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RESUMO GERAL

O principal objetivo da presente pesquisa foi desenvolver um produto
dietético funcional para idosos desnutridos. Para tal, realizou-se inicialmente a
caracterizacao fisico-quimica e nutricional das fontes protéicas: isolado protéico do
soro de leite bovino (WPI) e hidrolisado de colageno bovino (HCB), buscando-se
adequar a proporcgao entre elas, bem como, avaliar algumas de suas propriedades
fisicas, composicdo, perfil de aminoacidos e propriedade nutricional.
Posteriormente foi realizado o desenvolvimento do produto através de testes
preliminares, caracterizacado fisico-quimica, testes sensoriais e de vida de
prateleira. Na 12 etapa do trabalho observou-se que o componente de maior
concentracao foi a proteina para as duas amostras (~ 92%). A solubilidade foi
elevada tanto do WPl como do HCB o que refletiu, consequentemente, na
solubilidade da mistura dessas proteinas. O perfil de aminoécidos essenciais
(EAE) do WPI atende as recomendacdes da Food and Agriculture Organization
(FAO)/World Health Organization (WHO), no entanto o HCB apresenta deficiéncia
em varios aminoacidos essenciais, particularmente em triptofano e aminoacidos
sulfurados. Do ponto de vista nutritivo, os indices quociente de eficiéncia protéica
(PER), utilizacao liquida da proteina (NPU), valor biol6gico aparente (VBa) e
balanco de nitrogénio (BN), as misturas WPI:HCB (60:40 e 80:20) nao diferiram
estatisticamente entre si e do WPI (p > 0,05), sendo inferior (p < 0,05) a caseina
comercial (CC) usada como referéncia. Em funcdo dos resultados obtidos, optou-
se pela mistura 60% WPI: 40% HCB como componente protéico na formulacao do
produto dietético funcional, por razdes econdémicas.

Nos testes preliminares avaliaram-se diferentes combinagdes e proporcoes
entre os ingredientes para a obtencdo da melhor formulagéo, principalmente em
relacdo a solubilidade e ao aspecto sensorial. A escolha destes ingredientes, bem
como a quantidade usada foi baseada em pesquisas na literatura a respeito do
perfil nutricional de idosos e suas principais deficiéncias. Através da analise
sensorial (testes de aceitacao, ideal de dogura e intengdo de compra) com idosos

foram escolhidas as formulagdes sabor chocolate e sem adicdo de sabor dentre
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seis opcdes, as quais receberam médias de aceitacdo de 6,87 e 6,60,
respectivamente, numa escala de nove pontos. Essas formulagdes apresentaram
em torno de 12% de proteina e 80% de carboidratos com adicao de inulina,
frutooligossacarideos (FOS), célcio, zinco, magnésio, selénio e as vitaminas By,
Bs, acido folico, B1z, A, C e E. Com as formulagdes foi realizado estudo da vida util
do produto durante 30 dias de estocagem em temperatura ambiente e a 35 °C
usando-se filme de polipropileno como material de embalagem. Realizaram-se
analises de umidade, atividade de agua (a.), isoterma de adsorcdo, taxa de
permeabilidade ao vapor de agua (TPVA), cor, avaliagdo sensorial e perda de
vitaminas. O produto apresentou a, inicial abaixo de 0,3, valor caracteristico de
alimentos desidratados. As isotermas de adsor¢cdao foram utilizadas para
determinagdo dos valores de a, critica (0,5), umidade critica (5,1%) e umidade
inicial (~2,0%), os quais foram usados nos calculos da estimativa da vida util do
produto. Observou-se pequena variagdo na cor (AE* = 0,4 para formulagdo sem
saborizante e 0,6 para a formulacao chocolate) durante os 30 dias de estocagem.
A qualidade sensorial manteve-se satisfatéria nas trés avaliacées (tempo zero, 15
e 30 dias), obtendo-se médias de aceitacdo acima de 5 para os todos atributos.
Mais de 65% dos provadores tiveram intencdo de compra entre “certamente
compraria” e “tenho duvidas se compraria”. Através desses resultados, constatou-
se uma maior preferéncia pela formulagédo chocolate. Verificou-se uma diminuigao
apreciavel no teor das vitaminas B+, C, A e E ao final da estocagem. Através do
ganho de peso das formulacdes estimou-se a vida de prateleira do produto, a qual
foi de aproximadamente 4 meses. Dessa forma, recomenda-se o uso de
embalagens com maior protecdo, no caso de uma possivel comercializagdo ou
administracao a idosos, evitando-se a degradagao dos nutrientes mais sensiveis e

consequente diminuigdo do valor nutricional do produto.
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GENERAL SUMMARY

The main objective of the present investigation was the development of a
functional dietetic product for undernourished elderly. First step was the chemical,
physical and nutritional characterization of protein component, a mixture of whey
protein isolate (WPI) and a bovine collagen hydrolysate (HCB) both materials
containing around 92% protein and showing high solubility in water. The essential
amino acid profile (EAE) of the WPI reaches all the requirements of the FAO/WHO
reference standard, however the HCB is deficient in all essential amino acids,
particularly in cysteine and tryptophan which is totally absent in collagen. The
nutritional indices PER, NPU, VB, and nitrogen balance (NB) of the two mixtures
WPI:HCB (60:40 and 80:20) respectively, did not show statistical difference (p >
0.05) among themselves and with the WPI. Nevertheless they were inferior (p <
0.05) to a commercial casein (CC) used as reference. The choice was for the
mixture WPI:HCB (60:40) for economical reasons.

The choice of ingredients, composition and concentrations in the formulation
was based mainly in three criteria, i.e., solubility, sensorial aspects and nutritional
deficiencies of elderly population, based on literature surveys. In sensorial tests
(acceptance, ideal sweetness and buying attitude) conducted with an elderly group
for six different formulations, the choice was for the formula dissolved in milk with
chocolate flavor and the other with no flavouring added. The acceptance scoring
was 6.87 and 6.60 respectively, for the two formulations using a 9 — point scale.
The two formulations contained around 12% protein and 80% carbohydrate in
addition to inuline, frutooligosaccharides (FOS), calcium, zinc, magnesium,
selenium and the vitamins By, Bg, folic acid, Biz, vitamin A, C and E. A shelf life
study was conducted with the two formulations during 30 days under the laboratory
environmental conditions and at 35 °C. Humidity, water activity (ay), adsorption
isotherm, water vapor permeability rate (WVPR), color, sensorial evaluation,

mineral and vitamin analysis were performed. Water activity at time zero (To) was
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below 0.3, characteristic of dehydrated powder. The adsorption isotherms were
used for determination of the critical ay (0.5), critical moisture content of 5.1% and
initial moisture of about 2.0%, which were used for the estimation of the product
shelf life. A small color variation was observed (AE* 0.4 for the formulation without
flavouring and 0.6 for the chocolate formula), during the 30 days of storage.
Sensorial qualities were satisfactory for all three storage time (To, T15 and T3p), with
an average acceptance score above 5. More than 65% of the panel demonstrated
buying intention between “certainty of buying” and “doubt of buying”. Higher
preference was for the chocolate formula. Appreciable losses of the vitamins By, C,
A and E were detected during storage in both samples, independently of the
storage condition. The shelf life estimated was of approximately 4 months for both
formulations. It is recommended that a packaging material with more barrier to
water vapor, light and oxygen must be used for product to minimize losses of the

more unstable vitamins.
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INTRODUCAO GERAL

Nos ultimos anos, a ciéncia da nutricao tem demonstrado grande progresso,
relacionado, em grande parte, a conceitualizacao e comercializagdo dos alimentos
funcionais, que ja correspondem de 5 a 7% do mercado mundial de alimentos
(NBJ, 2003). Isto se deve ao crescente interesse dos consumidores, que buscam
nesses alimentos, além da sua funcdo basica de nutrir, beneficios adicionais a

salde.

Porém, a realidade brasileira ndo representa o mercado mundial de
alimentos funcionais. A viabilidade da producdo destes produtos depende,
sobremaneira, da parceria entre a industria alimenticia nacional (através de
incentivo e investimento) e as instituicbes de ensino superior (através da
comprovacao cientifica da alegacdo de funcionalidade dos produtos
desenvolvidos), que poderdo garantir desta forma, a segurancga, a eficacia e um

menor custo para o consumidor brasileiro.

A literatura relata varios ingredientes alimentares com alegacao funcional,
0s quais sao utilizados no desenvolvimento de novos produtos para o mercado
consumidor. Dentre eles pode-se citar os prebibticos, probidticos, peptidios e
proteinas do soro de leite, oligossacaridios, fibras dietéticas, vitaminas, minerais
fitoquimicos e antioxidantes (GIESE,1995; PSZCZOLA, 2001; SGARBIERI e
PACHECO, 1999).

Conforme o PA Consulting Group (BRONOUS, 1997 citado por SGARBIERI
e PACHECO, 1999), em nivel mundial, o mercado de alimentos funcionais
manufaturados esta fragmentado da seguinte forma: produtos a base de fibra
dietética (40%); ricos em caélcio (20%); a base de oligossacarideos (20%);
contendo bactérias lacticas (10%) e outros (10%).



E fundamental que no desenvolvimento de produtos alimenticios com
propriedades funcionais, algumas etapas sejam seguidas (NATIONAL INSTITUTE
OF NUTRITION, 1996): 1) identificagdo do alimento, de origem vegetal ou animal,
com uma ou mais atividade fisioldgica-funcional; 2) identificacéo e caracterizacao
do(s) principio(s) ativo(s); 3) concentracao e variagcao na concentracado do principio
ativo; 4) descrigao da atividade funcional, considerando a natureza da funcéo e
sua eficacia); 5) potencial toxico do produto ou principio ativo; 6) disponibilidade

do produto para uso como alimento ou ingrediente funcional.

No desenvolvimento de produtos para a populacao idosa deve-se tomar o
cuidado de oferecer os nutrientes que promovam uma adequada ingestao,
atendendo as recomendacdes para essa faixa etaria, a qual por diversas
alteracoes fisioldgicas, bem como, fatores sociais e econdmicos acaba tornando-

se um grupo de risco para o desenvolvimento de deficiéncias nutricionais.

Assim, a associagcdo do colageno hidrolisado, proteina deficiente
principalmente em triptofano e cisteina, e proteinas do soro de leite, as quais
possuem esses aminoacidos em excesso, torna-se possivel uma melhora
significativa no equilibrio de aminoacidos essenciais, com consideravel vantagem
nutricional. Também havera vantagem econdémica na associagdo dessas duas
proteinas, uma vez que o colageno € abundante e de baixo custo enquanto que as

proteinas do soro de leite sdo de dificil recuperagéo tecnoldgica e de alto custo.

Dessa forma, objetivou-se desenvolver um produto dietético funcional, para
idosos desnutridos, utilizando como fonte protéica um isolado de proteina de soro
de leite bovino (WPI) e colageno bovino hidrolisado (HCB) com elevado valor
protéico e boas propriedades tecnoldgicas (solubilidade, estabilidade, aparéncia e
aceitabilidade). Além disso, também se teve o0 objetivo de aumentar as
propriedades fisiolégicas, uma vez que as proteinas do soro de leite atuam em
varios aspectos da modulacdo do metabolismo, particularmente do sistema

imunoldgico, o que devera reforgar as propriedades estruturais do colageno



(gelatina) na saude da pele, ossos e articulagdes, fundamentais para a promogao
de uma melhor qualidade de vida de idosos.

Além disso, buscou-se aumentar os beneficios nutricionais e funcionais do
produto através da utilizacao dos prebiéticos inulina e frutooligossacarideos, bem
como de vitaminas e minerais essenciais para promoverem efeitos benéficos a

salde dos idosos.

Neste sentido, a adicdo de inulina e frutooligossacarideos no produto
devera acarretar varios beneficios, desde o equilibrio da microbiota intestinal,
prevencao de diarréia e da constipacédo, a reducdo do colesterol plasmatico, o
aumento na absorcao de minerais, bem como, a prevencgao de determinados tipos
de cancer (FORTES, 2005). Entretanto, as vitaminas e minerais apresentam
propriedades funcionais por atuarem positivamente no sistema imunoldgico, no
sistema &ésseo, contra alguns tipos de cancer, nas doengas cardiovasculares,
doencas de pele e artrite (SGARBIERI e PACHECO, 1999).

Optou-se por apresentar a dissertacdo em quatro capitulos: o Capitulo 1,
apresenta uma revisao de literatura sobre envelhecimento populacional, principais
alteracées do envelhecimento e sua influéncia sobre o estado nutricional dos
idosos, algumas consideragdes sobre alimentos e ingredientes funcionais,
destacando-se as propriedades fisiolégicas das proteinas do soro do leite,
hidrolisado de colageno, inulina, frutooligossacarideos, vitaminas e minerais para
a populagéo geriatrica; no Capitulo 2 foi realizada a caracterizagéo fisico-quimica
e nutricional do isolado protéico do soro de leite bovino (WPI) e hidrolisado de
colageno bovino (HCB), avaliando-se algumas de suas propriedades fisicas,
composicao, perfil de aminoacidos e propriedade nutricional através de ensaios
biolégicos; o Capitulo 3 trata do desenvolvimento do produto dietético funcional
para idosos desnutridos. Para tal, realizaram-se testes preliminares,
caracterizacao fisico-quimica e testes sensoriais; no Capitulo 4 determinam-se as

propriedades fisico-quimicas e a vida de prateleira do produto, analisando-se 0s



seguintes parametros: umidade, atividade de agua (aw), isoterma de adsorcao,
taxa de permeabilidade ao vapor de agua (TPVA), cor, avaliacao sensorial, perda
de vitaminas e estimativa da vida util do produto formulado.
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CONCLUSAO GERAL

As diferentes proporcoes de proteinas do soro de leite (WPI) e o hidrolisado
de colageno bovino (HCB) avaliadas nos ensaios biolégicos que apresentaram
melhores resultados nutricionais foram 60% WPI: 40% HCB e 80% WPI: 20%
HCB, as quais nao diferiram estatisticamente entre si e do WPI (p > 0,05), sendo
inferior (p < 0,05) a caseina comercial usada como referéncia. A mistura protéica
escolhida para compor a formulacdo foi WPl : HCB (60:40), por apresentar

elevado valor nutritivo e ser relativamente a mais economica.

Na andlise sensorial com idosos foram escolhidas as formulagcdes com
sabor chocolate e sem saborizante, as quais receberam as maiores médias de
aceitacao de 6,87 e 6,60 respectivamente, resultados que foram concordantes
com os testes de ideal de dogura e intencdo de compra.

Os testes de vida de prateleira permitiram estimar a vida util do produto em
aproximadamente 4 meses a temperatura ambiente, tendo-se verificado perdas
consideraveis de algumas vitaminas (tiamina, acido ascérbico, vitamina A e a-
tocoferol) em fungédo da embalagem de polipropileno usada. Sugere-se que para
se evitar perdas de nutrientes mais instaveis, e também para aumentar o tempo de
estocagem sem causar alteracées no produto, deva-se utilizar embalagens com
maior proteg¢do, oferecendo barreira a luz, ao oxigénio e ao vapor de agua. Essa
preocupacao torna-se fundamental no momento em que se pretenda administrar o
produto desenvolvido aos idosos desnutridos, ou no caso do mesmo vir a ser

comercializado.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA
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Capitulo 2

CAPITULO 1

REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. ENVELHECIMENTO POPULACIONAL

O envelhecimento humano normal € um processo biolégico natural, e ndo
patologico, caracterizado por uma série de alteracbes morfo-fisiologicas,
bioguimicas e psicolégicas que ocorrem no organismo ao longo da vida ou,
conforme alguns autores, logo depois da maturacao sexual, estendendo-se até a
longevidade maxima (ROLAND, 1991; WILMOTH, 1998; JECKEL NETO, 2000).

A Organizacao das Nagdes Unidas (ONU) adota para os paises
desenvolvidos 65 anos como ponto de corte, a partir do qual, os individuos seriam
considerados idosos. Para os paises em desenvolvimento, nos quais a expectativa
de vida é inferior, adota-se 60 anos como idade de transigcdo das pessoas para o
segmento idoso da populacdo (PASCHOAL, 1997). No Brasil, de acordo com a lei
n° 8.842 de janeiro de 1994, regulamentada pelo decreto n° 1948, de 3 de julho de
1996, idosa é toda pessoa de 60 anos de idade ou mais.

O processo de envelhecimento vem manifestando-se de forma diferenciada
no tempo, segundo desenvolvimento econdmico, e a rapidez com que se
apresenta (HEREDIA, 1999). O fenbmeno do aumento progressivo da
representatividade do idoso na populagcdo mundial iniciou-se no final do século XIX
em alguns paises da Europa Ocidental, espalhou-se pelo resto do Primeiro
Mundo, no século passado, e se estendeu, nas ultimas décadas, por varios paises
do Terceiro Mundo, inclusive o Brasil (CARVALHO e GARCIA, 2003).

Sem duvida nenhuma o processo de envelhecimento da populagédo mundial

€ um fenbmeno ao mesmo tempo alvissareiro, porque as pessoas estdo vivendo
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Capitulo 1

mais, porém preocupante. Em 1950, o percentual populacional de maiores de 60
anos de idade era de 8,2%; em 2000 essa faixa etaria alcancou 10%. As
projecdes para 2050 estimam 21,1% de pessoas idosas habitando o planeta. No
Brasil, os indices sao parecidos: em 1950, 4,9%; em 2000, 7,8%, € no ano 2050,
teremos 23,6% de idosos (PESSINI, 2002; HEREDIA, 1999). O aumento sera
maior e mais rapido nos paises em desenvolvimento, onde se espera que a
populagao idosa seja quadruplicada durante os préximos 50 anos de acordo com
o artigo n° dois da Declaragao Politica da Il Assembléia Mundial da ONU sobre o
Envelhecimento (2002). Essas projecbes demonstram que o Brasil passara a
ocupar o sexto lugar na esfera mundial no ano de 2025 (KALACHE et al.,1987;
VERAS, 1994).

No caso brasileiro, conforme CARVALHO e GARCIA (2003), pode-se
afirmar que de 1940 até 1960, a populacdo apresentou-se como quase-estavel,
com distribuicdo etaria praticamente constante. Nesse periodo, ocorreu um
significativo declinio da mortalidade e uma leve queda da natalidade. A partir do
final dos anos 60, observou-se uma rapida e generalizada queda da natalidade no
pais. Sua taxa de natalidade passou de 5,76 em 1970 para 2,04 filhos por mulher
em 2000 (HEREDIA, 1999; Fundagao IBGE, 2000).

Outro aspecto relevante é o crescente aumento na expectativa de vida ao
nascer. No Brasil, em 1980, era de 57,2 anos para o homem e 64,3 para a mulher;
em 1990, esses dados ja eram 59,3 e 65,8 respectivamente e em 2000, essa
expectativa de vida era de 64,8 para o homem e 72,5 anos para a mulher
(Fundagao IBGE apud PESSINI e QUEIROZ, 2002). De acordo com os resultados
do Censo Demografico 2000, manteve-se a tendéncia historica de predominancia

feminina na composicéo por sexo da populagao brasileira (Fundacao IBGE, 2000).
Assim, os idosos constituem um desafio para a sociedade civil e para o

Estado que devem procurar oferecer qualidade de vida apropriada e eficiente as
pessoas dessa faixa etaria (HEREDIA, 1999).
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Capitulo 1

2. ALTERACOES NO ENVELHECIMENTO E SUA INFLUENCIA SOBRE O
ESTADO NUTRICIONAL

NOGUES (1995) destaca a existéncia de condigbes particulares que
condicionam o estado nutricional dos idosos. Alguns desses condicionantes sao
devidos as alteracoes fisiolégicas préprias do envelhecimento, enquanto outros
sdo influenciados por doencas presentes e por fatores relacionados com a

situacao socioecondmica e familiar.

Ja ARANHA et al. (2000), relata que o idoso esta exposto a modificacoes
no seu equilibrio nutricional por razdes fisioldgicas, socioeconémicas, doencgas,
problemas dentarios, diminuicao da percepcao sensorial, depressao ou problemas
mentais, além de outras doencas que possam reduzir o apetite, diminuir a
absorcdo e utilizacdo dos nutrientes ou, ainda aumentar as necessidades de
nutrientes, o uso de drogas que afetam a ingestao, a absorcdo e utilizacdo, ou

excrecao de nutrientes e outras.

Dessa forma, os idosos se tornam um grupo de risco para desenvolver
caréncias nutricionais de vitaminas, minerais, bem como de energia e proteinas,
sendo conveniente uma alimentacdo balanceada e variada para garantir um
estado nutricional adequado, que ira influenciar positivamente na qualidade de

vida dessas pessoas.

2.1. Fatores socioeconomicos e psicolégicos

As mudancas sociais, econdémicas e psicolégicas que ocorrem com o

envelhecimento podem alterar negativamente o estado nutricional de idosos.

Dentre os fatores de maior destaque na nutricdo inadequada das pessoas

da 3% idade, encontram-se os fatores psicossociais, como por exemplo, perda do

15



Capitulo 1

cbnjuge, depresséo, isolamento social, pobreza, integracao social, capacidade de
deslocamento, capacidade cognitiva e outros associados a propria enfermidade
(CAMPOS et al., 2000).

Uma das caracteristicas de destaque da populacdo idosa brasileira é o
baixo poder aquisitivo em razao da sua exclusao do mercado de trabalho (VERAS,
1994) e também pelo recebimento de aposentadorias e/ou pensdes insuficientes
(NOGUES, 1995). Esse fato resulta na aquisicdo de alimentos de menor custo,

contribuindo para a monotonia alimentar.

Embora se mantenha uma certa autonomia, a capacidade funcional se
altera, o que dificulta a compra dos alimentos, bem como, o seu preparo e também
0 deslocamento de um local para o outro. Nessas condi¢des, os alimentos sao
adquiridos em fungéo do seu preco, facilidade de preparo e tempo de conservagao
e ndo em fungao das suas qualidades nutricionais. Isso tudo justifica a elaboragéo
de dietas desequilibradas em nutrientes nessa etapa da vida (PALLAS, 2002).
NOGUES (1995) acrescenta o elevado consumo de produtos industrializados,
como doces e massas, ou de facil preparo, como chas e torradas em decorréncia

da solidao social, familiar e depressao.

Verifica-se que no Brasil, esta ocorrendo uma diminuicao do apoio familiar e
comunitério na velhice, justamente nesta fase da vida em que a assisténcia
deveria ser maior (COITINHO et al., 1991).

2.2. Alteracoes fisiologicas
As mudangas fisiologicas que interferem no estado nutricional dos idosos
sdo: diminuicao do metabolismo basal, redistribuicio da massa corporal,

alteragdes no funcionamento digestivo, alteracbes na percepcdo sensorial e
diminuicdo da sensibilidade a sede, conforme CAMPQOS et al. (2000).
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2.2.1. Composicao corporal

A partir dos 60 anos de idade ocorre uma diminuicao progressiva da altura,
de maneira que se perde 1 cm ou mais por década. Esta diminuicdo se da pelo
encurtamento das vértebras, dos discos intervertebrais e da cifose (PALLAS,
2002; WAITZBERG, 2001). O peso corporal normalmente aumenta até os 40-50
anos, mantém-se estavel até os 70 anos, quando comegca a diminuir
progressivamente (PALLAS, 2002).

Com o aumento da idade, ocorrem diversas alteragbes corporais no
individuo idoso, como mudancas lentas e progressivas na massa magra € na
distribuicdo de gordura corporal (FRISANCHO, 1984). Enquanto o tecido adiposo
aumenta por aumentar a gordura visceral e diminuir a subcutanea, a massa
muscular diminui em virtude da diminuicdo da proteina muscular, da sensibilidade

a insulina e diminui¢do dos exercicios fisicos (PALLAS, 2002).

Ha diminuicdo da massa éssea por causa da desmineralizacdo dos 0sso0s,
que por sua vez € devida as mudancas do metabolismo 0Osseo, alteracdes
enddcrinas e pela absorgao deficiente ou inadequada de calcio (PALLAS, 2002).

A agua, principal componente da composicao corporea, corresponde a 70%
do organismo na crian¢a, a 60% no adulto jovem e a 52% no idoso. A redugao
verificada na 3% idade em relagdo ao adulto refere-se, principalmente, ao contetido
de agua extracelular, ocasionando uma menor capacidade para manter o balanco
hidrico, tornando essas pessoas mais suscetiveis a desidratacdo (CARVALHO
FILHO, 1997; PALLAS, 2002).

17



Capitulo 1

2.2.2. Modificacoes metabolicas

O metabolismo basal diminui cerca de 10 a 20% com o0 avanco da idade
(FRISANCHO, 1984). De acordo com PALLAS (2002), essa taxa de diminuicdo
ocorre entre os 30 e 75 anos de idade, devido a menor massa muscular.

Estima-se que as necessidades energéticas de pessoas com idade entre
51-75 anos diminuam para 90% da quantidade energética necesséaria aos 23
anos, e para as pessoas acima de 75 anos, cerca de 75-80% dessa quantidade. E
importante ressaltar que essa reducao dependera da atividade fisica exercida pelo
individuo (ROLAND, 1991), o que tem como fungcao ativar o metabolismo,

particularmente muscular e ésseo.

A absorgcdo dos carboidratos ndo se altera até idade muito avangada, no
entanto a intolerancia a lactose se apresenta devido a uma diminuicdo da
atividade da lactase. O metabolismo das proteinas no musculo se torna menos
importante no idoso por haver um incremento no figado e no intestino. De modo
geral, o turnover protéico encontra-se aumentado em idosos (PALLAS, 2002).

A fonte de proteina utilizada, também é um interferente no metabolismo
protéico de acordo com PANNEMANS et al. (1998). Estes autores demonstraram
que a ingestdo de proteinas de fonte predominantemente vegetal resulta em
menor sintese protéica do que a ingestao de proteinas de fontes balanceadas ou

de origem predominantemente animal.

ARNAL et al. (1999) observaram que o aproveitamento metabdlico da
proteina por mulheres idosas foi mais eficiente quando oferecida de forma
concentrada em uma ou duas refeicbes, que quando distribuida em quatro
refeicoes diarias.
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De modo geral, estudos a respeito do metabolismo protéico ainda séo
escassos e controversos na velhice, sendo extremamente necessaria a realizagao

de novos estudos em diferentes condi¢gdes (FERRIOLLI et al., 2000).

2.2.3. Modificacoes no sistema digestivo

As mudancgas no sistema gastrointestinal que ocorrem no envelhecimento
estdo relacionadas a capacidade de digerir e absorver os alimentos, pois ha
diminuicdo da acidez gastrica, dos sucos digestivos, do fluxo sangiineo viceral
esplénico, o que se relaciona diretamente com a alimentacao (NOVAES, 1997).

Capacidade mastigatéria e composicao salivar

A capacidade mastigatoria sofre alteracbes nos idosos devido ao
aparecimento freqiente de céaries e doencgas periodontais; as proteses totais ou
parciais inadaptadas ou em péssimo estado de conservacdo e a auséncia de
dentes. Esses fatores interferem no comportamento inicial do processo digestivo,
favorecendo sua inadequacgao, tanto no aspecto enzimatico como no mecanico
(NOGUES, 1995).

Os individuos com protese dentaria mastigam 75 a 85% menos
eficientemente que aqueles com denticao natural, fato que pode levar ao consumo
diminuido de carnes, frutas e vegetais frescos, razdo pela qual idosos com
préteses totais tendem a ingerir alimentos macios, facilmente mastigaveis, pobres
em fibras, vitaminas e minerais (NAJAS et al., 1994; CAMPOS et al., 2000).

A xerostomia ou secura da boca € um problema comum na populagao idosa

devido a uma diminuicdo da secrecao salivar. A composi¢do da saliva também se

altera, tornando-se viscosa e espessa. Os efeitos principais dessas modificacoes

19



Capitulo 1

revertem-se em dificuldades de lubrificacdo, mastigacdo, degluticdo e ingestao
(PALLAS, 2002).

Alteracoes no estdbmago e no intestino

A atrofia da mucosa gastrica no idoso resulta na menor producao de acido
cloridrico e na reducdo na secrecdo do fator intrinseco, promovendo menor
absorcdo de vitamina Bi,, com consequUente instalacdo de anemia perniciosa
(NOGUES, 1995; CAMPOS et al., 2000).

A digestao pode tornar-se dificil como resultado de uma menor secrecao de

acido cloridrico pelas células parietais (CAMPOS et al., 2000).

A hipocloridria afeta a absor¢cdo de célcio e ferro ndao-heme. O &acido
cloridrico mantém tanto o ferro férrico quanto o calcio soluveis por meio dos seus
efeitos acidificantes, para serem absorvidos no trato gastrointestinal. Nos casos
em que ha baixa producdo de acido cloridrico, a absorcdo desses nutrientes é
diminuida em razdo de sua insolubilidade em pH acima de 5,0. Evidéncias
recentes demonstram que apenas a ingestao isolada do célcio apresenta limitada
biodisponibilidade (NOGUES, 1995; CAMPOS et al., 2000).

A saciedade na velhice ocorre mais precocemente devido a uma menor
distensdo do fundo gastrico e uma maior estimulagdo do antro, ao aumento da
secrecao de colecistoquinina e outros mecanismos hormonais (testosterona e
leptina), conforme PALLAS (2002).

