ees.elsevier.com/foodres/.

Your username is: ckrvasconcelos@gmail.com
If you need to retrieve password details, please go to:
http://ees.elsevier.com/foodres/automail _query.asp

Your manuscript will be given a reference number once an Editor has been assigned.
Thank you for submitting your work to this journal.
Kind regards,

Elsevier Editorial System
Food Research International

< b>Important information to authors concerning the manuscript processing at Food
Research International and correspondence with the Editorial Office</b>

All papers submitted to FRI undergo a process of pre-review evaluation which will determine
whether they are sent for external review (see Guide for Authors).

FRI submissions have increased by over 40% over the past three years, and while editors try
to process them rapidly as possible, the pre-review evaluation of many papers cannot be
completed in a short time. When a paper is marked "With Editor" in EES, the pre-evaluation
review is being completed.

Papers that are accepted for external review are sent to peer reviewers. Finding reviewers
who are both specialized in the same field as the manuscript topic and who are available to
review can be along and time-consuming process. Papers marked "Under Review" have not
been forgotten, but frequently it takes multiple attempts to find two peer reviewers who will
actually review the submission.

Authors should only send correspondence to the journal about technical issues - e.g.
password difficulties, missing data, adding another author, or some other item that was
forgotten or overlooked when the paper was uploaded into EES. Enquiries concerning the
status of papers, given the very small staff at the FRI Editorial Office, and its part-time
operation, will delay the processing of manuscripts; there is no guarantee that such
enquiries will be answered.

For further assistance, please visit our customer support site at
http://help.elsevier.com/app/answers/list/p/7923. Here you can search for solutions on a
range of topics, find answers to frequently asked questions and learn more about EES via
interactive tutorials. You will also find our 24/7 support contact details should you need any
further assistance from one of our customer support representatives.

190


http://support.google.com/mail/bin/answer.py?hl=pt-BR&answer=1311182&ctx=mail
http://ees.elsevier.com/foodres/
mailto:ckrvasconcelos@gmail.com
http://ees.elsevier.com/foodres/automail_query.asp
http://help.elsevier.com/app/answers/list/p/7923