A diminuicao da motilidade, da superficie intestinal Gtil para a absorcao, a
capacidade de transporte de nutrientes e a reducao do fluxo sanglineo alteram a
capacidade global de digestdo e absorcdo (PALLAS, 2002). Outro aspecto
relacionado com a menor motilidade no intestino grosso e célon € a ocorréncia de

certo grau de atrofia na mucosa e do revestimento muscular que resulta na
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deficiéncia de absorcdo de nutrientes e favorece a instalacdo de diverticulose.
Essas alteracbes também favorecem o aparecimento de constipacdo, que é
freqiente na geriatria. No entanto, a constipacdo do idoso pode ainda estar
relacionada com a baixa ingestao de liquidos e de fibras, bem como com a baixa
realizacao de exercicios fisicos (CAMPOS et al., 2000).

Alteracoes no figado

Morfologicamente, verifica-se diminuicdo do volume e do peso do figado,
correspondente a reducao da massa celular hepatica funcionante. No entanto, o
figado apresenta grande reserva funcional e essa redugéo celular ndo afeta o
metabolismo hepatico em condi¢des basais (CARVALHO FILHO, 1997).

Por outro lado, tem sido evidenciado que em nivel citoplasmético, tem-se
registrado mudancas que interferem na biotransformagdo dos farmacos, na
sintese protéica, no metabolismo lipoprotéico e na secrecédo da bile, como também
na reducao da tolerancia a outros agentes excretados por esse 6rgao (CAMPOS
et al., 2000).

2.2.4. Alteracoes na percepcao sensorial

A visdo, a gustacao, olfato, audicdo e tato diminuem com a idade. Essas
mudancas sensoriais interferem na palatabilidade dos diferentes alimentos e pode
modificar os habitos alimentares na 3% idade (NOGUES, 1995; CAMPOS et al.,
2000; PALLAS, 2002).

A atrofia das papilas gustativas (processo que inicia ao redor dos 50 anos)

produz mudancas na sensibilidade dos sabores doces e salgados, o que leva ao

consumo de alimentos fortemente salgados e adocicados (NOGUES, 1995;

21



Capitulo 1

PALLAS, 2002). J4 RUSSEL (1992) relata que além da reducdo do sabor doce e
do salgado, também ha diminuicdo do amargo e do &cido, o que acarreta um
decréscimo do limiar de deteccao e identificagcao do “flavor” em conseqiéncia do

envelhecimento.

As condi¢des patoldgicas e de origem nutricional que promovem alteracoes
na percep¢ao do gosto de acordo com SCHIFFMAN (1993) sdo: cancer, doencas
renais cronicas, doencas hepaticas (inclusive cirrose), deficiéncia de niacina,

queimaduras e deficiéncia de zinco.

Outro fator que exerce importante funcao na sensibilidade aos sabores € o
sentido olfativo. Os quimiorreceptores olfativos, localizados na parte interna do
nariz, sdo responsaveis pela sensacado de percepc¢ao do estimulo causado por
substancias volateis. Embora alguns autores relatem a diminuigdo da audigdo em
idosos, RUSSEL (1992) destaca que ainda existem poucos relatos associados as

alteragdes decorrentes na geriatria.

A perda de sensibilidade dos sentidos do gosto e olfato é importante na vida
do idoso, pois esses sentidos controlam em grande parte fungcdes metabdlicas
relacionadas a alimentacao. Essas perdas podem alterar a escolha e ingestao de
alimentos e, consequentemente, exacerbar estados de doencga, prejudicando o
estado nutricional e a imunidade e promovendo perdas de peso do individuo
(CORWIN et al., 1995).

2.2.5. Efeitos secundarios dos farmacos
Devido as modificagdes que ocorrem no organismo com o envelhecimento,
0s idosos acabam usando medicamentos, sob prescricdo ou através da auto-

medicacao, que tém efeitos adversos no estado nutricional, seja pelo efeito das

drogas sobre o alimento ou vice-versa. E importante levar em consideragdo a
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questédo dos medicamentos na alimentagdo da 3% idade, uma vez que seu efeito
pode ocorrer em nivel de ingestdo, absor¢do, metabolismo ou excrecdo dos
alimentos (NOVAES, 1997).

Os principais medicamentos utilizados em geriatria e os seus efeitos
metabdlicos adversos mais freqientes conforme CAMPOS et al. (2000) s&o:

- tranquilizantes e psicofarmacos: favorecem o relaxamento e diminuem a
absorcéo intestinal;

- diuréticos e laxantes: promovem desidratacdo e deplecao de eletrélitos
como magnésio, potassio e zinco;

- antibidticos: alteram a absorcao intestinal por destruicdo da microbiota.
Desencadeiam ma absorgao de carboidratos, vitamina Bz, célcio, ferro, magnésio
e cobre e inibem a sintese protéica;

- glicocorticéides: predispdem a gastrite, osteoporose e hiperglicemia;

- analgésicos: favorecem o desenvolvimento de gastrites e Ulceras.

A polifarmacia em idosos aumenta a incidéncia de efeitos colaterais e
interacbes medicamentosas e 0 seu uso inadequado, freqlentemente, provoca
sérias complicagoes.

VERAS (1994) estudou a situacao de idosos residentes no Rio de Janeiro e
encontrou que 80,19% dos entrevistados faziam uso regular de medicamentos de

prescricao médica.

Um outro estudo realizado por TEIXEIRA e LEFEVRE (2001), veio
confirmar que pacientes idosos sao beneficiarios da farmacoterapia moderna.
Mais de 80% tomam no minimo um medicamento diariamente e o consumo médio

de medicamentos por idoso foi de 3,6.
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2.2.6. Alteracoes do sistema imunoldégico

Além das alteragcdes morfo-fisiologicas normais do envelhecimento, o
desenvolvimento de doencas infecciosas, crénicas e neuro-degenerativas e
doencas cardiovasculares tem sido relacionadas também ao declinio da resposta

imune em idosos.

As modificagbes do sistema imunolégico nesses individuos estdo
associadas principalmente a imunidade mediada por células (células T) e de forma
menos acentuada a resposta humoral (células B). Essa disfuncdo imune
relacionada a idade pode ser particularmente prevenida ou retardada por
intervencao dietética conforme HIGH (1999). Outro fator, apontado por KRAUSE
et al. (1999), associado ao declinio da imunidade é a desnutricdo e a deficiéncia
energética e protéica, ja LESOURD (1997) e CHANDRA (1997) sugerem a
inadequacgdo de alguns elementos tracos e vitaminas como responsaveis pela

desregulacao imunoldgica.

Além disso, tem sido observado que, na populagao idosa, a suplementagao
com alguns micronutrientes (B-caroteno, vitaminas E, Bg e C, Zn, Se) melhora
alguns aspectos da funcdo imune, como o teste de hipersensibilidade (DTH),
resposta proliferativa linfocitaria e funcéo das células NK (Natural Killer), aumento
na producao de IL-2 e resposta humoral apéds vacinacao, KEMP et al. (2002);
GIRODON et al. (1999) e RAVAGLIA et al. (2000).

Mais recentemente, o estudo da nutricdo e a imunidade foram além da
ligacao basica do status nutritivo adequado e da funcdo imune apropriada. Os
pesquisadores comecaram a estudar os efeitos da funcdo imune realgando o
potencial de nutrientes especificos, tais como Zn, Se, Fe, vitamina A, C, E, Bs e
acido félico (CHANDRA, 1997; REINHARD, 2004).
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Conforme BELL e HIGH (1997) vitaminas que desempenham um papel
importante na imunidade no envelhecimento incluem as vitaminas A, C, D, E, Bs e

Bso. Minerais incluem o zinco, ferro, selénio e cobre.

Outra questao a ser considerada é a alta producao de auto-anticorpos que
tem sido associada a menor resisténcia dessa populagdo contra doencas
infecciosas. A eficacia da imunizacdo de idosos é significativamente menor
quando comparada a de adultos jovens, o que é visualizado pelo menor nimero
de anticorpos produzidos por idosos apds imunizacado (WEKSLER e
GOODHARDT, 2002).

3. ALIMENTOS E INGREDIENTES FUNCIONAIS

Atualmente, a preocupacao com a alimentacao e a saude, bem como suas
interacdes, tem aumentado em nossa sociedade. O consumidor tem mostrado
preferéncia cada vez maior por alimentos que possam trazer algum beneficio
adicional em relagédo ao produto tradicionalmente comercializado. Desta forma, um
grande numero de alimentos transformados surgiu no mercado, através da
industria de alimentos (BELLO, 1995). A Unido Européia (UE), em 1996,
desenvolveu um numero consideravel de novos produtos, incluindo 447 novos
produtos panificados, 914 novas bebidas, e 338 novos sorvetes e sobremesas
(KATZ, 1999).

Estes alimentos, comumente chamados alimentos funcionais, podem ser
diferenciados dos demais, conforme definicio da American Dietetic Association
(ADA, 1999), por possuirem concentragcdo de um ou mais ingredientes naturais,

manipulados ou modificados para incrementar seu efeito benéfico a saude.
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Segundo ROBERFROID (1999), para um alimento vir a ser funcional, esse
deve ter a concentragdo aumentada (fortificacdo) em algum (ns) componente (s)
que tenha (m) efeito de melhoria, naturalmente presente (s); eliminado
componente (s) indesejavel (is); adicionado algum (ns) componente (s) de
interesse; substituido componente (s) usualmente presente (s) e aumento da
biodisponibilidade ou estabilidade de um componente para produzir efeito
funcional ou reduzir risco de doenca.

Para NEUMANN et al. (2000), alimento funcional é todo alimento ou
constituintes de alimentos e bebidas que oferecam efeito saudavel, além de seu
valor nutritivo inerente a sua composicao quimica, podendo desempenhar um

papel vantajoso na prevencgao e tratamento de doencas.

O mercado mundial de alimentos funcionais foi estimado em $47,6 bilhdes
em 2001, obtendo um crescimento significativo quando comparado aos quase
$30,0 bilhdes obtidos em 1995 (NBJ, 2003). Os Estados Unidos possuem o maior
mercado nesse segmento, com um aumento de 8,5% em 2001, uma estimativa de
crescimento de 7,5% para 2005 e em torno de 4,6% para 2010. Os produtos
lideres nessas estimativas sdao as bebidas, seguidas pelos panificados e graos
(SLOAN, 2002). Da mesma forma, na UE novas bebidas funcionais foram
introduzidas no mercado em maior quantidade do que qualquer outra categoria.
(KATZ, 1999). J& no Japao, o mercado de bebidas funcionais esta estabilizado,
como resultado do interesse e incentivo do governo federal movido nas décadas
de 80 e 90 (HOLLINGSWORTH, 1997).

A pratica de alimentar-se saudavelmente € uma tendéncia atual, como
demonstrado em uma pesquisa que revelou que 86% das pessoas compram
alimentos porque eles contém ingredientes nutricionais desejaveis, 80% porque
eles ndo contém ingredientes indesejaveis, e 76% escolhem alimentos fortificados
com substancias nutricionais especificas (HEALTH FOCUS apud Sloan, 2002).

26



Capitulo 1

Estudos tém demonstrado que probidticos, além de lipidios, peptidios e
proteinas do leite e outros compostos possuem funcionalidade fisiolégica. Outras
substancias apresentam potencial para pesquisas, como oligossacarideos,
esfingolipidios, acido linoléico conjugado, concentrado de proteina do soro,
imunoglobulinas, a-lactalbumina, lactoferrina, lactoperoxidase € um numero de
peptidios derivados das proteinas do leite (PSZCZOLA, 2001).

Ja para GIESE (1995), os ingredientes alimentares funcionais mais
freqientemente usados no desenvolvimento de produtos séo as fibras dietéticas,
oligossacarideos, &acido latico, proteinas, minerais, vitaminas, fitoquimicos e

antioxidantes.

3.1 Proteinas

Dentre os alimentos e ingredientes funcionais conhecidos atualmente, as
proteinas constituem um grupo importante na formulagao de alimentos e bebidas.
Neste trabalho duas fontes protéicas de grande interesse tanto na area industrial
de alimentos como nas areas medica, farmacéutica e cosmética foram utilizadas:
proteinas do soro de leite bovino, em sua forma de isolado de proteina do soro
(WPI, do inglés Whey Protein Isolate) e do coladgeno de origem bovina em sua

forma hidrolisada.

3.1.1. Proteinas do soro de leite bovino

As proteinas do soro de leite vém sendo usadas frequentemente devido ao
seu alto valor nutritivo e pelo constante incentivo da industria de laticinios que visa
0 aproveitamento destas proteinas, uma vez que estas constituem um subproduto

de seu processo produtivo. E importante destacar que as mesmas possuem um
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excedente de aminodacidos essenciais como lisina, treonina, metionina e isoleucina
(SLOAN, 2002).

A alta concentracdo de aminodacidos de cadeia ramificada, particularmente
leucina e isoleucina, esta relacionada com o aumento do tecido muscular e com a

regeneracao tecidual em traumas multiplos (SGARBIERI et al., 2000).

As proteinas do leite e do soro sdo completas e de qualidade excepcional.
Elas contém em quantidades varidveis e na proporcdo correta todos os
aminoacidos que o organismo humano necessita. As proteinas do soro se
destacam também pela excelente digestibilidade e por serem completamente

biodisponiveis.

De acordo com EIGEL et al. (1984), as proteinas do soro séao
universalmente definidas como as proteinas que permanecem na fragao liquida do
leite apOs a coagulacao da caseina em pH 4,6 a 20 °C e, conforme FOEGEDING
et al. (2002) o soro fluido remanescente contém aproximadamente 0,6% de
proteina e 93% de agua. Quantitativamente, as principais proteinas do soro
representam em torno de 20% do total de proteinas do leite bovino e, consistem
basicamente, de B-lactoglobulina, o-lactalbumina, albumina do soro bovino e
imunoglobulinas (IMAFIDON et al., 1997; MLEKO e GUSTAW, 2002). Também
possui glicomacropeptidios e fatores de crescimento que podem afetar o sistema
imune (MERCIER et al., 2004).

A industria tem dispendido grande esforco no decorrer dos ultimos 30 anos
para desenvolver processos em escala comercial para a producdo de
concentrados de proteina do soro (WPC) e isolado de proteina do soro (WPI),
altamente funcionais, adequados para o uso em alimentos e ingredientes
alimentares. A diferenca entre ambos esta na composicdo, sendo que o WPI
contém uma maior concentracdo de proteinas (> 90%) e, proporcionalmente,

menor concentracao de lactose e minerais que o WPC, o qual contém entre 50 a

28



Capitulo 1

80% de proteinas (MORR e HA, 1993) ou conforme FOEGEDING et al. (2002),
entre 25 a 80%. A composicao protéica do WPC e do WPI pode ser melhor
avaliada através da Tabela 1.1.

Estudos demonstram que o WPI e o WPC apresentam como propriedades
nutricionais e tecnoldgicas um excelente conteudo de aminoacidos essenciais,
elevada digestibilidade, boa solubilidade, capacidade emulsificante, geleificante e
de retencdo de agua, adequada viscosidade e adesividade, além da habilidade de
formacéao de espuma (HUFFMAN, 1996).

Cabe ressaltar, que as proteinas do soro de leite apresentam além das
propriedades acima descritas, relevantes propriedades fisiolégicas. Essas
propriedades podem influenciar o metabolismo e o sistema imunoldgico,
proporcionando ao individuo maior eficiéncia metabdlica, condicbes adequadas
para uma vida mais saudavel, aumento na longevidade e prevencao de doencas,
sendo assim, de grande interesse sua utilizacdo pela populacdo idosa
(SGARBIERI, 2004).

TABELA 1.1. Composicao protéica do WPC e do WPI comerciais (%).

Proteinas WPC? WPI°
Imunoglobulinas 3,8-154 59-75
Albumina do soro bovino 5,8-19,6 7,2-10,9
B-lactoglobulina 40,4 -76,9 67,6 — 74,8
o-lactalbumina 14,5-24.8 8,3—-17,5

“N=8; °N=3

Adaptado de MORR e FOEGEDING (1990).
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Propriedades fisioldgicas das proteinas do soro de leite bovino

Atividade anticancerigena

As teorias para explicar a origem do cancer levam em consideragao fatores
multifatoriais incluindo fatores genéticos e ambientais, dentre o0s quais a
alimentacdo desempenha papel preponderante (SGARBIERI, 1999).
Adicionalmente, sugeriu-se que exista forte correlagdo entre 0s mecanismos
associados ao envelhecimento e ao aparecimento do cancer, uma vez que a
incidéncia de céncer em seres humanos e em animais aumenta,
consideravelmente, com a idade. Além disso, as teorias do envelhecimento
baseiam-se na existéncia de um acumulo de lesdes, assim como a teoria dos
radicais livres e outras que explicam a origem de certos tumores. Outros atribuem
0 aumento na incidéncia de céncer associado a idade ao maior tempo de
exposicao aos agentes promotores da doenga ao longo do tempo (RICHIE, 1992;
BOUNOUS, 1997).

BOUNOUS (2000) discute o papel do concentrado de proteinas do soro de
leite bovino (WPC) no tratamento de cancer através do seu potencial antitumoral.
Conforme esse autor, os aminoacidos precursores da glutationa (seu estimulo é o
mecanismo primario na modulacao do sistema imune) disponiveis no soro de leite
podem em 1°lugar aumentar a concentracao de glutationa em tecidos relevantes,

em 2° estimular o sistema imune e em 3° desintoxicar carcin6genos potenciais.

Um estudo, utilizando um sistema modelo com ratos, investigou a
capacidade de vérias fontes protéicas dietéticas comuns (proteinas do soro de
leite bovino, caseina, carne e soja) no retardamento ou inibicdo do
desenvolvimento de cancer de célon. Os animais receberam injecdes subcutaneas
do carcinégeno dimetilhidrazina. Os resultados demonstraram que as proteinas do
soro de leite bovino retardaram significativamente o desenvolvimento de cancer de

cblon quando comparadas com as demais proteinas testadas. Somente 30% dos
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animais desse grupo desenvolveram tumores, comparado com 55% nos animais
que receberam dieta com proteinas da carne e 60% nos que receberam proteina
de soja (REGESTER et al., 1996). J&4 DIAS (2004) comprovou a capacidade do
WPC em inibir o desenvolvimento de cancer de célon induzido por azoximetano,

em ratos.

Outro estudo in vitro demonstrou que o isolado de proteinas do soro de leite
bovino (WPI), quando comparado com a caseina, aumentou a sintese de
glutationa e protegeu as células da préstata em humanos contra oxidantes que
induzem a morte celular (MARSHALL, 2004). Esse mesmo autor descreve outro
trabalho em que a albumina do soro bovino inibiu o crescimento de células

cancerigenas de mama humana in vitro.

Aspectos imuno estimulatérios

De acordo BRINK (1996), as proteinas do soro de leite sdo capazes de
elevar os niveis de glutationa celular, sendo a glutationa um tripeptidio composto
por cisteina, acido glutamico e glicina, atuando como um potente agente

antioxidante e desintoxicante.

Essas proteinas parecem proteger o0 organismo através de dois
mecanismos gerais principais: 1) modulagdo da resposta imunitaria,
aparentemente através do aumento da concentracao de glutationa nos tecidos; 2)
promover a metilagdo do DNA através do metabolismo do dipeptidio cisteina-
metionina (MCINTOSH et al., 1998).

Estudos realizados por SGARBIERI et al. (2000) e DIAS (2004)

demonstraram a propriedade do WPC e seus hidrolisados enzimaticos de

estimularem a sintese de glutationa em varios érgaos de ratos e camundongos,
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bem como, estimularem a producao de anticorpos (IgM) em camundongos apés

desafio com hemacias de carneiro (SRBC).

Pesquisadores avaliaram os efeitos de diferentes fontes protéicas dietéticas
(caseina, proteinas da soja e isolado protéico do soro de leite-WPI) na modulagao
do colesterol oxidado, observando as mudancas no metabolismo dos lipidios e na
funcdo imune em ratos jovens (4 semanas) e ratos adultos (8 meses). Os autores
concluiram que o WPI pode amenizar altera¢gées na fungcdo imune ocasionados
pela oxidacao do colesterol em ambas as idades estudas (MINEHIRA et al., 2000).

As proteinas do soro do leite em sua forma de concentrado (WPC) ou de
hidrolisado demonstraram possuir um maior efeito estimulatério do sistema imune
que a caseina. Uma alta correlagéo foi verificada entre a resposta de estimulo do
sistema imune de células do baco e o conteudo de glutationa no tecido hepéatico.
O WPC apresenta uma série de propriedades fisioldégicas relacionadas ao
estimulo do sistema imune, as quais podem ser benéficas para pessoas com
sindromes de deficiéncia imune, doengas infecciosas, doengas neuro-
degenerativas e em idade avancada (SGARBIERI et al., 2000).

A diminuicao dos niveis de glutationa esta associada com a diminuicao da
resposta imune. A glutationa intracelular esta diretamente relacionada a habilidade
dos linfécitos em responder a estimulos imunogénicos em animais. A resposta
imune humoral, envolvida na producdo de anticorpos, requer rapida sintese de
proteinas que, por sua vez, requer uma adequada ingestdo dietética de
aminoacidos essenciais encontrados em proteinas como as do soro de leite
(BOUNOUS; GOLD, 1991).
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Saude cardiovascular

Um crescente conjunto de evidéncias cientificas revelam que as proteinas
do soro do leite bovino contém varios componentes bioativos que podem ter
efeitos positivos para a saude cardiovascular. Certos peptideos bioativos podem
proteger contra a hipertensdo através da inibicdo da enzima conversora de
angiotensina (ACE) e de peptidios com atividade opidide. Os peptidios bioativos
do soro do leite bovino também podem estar envolvidos na inibicdo da agregacao
plaquetaria e na diminui¢cdo dos niveis de colesterol. Outros componentes do soro
de leite como calcio, magnésio, zinco, vitaminas do complexo B e certas fragdes
de lipidios podem ajudar na reducao do risco de doencas cardiacas (GERDES e
HARPER, 2003).

Varios estudos realizados com ratos hipertensos demonstraram que as
proteinas do leite podem reduzir significativamente a pressdo sangiinea. Por
outro lado, um numero limitado de estudos em humanos tem associado o0s
peptideos derivados das proteinas do soro do leite bovino com efeitos
hipotensores (diminuicdo da pressao sistélica e diastdlica) com significancia
estatistica (FITZGERALD, MURRAY e WALSH, 2004).

Pesquisas tém encontrado que a ingestdo de leite e seus derivados
diminuem a pressao arterial e reduzem o risco de hipertensdo. Um estudo, em
particular, foi realizado com um grupo de 20 homens adultos saudaveis para
investigar o efeito da suplementagdo de leite fermentado (Lactobacillus casei e
Streptococcus thermophilus) com adicdo de WPC, nas taxas de lipidios e na
pressao arterial. Depois de 8 semanas, o grupo que recebeu diariamente 200 mL
de leite fermentado com uma adigao de WPC teve aumento significativo dos niveis
de HDL e diminuicdo dos triglicerideos e da pressao sanguinea sistélica, o que

nao foi verificado no grupo placebo KAWAS et al. (2000).
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Os efeitos das proteinas do soro de leite e da caseina nos niveis séricos e
hepaticos de lipidios em ratos foram estudados por NAGAOKA, KANAMARU e
KUZUIA (1991) e por JACOBUCCI et al. (2001). Os autores verificaram que as
proteinas do soro apresentaram efeito hipocolesterolémico, comparadas a
caseina. Essa maior reducao nos niveis de colesterol promovida pelas proteinas

do soro de leite, foi atribuida, principalmente, a diminuicao do LDL-colesterol.

BARTFAY et al. (2003) realizaram um trabalho com camundongos e
constataram que o grupo de animais que recebeu ferro com suplementacdo de
proteinas do soro de leite teve significativamente maiores niveis cardiacos de
atividade de glutationa peroxidase e glutationa em comparacdo ao grupo de
camundongos que foi tratado apenas com ferro. Os autores ressaltam que
pesquisas adicionais sdo necessarias para verificar os exatos mecanismos através

dos quais as proteinas do soro de leite protegem o coragao.

Ajuda na sarcopenia

A sarcopenia é definida na literatura como a redugao involuntaria da massa
muscular esquelética e da forca muscular, bem como, da queda de resisténcia que
ocorre com o envelhecimento, sendo considerada uma das maiores causas da
incapacidade, fragilidade e perda da independéncia dos idosos (DORRENS e
RENNIE, 2003; LAURETANI et al., 2003; NICOLAS et al., 2001; ROLLAND et al.,
2003). Adicionalmente, a sarcopenia também pode aumentar o risco de quedas
nessa populacao (NICOLAS et al., 2001).

Pessoas entre 70-80 anos de ambos 0s sexos experimentam um

decréscimo de 20-40% na forga muscular. J&4 para os individuos de 90 anos ou

mais esse decréscimo na forga pode chegar a 50% ou mais (DOHERTY, 2003).
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Em um experimento com 833 idosos do sexo masculino e feminino
realizado no Novo Meéxico, uma prevaléncia de sarcopenia de 13-24% foi
verificada em pessoas com menos de 70 anos de idade e de 43-60% naquelas
pessoas acima de 80 anos (BAUMGARTNER et al., 1998).

A etiologia da sarcopenia € composta por muitos fatores, dentre os quais
um declinio na sintese protéica, inadequada nutricdo (diminuicdo na ingestao de
proteinas e no total caldrico), inatividade fisica, alteracbes hormonais e
mediadores inflamatérios (DOHERTY, 2003; DORRENS e RENNIE, 2003).

MILLWARD et al. (1997) compararam a utilizagdo protéica pés-prandial em
individuos jovens e idosos e verificaram que nao houve diferenca no efeito geral
na utilizagéo de proteinas relacionado com a idade. No entanto, estudos recentes
com idosos sugerem que as proteinas do soro de leite bovino estimulam a sintese
protéica pos-prandial e limitam a perda de proteinas corporais de forma mais
efetiva que a caseina (DANGIN et al., 2002).

Em outro estudo foram avaliadas duas diferentes fontes protéicas
(proteinas do soro de leite e caseina) em relacdo a sua velocidade de digestao e
consequiente sintese de proteinas em homens idosos e jovens. Os autores
concluiram que durante o processo de envelhecimento, o ganho protéico foi maior
com as proteinas do soro de leite (rdpida digestdo) do que com a caseina (lenta
digestdo) e sugerem que as proteinas do soro seriam mais benéficas que as
caseinas para limitar a perda protéica durante o envelhecimento (DANGIN et al.,
2003).

Os efeitos positivos da atividade fisica e da proteina dietética sobre a
sarcopenia sao acumulativos. Os aminodcidos essenciais parecem ser o
determinante primario do efeito estimulatério da proteina dietética sobre a sintese
protéica muscular em idosos (VOLPI et al., 2003). WOLFE (2002) relata que a

ingestdo de aminoacidos ndo essenciais ndo € necessaria para estimular essa
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sintese. De acordo com KREIDER (2004) depois da atividade fisica, a ingestao de
3-6 gramas de aminoacidos essenciais ou 10-20 gramas de proteina do soro de

leite bovino podem melhorar a sintese protéica em individuos jovens e idosos.

Saude 6ssea

Com o avancar da idade ocorrem perdas na massa 6ssea dos individuos.
Os fatores que favorecem essa alteracdo sao: diminuicdo da ingestdo e da
absorcdo intestinal de calcio (CURIATI e ALENCAR, 1994; PALLAS, 2004; PICO,
1989; RUSSELL, 2000), diminuicdo da ingestdao e da sintese de vitamina D
(CURIATI e ALENCAR, 1994; PALLAS, 2004; PICO, 1989) devido o decréscimo
no numero de receptores da vitamina D na mucosa intestinal e da menor
exposicdo dos idosos a luz solar (RUSSELL, 2000), desnutricao protéico-
energeética, diminuicdo da atividade fisica e déficit de estrogenos na menopausa
(PICO, 1989).

BELL e WHITING (2002) verificaram que o aumento na ingestao de
proteinas reduziu a perda mineral dos 0ssos € o risco de fraturas em mulheres
idosas. Embora a alta ingestdo protéica leve a uma maior excrecao urinaria de
calcio, estudos realizados com adultos saudaveis indicaram que o aumento na
ingestao de proteinas de 0,7 a 2,1g/Kg foi acompanhado por um significativo
aumento na absorcdo intestinal desse mineral (KERSTETTER, OBRIEN e
INSOGNA, 2003).

O leite tem sido proposto como um alimento nutricional que ajuda na
prevencdo de osteoporose devido seu conteudo de calcio biodisponivel
(MARSHALL, 2004). Lembrando-se que o calcio é freqientemente recomendado
para ajudar na manutencdo da massa 6ssea e que as proteinas do soro de leite
bovino suprem em torno de 500-800 mg de calcio por 100 g de proteina
(KREIDER, 2004).
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Em estudos inicialmente in vitro e depois com animais verificaram-se que as
proteinas basicas do leite (lactoferrina, lactoperoxidase e outras em menor
concentracao), componentes das proteinas do soro de leite possuem capacidade
de estimular a proliferacao e a diferenciacao de células osteoblasticas, bem como
reprimir a reabsorgao éssea (TOBA, TAKADA, YAMAMURA et al., 2000).

Longevidade

Um estudo verificou a influéncia de diferentes concentracdes (10, 20 e 30%)
de proteina do soro e do uso de dietas comerciais na longevidade em hamsters
adultos e filhotes. Os animais alimentados com proteina do soro viveram
significativamente mais tempo do que os animais que receberam dieta comercial.
Os animais do grupo que recebeu dieta comercial chegaram a 88 semanas de
idade, por outro lado aqueles que receberam proteinas do soro viveram 140
semanas, representando aumento na longevidade de 60%. Enquanto nenhum
animal em dieta comercial chegou a dois anos de vida, os animais alimentados
com a proteina do soro chegaram a viver quase trés anos, superando a
expectativa de vida de hamsters e sugerindo um efeito positivo contra o
envelhecimento (BIRT; BAKER; HRUZA, 1982).

3.1.2. Hidrolisado de colageno bovino

Outro ingrediente alimentar empregado na formulagédo de varios alimentos é
a gelatina e os seus derivados. De acordo com ADLER-NISSEN (1985), o uso da
gelatina na industria de alimentos como agente clarificante, estabilizante e como
revestimento é realizado ha muito tempo, principalmente em sobremesas, doces,

produtos panificados, sorvetes e produtos lacteos.
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Atualmente, a elucidacdo das propriedades funcionais do colageno
hidrolisado em varios modelos alimentares e a busca por novas funcionalidades
através de modificacdes fisicas, quimicas e biolégicas possibilitam sua ampla
utilizagdo como fonte protéica. Sua molécula conter 18 aminoéacidos, destacando-
se a glicina, alanina, prolina e hidroxiprolina, porém o aminoacido essencial
triptofano esta completamente ausente no colageno hidrolisado, fazendo com que
0 Mesmo nao possa suprir 0 requerimento completo de aminoacidos essenciais
para a sintese de proteinas teciduais. Entretanto, o colageno hidrolisado possui
algumas funcdes bioldgicas benéficas, o que justifica seu uso em alimentos,
segundo DJAGNY et al. (2001).

O valor nutricional da gelatina, bem como, do coldgeno hidrolisado sé é
estabelecido quando consumido em combinagdo com outra proteina ou misturas
de proteinas, usados com a finalidade de suplemento protéico, aumentando seu

valor nutritivo.

Conforme DJAGNY et al. (2001), a gelatina € uma proteina sollvel em agua
de alto interesse econdmico e valor biologico, possuindo a capacidade de formar
géis transparentes sob condi¢des especificas. Geralmente obtida por aguecimento
em pH alcalino ou acido e pela hidrélise parcial do colageno, apresenta estrutura
variavel com diferentes propriedades fisicas e quimicas devido as diferentes
fontes de colageno e técnicas de preparagdo. Segundo GIESE (1994) dois tipos
de gelatina sdo produzidos, denominados tipo A e tipo B, o primeiro é produzido
por processamento acido do material bruto de colageno, possuindo ponto
isoelétrico entre pH 7 e 9, ja 0 segundo, é processado por tratamento alcalino,
possuindo ponto isoelétrico entre pH 4,8 e 5,2.

Sua composicao é de 85-90% de proteina, aproximadamente 2% de sais

minerais e agua. Ja a forma hidrolisada (colageno hidrolisado) contém em torno de
95% de proteina pura (KRANS e SCHWARZ, 2001).

38



Capitulo 1

A introducao de hidrolisados protéicos em alimentos iniciou ha muito tempo,
obtendo-se o primeiro hidrolisado enzimatico protéico produzido comercialmente
em 1914, porém em uma aplicagdo nao relacionada com alimentos. As proteinas
utilizadas mais comumente em produtos contém hidrolisados de caseina, proteina
do soro de leite e proteina de soja. Outras fontes tém sido usadas, incluindo
gelatina, arroz, batata, peixe e albumina do ovo (LAHL e BRAUN, 1994). Somente
com COOPERMAN e JOHNSON apud Djagny et al. (2001) em 1973, € que
hidrolisados de gelatina foram produzidos para utilizagcdo em shampoo e cuidados
com os cabelos. Entretanto, quando seu perfil nutricional foi plenamente
entendido, os hidrolisados de gelatina passaram a ser usados na area de
alimentos. Por outro lado, os hidrolisados produzidos a partir de caseina ou de
proteinas do soro tém sido obtidos ha varias décadas devido ao seu notavel valor
nutricional, composicao de aminoacidos, disponibilidade em larga quantidade e
custo moderado (CLEMENTE, 2000).

Reconhecido por conter varios aminoacidos essenciais, o hidrolisado
enzimatico de gelatina foi inicialmente combinado com hidrolisado de caseina,
com o objetivo de produzir uma bebida nutricionalmente adequada, sendo
posteriormente utilizado em dietas de emagrecimento. Também foi demonstrado
por DJAGNY et al. (2001), que esses hidrolisados contém quantidades
consideraveis de alguns aminoacidos, mostrando grande potencial para aplicacao
como ingredientes alimentares. DJAGNY et al. (2001) relataram que fragbes de
gelatina contém tirosina, histidina, metionina e ainda boa concentragéo de ferro e
célcio. Desta forma, o hidrolisado de gelatina altamente purificado é administrado
com alguns produtos para compensar a deficiéncia durante o crescimento infantil e
do adolescente, na gravidez e na lactacdo ou no tratamento da deficiéncia de
calcio associada com osteoporose em idosos.
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Propriedades fisioldgicas do hidrolisado de colageno

A ingestao de gelatina, principalmente em sua forma hidrolisada, produz
como efeitos benéficos ao organismo o fortalecimento e estimulo do crescimento
de unhas, cabelos e pele, tornando-os mais saudaveis (BRODIE, 1984;
MORGANTI, 1990), bem como, o fortalecimento da estrutura éssea contribuindo
para o tratamento da artrose e da osteoporose, conforme KRANS e SCHWARS
(2001); MOSKOWITZ (2000); DJAGNY et al. (2001), entre outros beneficios.

Digestibilidade

A gelatina e sua forma hidrolisada apresentam excelente digestibilidade. Ao
contrario do que se pensava, que a gelatina e seus derivados eram
completamente digeridos pelo trato gastrointestinal antes da absor¢ao, hoje sabe-
se que 0os mesmos passam pela parede intestinal antes de serem totalmente
hidrolisados, sendo incorporados e armazenados pela cartilagem (KRANS e
SCHWARZ, 2001). Essa propriedade aumenta muito a biossintese e a
restauracdo do colageno e dos proteoglicanos no tecido conjuntivo da matriz

extracelular.

Saude dos cabelos, pele e unhas

Foi comprovado que o consumo de gelatina e do coldgeno hidrolisado
regularmente aumentam o didmetro do fio de cabelo e também a sua
densidade, colaborando para que a pele se torne mais lisa e elastica
contribuindo, também para que unhas frageis figuem mais resistentes e até
mesmo ajudam a amenizar algumas doencgas, como eczema de unha (BRODIE,
1984; MORGANTI, 1990; KRANS e SCHWARZ, 2001).
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Protecao e elemento estrutural para ossos e articulacoes

Foram realizados diversos estudos na Alemanha para investigar o efeito do
colageno hidrolisado em diversos grupos de pacientes, como atletas, idosos com
problemas nas articulagcbes e pacientes que freqlentavam consultérios de
medicina esportiva. Os pacientes receberam 10g de colageno hidrolisado por dia
ou um preparado placebo, por um periodo de seis meses. Foi concluido que os
pacientes tratados com colageno hidrolisado sentiram bem menos dor e
experimentaram uma melhora da mobilidade das articulacbes (KRANS e
SCHWARZ, 2001).

Um estudo com quase 400 pacientes com artrose de joelho de 20 hospitais
nos EUA, no Reino Unido e na Alemanha foi realizado da seguinte forma: metade
dos pacientes foi tratada com colageno hidrolisado e a outra metade com placebo,
durante um periodo de seis meses. Na Alemanha, 93% dos pacientes concluiram
o tratamento. Apds apenas dois meses de tratamento, os pacientes do grupo do
colageno hidrolisado sentiram, consideravelmente, menos dor e demonstraram
melhora da mobilidade (MOSKOWITZ, 2000).

Durante trés anos, 92 mulheres participaram de uma pesquisa, na qual
metade recebeu um preparado de célcio e a outra metade colageno hidrolisado. O
grupo do colageno nao recebeu outros medicamentos. Os resultados foram
considerados inesperados pelo autor: a concentragao das substancias indicadoras
da degradacao do colageno e dos ossos foi mais baixa no grupo que recebeu
colageno hidrolisado. Isso quer dizer que 0 mesmo atua mais efetivamente contra
a degradacao da cartilagem éssea do que o calcio. Outra questao surpreendente
foi o fato de que o colageno hidrolisado reduziu em muito o indice de fraturas
Osseas (KRANS e SCHWARZ, 2001).
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Através dos resultados desses estudos pode-se concluir que o colageno
hidrolisado € uma substancia excelente para o tratamento de artrose e de
osteoporose (KRANS e SCHWARZ, 2001).

Antitumoral

Um trabalho recente realizado por ITO et al. (2002) demonstrou que certas
preparacdes de colageno apresentaram efeito antitumoral “in vitro”, inibindo o
crescimento e a proliferagao de células cancerigenas (apoptose).

3.2. Prebiodticos

Conforme sua classificacao, os frutooligossacarideos (FOS) e a inulina séo
considerados:
l) alimentos funcionais, uma vez que, produzem efeitos metabdlicos e fisiologicos
importantes para o organismo, quando ingeridos regularmente na dieta usual (LIU,
2003; ARABBI, 2001).
Il) alimentos prebiodticos, por nao sofrerem hidrolise ou absor¢cao no intestino
delgado; atingindo o coélon, sao metabolizados promovendo uma microbiota
bacteriana saudavel (GIBSON e ROBERFROID, 1995; ROBERFROID, VAN LOO
e GIBSON,1998).
lI) fibras alimentares soluveis (BORGES, 1997).

A inulina e os frutooligossacarideos ou oligofrutose sao ingredientes,
presentes, naturamente, em determinados alimentos. S&o oligossacarideos
resistentes, ou seja, carboidratos complexos de configuragdo molecular que os
torna resistentes a acao hidrolitica da enzima salivar e intestinal e, assim, atingem

0 colon, onde sao degradados por bactérias intestinais, principalmente as
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bifidobactérias, podendo exercer efeitos benéficos no hospedeiro (BORGES,
1997; TOMOMATSU, 1994).

A inulina é obtida através de extracdo da raiz da chicoéria ou produzida
industrialmente a partir da sacarose e pode ser hidrolisada, dando origem aos
FOS. Estes por sua vez, além de serem originados pela hidrélise enzimatica
(inulinase) parcial da propria inulina (KRUGER et al., 2003), podem ser obtidos
industrialmente, sendo sintetizados a partir da sacarose, por acado da
frutosiltransferase ou B-frutofuranosidase (BORGES, 2000).

O uso dos FOS na saude e nutricao se da em diversas areas. Experimentos
tém ressaltado seu uso como um agente bifidogénico, estimulador do sistema
imunoldgico, reguladores do trato gastrointestinal, melhorador do metabolismo
lipidico, redutor da incidéncia de cancer de coélon, redutor da sintese de
triglicerideos, dentre outros (KAUR e GUPTA, 2002).

Como agentes bifidogénicos, os FOS sao facilmente fermentados pelas
bactérias intestinais encontradas no co6lon, aumentando o niumero e a atividade
destas, principalmente das bifidobactérias. Este processo é altamente seletivo
para oligofrutoses com ligagbes osidicas B 1-2 (ROBERFROID, GIBSON e
DELZENNE, 1993).

As reacOes ocorridas durante a fermentacado sao de tal intensidade que o
valor do pH é reduzido facilmente a partir de 7,0-7,5 para 6,0-6,5, estando esse
fator associado a melhora na absorcao de ions positivos e, a temperatura pode
aumentar em até 0,7°C (MARQUEZ, 1999).

Estudos laboratoriais demonstraram que a absorcdo de minerais como
célcio, magnésio e fosforo aumenta apds a ingestdo de FOS, e que ocorre
reducdo significativa de processos inflamatérios decorrentes da deficiéncia de
magnésio (PASSOS e PARK, 2003).
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TAGUCHI et al. (1995) demonstraram que uma pequena adicdo de
frutooligossacarideos (cerca de 2,5 a 5%) na dieta de ratas ovarectomizadas, que
sdao um modelo bem aceito de mulheres na fase pds-menopausa, impediram a
perda éssea. SCHOLZ-AHRENS e SCHREZENMEIR (2002), acrescentam que
comparado a inulina, a oligofrutose estimula a absorcao de calcio de uma forma
sensivelmente mais efetiva. KRUGER et al. (2003) mostraram ainda que os FOS
com diferentes graus de polimerizacdo tem diferentes efeitos na absorcdo e

retencdo de calcio, na densidade 0ssea e na excreg¢ao de colageno.

Em outro estudo realizado com ratas ovarectomizadas, avaliou-se a
biopoténcia dos FOS, bem como, da terapia de reposicao hormonal (TRH) no
metabolismo do calcio desses animais. Verificou-se que a administracdo conjunta
de FOS e da TRH foi mais eficaz na deposi¢cao de calcio e na recuperagao da
estrutura 6ssea das ratas castradas quando comparados aos mesmos tratamentos
administrados isoladamente (NETTO, 2005).

Os FOS e a inulina também apresentam um papel importante na prevencao
da diarréia e da constipacao conforme a literatura. De acordo com BORGES
(2000), estudos demonstraram que a administragcdo de 8g/dia de FOS a idosos,
com fezes liquefeitas, por um periodo de 8 dias, melhorou a consisténcia das
fezes e reduziu a freqiéncia e o niumero de evacuagdes em todos os individuos.
Por outro lado, a administragdo de 3 a 10g/dia de FOS em pacientes constipados
promoveu melhora significativa da evacuagdo em todos os pacientes
(TOMOMATSU, 1994).

Outros autores administraram inulina em idosos constipados, o que resultou
em efeito laxativo, com alivio significativo da constipacdo em todos os sujeitos e

aumento da contagem de bifidobactérias (TAPER e ROBERFROID, 1999).

Em ensaios com ratos, nos quais administrou-se na dieta 10% de inulina ou

FOS, verificou-se uma redugéo na sintese hepética de trigliceridios, lipoproteina
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de muito baixa densidade (VLDL), fosfolipidios e colesterol sérico (DELZENNE,
1999).

A inclusdao de frutooligossacarideos e inulina na dieta acarreta diversos
beneficios a saude, no entanto a sua maior contribuicao diz respeito a melhoria na
composicao da microbiota intestinal e o aumento do nimero de bifidobactérias

colbnicas.

3.3. Vitaminas e Minerais

No envelhecimento ocorrem numerosas causas que favorecem o
aparecimento de déficits vitaminicos e minerais, segundo (NOVARTIS, 1998):
- Insuficiente aporte energético e dietas excessivamente restritas em lipidios;
- Baixa ingestao de frutas e verduras;
- Diminuicao do apetite;
- Ma preparacgao e conservagao dos alimentos;
- Excessivo uso de laxantes;
- Polifarmacia;

- Patologias agudas e/ou cronica.

No estudo SENECA (Survey in Europe on Nutriton and the Elderly, a
Concerted Action) realizado com individuos entre 74 a 79 anos de idade, os
autores encontraram uma ingestdo inadequada de um ou mais nutrientes em
23,9% dos homens idosos e 46,8% das mulheres idosas, evidenciando que o ferro
e a riboflavina foram os nutrientes que estavam mais inadequados na ingestao
dessas pessoas (GROOT et al., 1999).

As vitaminas que possuem dificil ajuste na populacdo geriatrica conforme
PALLAS (2002) sao:
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- Vitamina D: a menor capacidade de sintese nos idosos € a escassa exposicao
solar faz com que os niveis de vitamina D e, conseqlentemente, de calcio sejam
insuficientes para a conservacao dos 0ssos € em muitos casos se faca necessario

a suplementacao dessa vitamina.

- Vitaminas antioxidantes: as vitaminas E e C devem estar presente na dieta de
idosos, devido seu efeito antioxidante benéfico e por preservar de forma especial o
bom funcionamento do sistema imune.

- Acido félico, vitamina Bg e Bi», quando em déficit, estdo relacionados com niveis
anormais de homocisteina no sangue, que induz o aparecimento de doenca

coronariana, doencga cerebrovascular e deméncia.

Conforme PALLAS (2002), existem alguns minerais que por possuirem um
papel critico na idade geriatrica, devem ser tratados de maneira particular:
- Calcio: com a idade sua absorcao diminui em virtude da diminuicao da secregao
acida gastrica e dos niveis mais baixos de vitamina D. Adicionalmente, a redugao
na atividade fisica e a menopausa favorecem a perda de massa 6ssea. Como
existe uma alta prevaléncia de osteoporose em idosos, se a dieta ndo consegue

suprir as recomendacoes, aconselha-se a suplementacao desse mineral.

- Ferro: a populacao geriatrica ndo € um grupo de risco para o desenvolvimento de
ferropenia, no entanto, existem varios fatores que predispdem a sua caréncia,

como por exemplo, doencgas inflamatérias, digestivas, entre outras.

- Zinco: nutriente antioxidante de dificil ajuste, principalmente quando a ingestao
energética é baixa. Sua caréncia esta associada a diminuicao da funcao imune, da
cicatrizacao de feridas da percepcao gustativa, assim como da inapeténcia ou

anorexia e a degeneragcao macular.
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- Selénio: nutriente antioxidante que previne a formacao de radicais livres, pode
estar diminuido em idosos por uma reducdo na ingestdo de alimentos protéicos

como a carne.

- Magnésio: esta relacionado com a prevencdo de eventos cardiovasculares,
presenca de diabetes e aparecimento de osteoporose, pode ocorrer déficit devido

algumas enfermidades e medicamentos como diuréticos.

- Cromo: co-fator da funcao insulinica, imprescindivel no metabolismo da glicose e

dos lipidios, cujo aporte pode ser insuficiente na dieta dos idosos.

WARNER e KIM (1994) relatam que a ingestdo de certos micronutrientes
essenciais pode minimizar os efeitos do envelhecimento. Dentre eles, destacam-

se:

- Vitamina C: reduz a incidéncia de resfriados, € antioxidante para o stress

oxidativo;

- Vitamina E: reduz no sangue a peroxidagao lipidica, reducdo da catarata, da
osteoartrite associada com dor e reducao do cancer oral, esta relacionada com a
manutencdo da imunidade na velhice, aumento da produgédo da interleucina-2,
além de ser um antioxidante potencial importante na manutencdo da funcgao

celular;

- Ferro: pode ser um fator critico na isquemia do coracdo, mas nao na
degeneracao devido ao stress oxidativo das proteinas, por ser o ferro componente

da hemoglobina, citocromos, transferrina e ferritina.

DAWSON et al. (1999), em estudos com ratos, verificaram que se as

relagdes observadas no modelo animal podem ser aplicadas a humanos, estes
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dados sugeririam que idosos que consomem habitualmente dietas com baixo teor

de vitamina A poderiam ter um risco aumentado de infeccdo ou neoplasias.

Uma pesquisa realizada com 88 individuos com idade superior a 65 anos,
nao institucionalizados, investigou a suplementacdo com 60, 200 e 800mg de
vitamina E por 235 dias. Os resultados indicaram que as maiores dosagens dessa
vitamina aumentaram clinicamente a funcdo das células T-mediadas em idosos
saudaveis (MEYDANI; MEYDANI e BLUMBERG, 1997).

LESOURD (1997) verificou que altas doses farmacoldgicas de um unico
micronutriente, como o zinco ou a vitamina E, podem ser utilizadas para melhorar
a resposta imunolégica de idosos nao institucionalizados, reduzindo os riscos de

infeccao.

Em relagdo ao acido ascérbico, RUSSEL (1992) apresentou pesquisas que
sustentam um consumo diario dessa vitamina de 140mg/dia; essa quantidade
alcancaria niveis satisfatorios de saturacado dos tecidos organicos, garantindo seu
efeito antioxidante.

Estudos americanos indicaram a existéncia de correlagdo entre elevadas
concentracoes de homocisteina como fator de risco para doengas
cardiovasculares quando associadas ao envelhecimento orgénico. Esta verificagao
é enfatizada pelos autores, uma vez que deficiéncias subclinicas para as
vitaminas B, Bio e acido félico podem ocorrer ndo sé pelo processo de
envelhecimento, mas também por problemas renais caracteristicos da idade ou
por patologias (MOUSTAPHA, ROBINSON e HIGH, 1998).

Adequar e prevenir inadequacoes dietéticas de vitaminas e minerais é uma
pratica fundamental, a fim de oferecer a populagéao idosa orientagcdes nutricionais
capazes de auxiliar na integridade da saude durante o processo de

envelhecimento e alcangar uma melhor qualidade de vida na idade avangada.
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CAPITULO 2

CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA E NUTRICIONAL DE
ISOLADO PROTEICO DE SORO DE LEITE E HIDROLISADO DE
COLAGENO BOVINO

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi adequar a proporcao entre o isolado protéico do
soro de leite (WPI) e o hidrolisado de colageno bovino (HCB) e avaliar algumas de
suas propriedades fisicas, composicdo, perfil de aminoacidos e propriedade
nutricional. Observou-se que o componente de maior concentracao foi a proteina
para as duas amostras (em torno de 92%,). A solubilidade do WPI foi maior em pH
8 € 0,05 e 0,1M de NaCl (99,3+0,1 e 99,7+0,9 respectivamente). J& para o HCB a
maior solubilidade ocorreu em solugéao 0,15M de NaCl, em todos os valores de pH
testados. Obteve-se elevada solubilidade da mistura 60% WPI: 40%HCB a 2,5; 5 e
10% de concentragédo. O perfil de aminoacidos essenciais (AAE) do WPI atende
as recomendacgdes da FAO/WHO, no entanto o HCB apresenta deficiéncia em
varios AAE, particularmente em triptofano e AA sulfurados. Em relagao ao ganho
de peso, os animais que receberam 80% WPI: 20%HCB como unica fonte de
proteina foram os Unicos que nao diferiram estatisticamente (p >0,05) do padréao
de caseina AIN-93G. Ja a mistura 60% WPI: 40%HCB apresentou resultados
superiores aos demais tratamentos quanto ao NPR (quociente de eficiéncia liquida
da proteina) e PERop (quociente de eficiéncia protéica operacional), porém néo
diferiu estatisticamente da caseina, WPl e da mistura 80% WPI: 20%HCB. A
maior digestibilidade (p < 0,05) foi para HCB, HCS e 60% WPI: 40% HCB. Os
valores de PDCAAS (escore quimico corrigido pela digestibilidade verdadeira)
foram inferiores ao do padrdao para todas as misturas protéicas usadas. O BN
(balanco de nitrogénio) foi positivo para todos os tratamentos. Caseina, 60%WPI:

69



Capitulo 2

40%HCB e WPI apresentaram elevado VB, (valor biolégico aparente) e NPU
(utilizacdo liquida da proteina). Em fungcédo dos resultados obtidos, optou-se pela
mistura 60% WPI: 40% HCB como componente protéico na formulacao do produto
dietético para idosos.
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1. INTRODUCAO

O leite constitui uma das principais fontes de proteinas na alimentacado de
animais jovens e de humanos de todas as idades. Pode ser considerado o
alimento mais completo da natureza e o Unico que satisfaz as necessidades dos
recém-nascidos, de cada espécie, nos primeiros meses de vida (SGARBIERI,
1996).

De acordo com EIGEL et al. (1984), as proteinas do soro sdo universalmente
definidas como as proteinas que permanecem na fracao liquida do leite ap6s a
coagulacao da caseina em pH 4,6 a 20 °C e, conforme FOEGEDING et al. (2002)
o soro fluido remanescente contém aproximadamente 0,6% de proteina e 93% de

agua.

Estudos demonstram que o WPI, cuja concentragdo protéica é igual ou
superior a 90%, apresenta como propriedades tecnoldgicas e nutricionais um
excelente conteudo de aminoacidos essenciais, facil digestibilidade, boa
solubilidade, capacidade emulsificante, geleificante e de retencdo de &agua,
adequada viscosidade e adesividade, além da habilidade de formacédo de espuma
(HUFFMAN, 1996).

Cabe ressaltar, que as proteinas do soro de leite apresentam além de suas
propriedades tecnoldgicas e nutricionais, importantes propriedades funcionais, as
quais podem influenciar o metabolismo e o sistema imunoldgico, proporcionando
ao individuo maior eficiéncia metabdlica, condicoes adequadas para uma vida
mais saudavel, aumento na longevidade e prevencao de doencas. De acordo
BRINK (1996), as proteinas do soro de leite, também, sao capazes de elevar os
niveis de glutationa celular, sendo a glutationa um tripeptidio composto por
cisteina, acido glutamico e glicina, atuando como um potente agente antioxidante,

desintoxicante e modulador imunoldgico.
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Conforme DJAGNY et al. (2001), o hidrolisado de colageno é uma proteina
soluvel em agua de alto interesse econdmico, possuindo a capacidade de formar
géis transparentes sob condigdes especificas. Geralmente apresenta estrutura
variavel com diferentes propriedades fisicas e quimicas, devido as diferentes
fontes de colageno e técnicas de preparacdo. Sua utilizacdo, especialmente na
industria de alimentos, deve-se as suas funcdes fisico-quimicas e tecnolégicas de
dispersao, geleificacdo, adequada solubilidade aquosa, relativa viscosidade e
capacidade de formagcdo de espuma e de filme comestivel. Adicionalmente, a
ingestao de colageno, principalmente em sua forma hidrolisada, produz como
efeitos benéficos ao organismo o fortalecimento e estimulo do crescimento de
unhas, cabelos e pele, tornando-os mais saudaveis (BRODIE, 1984), bem como, o
fortalecimento da estrutura éssea e cartilagens contribuindo para o tratamento da
artrose e da osteoporose, entre outros beneficios conforme KRANS e SCHWARS
(2001); MOSKOWITZ (2000); DUAGNY et al. (2001).

Assim, a associacao de hidrolisado de colageno, proteina deficiente
principalmente em triptofano e cisteina, e proteinas do soro de leite, as quais
possuem aminoacidos essenciais em grande quantidade, possibilita uma melhora
significativa no equilibrio de aminoacidos essenciais, com consideravel vantagem
nutricional. Também, havera vantagem econbémica na associacdo dessas duas
proteinas, uma vez que o colageno é abundante e de baixo custo enquanto que as

proteinas do soro de leite sdo de dificil recuperagao tecnoldgica e de alto custo.

Portanto, o objetivo deste capitulo foi obter uma proporcdo adequada entre o
isolado protéico do soro de leite bovino e o hidrolisado de colageno bovino e
avaliar sua composicao, propriedades fisico-quimicas, perfil de aminoacidos

essenciais e aspecto nutricional (avaliagcado com ratos).
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Matéria-Prima

Utilizaram-se isolado protéico de soro de leite bovino (WPI) - ALACEN 895,
adquirido da empresa NZMP (NEW ZEALAND MILK PRODUCTS), Sao Paulo e
hidrolizado de colageno bovino (HCB), fornecido pela empresa GELITA SOUTH
AMERICA, Cotia, SP.

2.2. Métodos

2.2.1. Caracterizacao fisico-quimica

Composicao centesimal

- Umidade, solidos totais, cinzas e proteina: foram determinados de acordo
com os procedimentos descritos no AOAC (1990). Os solidos totais foram obtidos
pela diferenga entre o peso total da amostra e o contetdo em umidade, secagem
em estufa a 105 °C até peso constante. A proteina bruta foi obtida multiplicando-
se o0 nitrogénio total pelo fator 6,38 para o isolado protéico de soro de leite bovino
e 5,55 para o hidrolisado de colageno bovino. Determinou-se o nitrogénio total da
dieta, fezes e urina dos grupos experimentais.

- Lipidios Totais: foram determinados pelo método descrito por BLIGH e DYER
(1959), empregando-se os solventes cloroférmio, metanol e agua (nas proporcoes
10, 20, e 8 mL, respectivamente) para extracao dos lipidios.

- Carboidratos totais: estimados por diferenca, subtraindo-se de 100% a soma

dos valores obtidos para as determinagdes anteriores.
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Determinacao do grau de hidrélise (GH)

O GH foi definido segundo Adler-Nissen (1986), como o numero de ligacdes
peptidicas clivadas ou numero de grupos amino livres formados durante o
processo de hidrélise, expresso em equivalente de hidrélise. O GH foi calculado

segundo a expressao:

h n® de ligacdes peptidicas clivadas
GH = = x 100
h total n® total de ligacdes peptidicas

Onde:

h = grupamentos aminicos livres liberados na hidrélise e calculados a partir da

curva padrao de L-leucina.

h total = numero de equivalente de ligacoes peptidicas por unidade de massa

protéica, cujo valor é de 11,1 mM/g de proteina, para a gelatina e derivados.

Para a determinacdo do grau de hidrélise (GH) foi utilizado o método
proposto por Adler-Niessen (1979), que consiste na medida espectrofotométrica
do croméforo formado pela reagéo entre o &cido trinitro-benzenosulfénico (TNBS)
e grupos amino sob condi¢cbes alcalinas. Apds 1 hora de incubacao a reagao foi
interrompida por abaixamento do pH (HCI 0,1N). A amostra foi dispersa em
dodecil sulfato de sédio (SDS) e a reagao ocorreu em presenga de tampao fosfato
0,2125M e pH 8,2. Como padréo utilizou-se a L-leucina (0 a 2,0 mM). A leitura foi
efetuada a 340 nm.

O método do TNBS nao pode ser empregado para o acompanhamento da
hidrélise, pois apds a retirada da aliquota para analise, além do tempo requerido
para a pipetagem, o método requeria 1 hora de incubagcdo a 50°C e 30 min. a
temperatura ambiente apdés a reagcdo, para proceder a leitura no

espectrofotémetro.
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Solubilidade (%SP)

A solubilidade protéica (%SP) foi determinada de acordo com o método de
MORR et al. (1985) que consistiu em uma modificacdo do método de
determinagao do indice de nitrogénio soluvel. Foram estudados os efeitos do pH
(faixa de 2 a 8), e da forca ibnica produzida por cloreto de sdédio (NaCl) em
diferentes concentragdes (0,00 - 0,20M) para o WPI e para o HCB. J& para a
mistura selecionada dessas proteinas foi realizada a solubilidade em agua em
diferentes concentracdes (1,25%;2,5%; 5%; 10% ; 15% e 20%).

Suspendeu-se 0,5g de amostra e ajustou-se o pH com NaOH ou HCI 0,1N.
As suspensodes foram agitadas por uma hora com controle do valor de pH, e apés
centrifugacdo das suspensodes, foi determinada a proteina soluvel no
sobrenadante pelo método de Kjeldahl (semi-micro), onde a % proteina = %
nitrogénio x 6,38 para WPI e 5,5 para HCB (AOAC, 1990). A porcentagem de

proteina soluvel foi calculada pela férmula:

concentracdo de proteina no sobrenadante (mg/mL) x 50

% SP =
peso da amostra (mg) x conteudo de proteina da amostra (%)
100

Determinacao de aminoacidos totais

Para identificacdo e quantificacdo dos aminoacidos, as amostras foram
hidrolisadas com HCI 6N em tubos de hidrélise, seladas a vacuo e mantidas a
110°C por 22 horas. Apés a incubacao, o acido cloridrico foi entdo evaporado e
fez-se a recuperacao da amostra em tampao citrato pH 2,2. Uma aliquota de 25uL
foi injetada no analisador (Dionex Dx-300), para separacao dos aminoacidos em
coluna de troca catibnica e reacdo colorimétrica pos-coluna com ninidrina
(SPACKMAN et al.,1958). Solucdo padrdao de aminoacidos Pierce (EUA) foi

utilizada como referéncia. O aminoacido triptofano, que é destruido durante a

75



Capitulo 2

hidrélise acida, foi quantificado segundo SPIES (1967). Esta determinacao foi
realizada pelo Centro de Quimica de Alimentos e Nutricdo Aplicada do Instituto de
Tecnologia de Alimentos — ITAL, Campinas-SP, nas seguintes amostras: WPI,
HCB e na mistura de 60% WPI: 40% HCB.

2.2.2. Avaliacao nutricional em ratos — protocolo experimental

A realizagdo de ensaios biologicos executados com ratos, conforme
descrito por SGARBIERI (1996) para avaliagdo nutricional, teve como objetivo a
obtencdo de uma mistura protéica adequada (elaborada a partir de diferentes
propor¢des de WPI e de HCB), quanto ao perfil de aminodcidos essenciais e sua

influéncia no crescimento e desenvolvimento dos animais.

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Ensaios Bioldgicos do
Departamento de Alimentos e Nutricdo (DEPAN) da Faculdade de Engenharia de
Alimentos (UNICAMP), Campinas-SP. Foram utilizados para o primeiro
experimento 54 ratos e para o segundo 32 ratos, machos da linhagem Wistar
livres de patdgenos especificos (SPF), recém-desmamados, com 21 dias de
idade, provenientes do Centro de Bioterismo (CEMIB) da Universidade Estadual
de Campinas (UNICAMP).

O primeiro ensaio com ratos teve a duragcdo de 3 semanas (21 dias),
utilizou-se 9 grupos com 6 animais, cada um recebendo dieta contendo 12% de
proteina fornecida pelas diferentes fontes (caseina, WPI, hidrolisado de colageno
suino (HCS), hidrolisado de colageno bovino (HCB), mistura de 20% WPI: 80%
HCB, mistura de 40% WPI: 60% HCB, mistura de 60% WPI: 40% HCB, mistura de
80% WPI: 20% HCB e um grupo em dieta sem proteina (aprotéica), conforme
ilustrado na Figura 2.1. Este ultimo grupo serviu para determinacédo da perda de
peso corporal durante todo o experimento, dado necessario para o calculo do NPR
(quociente de eficiéncia liquida da proteina), assim como para o célculo de

nitrogénio fecal endégeno (origem corporal) utilizado na transformagéo do indice
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de digestibilidade aparente da proteina em digestibilidade verdadeira. Através
desse ensaio também obteve-se o valor do PER (quociente de eficiéncia protéica),
o escore de aminoacidos essenciais (EAE) e PDCAAS (Protein Digestibility
Corrected Amino Acid Scoring).

No segundo ensaio os ratos foram distribuidos em 4 grupos com 8 animais,
cada um recebeu dieta com 12% de proteina fornecidas pelas diferentes fontes
(caseina, WPI, a mistura 40% HCB : 60% WPI e a mistura 50%HCB : 50% WPI),
de acordo com a Figura 2.2. O experimento teve a duracdo de 10 dias e teve
como objetivo a obtencado do nitrogénio urinario e fecal para o calculo do balanco
de nitrogénio, da digestibilidade aparente, do valor biol6gico aparente e da
utilizagao liquida da proteina (NPU).

> CASEINA

Misturas WPI: HCB
—>
WPl 20:80
> 40:60
60:40
54 animais > HCB 80:20

— > HCS

> HCB

—» APROTEICA

FIGURA 2.1 Esquema experimental do primeiro ensaio biol6gico com ratos Wistar
durante o periodo de 21 dias.
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> CASEINA

» WPI

32 animais

» 50% WPI: 50% HCB

» 60% WPI: 40% HCB

FIGURA 2.2 Esquema experimental do segundo ensaio biolégico com ratos

Wistar durante o periodo de 10 dias.

Apd6s a pesagem inicial, os animais foram mantidos em gaiolas individuais
contendo dieta e agua a vontade (Figura 2.3). Os ratos foram divididos em grupos
e mantidos com dieta comercial (ad libitum) por um periodo de aclimatizacao de 6
dias para o 1° ensaio e de 4 dias para o 2°. Apds esse periodo utilizou-se nos
ensaios as dietas experimentais formuladas conforme REEVES; NIELSEN e
FAHEY (1993). As condi¢des ambientais do biotério foram controladas a fim de
manter a temperatura em 22 + 2°C, e periodos alternados de claro e escuro de 12

horas.

O critério para distribuicdo dos animais aos grupos foi feito de acordo com o
peso. Todos os animais foram pesados antes do inicio do experimento e o0s
animais de maior e menor pesos (extremos) foram excluidos. Realizou-se o
sorteio de forma aleatdria dos grupos e dos seus respectivos animais até

completar o niumero desejado.
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(b)

FIGURA 2.3 Gaiolas individuais utilizadas nos ensaios biolégicos, onde os animais
permaneceram com comida e agua ad libitum. a) gaiolas individuais usadas no 1°
experimento e b) gaiolas metabdlicas e também individuais usadas no 2°

experimento.

Composicao e preparo das dietas

Todas as dietas foram preparadas segundo as especificacées da AIN-93 G
(REEVES; NIELSEN e FAHEY, 1993), exceto pela concentracdo de proteina, a
qual foi mantida em 12% para todos os grupos e, pelo uso de L-cistina apenas no
grupo que recebeu dieta padrao (caseina comercial). A compensacao para 100%
foi feita pelo aumento de 5% de carboidrato.

A L-cistina é utilizada na AIN-93 G para complementar a quantidade de
aminoacidos sulfurados, os quais estdo presentes na caseina em quantidades
inferiores as recomendacdes. Nos demais grupos experimentais ndo se usou L-
cistina com a finalidade de verificar se o isolado protéico de soro de leite bovino,

rico em aminodacidos sulfurados, conseguiria melhorar o perfil nutricional do
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hidrolisado de colageno bovino, o qual & pobre nesses aminoacidos. A

composi¢cao da dieta padrao esta representada na Tabela 2.1.

TABELA 2.1 Composicao basica da dieta, segundo AIN-93 G para ratos em

crescimento.

Componentes 0/Kg
Amido de milho 397.,5
Fonte de Proteina (17%) 200,0
Amido dextrinizado 132,0
Sacarose 100,0
Oleo de soja 70,0
Fibra 50,0
Mistura mineral 35,0
Mistura vitaminica 10,0
L- cistina 3,0

Bitartarato de colina 2,5

Tert-butil-hidroquinona 0,014

Fonte: REEVES; NIELSEN e FAHEY (1993).

A caseina utilizada como fonte protéica da dieta padrao era proveniente da
empresa M. Cassab Ltda - SP, e continha 79,7% de proteina bruta no 1° ensaio
biolégico e 79,1% no 2° ensaio. O amido de milho era proveniente de Corn
Products Brasil 3408; o amido dextrinizado de Corn Products Brasil 1910; a
sacarose foi 0 Acticar Unido®; o 6leo de soja era da marca Soya®; a fibra celulose
Arbocel; a L-cistina Synth; o bitartarato de colina Sigma; o tert-butilhidroquinona
Sigma. As misturas vitaminicas (M. Cassab Ltda, SP) e minerais (Roche) foram
preparadas segundo as especificacoes da AIN-93 G e estdo descritas nas Tabelas

2.2 e 2.3, respectivamente.
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TABELA 2.2 Formulagao da mistura vitaminica AIN-93 VX

Componentes 0/Kg
Acido nicotinico 3,000
Pantotenato de célcio 1,600
Piridoxina — HCI 0,700
Tiamina — HCI 0,600
Riboflavina 0,600
Acido félico 0,200
D-biotina 0,020
Cianocobalamina (B-12) (0,1% em manitol) 2,500
Acetato de all-rac-a-tocoferol (E) (500 Ul/g) 15,00
Palmitato de all-trans-retinol (A) (500.000 Ul/g) 0,800
Colicalciferol (D3) (400.000 Ul/g) 0,250
Filoquinona (vitamina K) 0,075
Sacarose 974,655

Fonte: REEVES; NIELSEN e FAHEY (1993).
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TABELA 2.3 Mistura mineral AIN G -MX

Componentes g/Kg
Elementos Minerais Essenciais

Carbonato de caélcio anidro — 40,04% Ca 357,00
Fosfato de potassio monobasico — 22,76% P; 28,73% K 196,00
Citrato de potéssio, tri-K, monohidratado — 36,16% K 70,78
Cloreto de sodio —39,34% Na; 60,665 Cl 74,00
Sulfato de potéssio - 44,87% K; 18,39% S 46,60
Oxido de magnésio — 60,32% Mg 24,00
Citrato Férrico — 16,5% Fe 6,06
Carbonato de zinco — 52,14% Zn 1,65
Carboanto de manganés — 47,70% Mn 0,63
Carbonato de cobre — 57,47% Cu 0,30
lodeto de potassio — 59,3% | 0,01
Selenito de sodio anidro — 41,79% Se 0,01025
Paramolibdato de aménio — 4 H>O — 54,34% Mo 0,00795

Elementos minerais potencialmente benéficos

Meta-silicato de s6dio — 9 H,O — 9,88% Si 1,45
Sulfato de potassio cromico — 12 H,O — 10,42% Cr 0,275
Cloreto de litio — 16,38% Li 0,0174
Acido bérico — 17,5% B 0,0815
Fluoreto de sédio — 42,24% F 0,0635
Carbonato de niquel — 45% Ni 0,0318
Vanadato de amoénio — 43,55% V 0,0066
Sacarose 221,026

Fonte: REEVES; NIELSEN e FAHEY (1993).
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Determinacao do valor nutritivo da proteina

Fez-se o controle do consumo de dieta para os calculos de dosagem de
nitrogénio e os dados de consumo e ganho de peso das 3 semanas foram
utilizadas para o célculo de PERy, (PER operacional) e NPR. As fezes foram
coletadas a partir da segunda semana do experimento, as quais foram utilizadas
para o calculo da digestibilidade da proteina. Em ambos experimentos, a coleta
das fezes foi cuidadosamente realizada, separando-as de possiveis
contaminantes (particulas de alimento, pélos etc.) secas em estufa a temperatura
de 105 °C para moagem posterior e analises.

Para os calculos do balanco de nitrogénio (BN), valor bioldégico aparente
(VB,) e utilizagao liquida da proteina (NPU) os ratos foram mantidos em gaiolas
metabdlicas individuais com controle da ingestdo da dieta para obtengdo do
nitrogénio ingerido e para coletar separadamente a urina e as fezes (nitrogénio
excretado), sendo que esses materiais s6 foram recolhidos a partir do 5° dia do

experimento.

Cada gaiola metabdlica foi preparada com um tecido de malha bem estreita
para evitar a contaminacao das fezes e da urina com a dieta, bem como, gaze
levemente umedecida com agua na ponta dos funis das gaiolas com o mesmo
objetivo. Para a coleta de urina utilizou-se acido sulfurico a 20% como conservante
para evitar o crescimento de microrganismo e a fermentagdo da urina durante o

periodo de coleta.

- Determinacao da curva de crescimento dos animais
Inicialmente, todos os cochos foram pesados e tarados com posterior

adicao de dieta. A cada dois dias esses cochos eram retirados das gaiolas,

pesados e recolocava-se mais dieta, tomando-se o cuidado de considerar as
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perdas nas bandejas, que também foram pesadas no inicio do experimento.
Assim, foi realizado o controle da ingestdo pelos animais, os quais eram pesados
de dois em dois dias, para o acompanhamento dos seus ganhos de peso e
posterior elaboracéo da curva de crescimento durante o 1°experimento.

- Quociente de eficiéncia protéica (PER)
O PER mede o quociente do ganho de peso em gramas pela quantidade de
proteina ingerida também em gramas, de um grupo de animais submetidos a dieta

contendo a proteina em estudo conforme a expressao abaixo:

ganho de peso(Q)

PER =

proteina consumida (g)

A metodologia convencional recomenda ensaio de 4 semanas para o PER.
Portanto, neste ensaio, realizado com 3 semanas, o PER deve ser interpretado
como operacional (PERgp).

- Quociente de eficiéncia liquida da proteina (NPR)
Este método constitui apenas uma modificagdo do PER e consiste em somar
ao ganho de peso do grupo que recebe a dieta protéica a perda de peso de um

grupo equivalente que recebeu dieta aprotéica. A relacao que permite o calculo do
NPR é a seguinte:

ganho de peso Gl (g) + perda de peso Gll (g)

NPR =
proteina consumida Gl (g)
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Onde:
Gl = grupo em dieta protéica
Gll = grupo em dieta aprotéica

- Digestibilidade aparente (D,) e verdadeira (D)

A digestibilidade é a medida da porcentagem das proteinas que sao
hidrolisadas pelas enzimas digestivas e absorvidas na forma de aminoacidos ou
qualquer outro composto nitrogenado. A expressao utilizada no calculo para a D,
foi a seguinte:

NI — NF
D,= — x 100
NI
Onde:
D, = Digestibilidade aparente
NI = Nitrogénio ingerido
NF = Nitrogénio fecal

A digestibilidade verdadeira é determinada pela medida do nitrogénio
ingerido com a dieta e o nitrogénio eliminado nas fezes, levando-se em
consideragdo o nitrogénio proveniente do préprio animal que é excretado nas
fezes juntamente com a proteina de origem alimentar ndo digerida. A D, é
calculada segundo a expressao:

NI —NFa
D= — x100
NI

Onde:
NFa = NF — NFe
D, = Digestibilidade verdadeira

NI = Nitrogénio ingerido
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NFa = Nitrogénio fecal de origem alimentar

NFe = Nitrogénio fecal de origem enddgena

- Balanco nitrogenado (BN)

Os animais sdo colocados em gaiolas metabdlicas individuais para fazer a
coleta de fezes e urina isentas de contaminagéo.

Na fase inicial, considerada de adaptacdo a dieta, ndo se coleta material
para andlise. Na fase final, determina-se a quantidade de nitrogénio ingerido,
através do consumo da dieta ao mesmo tempo em que se coletam fezes e urina

para determinagao do nitrogénio excretado. O BN é obtido pela expressao:
BN = NI — (NF + NU)

Onde:

BN = Balango de Nitrogénio
NI = Nitrogénio ingerido

NF = Nitrogénio fecal total
NU = Nitrogénio urinario total

- Valor biolégico aparente (VB,)

E um dos indices mais antigos empregados na determinacdo do valor
nutritivo de proteina, sendo obtido através da equacéo:

NI — (NF + NU)
VB, = x 100
NI — NF
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- Utilizacao liquida da proteina (NPU)

O NPU é definido pela equacao:

N retido
NPU = — x 100
NI
Onde:
N retido = NA — NU
NA = NI — NF

NA = Nitrogénio absorvido

- Escore quimico

O escore quimico de aminoacidos essenciais (EAE) foi determinado
relacionando a concentracdo de cada um dos aminoacidos essenciais das fracoes
protéicas em estudo com os aminoacidos padrao de referéncia da FAO/WHO
(1990), de acordo com a metodologia de HENLEY e KUSTER (1994), pela

seguinte expressao:

mg de aminoacidos / g proteina teste

EAE =
mg de aminoacidos / g proteina padrao ou referéncia

Segundo SGARBIERI (1996), este quociente indicara: 1) ordem dos
aminoacidos limitantes na proteina em estudo, em relacao a referéncia ou proteina
padrao; Il) o valor encontrado para o aminoacido mais limitante € uma estimativa
do valor biolégico da proteina em estudo em relagdo a referéncia ou proteina

padréo.
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- Escore quimico corrigido pela digestibilidade verdadeira (PDCAAS)

Este indice descrito por HENLEY e KUSTER (1994) avalia a qualidade da
proteina em estudo, através do produto entre o escore de aminodcidos essenciais
(EAE) do isolado protéico de soro de leite bovino (WPI), do hidrolisado de
colageno bovino (HCB), da mistura de 20% WPI: 80% HCB, da mistura de 40%
WPI: 60% HCB, da mistura de 60% WPI: 40% HCB e da mistura de 80% WPI:

20% HCB, pela digestibilidade verdadeira (D,), através da seguinte férmula:

PDCCAS = EAE x D,

Onde:

D, = digestibilidade verdadeira

EAE = escore quimico de aminoacidos essenciais

2.2.3. Analise estatistica

Todos os resultados foram analisados através da analise de variancia

(ANOVA) e as diferengas entre as médias, pelo teste de Tukey (GOMES, 1982),

utilizando-se o programa “Statistica: Basic Statistics and Tables”.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Composicao centesimal

Na Tabela 2.4 esta apresentada a composicdo centesimal dos produtos
estudados. Pode-se observar que o componente de maior concentragdo foi a

proteina para as duas amostras, em torno de 92%, n&o diferindo estatisticamente.

TABELA 2.4 Composigao centesimal do isolado protéico do soro de leite bovino
(WPI) e do hidrolisado de colageno bovino (HCB).

C t
omponentes WPl HOB
(%)
Proteina bruta (N x F)’ 92,36 + 0,42% 91,00 + 0,29°
Lipidios totais 0,70+0,12 ND
Cinzas 1,58 +0,04%> 0,39+ 0,09°
Umidade 509+0,13° 6,98 +0,102
Carboidrato? 0,27 ND

'F: WPI = 6,38; HCB = 5,55. “ Calculado por diferenca = 100 — (proteina + lipidios
totais + cinzas + umidade). ND = Nao Determinado. Resultados sdo média de 3
determinacdes analiticas. Médias seguidas por letras iguais ha mesma linha nao
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A quantidade de proteina, lipidios e carboidrato do WPI esta de acordo com a
literatura, a qual caracteriza esse produto como isolado protéico por apresentar
uma concentragcao protéica igual ou superior a 90% (MORR e HA, 1993), baixos
valores de lipidios (0,5 — 1,0%) e carboidrato, principalmente na forma de lactose
(maximo de 1%) de acordo com U.S. DAIRY EXPORT COUNCIL (1997).

Além disso, observa-se que a concentragdo de minerais no WPI é superior

estatisticamente a encontrada no HCB, podendo-se justificar através de sua
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constituicdo, a qual apresenta calcio (600mg/100g); potassio (300mg/100g); sddio
(250mg/100g); fésforo (210mg/100g) e ferro (9,3mg/100g), quantidades
significativas, perfazendo um total que varia entre 2,0 a 3,0% conforme U.S.
DAIRY EXPORT COUNCIL (1997).

SCHOTT (1998) descreve o hidrolisado de colageno bovino como um produto
com alto conteudo protéico (84 — 86%) e, praticamente, isento de lipidios e
carboidratos. Dessa forma, verifica-se que o produto avaliado possui um teor
protéico levemente superior, mas condizente com a literatura. Por apresentar

apenas tracos de lipidios e carboidratos, 0s mesmos nao foram determinados.

3.2 Determinacao do grau de hidrélise (GH)

Na Figura 2.4 esta representada a curva padréao de L-leucina utilizada para
a determinacdo do grau de hidrélise (GH) através do método do TNBS e na

Tabela 2.5 estédo os valores obtidos do GH para o hidrolisado de colageno bovino.

y=0,2283x- 0,0149
0,80 - r=0,9971

0,70 -
0,60 -
0,50 -
0,40 -
0,30 - g
0,20 -
0,10 -
0,00 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
20,1000 05 1,0 15 20 25 30 35

Abs

Concentracao (mg/mL)

FIGURA 2.4 Curva padrao de leucina utilizada para a determinacao do grau de
hidrélise (GH) através do método do TNBS para o hidrolisado de colageno bovino.
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Segundo PANYAM e KILARA (1996), uma das principais consequiéncias da
hidrolise enzimatica € o aumento da solubilidade e, normalmente, este aumento
estd associado ao aumento do grau de hidrélise. Dessa forma, a utilizagao de uma
fonte protéica hidrolisada é mais indicada para a formulacao de um produto em po
para ser reconstituido devido sua maior solubilidade.

TABELA 2.5 Determinacao do grau de hidrolise (%GH) pelo método do TNBS

Ptn bruta GH -
A A Média (%
mostra | g/mL*%ptn S (NHygi1,1)-100 Media (%)
104 10,364
o 0,4550 0,1046 0,36 1099
0,4550 0,1190 11,613

Resultados apresentados como média de duas repeticdes. Para determinacao do
GH utilizou-se a equacdo da Figura 2.4, onde y representa os valores de
absorbancia e x representa a concentracdo de grupos NH, equivalentes. O valor
11,1 mM/g representa o numero de equivalentes de ligacdes peptidicas por
unidade de massa protéica para a gelatina.

O valor do grau de hidrélise do HCB fornecido pelo fabricante foi de 13,0% e
o valor encontrado pelo método TNBS foi de 10,99%, caracterizando um produto

de grau de hidrélise médio.

3.3. Solubilidade
A solubilidade é considerada uma propriedade fisica e tecnoldgica muito
importante na formulagdo de alimentos, além de influenciar as demais

propriedades das proteinas.

Segundo HUFFMAN (1996) o WPI apresenta boa solubilidade em uma larga
faixa de pH, temperatura, concentracdo de proteina, atividade de agua e forca
ibnica. Dessa forma, testou-se a influéncia do pH e forca i6nica na solubilidade
dessa proteina e pode-se verificar a pequena influéncia dessas variaveis, pois a
solubilidade manteve-se elevada variando de 91,1 a 99,7% conforme a Tabela 2.6
e Figura 2.5.
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Esses altos valores de solubilidade encontrados no presente estudo para o
WPI estdao de acordo com a literatura, a qual evidencia que a solubilidade dos
isolados com alto teor de proteina nativa é superior a 90% (LAW e LEAVER,
1999).

TABELA 2.6 Valores obtidos para a solubilidade do isolado protéico de soro de

leite bovino a 25 °C com variacao do pH e da concentragéo de sal (NaCl).

pH NaCl 0,00M NaCl 0,05M NaCl0,10M NaCl0,15M NaCl 0,20M

2 96,05+1,31% 95,47+1,15%% 95,24+0,98% 96,55+0,66%% 94,38+0,61"52
4 95,07+1,07"° 96,51+0,45%° 96,96+1,42%%° 99 24+0,31%% 91, 12+1,70%°
6 95,96+1,00" 97,42+1,04"% 96,57+1,61%% 96,46+1,57%% 96,64+0,75"

8 93,83+0,81"° 99,31+0,99"* 99,70+0,87°% 93,50+1,53°° 92,37+1,108°"

Médias seguidas por uma mesma letra maiuscula (coluna) e minuscula (linha), nao
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

102 -
100 -
98 |
96 |
94 |

92 -

% Solubilidade Protéica

9 0 T T T T T T T T 1

pH

—e—NaCl 0,00M —a— NaCl 0,05M —a—NaCl 0,10M —«—NaCl 0,15M ——NaCl 0,20M

FIGURA 2.5 Representacao do perfil de solubilidade do isolado protéico de soro
de leite bovino (WPI) a 25 °C, em diferentes pHs e concentragbes de cloreto de
sodio.
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Em um estudo realizado por MORR (1992), avaliando a solubilidade de trés
isolados protéicos de soro de leite comerciais com teor de proteina variando de
88,6 a 92,7%, o autor encontrou valores de solubilidade em pH 7,0 iguais ou
superiores a 98%.

As proteinas do soro permanecem solUveis em torno do seu ponto isoelétrico
(pl), ou seja, na faixa de pH entre 4 e 5 segundo MORR e HA (1993) ou conforme
GIESE (1994) entre 4 e 6. Pode-se verificar através da Figura 2.5 que na faixa de
pH entre 4 a 6 ndo houveram diminui¢gdes dos valores de solubilidade encontrados
para todos os tratamentos, exceto para NaCl 0,15M que foi estatisticamente
diferente (p <0,05) no pH 4 (99,24%) e 0,20M (91,12%), embora todos os valores

permanecam elevados.

A solubilidade em agua do WPI nao sofreu influéncia significativa na faixa de
pH testada (2,0 a 8,0). Nos tratamentos com NaCl 0,05M e 0,1M observou-se uma
elevacao na solubilidade com o aumento do pH, com os maiores valores em pH 8
(99,31£0,1 e 99,7+0,9, respectivamente). Ja nos tratamentos com concentragédo

salina de 0,15M e 0,2M verificou-se que a solubilidade diminuiu em pH 8.

Com forga id6nica ou concentracdo salina baixa, a solubilidade das proteinas
tende a aumentar, fenbmeno conhecido como ‘salting in’; porém, a medida que se
eleva a concentracdo salina além de certos limites, as proteinas tendem a se
insolubilizar e a precipitar (‘salting out’) (SGARBIERI, 1996). Pode-se observar que
0 aumento da concentragcdo salina até 0,2M nao foi suficiente para que ocorresse
o fendbmeno de “salting out” e conseqlientemente a diminuicao da solubilidade das
duas amostras protéicas testadas no presente estudo. Conforme VOJDANI (1996),
0 “salting out” ocorre em concentragdes salinas superiores a 1M devido ao
aumento de interagdes hidrofdbicas e também pela competicdo da proteina e dos

ions salinos pela agua.
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Na Tabela 2.7 e Figura 2.6 estdo representadas os valores de solubilidade do
hidrolisado de colageno bovino com as respectivas variacbes de pH e
concentracao salina. Pode-se verificar que embora elevados, os valores de
solubilidade do HCB sao inferiores aos encontrados para o WPI na maioria dos

pHs e concentracées de NaCl testadas.

No entanto, quando se compara uma fonte protéica nativa e sua forma
hidrolisada verifica-se um aumento da solubilidade dos hidrolisados. Isso
provavelmente ocorre devido a diminuicdo do tamanho da molécula e
correspondente aumento da exposicao de grupos amino e carboxil ionizaveis com
incremento concomitante na hidrofilicidade, bem como, da carga liquida da
molécula (MAHMOUD, 1994; DAS e KINSELLA, 1990). MAMANI (2004) observou
baixos valores de solubilidade (18-42%) para a gelatina nativa em funcéo de
diferentes valores de pH testados (3,0 a 8,0). Depois de hidrolisar a gelatina (GH)
com tripsina, obteve 100% de solubilidade em todos os valores de pH estudados.

TABELA 2.7 Valores obtidos para solubilidade do hidrolisado de colageno bovino
em agua a 25 °C com variacao do pH e da concentracao de sal (NaCl).

pH NaCl 0,00M NaCl 0,05M NaCl0,10M NaCl0,15M NaCl 0,20M

2 86,03+0,86"° 81,57+2,18°° 84,35+1,475%° 91 43+1,52% 93,27+0,50"2
4 85,99+0,82"° 87,49+4,585° 84 76+3,08%° 94,73+1,31"% 91,65+0,51%®
6 84,43+2,97"° 92 35+2 67"%  84,90+2,07%° 93,62+1,48"* 91,51+0,45"2

8 84,24+1,00"° 92,62+1,23"%  94,02+2,18"* 94,91+1,20"* 92,64+1,0172

Médias seguidas por uma mesma letra maitscula (coluna) e minuscula (linha), nao

diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Assim como para o WPI, a solubilidade em agua do HCB n&o sofreu

influéncia significativa na faixa de pH testada (2,0 a 8,0). O mesmo aconteceu com
os tratamentos de NaCl 0,15M e NaCl 0,2M. J& com as concentragfes salinas
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mais baixas (0,05M e 0,1M) verificou-se um aumento estatisticamente significativo

na solubilidade com a elevacao do pH.
No entanto, para o HCB a maior solubilidade deu-se em NaCl 0,15M, em

todos os valores de pH testados conforme pode ser verificado através da Figura
2.6.
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FIGURA 2.6 Representacao do perfil de solubilidade do hidrolisado de colageno
bovino (HCB) a 25 °C, em diferentes pHs e concentragdes de solugao de cloreto
de sddio.

Para a mistura protéica de 60%WPI: 40%HCB optou-se por verificar a
influéncia da concentragéo de proteinas na solubilidade, uma vez que tanto o WPI
como o HCB obtiveram excelente solubilidade nos valores de pH e concentragdes

ibnicas testadas. Os resultados estéo representados na Tabela 2.8 e Figura 2.7.

Obteve-se elevada solubilidade da mistura 60%WPI: 40%HCB a 2,5; 5 e 10%

de concentragao, que ndo diferiram entre si pelo teste de Tukey (p >0,05). Embora
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as demais concentracdes testadas tenham sido inferiores estatisticamente, todos

os valores de solubilidade foram elevados, variando de 94,2 — 99,7%.

TABELA 2.8 Valores obtidos para a solubilidade da mistura 60%WPI: 40%HCB
em agua a 25 °C com variacao da concentracao da mistura em porcentagem.

Concentracao da %SP
Mistura (%)
1,25 94,17+0,55°
2,5 99,93+2,382
5 99,57+1,55°
10 99,68+1,672
15 96,98+0,92°
20 97,8820,64%

Médias seguidas por uma mesma letra minuscula ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.
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FIGURA 2.7 Representacdo do perfil de solubilidade da mistura 60%WPI:

40%HCB em agua a 25 °C com variagao da quantidade da mistura em gramas.
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3.4. Composicao de aminoacidos

Na Tabela 2.9 estado representados os valores dos perfis de aminoacidos
totais (g por 100g de proteina) do WPI e HCB.

TABELA 2.9 Valores obtidos para os aminoacidos totais (g por 100g de proteina)
do isolado protéico do soro de leite bovino (WPI) e hidrolisado de colageno bovino
(HCB).

Aminoacidos

(9/100g de proteina) Wel HCB
Ac. Aspartico 11,46 8,43
Treonina 4,72 2,28
Serina 3,76 3,71
Ac. Glutéamico 17,62 11,32
Prolina 4,11 13,33
Glicina 1,62 24,52
Alanina 5,26 9,65
Cistina 3,07 néo detectado
Valina 4,77 2,82
Metionina 2,53 0,21
Isoleucina 4,99 1,7
Leucina 12,81 3,67
Tirosina 3,45 0,72
Fenilalanina 3,36 2,16
Lisina 10,23 4,03
Histidina 2,0 0,65
Triptofano 2,82 0,02
Arginina 2,36 8,15

As proteinas do soro de leite vém sendo utilizadas freqlientemente devido

ao seu alto valor nutritivo, uma vez que as mesmas possuem proporcionalmente
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maior teor de aminoacidos sulfurados que a caseina e um excedente de
aminoacidos essenciais como lisina, treonina, metionina e isoleucina (Tabela
2.10), os quais estdao constantemente limitados em proteinas vegetais (SLOAN,
2002).

Ja o hidrolisado de colageno contém 18 aminoéacidos, destacando-se a
glicina, alanina, prolina e hidroxiprolina, porém essa proteina apresenta
deficiéncias em alguns aminodacidos essenciais, fazendo com que a mesma nao
possa suprir 0 requerimento completo desses aminoacidos para a sintese de
proteinas teciduais DJAGNY et al. (2001).

Segundo FRIEDMAN (1996), a disponibilidade de alguns aminoacidos pode
ser alterada quando a integridade quimica e/ou estrutural da proteina é
modificada. Esta modificagdo conformacional pode estar relacionada com a
resisténcia ao calor durante o processamento, altos valores de pH e reacéo de
oxidacdo. Estes tratamentos podem limitar a disponibilidade da proteina com
relagdo a certos aminodcidos como a lisina, treonina, metionina e triptofano, e

assim interferir no valor da proteina em questéao.

Na Tabela 2.10 encontram-se os valores dos perfis de aminoacidos
essenciais (g por 100g de proteina) do WPI e HCB, comparados com o padréo da
FAO/WHO (1990), bem como das misturas em diferentes propor¢des entre o WPI
e 0 HCB. Pode-se verificar através dessa tabela que as proteinas do soro de leite
bovino sdo de elevada qualidade nutricional, pois contém em quantidades
variaveis e em proporcdo adequada todos os aminoacidos que O organismo
humano necessita, obtendo-se um EAE acima de 1,0.

Por outro lado, o hidrolisado de colageno € considerado uma proteina
incompleta, pois é deficiente no aminoacido essencial triptofano, contendo
quantidades muito baixas dos aminoacidos sulfurados (metionina e cisteina) e

tirosina. Dessa forma, o valor nutricional do hidrolisado de colageno s6 €
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estabelecido quando consumido em combinacdo com outra proteina ou misturas

de proteinas, o0 que ocasiona um aumento no seu valor nutritivo.

O EAE observado nas misturas protéicas aumenta com a maior proporgao
de WPI, aproximando-se do ideal com 80% WPI: 20% HCB.

TABELA 2.10 Escore de aminoacidos essenciais (EAE) calculados com base no
padrao de referéncia da FAO/WHO (1990).

AA essenciais Padrao’ WPl HCB WPI:HCB WPI:HCB WPI:HCB WPI:HCB
(9/100g proteina) FAO/WHO 20:80 40:60 60:40 80:20
Treonina 3,4 47 23" 2,8% 3,3* 3,6 4,23
Met.+ Cistina 2,5 56 0,2° 1,3* 2,4* 3,6 4,52
Valina 3,5 48 28" 3,2* 3,6 3,8 4,38
Leucina 6,6 12,8 3,7* 5,5* 7,3 9,0 10,98
Isoleucina 2,8 5,0 1,7* 1,7* 3,0 3,6 4,33
Fenil. + Tirosina 6,3 6,8 3,1* 3,8" 4,6" 5,1* 6,07*
Lisina 5,8 10,2 4,0* 5,3* 6,5 7,7 8,99
Histidina 1,9 2,0 06" 0,9* 1,2* 1,4* 1,7*
Triptofano 1,1 2,8 0,0 0,6% 1,1 1,7 2,26
EAE* - 1,0 0,0 0,5 0,7 0,8 0,9

*Aminoéacido limitante; EAE”, escore de aminoacidos essenciais (aminoacido mais limitante);
WPI, isolado protéico do soro de leite bovino; HCB, hidrolisado de colageno bovino;
WPI:HCB, diferentes proporcdes das duas proteinas, ' Referéncia (FAO/WHO, 1990).

3.5. Avaliacao Nutricional

A caracterizacao nutricional tanto do WPI como do HCB foi feita com base
na composi¢ao de aminoacidos, no escore de aminoacidos essenciais tendo por
padrao de referéncia o perfil recomendado pela FAO/WHO (1990) e no ensaio
com animais em que foram determinados digestibilidade aparente (D) e

verdadeira (Dy), quociente de eficiéncia da proteina (PER), quociente de eficiéncia
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liquida da proteina (NPR), do balanco de nitrogénio (BN), do valor bioldgico
aparente (VB,) e da utilizacao liquida da proteina (NPU), tendo como referéncia a

caseina comercial (M. Cassab Ltda).

3.5.1 Parametros avaliados no 1° ensaio biolégico: Curvas de crescimento,
quociente de eficiéncia da proteina (PER), quociente de eficiéncia liquida da
proteina (NPR) e digestibilidade verdadeira (D,)

Determinou-se uma perda de peso média (27,8%) dos animais em dieta
aprotéica, 16,4% e 19,3% respectivamente nos grupos que receberam como Unica
fonte de proteina hidrolisado de colageno suino ou bovino. Embora esses
percentuais sejam mais baixos que o ocorrido com o grupo em dieta aprotéica,
esses valores de perda sao significativos e salientam a importancia de nao se usar
exclusivamente colageno e seus derivados como Unica fonte protéica, ja que os
mesmos praticamente ndo apresentam o aminoacido essencial triptofano, o que
afeta a sintese de proteinas e conseqientemente o crescimento e

desenvolvimento adequado dos animais.

O regqistro do ganho de peso realizado trés vezes por semana dos grupos
de animais utilizados no 1° ensaio e que receberam WPI ou diferentes
combinagcbes de WPI e HCB, durante o periodo de 21 dias, foi utilizado para a
construcao de curvas de crescimento médio, ilustradas na Figura 2.8. Nesta figura
nao constam os dados dos grupos HCS, HCB e do aprotéico, pois nestes casos

ocorreram perdas ao invés de ganho de peso.

A dieta de caseina promoveu o maior ganho de peso, seguido das misturas
80% WPI: 20% HCB, 60% WPI: 40% HCB e WPI 100%. As misturas com 60% e
80% HCB apresentam resultados inferiores. Os animais que receberam 80% WPI:
20% HCB foram os unicos que nao diferiram do padrao caseina, ao nivel de 5%

de probabilidade pelo teste de Tukey.
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Verificou-se também que a mistura 60%WPI: 40%HCB e WPI foram
estatisticamente iguais em promover o crescimento dos animais. Portanto, a
ordem de capacidade de promover crescimento em ratos foi caseina (CC) igual a
80%WPI: 20%HCB, sendo que WPI ou 60%WPI: 40%HCB nao diferiram entre si

porém diferiram da caseina (p <0,05).
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FIGURA 2.8 Curva de crescimento de ratos alimentados por 21 dias com dietas
contendo 12% de proteina proveniente de caseina (¢); WPl (m);20%WPI:80%
HCB (A); 40%WPI:60% HCB (o); 60%WPI:40%HCB (A); 80%WPI:20%HCB

(0). Letras iguais néo diferem entre si (p > 0,05) pelo teste de Tukey.

Os dados referentes a ingestdo de dieta, ingestdo de proteina, PERy, €
NPR avaliados durante o ensaio biol6gico estao apresentados na Tabela 2.11.

Os resultados obtidos na Tabela 2.11 apresentaram ndo haver diferenga
significativa (p > 0,05) na ingestdo da dieta entre os seguintes tratamentos:
caseina; 80% WPI: 20% HCB; WPl e 60% WPI: 40% HCB. Uma ingestao

intermediaria da dieta foi verificada nos grupos de animais que receberam maior

101



Capitulo 2

proporcdo de hidrolisado de colageno bovino (60 e 80%). No entanto, quanto a
ingestdo de proteinas, o tratamento padrdo com caseina apresentou-se
estatisticamente superior aos demais. Ja para os grupos tratados apenas com
hidrolisados de colageno observou-se o0 menor consumo da dieta e
consequentemente de proteina, os quais nao diferiram entre si pelo teste de Tukey

(p > 0,05).

TABELA 2.11 Ingestédo de dieta, ingestao de proteina, PER (operacional) e NPR

para ratos em dietas com 12% proteina de diferentes fontes.

Fonte Ingestao Ingestdo PER NPR
Protéica Dieta (g) Proteina (9) operacional
cC 352,0+ 19,54 53,0+2,94* 25+0,13% 3,0+0,142
WPI 329,3+2211% 458+3,08° 24+0,12% 29+0,122
HCS 128,1+15,79° 16,7 +2,05¢ -0,9 + 0,344 0,6 + 0,32°
HCB 113,4+21,74° 15,0+2,87% -1,1+0,51¢ 0,6 +0,63¢
WPI:HCB .
273,3+44,96° 36,4+599° 1,4+0,19° 21+0,12°
20:80
WPI:HCB . .
278,9+3557° 37,6+4,80° 21+0,15 28+0,13%
40:60
WPI:HCB . .
308,9+22,19% 421 +3,00° 2,7+0,18° 33+0,172
60:40
WPI:HCB X
80:20 332,4+10,70° 458+1,47° 26+0,122 3,2+0,13%

Média de 6 ratos *+ desvio padrdao. Médias seguidas por uma mesma letra (coluna)
nao diferem entre si (p > 0,05) pelo teste de Tukey. CC, caseina comercial; WPI,
isolado protéico do soro de leite bovino; HCS, hidrolisado de colageno suino; HCB,
hidrolisado de colageno bovino; WPI:HCB, diferentes proporcbes das duas

proteinas (%).

Quanto aos valores de PERy, e NPR a dieta contendo 60% WPI: 40%HCB

apresentou valores maiores, porém nao diferiram estatisticamente dos seguintes
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tratamentos: 80% WPI: 20%HCB; caseina comercial e WPI. Os valores mais
baixos (p < 0,05) foram das dietas com HCS e HCB.

FRIEDMAN (1996), considera de alto valor nutritivo, proteinas com valor de
PER acima de 2,0. Dessa forma, as proteinas do soro de leite bovino sao

consideradas de 6timo valor nutricional.

Existem alguns fatores que podem influenciar os valores de PER, dentre
eles, a concentracao lipidica da dieta e a concentracdo protéica. Segundo
SGARBIERI (1996), a concentracdo de proteina ideal para analise do indice de
PER esta no intervalo de 9 a 12% para a proteina de alto valor nutritivo, onde esta
proteina sera mais utilizada por estar limitante para o rato em crescimento e assim

deve ser preferencialmente utilizada para a sintese de proteinas corporais.

Na Tabela 2.12 estdo representados os valores obtidos para nitrogénio

ingerido, nitrogénio fecal, digestibilidade verdadeira e PDCAAS.
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TABELA 2.12 Valores obtidos para nitrogénio

digestibilidade verdadeira e PDCAAS para ratos em dietas com 12% proteina de

ingerido, nitrogénio fecal,

diferentes fontes.

Tratamento N ingerido (Q) N fecal (g) Dy (%) PDCAAS (%)
CcC 8,48 + 0,472 0,92 +0,35% 90,54 +4,11° 90,542
WPI 7,19+0,48° 069+0,12%® 92,07 +1,47° 92,072
HCS 3,00 +0,37° 0,25 +0,06° 95,50 + 1,552 0,00°
HCB 2,70 +0,52° 0,16 +0,06° 98,45 + 2,852 0,00°
WZP(I)::(C);B 6,39 + 1,05° 0,58 +0,08° 92,69 + 1,65° 46,349
W:('):.:OCB 6,41 +0,82° 0,54 + 0,21 93,42 + 2.84° 65,39°
WSP(I):Z(C);B 6,98 £0,50° 0,38 +0,14” gg 23 + 2 257 76,89°
WPI:HCB ab ab

£0-20 7,38 £0,24 0,62 £0,19 93,18 + 2,36 83,86°

Resultados sdo média de 6 animais por tratamento + desvio padrdo. Médias
seguidas por uma mesma letra (coluna) ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de

probabilidade pelo teste de Tukey.

Quanto ao nitrogénio ingerido e o excretado (fecal) apenas a mistura 80%
WPI: 20%HCB nao diferiu estatisticamente do padrao.

A maior digestibilidade (p < 0,05) foi das proteinas HCB, HCS e 60% WPI:
40% HCB, sendo que a mesma variou entre 90,5% e 98,5%. Esses altos valores
encontrados estdo de acordo com a literatura que evidencia a excelente

digestibilidade tanto dos hidrolisados de colageno como do WPI.

O PDCCAS (escore quimico corrigido pela digestibilidade verdadeira) indica
a proporcao em que determinada fonte protéica é utilizada pelo organismo de
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acordo com o padrdao. Como o escore quimico de aminoacidos essenciais esta de
acordo com o padrao da FAO/WHO (1990) observa-se que o valor do PDCCAS
sera igual ao da digestibilidade da proteina para a caseina comercial e o WPI, os
quais nao diferiram estatisticamente (p > 0,05). Ja os valores de PDCAAS foram
inferiores ao padrdo para todas as misturas protéicas utilizadas devido ao baixo
EAE apresentado pelas mesmas.

A mistura protéica selecionada para compor o produto dietético foi 60%
WPI: 40% HCB por nao diferir do WPI nos testes biol6gicos e por oferecer maior

economicidade em func¢do da maior propor¢ao do HCB.

Analisando o perfil de aminoacidos essenciais (Tabela 2.10) pode-se notar
que as combinacdes 60% WPI: 40% HCB e 80% WPI: 20% HCB nao atingem o
escore ideal, sendo que a combinagao escolhida (60% WPI: 40% HCB) ainda se
apresenta 12% deficiente em aminodcidos aromaticos (Phe + Tyr) e 26% em
histidina. Como a histidina é considerada essencial apenas para recém-nascidos e
criancas, essa deficiéncia ndo diminui o valor protéico da formulagao utilizada por

ser destinada a pessoas idosas.

3.5.2 Parametros avaliados no 2° ensaio biolégico: Balanco de Nitrogénio
(BN), Digestibilidade aparente (D,), Valor Biolégico aparente (VB.) e
Utilizacao Liquida da Proteina (NPU)

Os valores do balango de nitrogénio (BN) encontrados para os grupos

experimentais: 50%WPI: 50%HCB, WPI, caseina comercial (CC) e 60%WPI:

40%HCB estéo representados na Figura 2.9.
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FIGURA 2.9 Representacao grafica do balanco de nitrogénio do ensaio com ratos
Wistar alimentados por 10 dias com dietas contendo 12% de proteinas
provenientes de 50%WPI: 50%HCB; WPI; caseina e 60%WPI: 40%HCB.

Com a dieta padrdo de caseina, obteve-se o maior BN (1,93g). Os demais
tratamentos nao diferiram entre si ao nivel de 5% de probabilidade (p >0,05) pelo
teste de Tukey. Todos os tratamentos apresentaram BN positivo, 0 que era

esperado para ratos em crescimento e proteina de boa qualidade.

Na Tabela 2.13 estdo representados os valores obtidos para nitrogénio
ingerido, nitrogénio fecal, nitrogénio urinario e digestibilidade aparente para os

tratamentos realizados no 2° ensaio biolégico.

Pode-se verificar que o nitrogénio ingerido foi superior estatisticamente na
dieta padrdao quando comparado com as demais dietas experimentais. Ja para o
nitrogénio fecal apenas o WPI foi inferior estatisticamente aos demais tratamentos.
Em relacdo ao nitrogénio urindrio ndo se observou diferenca estatistica entre os

tratamentos avaliados.
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Como na digestibilidade verdadeira, a digestibilidade aparente do WPI nao
diferiu em relacao a caseina. Em relagdo as misturas, a digestibilidade nao diferiu
entre si (p > 0,05), contudo ambas foram inferiores a CC e ao WPI (p < 0,05).

TABELA 2.13 Valores de para nitrogénio ingerido, nitrogénio fecal, nitrogénio
urinario e digestibilidade aparente para a caseina comercial (CC), isolado protéico
de soro de leite bovino (WPI), mistura de 50% WPI: 50% HCB e mistura de 60%
WPI: 40% HCB.

Tratamento N ingerido (g) N fecal (Q) N urinario (g) D, (%)
CC 2,14 +0,26° 0,11 £0,022 0,11 £0,06 95,10 +0,71%°
WPI 1,79 £0,19° 0,08 +0,02° 0,19 £0,05* 95,75 +0,87%

WPERCB 4771028 0,10£0,02% 0,21 +0,09° 94,37 +0,63%
50:50

WPI:HCB b a
soq0 L 0rOIE OTTEO0E 01650100 93,641,428

Resultados sdo média de 6 animais por tratamento *+ desvio padrdo. Médias
seguidas por uma mesma letra (coluna) ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de

probabilidade pelo teste de Tukey.

Na Figura 2.10 estdo representadas as porcentagens de valor bioldgico
aparente encontradas para os grupos experimentais: 50%WPI: 50%HCB, WPI, CC
e 60%WPI: 40%HCB.

Os tratamentos com CC, 60%WPI: 40%HCB e WPI nao diferiram (p >0,05)
entre si, apresentando elevados valores biol6gicos aparentes (94,6%; 90,7% e
88,8% respectivamente). O VB, da mistura 50% WPI: 50% HCB foi inferior ao da

caseina (p < 0,01) igualando-se entretanto aos demais tratamentos (Figura 2.10).
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FIGURA 2.10 Representagao gréafica do valor biolégico aparente do ensaio com
ratos Wistar alimentados por 10 dias, com dietas contendo 12% de proteinas
provenientes de 50%WPI: 50%HCB; WPI; CC e 60%WPI: 40%HCB.

95 -
a
% ab
b ab
e 85
2
& 80
75 -
70 T T 1
50WPI:50HCB WP CC 60WPI:40HCB

Tratamentos

FIGURA 2.11 Representacao grafica da utilizagdo liquida da proteina do ensaio
com ratos Wistar alimentados por 10 dias, com dietas contendo 12% de proteinas
provenientes de 50%WPI: 50%HCB; WPI; CC e 60%WPI: 40%HCB.
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Na Figura 2.11 estdo representados os valores da utilizacdo liquida da
proteina NPU (%) encontrados para os grupos experimentais: 50%WPI: 50%HCB,
WPI, CC e 60%WPI: 40%HCB. O mesmo comportamento pode ser verificado para
o NPU, no qual apenas a mistura 50%WPI: 50%HCB foi diferente estatisticamente

do padrao (caseina).

E importante observar que os varios indices utilizados para se estimar o
valor protéico (nutritivo) de uma proteina como NPR, NPU, VB, EAE, PDCAAS e
outros, nem todos dao valores concordantes (superiores ou inferiores) a outras
proteinas comparativamente avaliadas. E preciso executar comparativamente
varios testes, e, 0 conjunto dos testes é que permitira fazer melhor juizo de qual a
proteina mais nutritiva. Essa afirmativa parece ficar bem demonstrada ao se
analisar o conjunto dos indices nutricionais apresentados e discutidos neste
capitulo, bem como uma série de dados reportados na literatura (SGARBIERI et
al., 2000).
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. CONCLUSOES

A composicao centesimal das duas proteinas (WPI e HCB) foi bastante
semelhante em relacao ao teor protéico (~ 92%), com pequenas variacées nos

componentes minerais, umidade e carboidrato.

A solubilidade tanto do HCB como do WPI em agua, foi bastante elevada
(85-100%) tendo sido mais influenciada pela concentracdo de NaCl (forca ibnica)

que pelo pH, na faixa de 2 a 8.

O perfil de aminoacidos do HCB mostrou-se deficiente em todos os
aminoacidos essenciais particularmente, completa auséncia do triptofano. Em
relacdo aos aminoacidos ndo essenciais o HCB € particularmente rico em prolina,
glicina, alanina e arginina. O WPI satisfez todas as recomendacdes em
aminoacidos essenciais (FAO/WHO, 1990) sendo particularrmente rico em acido
glutdmico, sulfurados (cisteina, metionina) e leucina. As misturas WPI:HCB (60:40
e 80:20) apresentaram escore de aminoacidos essenciais (EAE) 0,82 e 0,96,
respectivamente. J& os valores de PDCAAS encontrados para essas misturas

foram de 78,91% e 89,45%, respectivamente.

Em relacdo ao ganho de peso, os animais que receberam 80% WPI: 20%
HCB foram os Unicos que nao diferiram estatisticamente do padréo.

Do ponto de vista nutritivo, PER, NPU, VB, e BN, as duas ultimas misturas
nao diferiram estatisticamente entre si e do WPI (p > 0,05), sendo inferior (p <
0,05) a CC usada como referéncia.

Dessa forma, optou-se pela mistura 60% WPI: 40% HCB para a elaboragao

do produto dietético funcional para idosos desnutridos.
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CAPITULO 3

DESENVOLVIMENTO DE UM PRODUTO DIETETICO FUNCIONAL
PARA IDOSOS DESNUTRIDOS

RESUMO

O objetivo deste capitulo foi desenvolver um produto dietético para idosos. Para
tal, realizaram-se testes preliminares, caracterizacdo fisico-quimica e testes
sensoriais. Nos testes preliminares foram avaliadas diferentes combinagdes e
proporcdes entre o0s ingredientes para a obtencdo da melhor formulagao,
principalmente em relacdo a solubilidade e ao aspecto sensorial. A escolha destes
ingredientes, bem como a quantidade usada foi baseada em pesquisas na
literatura, a respeito do perfil nutricional de idosos e suas principais deficiéncias.
Através da andlise sensorial (testes de aceitagcdo, ideal de dogura e intencao de
compra), os idosos avaliaram seis op¢cdes de formulacdo, das quais trés foram
preparadas com leite desnatado (sem saborizante, sabor chocolate e sabor café) e
trés com agua (morango, laranja e limao). Dentre essas, foram escolhidas as
formulagdes sabor chocolate e sem saborizante, as quais receberam médias de
aceitacao de 6,87 e 6,60 respectivamente. Os testes de ideal de dogura e intengao
de compra foram concordantes com os resultados encontrados no teste de
aceitacdo para essas duas formulacdes. Essas formulacdes apresentaram em

torno de 12% de proteina, sendo o maior constituinte os carboidratos (~ 80%).
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1. INTRODUCAO

A alimentagcdo em relacdo aos idosos tem sido enfatizada devido ao
aumento desta populagdo em nivel mundial, inclusive no Brasil, demonstrando a
preocupagado em proporcionar qualidade de vida, diminuir os custos no setor de
saude, demonstrar cientificamente que a dieta pode alterar a prevaléncia da

doenca e sua evolucéo, e proporcionar a educagao nutricional desta populacéo.

No desenvolvimento de produtos para a populagao idosa tém-se o cuidado
em elaborar formulagdes que proporcionem nutrientes necessarios para satisfazer
as deficiéncias de uma alimentagdo inadequada na terceira idade decorrente de

fatores da prépria idade ou de perfil dietético insatisfatério para a faixa etéria.

Sabe-se que para o desenvolvimento de novos produtos, € necessario o
emprego de diferentes tipos de ingredientes em diferentes niveis de concentragao.
De acordo com GIESE (1995), os ingredientes alimentares funcionais mais
frequentemente usados no desenvolvimento de produtos s&o as fibras dietéticas,
oligossacarideos, &acido latico, proteinas, minerais, vitaminas, fitoquimicos e
antioxidantes. As proteinas tém também sido reportadas como possiveis
ingredientes alimentares funcionais, como em bebidas com efeitos benéficos a
saude. Neste contexto, visando obter uma formulacao nutritiva e funcional, foram
realizados testes preliminares, sensoriais, utilizando-se provadores potenciais do

produto e testes de vida de prateleira.

As propriedades sensoriais sao influenciadas diretamente pela composicao
quimica e propriedades fisicas de um produto. Sdo percebidas pelo individuo
como atributos de aparéncia, sabor, aroma e textura, os quais influenciam a
competitividade entre os produtos (MOLNAR et al., 1993).

Os testes de aceitacdo tém como objetivo avaliar a resposta dos individuos

com relagdo a preferéncia e ou aceitacdo de um produto ou caracteristicas
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especificas do produto através de consumidores habituais ou potenciais
consumidores do produto (MEILGAARD et al., 1998).

O objetivo deste capitulo foi desenvolver um produto dietético capaz de
corrigir as principais deficiéncias nutricionais de idosos desnutridos, bem como,
realizar testes sensoriais com pessoas do mesmo grupo etario para avaliar a
aceitacdo do produto pelos potenciais consumidores e a sua qualidade sensorial

através de testes laboratoriais.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Ingredientes

As fontes protéicas utilizadas neste trabalho foram descritas no capitulo 2.

A fonte de carboidratos do produto foi maltodextrina da Corn Products Brasil
1910 e sacarose da marca Unido®. Como prebiédticos e fibra soltvel foram usadas
inulina (Raftiline® GR) e frutooligossacarideos (RAFTILOSE® P95), ambos doados

pela empresa ORAFTI — Active Food Ingredients, S&o Paulo, Brasil.

Como fonte lipidica testou-se o acido graxo 6mega-3 (ROPUFA ‘30’ n-3
Food Qil) cedido pela DSM Nutritional Products Ltda (ROCHE) e lecitina de soja
(Lecimulthin® 100) cedida por GLOBALFOOD - Advanced Food Technology, Sdo

Paulo.

Os minerais 6xido de magnésio RA 150; éxido de zinco FA; ferro
(Ferrochel® Amino Acid Chelate), selenito de sédio; cromo chelavite®; quelato de
magnésio 20%; quelato de zinco 20% e quelato de selénio 2%, foram fornecidos
pela empresa M.CASSAB Ltda, Sao Paulo. O calcio foi testado na forma de citrato
e carbonato (ambos da marca Synth) adquirido da empresa LABCENTER Ltda,
Paulinia, S.P., e na forma de lactato (Puracal PP FCC) doado pela PURAC, Sao
Paulo.

As vitaminas foram fornecidas pela DSM Nutritional Products Ltda , Séo
Paulo (ROCHE): vitamina A acetato tipo 325 CWS/F; dl-alfa-tocoferol; acido
ascorbico; cloridrato de piridoxina; vitamina B12 0,1% WS e acido félico — BP. Ja a
vitamina By (cloridrato de tiamina) da marca Synth foi adquirida da LABCENTER
Ltda., Paulinia, S.P.
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Os aromatizantes, conforme legislacdo brasileira na resolucdo n° 104
(BRASIL, 1999), classificados como aromatizantes/aromas idénticos aos naturais
(A.ILN). Foram utilizados nos testes para o desenvolvimento do produto: A.L.N.
morango em p6 SD; A.l.N laranja em p6 SD; A.I.LN. limao em p6 SD, todos doados
pela empresa MANE DO BRASIL Ltda., Sdo Paulo. Também utilizaram-se como
aroamatizantes/saborizantes café sollvel granulado da Melitta®, Sao Paulo |,
guarana em po pro Natura da Minori Alimentos Naturais Ltda, Sao Paulo, e

chocolate em pé soltvel da Nestlé®, Sdo Paulo..

O acidulante utilizado foi o acido citrico Synth adquirido da LABCENTER
Ltda., Paulinia, S.P.

Os corantes vermelho Bordeaux; vermelho Ponceaux; vermelho Alhura 40;
amarelo Tartrazina; amarelo Crepusculo; azul Brilhante e azul Indigotine, foram
cedidos pela empresa DOCE AROMA FOOD INGREDIENTS, Sao Paulo.

2.2. Embalagem

Foram utilizadas embalagens flexiveis de polipropileno (PP) em dois
tamanhos diferentes: uma embalagem menor com 10 cm de largura por 15 cm de
comprimento e 0,05 mm de espessura e, uma maior com 15 cm de largura por 25
cm de comprimento e de mesma espessura.
2.3. Formulacao do produto

Todos os testes para o desenvolvimento do produto foram realizados no

Laboratério de Metabolismo e Nutricdo do Departamento de Alimentos e Nutricdo-
FEA/UNICAMP.
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Previamente ao preparo das formulacdes, efetuou-se a higienizacdo da
bancada e de todos os utensilios utilizados, os quais também foram separados
dos demais. Além desses utensilios do laboratério foram utilizados copos plasticos
descartaveis para a realizacao dos testes. Também foram usados equipamentos
de protecao (jaleco de manga comprida, touca, mascara e luvas) para evitar

possiveis contaminacdes do produto que estava sendo formulado.

Em relacado ao preparo, realizou-se a pesagem de todos os ingredientes em
balanca analitica, considerando-se a quantidade estipulada por dose do produto.
Posteriormente misturaram-se os ingredientes em ordem crescente de quantidade,
ou seja, dos menores (minerais e vitaminas) aos maiores. Para garantir uma
homogeinizagcao mais eficiente, o produto formulado foi peneirado de 3 a 4 vezes

antes de ser armazenado em potes plasticos sob refrigeracao.

2.3.1 Testes preliminares de formulacao

Foram realizados varios testes preliminares com diferentes combinacoes e

proporcdes entre os ingredientes para a obtencao da melhor formulacao.

Por se tratar de um produto em pé para posterior reconstituicdo em agua ou
leite, a solubilidade/dispersabilidade é essencial. Assim, primeiramente foram
testados o0s ingredientes em maior quantidade que seriam adicionados na
formulacdo, tais como a mistura protéica entre isolado protéico do soro de leite
(WPI) e hidrolisado de colageno bovino (HCB) na proporcédo 60:40; maltodextrina;
prebidtico (inulina); lecitina de soja; bem como a mistura de todos eles. Esses
testes foram realizados em agua, apresentando problemas de solubilizacao,
principalmente por formar “grumos” oriundos da lecitina e formagao de precipitado.

Em funcdo desse problema de solubilizagdo, realizaram-se testes de
variagao de pH através da acidificacdo com acido citrico 0,1M. Observou-se que a

medida que o pH da solucao tornava-se mais acido, houve uma pequena melhora
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na solubilizacdo verificada através de uma menor sedimentacdo de sélidos.
Porém, como essa melhora nado foi significativa, realizaram-se testes de

instantaneizacgao.

Os testes de instantaneizacdo foram realizados na planta piloto do
Departamento de Engenharia de Alimentos com intuito de aumentar o tamanho
das particulas do p6 formando uma espécie de aglomerado, o qual facilitaria a
dispersao do p6 em agua. Para tal, foram usadas temperaturas entre 70 a 80 °C, o
que poderia causar perdas das vitaminas mais termolabeis, prejudicando o valor
nutricional do produto. Paralelamente determinou-se a umidade da formulagéo
antes e apds o processo de instantaneizacdo, observando-se diminuicdo da
mesma. Além disso, controlou-se o tempo para dissolugao do p6, bem como o
tempo de decantagdo. Verificou-se que ndo havia diferenca no tempo de
decantacdo e na quantidade de formacdo de precipitado com esse

processamento.

Uma nova formulacéo foi feita com adicdo de acido graxo poliinsaturado
6mega-3 encapsulado (Roche), o qual por estar na forma liquida aumentou a
umidade do produto, bem como, a hidrofobicidade, tornando mais dificil a
solubilizacdo. Além disso, conferiu aroma e sabor desagradaveis, o que tornou
essa formulagdo inviavel em termos sensoriais, apesar do esperado beneficio
funcional. Aplicou-se novamente o processo de instantaneizagdo, porém nao se

obteve resultados satisfatérios e esse processamento foi desconsiderado.

Para mascarar o aroma e sabor desagradaveis (residual metalico) foram
realizados os testes com saborizantes. Testou-se inicialmente a concentracédo
recomendada pelo fabricante para os saborizantes de morango (0,05%), liméo
(0,02%) e laranja (0,05%). Como essa concentracdo nao foi suficiente para
mascarar 0 aroma e sabor indesejaveis, varias concentragoes foram testadas, até
chegar em um limite no qual o sabor tornava-se enjoativo. Juntamente com os

testes de saborizantes foram realizados os testes com corantes para morango,
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limdo e laranja, obedecendo-se as quantidades recomendadas pela legislacdo
brasileira.

Novos sabores foram testados (café, chocolate e guarana), mas em todos
nao se conseguiu mascarar o gosto metalico residual do produto. Com o objetivo
de melhorar o aspecto sensorial resolveu-se retirar da formulacdo os minerais
cromo e ferro, o que permitiu eliminar o gosto residual metalico do produto. Outra
modificacao feita foi a retirada dos lipidios da formulacao (lecitina de soja e acido
graxo 6mega-3), o que além de eliminar o aroma e sabor desagradaveis, também

proporcionou uma melhora na solubilidade e dispersabilidade da mistura em agua.

Com essa formulacao realizaram-se varios testes com saborizantes
(morango, laranja, limdo, guarana, café e chocolate) em &agua e em leite,
acertando-se as concentracdes e quantidades adequadas para esses
ingredientes. Também testou-se a formulacdo sem adicdo de saborizante com
agua e leite, sendo considerada muito agradavel sensorialmente. Esses testes
podem ser visualizados através da Figura 3.1. Embora resolvida a questdo
sensorial do produto, a solubilizacdo ainda nao estava satisfatoria.

30 1312

FIGURA 3.1. Testes preliminares com saborizantes em agua e leite desnatado.
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Uma nova bateria de testes foi realizada, testando-se alteragbes no pH,
substituindo-se o WPI por hidrolisado protéico do soro de leite, cuja troca ndo se
revelou vantajosa. Avaliou-se também a introducdo do mineral calcio (varias

formas) na mistura.

Na avaliagdo do célcio na forma de carbonato, verificou-se que o mesmo
estava sendo responsavel por grande parte da precipitacdo do produto, pois em
testes com todos os ingredientes exceto o carbonato de calcio, a formacao de
precipitado foi muito pequena e estavel durante o tempo testado. A partir desse
ponto, iniciou-se testes com outras formas de célcio, como citrato, o qual
comportou-se de forma semelhante ao carbonato e lactato, que por sua vez
apresentou 6tima dissolucdo com baixissima formacdo de precipitado,

permanecendo estavel ao longo do tempo avaliado.

Assim, conseguiu-se resolver os problemas referentes a formacao de
precipitado com melhora significativa na solubilizagcdo do produto, bem como, nos

parametros sensoriais de aroma, sabor e aparéncia.

2.3.2. Avaliacao sensorial com idosos: escolha das melhores formulacoes

A realizagao desta andlise sensorial foi feita com individuos de 60 anos ou
mais (idosos), uma vez que o produto foi desenvolvido para atender as
necessidades nutricionais deste grupo etario. Em funcdo da dificuldade de se
conseguir pelo menos 30 provadores desta faixa etaria entre os freqiientadores da
Faculdade de Engenharia de Alimentos-UNICAMP, optou-se por realizar essa
andlise na Faculdade da 32 ldade da UNESP no campus de Sao José dos
Campos — SP.

Os idosos avaliaram seis opgdes de formulagbes com sabores

diferenciados através do teste de aceitacao, ideal de dogura e intengédo de compra
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(Figura 3.2). Embora o local ndo fosse o ideal para a realizagdo da analise
sensorial, tomou-se o cuidado de solicitar para que nao houvesse conversas entre

0s participantes durante a realizacdo da andlise, o que foi respeitado.

Optou-se por avaliar sensorialmente com os idosos as seguintes
formulagdes:
- em leite: formulagdo sem saborizante, sabor chocolate e sabor café;

- em agua: sabor morango (0,3%), limao (0,2%) e laranja (0,3%).

.

FIGURA 3.2. Analise sensorial realizada com idosos da Faculdade da 32 |dade da

UNESP no campus de S&o José dos Campos — SP.

Testes de aceitacao

Os testes de aceitagdo foram realizados utilizando-se escala hedbnica
estruturada de nove pontos (9 = “gostei muitissimo” e 1 = “desgostei muitissimo”),

conforme Anexo 1.
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Os testes foram realizados primeiramente para verificar quais das seis
formulagdes (com diferentes saborizantes) seriam mais aceitas em relacdo a
impressao global e dessa forma, duas formulagbes com os maiores indices de
aceitacao posteriormente foram submetidas a testes de vida de prateleira.

Trinta provadores nado treinados realizaram as andlises sensoriais de
aceitacao das amostras em relacédo a impresséao global, recebendo 50 mL de cada
amostra a temperatura ambiente em copos plasticos descartaveis, codificados
com algarismos de trés digitos casualizados e servidos. Entre uma amostra e
outra foi solicitado aos provadores que ingerissem biscoito “cream-craker” e

tomassem agua para lavar a boca e eliminar qualquer residuo.

Teste de docura ideal

Da mesma forma que no teste de aceitagéo, foi avaliado o ideal de dogura
das amostras utilizando-se uma escala de nove pontos com o0s seguintes
extremos: (-4) extremamente menos doce que o ideal e (4) extremamente mais
doce que o ideal, conforme (VICKERS, HOLTON e WANG, 2001).

Teste de intencao de compra

Na mesma ficha da analise de aceitacao e do ideal de docura foi avaliada a

atitude do consumidor em relacéo a possivel compra desses produtos. Para tal, foi

utilizada uma escala de cinco pontos para intencdo de compra (MEILGAARD e

CIVILLE, 1999), a qual € composta por: 1 = certamente ndo compraria; 2
provavelmente nao compraria; 3 = tenho divida se compraria ou nao; 4 =

provavelmente compraria e 5 = certamente compraria.
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2.3.3 Formulacao do produto final

Na formulagao final do produto foram utilizados: mistura protéica 60%WPI:
40%HCB; maltodextrina; sacarose; inulina; frutooligossacarideos (FOS); vitaminas
(B1, Bs, B12, acido félico, C, A e E); minerais (lactato de calcio, 6xido de magnésio,
quelatos de zinco e de selénio); saborizantes (morango, limao, laranja, café,
chocolate); corantes (vermelho Ponceaux, amarelo Tartrazina, amarelo

Crepusculo e azul Brilhante) e acido citrico.

A escolha destes ingredientes, bem como a quantidade utilizada de cada
um foi baseada na literatura, através das deficiéncias mais freqlientes relatadas
em idosos, e no perfil nutricional de idosos desnutridos que freqientam o
Ambulatério de Geriatria do Hospital de Clinicas da UNICAMP, através de um
levantamento realizado pela nutricionista Valéria Maria Caselato de Sousa. Além
disso, as quantidades foram determinadas com base nas recomendacoes
nutricionais das DRI’s (Dietary Reference Intakes) para a faixa etaria em estudo,

conforme pode ser visualizado na Tabela 3.1.
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TABELA 3.1. Contribuicdo nutricional do produto em relagdo a recomendacao da

DRI (Dietary Reference Intakes) para macro e micronutrientes.

Nutriente DRI para idosos % DRIs/ dose™* do
produto
Proteina (g/dia) M: 56 13%
F: 46 16%
Carboidrato (g/dia) Me F: 130 30%
Fibra (g/dia) M: 30 20%
F: 21 29%
Vitaminas
B1 (mg/dia) M: 1,2 17%
F:1,1 18%
Bs (mg/dia) M: 1,7 40%
F:1,5 45%
B12 (ng/dia) MeF:24 50%
C (mg/dia) M: 90 67%
F: 75 80%
A (ug/dia) M: 900 50%
F: 700 63%
E (mg/dia) MeF:15 100%
Acido Félico (ug/dia) M e F: 400 33%
Minerais
Ca (mg/dia) Me F: 1200 33%
Mg (mg/dia) M: 420 33%
F: 320 43%
Zn (mg/dia) M: 11 50%
F:8 67%
Se (ug/dia) MeF:55 33%

M = sexo masculino; F = sexo feminino. ** Dose de 58,069 para a formulacéo
sem saborizante e de 61,069 para a férmula sabor chocolate para dispersdo em
200mL. Fonte: DRI (1997); DRI (1998); DRI (2000); DRI (2001) e DRI (2002).
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2.3.4. Caracterizacao fisico-quimica

Composicao centesimal das formulagoes

- Umidade, solidos totais, cinzas e proteina: foram determinados de acordo
com os procedimentos descritos no AOAC (1990). Os solidos totais foram obtidos
pela diferenga entre o peso total da amostra e o conteudo em umidade, secagem
em estufa a 105 °C até peso constante. A proteina bruta foi obtida multiplicando-
se o nitrogénio total pelo fator 6,38 para o isolado protéico de soro de leite bovino
e 5,55 para o hidrolisado de colageno bovino.

- Lipidios Totais: foram determinados pelo método descrito por BLIGH e DYER
(1959), empregando-se os solventes cloroférmio, metanol e agua nas proporgoes
(10, 20, e 8 mL, respectivamente) para extragao dos lipidios.

- Carboidratos totais: estimados por diferencga, subtraindo-se de 100% relativo a

soma dos valores obtidos para as determinacdes anteriores.

2.4. Analise Estatistica

Todos os resultados foram analisados através da analise de variancia
(ANOVA) e as diferencas entre as médias, pelo teste de Tukey, (GOMES, 1982),
utilizando-se o programa “Statistica: Basic Statistics and Tables”, sendo que para

as analises sensoriais usou-se o programa estatistico SAS.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Formulacao final

Chegou-se na formulagdo final do produto, apresentada na Tabela 3.2,
através de pesquisas na literatura a respeito do perfil nutricional de idosos e suas
principais deficiéncias. Além disso, considerou-se um levantamento preliminar do
perfil nutricional de idosos desnutridos que freqientam o Ambulatorio de Geriatria
do Hospital de Clinicas da UNICAMP. As quantidades foram determinadas
respeitando-se as recomendacgdes nutricionais das DRI's (Dietary Reference
Intakes) para a faixa etdria em estudo, levando-se em consideragdo o limite

superior toleravel de ingestao (UL) de cada nutriente da formulacao.
3.1.1 Energia

Como relacao as necessidades energéticas, verificou-se que as mesmas
diminuem com a idade ao reduzir-se gradualmente a atividade fisica e a massa
muscular (CURIATI e ALENCAR, 1994). Estudos recentes demonstraram uma
diminuicdo em 10% das necessidades caldricas para cada década a partir dos 60
anos (PALLAS, 2002).

Um trabalho realizado por CERVATO et al. (1997) investigou o habito
alimentar de 557 individuos com idade entre 20 e 88 anos residentes no municipio
de Cotia, Sdo Paulo. Segundo os autores, o total calérico da dieta reduziu com a
idade: de um valor mediano de, aproximadamente, 2.000 Kcal/dia para cerca de
1.300 Kcal no grupo etério de 60 anos e mais, no caso das mulheres e de 2.700
Kcal para 1.900 Kcal, para os homens.

Em outro estudo desenvolvido por MASTROENI (2004) avaliou-se o estado

nutricional e o consumo de macronutrientes de idosos da cidade de Joinville, SC.

Em relacéo ao valor energético ingerido por essa populacao, o autor encontrou um
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consumo diario médio de 1.515 Kcal para o sexo masculino, sendo superior ao do
sexo feminino, que foi de 1.340 Kcal, ndo havendo diferenga estatisticamente

significante entre os sexos.

Tem-se observado que pelo menos 40% dos idosos com mais de 70 anos
ingerem menos de 1.500 Kcal por dia. No entanto, esse aporte energético nao é
suficiente para cobrir as necessidades nutricionais recomendadas de
micronutrientes e nem para manter um certo grau de atividade fisica. Portanto,
embora as necessidades energéticas sejam menores em idosos, deve-se
assegurar um aporte suficiente para garantir os requerimentos adequados de
vitaminas e minerais (NOVARTIS, 1998).

WOUTERS-WESSELING et al. (2003) avaliaram o efeito de um suplemento
nutricional liquido na composi¢cdo corporal e funcionamento fisico em pessoas
idosas com indice de massa corpérea (IMC) menor ou igual a 25 Kg/m? Foi
realizada suplementacdo duas vezes por dia, totalizando 250 Kcal diarias. Os
autores concluiram que a suplementacéo dietética promoveu um aumento no peso
corporal, nao afetando a ingestdo energética da refeicdo regular e ainda
resultando em uma ingestdao energética adicional, o0 que é importante em

pacientes idosos em desnutrigao.

Deste modo, o produto, objeto deste estudo, foi desenvolvido com o
proposito de atender a demanda energética de idosos desnutridos ou em risco de
desnutricao, oferecendo-se 200Kcal por dose e um total diario de 600 Kcal, uma
vez que se pretende administra-lo trés vezes ao dia para esse grupo de pacientes.
No entanto, individuos idosos com estado nutricional adequado, podem consumir
0 produto, apenas reduzindo-se a quantidade de doses ingeridas. Outra forma de
aumentar-se o valor calérico, bem como, o aporte nutricional do produto para ser
oferecido aos idosos desnutridos é através da solubilizacdo com leite ao invés de
agua. Recomenda-se a utilizagdo de leite desnatado, o que acarretaria um

aumento por dose em torno de 70 Kcal.
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TABELA 3.2. Composicao nutricional do produto final por dose (200 mL) e pelo

total diario (600 mL) de ingestao.

Nutriente Q™ (g)/dose (200 mL) Q™ (g)/dia (600mL)
Energia (Kcal) 200 600
Proteina: WPI + HCB () 7,5 22,5
Sacarose (g) 18,6 55,8
Maltodextrina (g) 22,07 66,21
Inulina (g) 4 12
FOS (g) 2 6
Vitaminas

B+ (mg) 0,2 0,6
Bs (MQ) 0,68 2,04
Bi2 (ug) 1.2 3,6

C (mgq) 60 180
A (ug) 450 1350
E (mg) 15 45
Acido Félico (ug) 133,33 400
Minerais

Ca (mg) 400 1200
Mg (mgQ) 140 420
Zn (mQ) 5,5 16,5
Se (ug) 18,33 55
Saborizantes

Morango e laranja 0,3% (g) 0,17 0,52
Limao 0,2% (Q) 0,12 0,46
Corantes

Vermelho Ponceaux (g) 0,0034 0,01
Amarelo Crepusculo (Q) 0,006 0,018
Amarelo Tartrazina (Q) 0,005 0,015
Azul Brilhante (g) 0,0002 0,0006
Acido citrico (g) 0,4 1,2

Outra consideracao importante a ser feita, € que pretende-se utilizar esse

produto entre as refeicées principais para evitar-se uma diminuigdo na ingestao

alimentar dos individuos idosos desnutridos. Essa orientacdo esta completamente
de acordo com estudo realizado por WILSON, PURUSHOTHAMAN e MORLEY
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(2002), o qual testou o efeito de suplementos dietéticos liquidos na ingestédo
energética de idosos. Os autores concluiram que a administracdo desses
suplementos entre as refeicbes em vez de junto com elas pode ser mais efetivo no

aumento do consumo energético.

3.1.2 Proteina

Enquanto a necessidade energética diminui, em torno de 10% por década a
partir dos 60 anos, a de proteinas aumenta, passando a representar uma maior
proporgao do total calérico com o avangar da idade. Diante do fato que a massa
magra diminui com o envelhecimento, conclui-se que essa maior necessidade
protéica reflita alteracbes na absorcdo e/ou metabolizacdo de proteinas
associadas a idade (CURIATI e ALENCAR, 1994).

Dessa forma, é necessario garantir um aporte elevado de proteinas e
ajustado em calorias, bem como, realizar exercicios fisicos de forma regular.
Assim, as recomendacbes para a ingestdo de proteinas para a populacao
geriatrica se situam entre 1-1,25 g/Kg/dia (PALLAS, 2002). No entanto, em
situacbes especiais como infecgdes agudas, fraturas ou intervencdes cirurgicas

pode se recomendar ingestdes maiores (1,25-2 g/Kg/dia).

Ja as recomendacdes americanas e canadenses (DRI's) para homens e
mulheres na faixa entre 51 a 70 anos, bem como, acima de 71 anos sao de 0,8 g
de proteinas/Kg/dia, que equivale a 56g/dia para os homens e 46g/dia para as
mulheres (DRI, 2002). Conforme CAMPBELL e EVANS (1996), essa
recomendacdo deve mudar para pelo menos 1.0g de proteina/Kg/ dia. ALVA
(2001) sugere que um aumento para 1,2 g/Kg/dia possa ser benéfico para idosos.
No levantamento preliminar realizado com idosos desnutridos que freqliientam o

Ambulatério de Geriatria do Hospital de Clinicas da UNICAMP, constatou-se que
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tanto a ingestao energética diaria (1074 Kcal) quanto a protéica (43g) estdo abaixo

das recomendacoes para essa faixa etaria em ambos 0s sexos.

Para o desenvolvimento do produto utilizaram-se duas fontes protéicas
diferentes (isolado protéico do soro de leite e hidrolisado de colageno bovino), as
quais além de garantir um aporte protéico adequado (40% da recomendagéao para
homens e quase metade do recomendado pela DRI para mulheres), apresentam
excelentes propriedades funcionais. Além disso, dentre o0s alimentos e
ingredientes  funcionais conhecidos atualmente, constituem ingredientes

importantes na formulagéo de alimentos e bebidas funcionais.

3.1.3 Carboidratos

Recomenda-se que 50 a 60% da ingestdo energética seja oriunda de
carboidratos, preferencialmente complexos, como cereais, frutas e vegetais, que
além de serem boas fontes desse nutriente, também s&o ricos em fibras, minerais
e vitaminas. Ja CURIATI e ALENCAR (1994) e NOVARTIS (1998) preconizam que
os carboidratos devam corresponder a aproximadamente 50 a 55% do valor
calédrico total ingerido pelo idoso.

A quantidade de carboidrato presente no produto atingiu 90% do valor
proposto na DRI. Utilizou-se essa quantidade por dois motivos: o primeiro em
virtude da retirada da fonte lipidica da formulagdo final devido problemas na
solubilizagao e nas caracteristicas sensoriais do produto, e em segundo devido a
diminuicdo na percepcao e identificacdo do gosto doce, conseqiéncia do
envelhecimento.

Em termos qualitativos optou-se pelo uso de maltodextrina e sacarose. A

primeira por ser um polissacarideo energético nao doce, composto por

monémeros de D-glicose, obtido a partir do amido de milho, por hidrélise acida ou
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enzimatica e por apresentar boa solubilidade em agua, sendo muito usada na
elaboracédo de bebidas (REINECCIUS, 1991). Ja a sacarose foi utilizada por seu
poder adocante e facil solubilizagdo, embora apresente a desvantagem do produto
nao ser recomendavel para idosos diabéticos.

3.1.4 Fibras/ Prebiodticos

De acordo com ROBINSON e LEIF (2001) as recomendacdes de fibras na
3? idade oscilam entre 20 a 35 g/dia, sendo os alimentos ricos em fibras, como

cereais, frutas e verduras a principal fonte dietética.

Os frutooligossacarideos e a inulina sdo atualmente classificados como
prebidticos, funcionais e fibras alimentares sollveis, apresentando efeitos
benéficos sobre a saude (ARABBI, 2001; BORGES, 1997; GIBSON e
ROBERFROID, 1995; LIU, 2003; ROBERFROID, VAN LOO e GIBSON,1998).
Possuem propriedades fisicas que os tornam aplicaveis em varios produtos
alimenticios, como auséncia de cor e odor, estabilidade em pH neutro e em
temperaturas elevadas (140 °C), bem como, solubilidade superior a da sacarose.
Porém, em condi¢gdes muito acidas podem ser hidrolisados em frutose (PASSOS e
PARK, 2003). Adicionalmente, apresentam propriedades funcionais que resultam

em beneficios a saude.

Dentre os beneficios proporcionados por esses prebibticos, recentemente
foi relatado seu uso como ingrediente nutricional para idosos, 0s quais apresentam
um inadequado equilibrio na sua microbiota intestinal, com uma significativa
diminuicdo das bifidobactérias. GUIGOZ et al, (2002) estudaram em idosos
frageis institucionalizados com mais de 75 anos o efeito da suplementacdo com
FOS em relacao a producao de bifidobactérias e verificaram que ap6s 3 semanas
as mesmas aumentaram significativamente.
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Em funcdo de todos os beneficios da inulina e dos frutooligossacarideos,
resolveu-se inclui-los na composicdo do produto na propor¢cdo de 2:1
respectivamente, fornecendo um total diario de 18g, o equivalente a 27 Kcal, uma
vez que cada grama fornece 1,5 Kcal (NINESS, 1999). E importante ressaltar que
0s mesmos sao considerados substancias seguras para o consumo humano, com
base em avaliagcbes toxicolégicas (COUSSEMENT, 1999).

3.1.5 Vitaminas e Minerais

ELSBORG et al. (1983) consideram a populagdo geriatrica um grupo
vulneravel com relacdo a ingestdo de vitaminas e minerais. Isso foi evidenciado
mediante estudos realizados com 403 idosos residentes em suas casas, onde as
vitaminas e os minerais apresentavam déficits variados, em comparagdo com as

exigéncias minimas.

O aporte de minerais pode estar comprometido na 3% idade devido aos
mesmos fatores que levam a deficiéncia de vitaminas, ou seja, menor apetite,
dificuldade de mastigacao, alteragdes enddcrinas, digestivas e renais e interacao
com farmacos (NOVARTIS, 1998).

As vitaminas mais deficientes na populacdo geriatrica conforme PALLAS
(2002) sao: D, E, C, Bg, B2 e acido félico. Conforme o mesmo autor, existem
alguns minerais que por possuirem um papel critico na idade geriatrica, merecem

atencéao especial. Sao eles: célcio, ferro, zinco, selénio, magnésio e cromo.

No estudo realizado por WOUTERS-WESSELING et al. (2003) o
suplemento nutricional liquido utilizado apresentava a seguinte composicao: 250
Kcal, 8,759 de proteina, 28,59 de carboidratos, 11,25g de lipidios e

micronutrientes em quantidades aproximadamente entre 30 a 150% da RDA

138



Capitulo 3

(Recommended Dietary Allowances, 1989) para vitaminas e minerais, com um

incremento nos niveis de antioxidantes.

Ja no produto desenvolvido, as quantidades de vitaminas e minerais por
dose variaram entre 17 a 100% da DRI (Dietary Reference Intakes, 1997; 1998;
2000; 2001), dando-se da mesma forma, maior énfase as substancias
antioxidantes. Essa porcentagem de variacao da DRI foi estabelecida, também,
com base no levantamento preliminar do perfil nutricional de idosos desnutridos
que freqientam o Ambulatério de Geriatria do Hospital de Clinicas da UNICAMP,
no qual as principais deficiéncias verificadas através da porcentagem de
adequacao em relagdo aos valores das DRI's foram: zinco (16,9%); calcio
(33,4%); selénio (49%); E (21%); C (52%); B4 (69%); Bs (32,7%) € B12 (11,6%).

3.1.6 Saborizantes e corantes

Os saborizantes utilizados na elaboracdo do produto sao classificados
como AIN (aromatizantes/aromas idénticos aos naturais) conforme a Resolugao n°
104 (BRASIL, 1999), a qual define esses ingredientes como: “substancias
quimicamente definidas obtidas por sintese e aquelas isoladas por processos
quimicos a partir de matérias primas de origem animal ou vegetal, que apresentam
estrutura quimica idéntica a das substancias presentes nas referidas matérias
primas naturais (processadas ou nao)”. Utilizou-se os saborizantes morango e
laranja na concentragdo de 0,3% e o limdo a 0,2%, respeitando-se as

determinagdes da presente resolugao.

Pela legislacdo atual, através das resolucdes n° 382 a 389 da ANVISA
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), no Brasil é permitido, para alimentos e
bebidas, o0 uso de apenas 11 corantes artificiais, sendo eles: Amaranto, Vermelho
de Eritrosina, Vermelho 40, Ponceaux 4R, Amarelo Crepusculo, Amarelo

Tartrazina, Azul de Indigotina, Azul Brilhante, Azorrubina, Verde Rapido e Azul
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Patente V (ANVISA). Deste modo, todos os corantes artificiais usados neste

trabalho sao permitidos conforme essa legislagéao.

Em relagdo a quantidade utilizada para cada um desses corantes,
observaram-se as recomendacgdes da resolugdo n° 389 de 5 de agosto de 1999
(BRASIL, 1999) e da IDA (definida como a quantidade de uma substancia,
expressa com base no peso corporal, que pode ser ingerida diariamente, durante
toda a vida, sem oferecer riscos a saude), a qual € um limite toxicolégico
importante que ajuda a estabelecer o uso seguro dos aditivos alimentares
(PRADO e REYES, 2003). Na Tabela 3.3 sdo apresentados os valores de limite
maximo permitidos pela resolu¢ao n° 389 (g/mL), os valores da IDA (mg/Kg) e os

valores utilizados neste trabalho (g/mL).

TABELA 3.3. Valores de limite maximo permitidos pela resolugdo n° 389
(expressos em g/mL), valores da IDA ( expressos em mg/Kg de peso) e os valores

utilizados no produto (expressos em g/mL).

Limite maximo IDA Produto
Corantes

(g/100mL) (mg/Kg de peso) (g/100mL)
Vermelho Ponceaux 0,005 4,0 0,002
Amarelo Crepusculo 0,01 2,5 0,003
Amarelo Tartrazina 0,01 7,5 0,0025
Azul Brilhante 0,01 10,0 0,0001

3.2. Avaliacao sensorial com idosos

Desta forma, a avaliacdo foi realizada com o publico alvo do produto
desenvolvido com o objetivo de se verificar dentre os seis sabores formulados, os
dois de maior aceitacdo para realizacdo dos testes de vida de prateleira e
posterior producao dessas formulagbes para suplementagdo em idosos

desnutridos.
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Todas formulagdes apresentam a mesma composicdo nutricional (Tabela
3.2). No entanto os sabores solubilizados em leite terdo um maior aporte cal6rico e
nutricional (Tabela 3.4), bem como o sabor chocolate em funcdo da sua
composi¢ao nutricional (Tabela 3.5).

TABELA 3.4. Composicao nutricional equivalente a uma porgao (200mL) do leite

desnatado Lider® utilizado na avaliacdo sensorial com idosos.

Composicao nutricional Q% por porcao (200 mL)

Valor calérico (Kcal) 70
Carboidratos (g) 10

Proteina (g)

Gorduras totais (Q) 1

Gorduras saturadas (g) 1

Colesterol (mg) 10

Célcio (mgQ) 234

Ferro (mg) 0,2

Sodio (mg) 128

TABELA 3.5. Composicdo nutricional do chocolate em p6 soltvel Nestlé®

equivalente a uma dose (3g/200mL) do produto.

Composicao nutricional Q% por dose (200 mL): 3g
Valor calérico (Kcal) 10
Carboidratos (g) 1,8
Proteina (g) 0,4
Gorduras totais (Q) 0,2
Fibra () 0,4
Célcio (mgQ) 2,4
Ferro (mg) 0,33
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3.2.1 Teste de Aceitacao

O teste de aceitacao com relagao ao atributo impressao global foi realizado
para verificar-se dentre as seis opcdes de formulagdes elaboradas, as duas de
maior aceitagdo por parte dos idosos. Os resultados dessa analise estdo

apresentados na Tabela 3.6.

TABELA 3.6. Média de aceitagdo das amostras do produto desenvolvido.

Amostras Impressao global *
Amostra 5 — Chocolate 6,872
Amostra 1 — Férmula sem saborizante 6,60°
Amostra 3 — Café 6,50%
Amostra 2 — Morango 5,70%
Amostra 6 — Laranja 4,70°
Amostra 4 — Limao 4,67°

* Médias marcadas com letras iguais nao diferem entre si estatisticamente pelo
teste de Tukey (p > 0,05).

De acordo com os resultados da Tabela 3.6, verificou-se que as
formulagdes sabor chocolate, sem adicdo de saborizante e sabor café foram as
preferidas pelos idosos, obtendo as maiores médias e nao diferindo entre si pelo
teste de Tukey (p > 0,05). As médias de aceitacdo para essas formulacoes
encontram-se situadas na escala hedonica estruturada de nove pontos em “gostei
moderadamente”, assim evidencia-se a boa aceitacdo por parte do publico alvo
em relacdo a essas amostras. Portanto, tornando viavel sua posterior produgéo

para suplementagdo com idosos desnutridos.

Dentre as amostras com saborizantes de frutas, o aroma de morango foi o
que obteve maior média de aceitacao, inclusive nao diferindo estatisticamente das
amostras chocolate, sem saborizante e café. Porém na escala hedbnica encontra-

se na faixa de “gostei ligeiramente”.
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STONE e SIDEL (1993) consideram o ponto 5 da escala como o ponto de
corte para a aceitacdo de um produto. Deste modo, as amostras de aroma laranja
e limao, estdo no limite de aceitacao, pois sua média foi 4,7 estando no ponto
intermediério da escala, sendo estatisticamente inferiores as demais.

Outro aspecto observado foi que as amostras com maior aceitacao foram

aquelas preparadas com leite desnatado ao invés de agua.

Embora néo tenha havido diferenca estatistica entre as amostras chocolate,
sem saborizante e café, optou-se pelas duas primeiras, em virtude do maior valor
absoluto da média, para a realizacao dos testes de vida de prateleira e posterior
producao para suplementagao com idosos.

Os testes afetivos que melhor avaliam a aceitabilidade de produtos séo
aqueles que utilizam os préprios consumidores desses produtos e 0s seus

resultados proporcionam maiores oportunidades de acao (STONE e SIDEL, 1993).

3.2.2 Teste de ideal de docura

Este teste foi um 6timo parametro na avaliagdo das formulagdes, quanto a
sua adequacao na percepcao de dogura, uma vez que iniumeros estudos tém
demonstrado que a sensibilidade do sentido do gosto diminui com o avango da
idade dos individuos (SCHIFFMAN, 1993).

Ainda que a queda da percepcao sensorial em idosos ndo possa ser
revertida, o desenvolvimento de alimentos especiais para o grupo da 32 idade,
apresentando gosto e odor intensificados, pode compensar as perdas de
percepcao em funcado da idade (SCHIFFMAN, 1993; SCHIFFMAN et al., 1997;
SCHIFFMAN e WARWICK, 1989).
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Pela andlise do histograma (Figura 3.3) é possivel observar que as
amostras consideradas com maior percentual de adequacéao de dogura (escala 0 =
ideal) foram as seguintes: chocolate (53,3%), café (50%), morango (46,7%) e a
formula sem saborizante (40%). Ja os menores resultados de adequacao foram
verificados para as amostras laranja (33,3%) e limao (23,3%). Estes resultados
sdo concordantes com os observados no teste de aceitacdo, onde as amostras
chocolate e sem saborizante obtiveram a maior aceitacdo, enquanto que as
amostras laranja e limao foram as de maior rejeicdo, fato este que pode ser
atribuido a inadequacao de docura destas amostras pelos provadores.

Por outro lado, pode-se observar, também, que a maior parte da
porcentagem dos provadores que nao considera as formulagées como ideais (zero
da escala), esta situada ou como “ligeiramente menos doce que o ideal” ou como
“ligeiramente mais doce que o ideal” para a maior parte das amostras avaliadas,
demonstrando assim que de uma maneira geral as amostras apresentam-se

adequadas no seu teor de dogura na opinido da maioria dos provadores.
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FIGURA 3.3. Histograma do ideal de docura das formulacées desenvolvidas. -4 =
extremamente menos doce que o ideal; -3 = muito menos doce que o ideal; -2 =
moderadamente menos doce que o ideal; -1 = ligeiramente menos doce que o
ideal; 0 = ideal; 1 = ligeiramente mais doce que o ideal; 2 = moderadamente mais
doce que o ideal; 3 = muito mais doce que o ideal; 4 = extremamente mais doce

que o ideal.

3.2.3 Teste de intencao de compra

Com relacdao a intencdo de compra (Figura 3.4), para as formulacdes
chocolate, café e sem saborizante, dentre os 30 provadores que avaliaram essas
amostras, mais de 70% tiveram atitude de compra entre “certamente compraria” e
“tenho duvidas se compraria”, sendo que a maior porcentagem dos provadores
(33,3% para amostra chocolate e café) teve atitude de compra “provavelmente
compraria”. Por outro lado, as formulagbes laranja, limédo e morango obtiveram
atitude de compra de mais de 50% dos provadores entre “provavelmente nao
compraria” e “certamente ndo compraria”. Estes resultados estdo condizentes

com os observados no teste de aceitacao.
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FIGURA 3.4. Histograma de intencdo de compra dos provadores para as
formulacdes desenvolvidas. 1 = certamente ndo compraria; 2 = provavelmente
nao compraria; 3 = tenho dlvidas se compraria ou nao; 4 = provavelmente

compraria; 5 = certamente compraria.

3.3. Composicao Centesimal

Na Tabela 3.7 esta apresentada a composicdo centesimal das duas

formulacdes com maior aceitagdo conforme analise sensorial realizada com

idosos. Pode-se observar que o componente de maior concentragdo foi o

carboidrato para as duas amostras, em torno de 80%.

146



Capitulo 3

TABELA 3.7 Composicdo centesimal das formulagdes sem saborizante e

chocolate.
Componentes Formulacoes (porcentagem)
Sem saborizante Chocolate
Proteina bruta (N x F)’ 12,71 £ 0,342 12,82 £ 0,02%
Lipidios totais 0,00 0,00
Cinzas 2,43 +0,01° 2,50 +0,02°
Umidade 5,09 + 0,03 4,86 + 0,03°
Carboidrato® 79,77 79,82

'F: WPI = 6,38; HCB = 5,55; mistura 60%WPI:40%HCB = 6,05. ? Calculado por
diferenca = 100 — (proteina + lipidios totais + cinzas + umidade).

Resultados sdo médias de 3 determinacbes *+ desvios padrdo, exceto para
carboidrato. Médias seguidas de letras iguais ha mesma linha ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A concentragdo de proteina ndo difere estatisticamente entre as duas
amostras. Fato este esperado, pois a quantidade protéica adicionada foi a mesma.
Ja a concentragdo de minerais na formulacdo de chocolate € superior
estatisticamente a encontrada na formulagcdo sem adi¢ao de saborizante, uma vez
que a diferenca entre ambas esta na adi¢gdo de chocolate em p6, o qual apresenta
conteudo mineral em sua constituicdo conforme foi apresentado na Tabela 3.5.
Verificou-se que o teor de umidade entre as amostras também difere

estatisticamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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4. CONCLUSOES

Conforme o teste de aceitacao realizado pelos idosos, constatou-se que as
formulacdes com maiores médias foram sabor chocolate (6,87), sem saborizante
(6,60) e café (6,50), as quais nao diferiram entre si significativamente pelo teste de
Tukey. Todas essas amostras foram preparadas com leite desnatado,
demonstrando-se a sua preferéncia em relagdo as formulagdes preparadas com

agua pelos provadores.

Em relacédo ao ideal de dogura, verificou-se que, de um modo geral, grande
parte das formulagdes apresentam-se adequadas no seu teor de dogura na

opinido da maioria dos provadores.

No teste de intencdo de compra, confirmou-se a preferéncia pelas amostras
sabor chocolate, sem saborizante e café, onde mais de 70% dos provadores
tiveram atitude de compra entre “certamente compraria” e “tenho duvidas se

compraria”.

Baseando-se nestes resultados optou-se por adotar as formulacbes sabor

chocolate e sem saborizante para a realizagdo dos testes de vida de prateleira.
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CAPITULO 4

PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS E VIDA DE PRATELEIRA DO
PRODUTO

RESUMO

O objetivo deste capitulo foi realizar a caracterizacao fisico-quimica e os testes de
vida de prateleira das formulagdes sabor chocolate e sem saborizante, escolhidas
pela analise sensorial com idosos. Foi realizado o estudo da vida util do produto
durante 30 dias de estocagem a temperatura ambiente e a 35 °C. Realizou-se
andlises de umidade, atividade de agua (aw), isoterma de adsorcado, taxa de
permeabilidade ao vapor de agua (TPVA), cor, avaliagdo sensorial e perda de
vitaminas. O produto apresentou ay inicial abaixo de 0,3, valor caracteristico de
alimentos desidratados. As isotermas de adsorcao das formulacdes serviram para
determinacdo dos valores de a, critica (0,5), umidade critica (5,1%) e umidade
inicial (~2,0%), os quais foram usados nos célculos da estimativa da vida util do
produto. Encontrou-se um valor de TPVA de 1,0598 g H.O/m?.dia.58% UR. 27 °C
para as embalagens de polipropileno usadas nos testes. Observou-se pequena
variagdo na cor (AE* = 0,4 para formulacdo sem saborizante e 0,6 para a
formulacdo chocolate) durante os 30 dias de estocagem. A qualidade sensorial
manteve-se satisfatéria nas trés avaliacdes (tempo zero, 15 e 30 dias), obtendo-se
médias de aceitacdo acima de 5 para todos atributos. Mais de 65% dos
provadores tiveram intencdo de compra entre “certamente compraria” e “tenho
duvidas se compraria”. Através desses resultados, constatou-se uma maior
preferéncia pela formula¢do chocolate. Verificou-se uma diminui¢gdo apreciavel no
teor das vitaminas B4, C, A e E ao final da estocagem. Através do ganho de peso
das formulagbes, estimou-se a vida de prateleira do produto, a qual foi de

aproximadamente de 4 meses.
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1. INTRODUCAO

A vida de prateleira de um alimento é definida por VITALI e QUAST (1996)
como o tempo em que o alimento pode ser conservado em determinadas
condicbes de temperatura, umidade relativa, luz, etc., sofrendo pequenas, mas
bem estabelecidas alteracées que sao, até certo ponto, consideradas aceitaveis
pelo fabricante, pelo consumidor e pela legislacdo alimentar vigente. J& SINGH
(1996), define como o periodo de tempo durante o qual sdo mantidas a qualidade
e a aceitabilidade do produto pelo consumidor. Esse periodo ndo é fixo, mas
depende das condi¢des nas quais o alimento é estocado.

A determinagdo inicial da estabilidade de um produto, normalmente, é
realizada durante o seu desenvolvimento, para dar algumas indicacdes da
expectativa da durabilidade do produto (HOWARTH, 1996).

Conforme FU e LABUZA (1998) no desenvolvimento de qualquer novo
produto ou reformulacéo, alteragcdo de embalagem ou condi¢cdes de estocagem e
distribuicdo, a estabilidade do produto é vital para seu sucesso no mercado.

A propriedade mais importante relativa a 4gua em alimentos é a atividade
de agua (aw), a qual é definida como a relacéo da pressao de vapor de agua em
equilibrio com um alimento e a pressdao de saturacdo de vapor na mesma
temperatura (FONTANA, 1998). A relacdo que permite o calculo da a, é a

seguinte:

aw = p/po= UR/100
Onde:
ay = atividade de agua

p = pressao de vapor de dgua sobre o produto

Po = pressao de vapor de agua saturado a mesma temperatura

158



Capitulo 4

URe = umidade relativa de equilibrio

De um modo geral, as alteracées em funcao do teor de agua presente no
alimento incluem, entre outras, a multiplicacdo de microrganismos, reacdes
enzimaticas, escurecimento nao enzimatico, oxidacao de lipidios e vitaminas e
alteracbes fisicas como modificacdo da consisténcia, viscosidade e textura
(TEIXEIRA NETO, 1997).

Valores criticos de ay sao estabelecidos como aqueles acima dos quais a
deterioracdo do alimento ocorre. No caso dos alimentos desidratados esses
valores situam-se abaixo de 0,6. No entanto, quando armazenados
adequadamente outras reacdes de deterioragdo, como por exemplo,
escurecimento ou descoloragdo e oxidagdo sdo as reagdes que deverdo definir
suas vidas de prateleira (TEIXEIRA NETO e JARDIM, 1996).

A isoterma de sorcao é definida por HERNANDEZ (2002) como sendo a
relacdo entre o conteudo de umidade de um produto e a umidade relativa (ou
atividade de agua) a uma dada temperatura. Segundo o autor, a determinagao da
isoterma de sorcao fornece importantes informagdes para que se possa estimar a
vida util de um produto cuja deterioracdo principal esta baseada na troca de
umidade com o meio. TEIXEIRA NETO e JARDIM (1996) destacam a grande
sensibilidade ao ganho de umidade e conseqlente deterioragdo dos alimentos
desidratados. Quando o produto ganha umidade, tem-se a isoterma de adsorcao e

o inverso, o produto perdendo umidade, tem-se a isoterma de dessorcao.
Essas curvas sdao muito importantes quando se deseja estudar a
conservacao de alimentos desidratados e a especificacdo de embalagens mais

adequadas para acondiciona-los (QUAST e GIL, 1973/74).

No entanto, a embalagem ndo melhora a qualidade do produto e ndo o

preserva completamente durante a estocagem; se estiver adequadamente

159



Capitulo 4

especificada, retarda a perda de qualidade e permite que o alimento chegue até o

consumidor em condic¢des aceitaveis (PADULA, 1996).

O objetivo deste capitulo foi realizar a caracterizacao fisico-quimica e os
testes de vida de prateleira do produto dietético desenvolvido, acondicionado em
embalagens flexiveis de polipropileno e estocado a temperatura ambiente e a
35°C.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Vida de prateleira: consideracoes gerais, protocolo experimental

Os principais fatores que controlam a vida de prateleira sdo: tempo,
temperatura, umidade, oxigénio, exposicdo a luz e a prépria embalagem
(LABUZA, 1982).

A estimativa da vida de prateleira pode ser feita através de teste de
estocagem; teste acelerado e simulacdo por estimativa, baseada em modelos
matematicos (AZANHA e FARIA, 2005).

No presente estudo, realizou-se o teste acelerado para estimar a vida de
prateleira do produto desenvolvido, uma vez que, os testes reais de vida util
muitas vezes podem demorar meses € até anos, para 0s casos em que o produto
avaliado é pouco perecivel, como por exemplo, alguns produtos desidratados,
podendo ser considerado dispendioso e inviavel em alguns casos.

Ja os testes acelerados sao baseados na analise da estabilidade do
produto em condi¢des abusivas, por exemplo, alta temperatura e umidade relativa,
ciclos alternados de temperatura e umidade relativa. SPEIGEL e BROWN (1990)
relatam que teoricamente, sob condigbes aceleradas, as deteriora¢cdes no produto
acontecem a uma velocidade maior e, conseqlentemente, o tempo de estudo se

reduzira.

Deste modo, foi estudada a estabilidade do produto desenvolvido, em sua
forma sem adicao de saborizante e no sabor chocolate, por um periodo de 30 dias
de armazenamento. Durante esse periodo, efetuou-se uma monitoracdo dos
valores de umidade, atividade de agua (aw), cor, ganho de peso do produto,

andlise sensorial e perda de vitaminas (Bi, A, C e E). As amostras foram
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armazenadas a temperatura ambiente, para simular as condi¢gdes reais de
estocagem do produto, no Laboratério de Nutricdo e Metabolismo do
Departamento de Alimentos e Nutricdo — FEA/UNICAMP, e em camara a 35°C no
Laboratério de Embalagens do Departamento de Tecnologia de Alimentos —
FEA/UNICAMP. As embalagens de polipropileno com dimensdes de 10x15cm
continham o equivalente a uma dose do produto, que no caso da amostra sem
adicdo de saborizante era de 58,069 e para a amostra sabor chocolate de 61,069.
As analises foram realizadas no dia do processamento (tempo zero) e a cada 15
dias de armazenamento, até completar os 30 dias. A Figura 4.1 representa o
delineamento experimental realizado para os testes de vida de prateleira do

produto desenvolvido.

| Sem saborizante

Estocagem: Temperatura
ESTABILIDADE ambiente e a 35 °C

T, = tempo zero
AVALIACAO —» Ti5 = apos 15 dias
l Tso = ap6s 30 dias

FiISICO-QUIMICA
SENSORIAL
PERDA DE VITAMINAS

FIGURA 4.1. Delineamento experimental realizado para os testes de vida de

prateleira (estabilidade) do produto desenvolvido.
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2.2. Determinacao de umidade e atividade de agua (ay)

Foi determinada de acordo com os procedimentos descritos no AOAC
(1990), no tempo zero (para amostras em temperatura ambiente) e T3, dias (para
amostras em temperatura ambiente e a 35 °C).

A atividade de agua inicial do produto em suas duas opgdes (sem
saborizante e chocolate) foi realizada utilizando um medidor portatil paykit, modelo
950 NE da marca DECAGON. Para calibracdo do equipamento foram usadas
solucdes saturadas de cloreto de magnésio e litio (atividades de agua de 0,1-0,4)
e sulfato de potassio (atividade de agua de 0,975). As medidas foram feitas em
duplicata e a temperatura ambiente (25,6 °C). No final do teste de vida de
prateleira (tempo 30 dias) foi novamente determinada a a, das amostras que

foram armazenadas em temperatura ambiente e em cadmara a 35 °C.

2.3. Determinacao de isotermas de adsorcao

A determinacdo da isoterma de adsorcdo pode ser realizada usando
medidores diretos de a, ou dessecadores com solugdes salinas saturadas de
conhecida atividade de agua (umidade relativa de equilibrio). Nos dois casos,
paralelamente, sdo feitas medidas do teor de umidade das amostras. Essas
medidas sdo geralmente feitas em amplas faixas de umidade, correspondendo a
valores de ay entre 0 a 1,0 (TEIXEIRA NETO e JARDIM, 1996). Nesse trabalho,
realizou-se a determinacgao da isoterma de adsor¢cao medindo-se diretamente a ay
com aparelho portatil paykit, modelo 950 NE da marca DECAGON para identificar
o comportamento do produto desenvolvido. No entanto, com intuito de determinar
o ponto critico (umidade e ay, limites) do produto, bem como, efetuar uma
avaliacdo visual das transformagdes ocorridas (aglomeragcdo/empedramento,
mudanca na cor e desenvolvimento microbiano) durante o periodo analisado
foram utilizados dessecadores com solugdes salinas saturadas, para controle da

umidade relativa nos dessecadores.
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Para determinacdo da isoterma de adsorcao através de medidor direto de
aw realizou-se a secagem em estufa no Laboratorio de Nutricdo e Metabolismo do
Departamento de Alimentos e Nutricdo — FEA/UNICAMP. A temperatura foi
mantida a 80 °C durante 1 hora sem que houvesse alteracées na textura e na cor
das amostras. Utilizou-se 1g para cada amostra, de modo a conseguir uma
secagem completa ao final do tempo estabelecido. Apds secagem, as amostras
foram colocadas em dessecador com silica por 30 minutos para esfriar.
Transcorrido esse tempo, mediu-se a atividade de agua inicial (como medida de
comparagao) com o paykit e transferiu-se as amostras para dessecador com agua
destilada (100% de umidade) conforme a Figura 4.2. Ap6s 1 hora pesou-se em
balanga analitica e mediu-se a a, de cada amostra, repetindo-se esse
procedimento de hora em hora para a construcao da isoterma de adsorgao. Foram
realizadas 8 leituras de cada amostra (triplicata) e uma leitura final apds 24 horas

da medida inicial da ay,.

FIGURA 4.2. llustracao do dessecador com agua destilada (100% de umidade)
para determinacao da isoterma de adsorcao através do medidor portatil paykit.

Quando se utilizou dessecadores com solugdes salinas saturadas as

condicbes de temperatura foram de 26,8 °C £ 1°C. O produto formulado foi
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utiizado na sua condicdo de estocagem em temperatura ambiente em
embalagens de polipropileno seladas sem vacuo (seladora Selovac modelo 200-B)
no inicio dos testes de vida de prateleira. Dessa forma, em sua condicao inicial de
umidade, sem realizacao de pré-secagem.

No levantamento dos pontos criticos da isoterma, amostras do produto
(duplicata) foram mantidas sob sete condigdes diferentes de umidade relativa

durante 3 semanas (Figura 4.3).

FIGURA 4.3. llustracdo dos dessecadores com solugdes saturadas, para

determinacgéo dos pontos criticos do produto.

As condigbes estudadas em dessecadores foram preparadas com solugdes
salinas saturadas, que proporcionam os valores de umidade relativa necessarios
para a determinacdo dos pontos criticos do produto (ay € umidade critica). Essas
solucbes salinas, juntamente com as respectivas atividades de agua, a 25 °C,

estdo apresentadas na Tabela 4.1.
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TABELA 4.1. Solugdes salinas saturadas utilizadas nos dessecadores e suas

respectivas atividades de agua a 25 °C.

Solucoes salinas saturadas Atividade de agua
Acetato de potassio 0,22b
Cloreto de magnésio 0,33 a
Carbonato de potassio 0,43 a
Nitrito de sédio 0,65c¢c
Cloreto de sodio 0,75a
Cloreto de bério 0,90 a

Fonte: a) GREENSPAN (1977); b) KIMURA e MAEDA (1993); c) LABUZA (1983).

2.4. Determinacao da taxa de permeabilidade ao vapor de agua (TPVA)

A permeacao através de um filme polimérico é uma medida da taxa de
transferéncia do estado estaciondrio do permeante e é geralmente expressa como
constante de permabilidade (P). Esta constante pode ser descrita em termos de
dois parametros fundamentais, denominados de constante de difusdo (D) e
coeficiente de solubilidade (S) de acordo com FUJITA (1961) e CRANK (1975).

A permeacao de um componente pode ser descrita pela seguinte equagéao:
P=D.S

Onde:

P = constante de permeabilidade
D = constante de difusé&o

S = coeficiente de solubilidade.

A taxa de permeabilidade ao vapor de agua, comumente expressa em g
agua/(m®.dia) foi determinada segundo metodologia descrita na AMERICAN
SOCIETY FOR TESTING AND MATERIALS — ASTM (2000).
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Avaliou-se a permeabilidade através das embalagens de polipropileno,
considerando-se a termoselagem eficiente. O dessecante, silica gel anidra, foi
pesado (em torno de 20g) e colocado diretamente nas amostras de embalagem,
antes do fechamento das mesmas, por barras aquecidas.

A altura da selagem no corpo-de-prova foi previamente calculada de modo
a se obter sempre a mesma area de permeacgdo para todas as amostras. O

experimento foi realizado em seis replicatas.

A seguir, as amostras foram deixadas na bancada do Laboratério de
Nutricdo e Metabolismo da Faculdade de Engenharia de Alimentos — UNICAMP,
sob condicoes ambiente de temperatura (27 °C £ 1 °C) e umidade relativa (58% +
6%). Procedeu-se dessa maneira com o objetivo de reproduzir as condicdes reais
de armazenamento do produto, uma vez que o mesmo foi estocado em
temperatura ambiente. De acordo com VITALI e QUAST (1996) para produtos
sensiveis ao ganho ou perda de umidade, acondicionados em embalagens
permeaveis, é necessario realizar ensaios em temperatura ambiente por se

assemelhar as condigdes extremas encontradas na distribuicao.

Foram realizadas pesagens sucessivas de dois em dois dias até que se
obtivesse uma taxa constante de ganho de peso. A partir desses dados, elaborou-
se um grafico do ganho de peso (g) versus tempo (dias) para o material teste. A
parte linear da curva esta associada ao estado estacionario de transferéncia de
vapor de agua através da embalagem. O valor médio da taxa de permeabilidade
ao vapor de agua exposta de cada embalagem (TPVA) foi calculado a partir do

coeficiente angular da curva.

2.5. Determinacao instrumental da cor
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O espaco de cor ClElab (L*, a* e b*) é uma das modificagcdes do sistema do
colorimetro de triestimulos (XYZ), juntamente como o sistema Hunter (L, a e b).
Ele foi definido em 1971 pela CIE (Comission Internationale d’Eclairage)
objetivando uniformizar as diferencas de cor determinadas instrumentalmente com
as diferencas visuais. Nesse espaco de cor, faz-se a leitura dos valores de L*
(luminosidade), das coordenadas de cromaticidade: a* (intensidade das cores
vermelha e verde, onde os valores positivos sdo vermelhos e os negativos sao
verdes) e b* (intensidade das cores amarela e azul, onde os valores positivos séo
amarelos e os negativos s&o azuis), e dos valores de AE (grandeza da diferenca
entre as cores). Os valores dessas variacoes referem-se as diferencas entre a
amostra que estd sendo analisada, em determinado tempo, e a amostra
considerada como padrao (HUNTER, 1975).

Para os testes de vida de prateleira do produto foi realizada a analise
instrumental de cor no tempo zero, 15 e 30 dias da amostra sem saborizante e
sabor chocolate. Foram realizadas em espectrofotémetro Colorquest Il Hunterlab
no Laboratério Central Analitico do Departamento de Alimentos e Nutricdo da FEA
— UNICAMP. Foi utilizado como iluminante Dgs, &ngulo de 10° e sistema de leitura
CIElab.

As amostras foram medidas dentro das embalagens transparentes de
polipropileno, sendo que a embalagem foi considerada na calibragdo do
equipamento. Essas amostras foram analisadas em duplicata com caminho
opticamente limpo de uma polegada, obtendo-se o valor de L* (luminosidade) e
das coordenadas de cromaticidade (a* e b*).

Durante a determinacéo da isoterma de adsor¢ao do produto, realizou-se a
andlise instrumental de cor das amostras nas diferentes atividades de agua com
objetivo de se verificar o ponto critico para esse parametro no produto. Essa
analise foi realizada no Instituto de Tecnologia de Alimentos de Campinas — ITAL

7 dias apos inicio do experimento da isoterma de adsor¢ao.
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Para essa determinagdo de cor efetuou-se leitura no sistema CIElab em
colorimetro Color Eye 2020 com software COMCOR 1500 Plus — Macbeth. A
analise foi realizada diretamente nas capsulas, onde se encontravam as amostras
com 10° de observacéao, iluminante Dgs € configuracdo DREOL, obtendo-se os
valores de L*, +a* (vermelho), —a* (verde) e +b* (amarelo) de acordo com
FERREIRA (1991).

2.6. Avaliacao sensorial

Esta avaliacao sensorial foi realizada no Laboratério de Andlise Sensorial
do Departamento de Alimentos e Nutricdo — FEA/UNICAMP com uma equipe de
trinta provadores, recrutados dentre os alunos e funcionarios da Faculdade e
Engenharia de Alimentos — UNICAMP, com intuito de se verificar possiveis
alteracbes sensoriais do produto sem saborizante e com sabor chocolate no
decorrer da estocagem (tempo zero, Tis e T3g) dos testes de vida de prateleira em

temperatura ambiente.

Testes de aceitacao

Esse teste foi executado para estudar a aceitacdo, das duas amostras
escolhidas através da avaliagdo sensorial realizada com idosos, em relacdo a
aparéncia, aroma, sabor e impressao global. As amostras foram servidas para os
provadores através de uma apresentacdo monadica em copos plasticos de 50 mL,
codificados com algarismos de trés digitos. Foram servidas em cabines
individuais, sob luz natural, tendo ficado a disposicao agua e biscoito “cream-
craker” (STONE e SIDEL, 1993).
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Os testes de aceitagdo foram realizados utilizando-se escala hedbnica
estruturada de nove pontos (9 = “gostei muitissimo” e 1 = “desgostei muitissimo”),

conforme Anexo 2.

Teste de intencao de compra

Utilizou-se a escala de cinco pontos de atitude de compra (MEILGAARD

()

CIVILLE, 1999), a qual é composta por: 1 = certamente ndo compraria; 2

provavelmente ndao compraria; 3 = tenho divida se compraria ou nao; 4

provavelmente compraria e 5 = certamente compraria.

2.7. Analise de minerais e vitaminas

Os minerais e vitaminas adicionados as formulacdes foram determinados
primeiramente para verificar se 0 seu conteudo esta concordante com as
especificacoes fornecidas pelos fabricantes e também para determinar possiveis
perdas de nutrientes durante a estocagem.

Os minerais célcio, magnésio, zinco e selénio foram analisados apenas no
tempo zero, bem como, as vitaminas Bg e acido folico. Ja as vitaminas By, C, Ae E
foram determinadas ao longo do estudo de vida de prateleira do produto (To, T1s €
T30) por serem mais sensiveis a perdas durante a estocagem. Essas analises
foram realizadas no Centro de Quimica de Alimentos e Nutricdo Aplicada do
Instituto de Tecnologia de Alimentos — ITAL, Campinas. A vitamina B2 ndo pode

ser determinada devido sua baixa concentragcao no produto.
O célcio, magnésio e zinco foram determinados conforme metodologia

proposta por SLAVIN, PETERSEN e LINDHAL (1975). Para selénio utilizou-se o
método de OLSON, PALMER e CARY (1975).
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As vitaminas foram determinadas através das seguintes metodologias:
vitamina By (HORWITZ, 2000; VAN DE WEERDHOF, WIERSUN e
REISSENWEBER, 1973); vitamina Bs (HORWITZ, 2000; GREGORY e KIRK,
1978); acido folico (LIMA, CATHARINO e GODQY, 2004); vitamina A (MANZ e
PHILIPP, 1988); vitamina E (BRUBACHER, MULLER-MULOT e SOUTHGATE,
1985) e acido ascorbico (ARAKAWA et al., 1981).

2.8. Estimativa da vida de prateleira do produto

Para os calculos da estimativa da vida de prateleira do produto
desenvolvido ndo se adotou os modelos matematicos estudados por AZANHA e
FARIA (2005). Ao invés disso, esses calculos foram realizados através do ganho
de peso do produto embalado, o qual foi medido no decorrer do periodo de
estocagem (30 dias). Com esses dados, construiu-se o grafico ganho de peso (g)
versus tempo (dias) e a partir da equacao da reta obtida, onde x era o tempo ey a
variagdo de umidade (diferengca entre a umidade critica, obtida da analise da
isoterma em dessecadores, e a umidade inicial de cada amostra), estimou-se a
vida 0til das amostras estocadas.

Uma outra forma realizada para estimar a estabilidade das amostras foi
através da elaboracdo do gréfico % umidade versus ay, 0 qual origina uma
equacao de polinbmio de 3° grau. A partir dessa equacao, onde o valor de x
representa a ay, obtém-se o valor de y, calculando-se a variagdo de umidade (AU)
de cada uma das amostras. Através desse dado e do valor de TPVA (Taxa de
Permeabilidade ao Vapor de Agua), estimou-se a vida de prateleira do produto
(comunicacao pessoal, FARIA, 2005).
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2.9. Analise Estatistica

Todos os resultados foram analisados através da analise de variancia
(ANOVA) e as diferengas entre as médias, pelo teste de Tukey (GOMES, 1982),
utilizando-se o programa “Statistica: Basic Statistics and Tables”, sendo que para

as analises sensoriais usou-se o programa estatistico SAS.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Umidade e atividade de agua (ay)

Determinou-se o teor de umidade e a atividade de agua do produto sem
saborizante e do produto aromatizado com chocolate no inicio do teste de vida de
prateleira (tempo zero), bem como no final desse teste (Ts dias). Essa
determinacdo foi realizada nas amostras armazenadas a temperatura ambiente e
a 35 °C (Tabela 4.2).

TABELA 4.2. Teor de umidade e atividade de agua (a,) das formulagcdoes sem
saborizante e chocolate no tempo inicial (Ty) e no tempo final (T3 dias) do estudo
de vida de prateleira.

Formulacoes Umidade inicial* (To) Umidade final* (T3)

Temp. ambiente Temp. ambiente = Temp. 35 °C
Sem saborizante 5,09 + 0,03%° 5,78 + 0,112 4,73 + 0,05%°
Chocolate 4,86 + 0,03%° 5,71 + 0,40 4,87 + 0,03%°
Formulacoes aw** (To) aw**(T30)

Temp. ambiente Temp. ambiente  Temp. 35 °C
Sem saborizante 0,28 0,42 0,28
Chocolate 0,29 0,39 0,30

*Resultados sdo média de 3 determinagdes + desvios padrao. Médias seguidas
por uma mesma letra maiuscula (coluna) e mindscula (linha), nao diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. ** Resultados sdo média de 2
determinagdes.

173



Capitulo 4

Para a formulacdo sem saborizante, verificou-se que o teor de umidade no
decorrer do estudo de vida util ndo diferiu a temperatura ambiente, mas quando
armazenada em camara a 35 °C, observou-se uma diminuicdo significativa. Ja
para a formulacdo de chocolate, a temperatura ambiente, houve um ganho de
umidade significativo no decorrer do tempo de estocagem, o que nao foi verificado

com as amostras armazenadas a 35 °C.

A umidade manteve-se superior na formulacdo sem saborizante em relacao
ao chocolate, na temperatura ambiente, no decorrer do estudo, porém no final (T3

dias) nao houve diferenca estatistica entre ambas.

A atividade de agua das formulagdes sem saborizante e chocolate
demonstraram o mesmo comportamento no decorrer do estudo da vida util do
produto, apresentando um aumento na a, a temperatura ambiente, e uma
manutencdo do valor de a, a 35°C, quando comparada a ay, inicial das amostras.
Através desses resultados, pode-se concluir que o aumento da ay, a temperatura
ambiente, foi decorrente do ganho de umidade das formulagdes, estando de
acordo com os dados apresentados na Tabela 4.2, devido a permeabilidade da
embalagem de polipropileno usada no estudo de vida de prateleira deste produto.

Ambas formulagoes apresentaram o mesmo comportamento no decorrer do
tempo de estocagem e nas diferentes temperaturas avaliadas, ndo. Observou-se
que os valores de a, encontrados para as formulagdes desenvolvidas no inicio do
estudo (To) estdo dentro dos valores relatados na literatura para alimentos
desidratados, os quais pela sua natureza apresentam a,, baixa, geralmente inferior
a 0,30 (VITALI e QUAST, 1996). No entanto, no final desse estudo (T30 dias) a
atividade de agua aumentou para aproximadamente 0,4, a temperatura ambiente,
sugerindo-se que a embalagem utilizada ndo oferece uma barreira adequada aos
vapores de agua, devendo-se escolher uma embalagem com maior protecéo para

armazenar o produto desenvolvido.
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3.2. Determinacao da isoterma de adsorcao

O contetdo de umidade de equilibrio em base seca foi determinado para
cada valor de atividade de agua das duas formulagdes desenvolvidas. Os valores
experimentais estao apresentados nas Tabelas 4.3 e 4.4. Através destes valores
construiu-se os gréaficos umidade de equilibrio versus atividade de agua, os quais
representam as isotermas de adsorcdo da formulacdo sem saborizante e sabor

chocolate (Figuras 4.4 e 4.5, respectivamente).

TABELA 4.3. Valores experimentais de umidade de equilibrio (%) em varias
condicdes de atividade de agua para a formulacdo sem saborizante, a temperatura
ambiente (27 °C).

Atividade de agua Umidade de equilibrio (% base seca)

0,01 0

0,26 1,94 + 0,17
0,38 3,11 £0,23
0,44 3,83 £0,24
0,46 4,45+ 0,22
0,49 4,95+ 0,22
0,52 5,45+0,18
0,54 5,88+0,18
0,55 6,20 £ 0,16
0,78 13,53 £ 0,41
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16 1 y = 26,483x3 - 8,3366x° + 7,8371x - 0,0687
14 - r = 0,9997
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FIGURA 4.4. Isoterma de adsorcdo da formulacdo sem saborizante em

temperatura ambiente (27 °C).

TABELA 4.4. Valores experimentais de umidade de equilibrio (%) em varias
condicdes de atividade de agua para a formulacdo chocolate, a temperatura
ambiente (27 °C).

Atividade de agua Umidade de equilibrio (%)

0,01 0

0,29 2,14+£0,12
0,4 3,36 £0,15
0,44 4,05+0,14
0,48 4,69+ 0,11
0,5 5,20£0,09
0,53 5,74 £ 0,06
0,55 6,10 + 0,06
0,57 6,43 £ 0,06
0,78 13,99 £ 0,35
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FIGURA 4.5. Isoterma de adsorcdo da formulacdo sabor chocolate em
temperatura ambiente (27 °C).

As isotermas, para as duas formulagdes, apresentaram formatos muito
semelhantes, ficando préximas a classificagao do tipo Il, segundo BRUNAUER et
al. (1938). No entanto, para afirmar com certeza se o produto realmente se
comporta dessa maneira, seria necessario a realizacdo de mais pontos com ay
superior a 0,8 (Figuras 4.4 e 4.5). Os mesmos autores demonstraram que a

configuracao e formato da curva dependem das propriedades do produto.

Para a maioria dos alimentos, sua configuragao tipica é a curva em formato
sigmoidal representativa da isoterma tipo |l (BELL e LABUZA, 1996).

Através dos dessecadores com solugdes salinas saturadas, sob condi¢des
de temperatura ambiente (26,8 °C *+ 1°C), determinou-se 0s pontos criticos
(umidade e ay, limites) do produto. Além disso, avaliou-se visualmente as
transformacdes ocorridas (aglomeracdo/empedramento, mudanga na cor e

desenvolvimento microbiano) durante 3 semanas de estudo.

As principais transformagdes que se verificam com o aumento de umidade,

para produtos secos, sdo a aglomeracdo e o empedramento. Para umidade
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relativa de equilibrio muito alta o que se observa é uma dissolucéo parcial ou total
do produto, principalmente para aqueles com alto teor de acucar (TEIXEIRA
NETO e QUAST, 1977).

O inicio da aglomeragdo das amostras ocorreu em atividade de agua
aproximada de 0,65, para as duas formulagdes. Fato este nao verificado na
atividade de agua de 0,43. Sendo esse valor de atividade de agua (ou umidade
relativa de equilibrio) considerado como critico para a definicdo da barreira ao
vapor de agua a ser estabelecida, quando da escolha do material de embalagem,
de modo a manter a qualidade do produto durante o periodo de vida de prateleira.

Em umidade relativa de 90 e 100%, todas as amostras apresentaram certa
liquefagéo. Durante as 3 semanas de avaliagcdo, observou-se o crescimento de
fungos apenas nessas umidade relativa, com as amostras de chocolate
apresentando maior susceptibilidade ao desenvolvimento microbiano, quando
comparadas as amostras da formulagdo sem saborizante, as quais demonstraram

maior resisténcia.

Quanto a alteracao visual de cor, observou-se um leve escurecimento da
formulacdo chocolate com atividade de agua de 0,43, acentuando-se para ambas
formulagdes a partir de 0,65 com uma semana de estudo. No entanto com apenas
dois dias de experimento, a 90 e 100% UR, as mudangas na cor foram

significativas.

Ao observar as amostras no decorrer de uma semana, determinou-se que o
ponto critico (ay critica) das duas formulagdes foi 0,5, levando-se em consideragao
o inicio da aglomeracado. Com este valor de atividade de agua, determinou-se a
umidade critica, da formulacdo sem saborizante e com chocolate, através das
equagdes polinomiais de 3% ordem ilustradas nas Figuras 4.4 e 4.5, as quais

coincidentemente apresentaram o mesmo valor de umidade critica (5,1%) para as
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duas formulagdes. Através destas mesmas equacdes, também se determinou a

umidade inicial das formulagdes (~2,0%).
3.3. Taxa de permeabilidade ao vapor de agua (TPVA)

Os produtos acondicionados nas embalagens de polipropileno com
espessura de 0,05mm foram avaliados durante 32 dias, resultando em um grafico
com 11 pontos (Figura 4.6).

O valor de TPVA foi obtido através do coeficiente angular médio da
equacao da reta (Figura 4.6), para as embalagens avaliadas, cujo valor foi de
1,0598 g H.O/m?.dia.58%UR.27 °C. Dividindo-se pela area de exposicdo, obteve-
se o valor de TPVA por m?.

Para embalagens plasticas flexiveis, a TPVA depende do tipo de material
utilizado em sua fabricacdo, como o tipo de resina, espessura e também da

temperatura e umidade relativa do ambiente de estocagem (PADULA, 1996).

0,9 -
0,8
0,7
0,6 -
0,5 -
0,4 -
0,3 - s
0,2 -
0,1 -
0 ‘ ‘ ‘ ‘
0 5 10 15 20 25 30 35

y = 0,0248x + 0,0402

Ganho de peso (9)

Tempo (dias)

FIGURA 4.6. Valores do ganho de peso das amostras sem saborizante ou
chocolate durante 32 dias de estudo.
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A medida que se aumenta a espessura dos filmes, diminui-se a TPVA. Para
a maior parte das resinas, um aumento de um grau centigrado pode proporcionar
um aumento de 10% do valor de TPVA. No caso da temperatura, verificou-se que,
sua influéncia em filmes de 100um de espessura e 80%UR, promoveu uma
elevacao nos valores de TPVA com o aumento da temperatura (GARCIA et al.,
1989). J& a umidade relativa na qual a TPVA é determinada representa o
gradiente de concentracdo que ira promover a permeacao do vapor de agua e,
portanto, quanto maior a umidade relativa do ambiente de estocagem, maior € a

TPVA da embalagem, conforme os mesmos autores.

Considerando-se que o produto serd estocado a temperatura ambiente,
quando for administrado ao grupo de idosos, optou-se pela determinagdao da TPVA
da embalagem nestas condicées ambientais (27 °C e 58% UR), ndo se mantendo
as amostras sob temperatura e umidade relativa controladas conforme recomenda
a literatura. Dessa forma, ndo se limitou as recomendacdes para a determinagao
da TPVA, as quais geralmente sdo: 23 °C/ 75%UR; 38 °C/ 90%UR; 40°C/ 85%UR
(GARCIA et al., 1989).

Assim, ndo € possivel realizar uma comparacao do valor encontrado neste
trabalho com os valores de TPVA da literatura. No entanto, apenas com propésito
ilustrativo o valor de TPVA verificado para polipropileno (25 um ) a 38 °C/ 90%UR
é 11,0 g 4gua/m®.dia; se mudarmos as condicdes para esse mesmo material, com
100um de espessura, 80%UR e variando-se a temperatura (23, 30, 40 e 50°C)
verifica-se valores de TPVA de 0,263; 0,5; 1,20 e 2,65, respectivamente
(GARCIA et al., 1989).

E importante ressaltar que o limite de vida de prateleira de produtos
desidratados € estabelecido pelo conteddo de umidade maxima permitida para
que nao ocorram alteracdes indesejadas, sendo recomendavel a utilizacdo de
materiais de embalagem com baixa permeabilidade ao vapor de agua (PADULA,
1996).
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3.4. Analise instrumental da cor

Os parametros de cor avaliados no decorrer do estudo de vida de prateleira

(To; T1s € Tgp), para a formulagdo sem saborizante e sabor chocolate, estdo

apresentados nas Tabelas 4.5 e 4.6.

TABELA 4.5. Valores da luminosidade (L*), das coordenadas de cromaticidade (a*

e b*) e diferencas em relacdo ao padrao (tempo zero) para a formulacdo sem

saborizante, a temperatura ambiente

Tempo (dias) L* a* b* AE*
To 96,80 -0,44 6,80
Tis 96,78 -0,43 7,06 0,24
T30 96,81 -0,52 7,26 0,43

e valores médios de duas repeticdes

TABELA 4.6. Valores da luminosidade (L*), das coordenadas de cromaticidade (a*

e b*) e diferencas em relacdo ao padrao (tempo zero) para a formulagdo sabor

chocolate, a temperatura ambiente.

Tempo (dias) L* a* b* AE*
To 77,70 5,32 12,04
Tis 78,10 5,20 11,86 0,49
T30 78,16 5,14 11,82 0,58

* valores médios de duas repeticdes

Os valores de luminosidade e dos parametros a* e b* ficaram praticamente

constantes ao longo do periodo de armazenamento para a formulacdo sem

saborizante. Com um leve aumento da cor verde, a qual € representada pelos

valores negativos de a* e uma maior variagdo nos valores de b*, demonstrando

um aumento ao longo da estocagem da cor amarela desta formulacao.
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Adicionalmente, quando se avaliou 0 quanto as amostras variaram no final
do estudo (valores de AE*) em relagdo ao padrao inicial, notou-se que os 30 dias
de estocagem nao foram suficientes para promover alteracées apreciaveis da cor

do produto, assim como foi verificado com a analise sensorial.

Da mesma forma que para a formulacdo sem saborizante, a de sabor
chocolate praticamente ndo apresentou grandes variacées nos valores de L*, a* e
b*. Observou-se pequena diminuicdo da cor vermelha (a*) e amarela (b*) ao longo
do estudo. No entanto, os valores de AE* demonstraram maior variagdo quando

comparados aos valores encontrados para a formulacdo sem saborizante.

Com uma semana do inicio da determinagdao da isoterma de adsorcao do
produto através do uso de dessecadores, realizou-se a analise instrumental de cor
das amostras nas diferentes condigbes de atividade de agua conforme

apresentado nas Tabelas 4.7; 4.8 e na Figura 4.7.

TABELA 4.7. Valores da luminosidade (L*), das coordenadas de cromaticidade (a*
e b*) e diferencas em relacdo ao padrdao (tempo zero) para a formulacdo sem

saborizante, a temperatura ambiente.

Atividade de

) L* a* b* AE*
agua

0,22 85,5 -0,5 5,7 14,10
0,33 85,5 -0,5 11,1 14,42
0,43 87,3 -0,7 7,0 11,86
0,65 84,2 0,2 10,1 15,80
0,75 79,4 0,4 13,0 21,78
0,90 50,8 6,1 20,6 52,87
1,00 49,0 7,1 20,4 54,64

* valores médios de duas repeticoes
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TABELA 4.8. Valores da luminosidade (L*), das coordenadas de cromaticidade (a*
e b*) e diferencas em relagdo ao padrao (tempo zero) para a formulacédo chocolate,

a temperatura ambiente.

Atividade de

, L* a* b* AE*

agua

0,22 65,1 4.5 8,7 14,54
0,33 64,2 5,1 9,5 15,35
0,43 64,3 4.4 8,7 15,39
0,65 59,1 5,4 10,1 20,67
0,75 51,9 5,7 10,5 27,95
0,90 21,9 5,3 5,7 54,41
1,00 20,8 4,1 3,3 55,41

* valores médios de duas repeticoes

Pode-se observar, pela Tabela 4.7, que ocorreu uma queda significativa nos
valores de Iluminosidade da formulacdo sem saborizante, indicando o
escurecimento da amostra a medida que se aumentou a atividade de agua. Outras
modificacbes observadas foram que nas a, mais baixas (0,22; 0,33 e 0,43) as
amostras apresentavam uma leve tonalidade verde que passou a vermelha a partir

da a, de 0,65. Também houve uma intensificagdo da tonalidade amarela.

A formulacdo de chocolate apresentou 0 mesmo comportamento da
formulacdo sem saborizante em relacdo aos valores de luminosidade, com
acentuado escurecimento, principalmente a 90 e 100% de umidade relativa de
equilibrio. Observou-se um aumento nas tonalidades vermelha e amarela até
atividade de agua de 0,75. Nas a,, superiores (0,9 e 1,0), observou-se uma queda
desses valores, 0 que pode ser explicado pelas grandes alteracbes que essas
atividades de agua proporcionaram ao produto com uma semana de estudo,

conforme ilustrado na Figura 4.7.
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Amostras sem saborizante

(@) Amostras sabor chocolate (b)

FIGURA 4.7. Alteracdo na cor das amostras armazenadas em 100% de umidade
relativa de equilibrio: a) com um dia de armazenamento e b) com uma semana de
armazenamento.

Com relagdo aos valores de AE* observados nas Tabelas 4.7; 4.8 e
ilustrados na Figura 4.8, observou-se que as amostras comportaram-se de forma

semelhante a medida em que aumentou-se a atividade de &agua, variando de

aproximadamente 14 em a,, de 0,22 para 55 em a,, de 1,00.

60 -

?mgmﬂlll

0
0,22 0,43 0,65 0,75

AE

Atividade de agua

‘ Sem saborizante I Chocolate ‘

FIGURA 4.8. Valores das diferengas em relagdo ao padréo (tempo zero), AE*,

para a formulagdo sem saborizante e sabor chocolate, a temperatura ambiente.
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3.5. Avaliacao sensorial

3.5.1. Teste de aceitacao do produto: tempos Ty; Ti5 € T3

O teste de aceitagdo com relacado aos atributos aroma, sabor, aparéncia e
impressao global foi realizado com alunos e funcionarios da Faculdade de
Engenharia de Alimentos — UNICAMP para se verificar possiveis alteracoes
sensoriais nas formulagcées desenvolvidas ao longo do estudo de vida de
prateleira (To; T15 € Tso dias). Os resultados dessa anadlise estdo apresentados na
Tabela 4.9 e Figuras 4.9 e 4.10.
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TABELA 4.9. Teste de aceitacdo nos tempos: 0, 15 e 30 dias, respectivamente,

do estudo de vida de prateleira.

Atributos Média de aceitagdo * da Média de aceitacao *
(To) formulacao s/ saborizante da formulag&o chocolate
Aroma 5,76° 6,88°

Sabor 5,79% 6,27°

Aparéncia 6,792 6,702

Impressao Global  6,03% 6,45%

Atributos Média de aceitacdo * da Média de aceitacao *
(T1s) formulacao s/ saborizante da formulagéo chocolate
Aroma 5,71 6,712

Sabor 5,41° 6,50°

Aparéncia 6,59% 6,82°

Impresséo Global  5,97° 6,792

Atributos Média de aceitagdo * da Média de aceitagao *
(T30) formulacao s/ saborizante da formulagéo chocolate
Aroma 6,24° 6,792

Sabor 5,71° 6,76°

Aparéncia 6,94% 6,82%

Impressao Global  6,12° 6,762

* Médias marcadas com letras iguais na mesma linha nao diferem entre si
estatisticamente pelo teste de Tukey (p > 0,05).

Verificou-se que no tempo zero apenas a média de aceitagdo de aroma
diferiu estatisticamente entre as formulagdes analisadas. No tempo de 15 dias,
bem como, no tempo final do estudo (T3), as amostras ndo diferiram
significativamente, com excecdo a aparéncia, sendo que todos os demais

apresentaram média de aceitacado superior para a formulacédo sabor chocolate.
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Comparando-se as médias de aceitacdo para impressao global da analise
sensorial realizada com idosos com essas analises realizadas com um publico
mais jovem, verificou-se que houve ligeiras diferencas nos valores absolutos para
a formulacado chocolate, porém encontram-se situadas no mesmo patamar da
escala hedbnica (“gostei moderadamente”). Ja para a formulagcdo sem
saborizante, a variacao entre essas analises foi um pouco maior, pois na analise
com idosos as médias ficaram em “gostei moderadamente” enquanto com os
individuos mais jovens ficaram em “gostei ligeiramente”. Portanto, demonstrando
que para este teste sensorial a variacdo da faixa etaria nao influenciou

significativamente a aceitacdo do produto.

Com base nas Figuras 4.9 e 4.10, pode-se concluir que para a formulagao
sem saborizante, ndo houve diminui¢ao significativa no decorrer do estudo de vida
de prateleira para nenhum paradmetro avaliado, inclusive no tempo final (T30 )

houve um ligeiro aumento nas médias para o aroma e aparéncia do produto.

Para a formulagédo chocolate, também n&o houve diminuigdo nas médias de
aceitacao para nenhum atributo avaliado, ao contrario observou-se um pequeno
aumento nos valores de aceitacdo no tempo final quando se comparou com o
inicio do estudo para os atributos sabor, aparéncia e impressao global. Portanto,
nos 30 dias de avaliagdo da vida util do produto desenvolvido a qualidade

sensorial manteve-se satisfatéria.

E importante destacar que para todos os tempos e atributos avaliados, das
duas formulacdes, observou-se médias de aceitagdo acima do ponto de corte 5
(STONE e SIDEL, 1993), indicando que o produto foi bem aceito pelo publico mais

jovem, assim como foi verificado com os idosos.
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Média de Aceitacao

0 15

Tempo (dias)

Aroma m Sabor o Aparéncia m Impressao global

FIGURA 4.9. Média de aceitacdo dos parametros aroma, sabor, aparéncia e
impressdo global da andlise sensorial realizada durante os testes de vida de

prateleira nos tempos zero, 15 e 30 dias para a amostra sem saborizante.
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Média de Aceitacao
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Aroma m Sabor m Aparéncia m Impressao Global

FIGURA 4.10. Média de aceitacdo dos parametros aroma, sabor, aparéncia e
impressao global da analise sensorial realizada durante os testes de vida de
prateleira nos tempos zero, 15 e 30 dias para a amostra sabor chocolate.
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3.5.2 Teste de intencao de compra: Ty; T1s € T3

Com relacdo a intencao de compra (Figura 4.11), para as formulacdes
chocolate e sem saborizante, dentre os 30 provadores que avaliaram essas
amostras, mais de 65% tiveram atitude de compra entre “certamente compraria” e

“tenho duvidas se compraria” nos trés tempos de andlise.

Em relacdo a formulacdo sem saborizante, verificou que as maiores
atitudes de compra foram verificadas para o To em “provavelmente compraria“
(36,4%); para o Ti5 em “tenho duvidas se compraria” (38%) e para T3 em
“provavelmente compraria“ (29%). Ja para a formulacao chocolate, verificou-se o
seqguinte perfil de intencdo de compra no decorrer do estudo: Tp e T3 em
“provavelmente compraria“ (33,3 e 38,2%, respectivamente) e para o Tis houve
uma mesma intengdo de compra com 35,3% dos provadores optando entre

“provavelmente compraria” e “tenho duvidas se compraria”.

Portanto, ficou evidenciada a provavel intencdo de compra para as duas
formulacgdes, indicando que o tempo de estocagem néao influenciou negativamente,
sendo que estes resultados estdo concordantes com os valores das médias do
teste de aceitacao realizado.
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FIGURA 4.11. Histograma de intencdo de compra realizado no tempo zero (a);
tempo 15 dias (b) e tempo 30 dias de estocagem (c) em temperatura ambiente. 1
= certamente ndo compraria; 2 = provavelmente ndo compraria; 3 = tenho duvidas

se compraria ou ndo; 4 = provavelmente compraria; 5 = certamente compraria.
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3.6. Analise de minerais e vitaminas: To; T15 e T3

Para efeitos de confirmagdo do teor especificado pelos fabricantes, bem
como, para verificar se as quantidades adicionadas nas formulacbes estdo de
acordo com o esperado teoricamente, analisou-se 0s minerais célcio, magnésio,
zinco e selénio e as vitaminas Bg e acido folico apenas no tempo inicial do teste de
vida de prateleira. Os resultados dessas andlises estdo apresentados na Tabela
4.10.

A vitamina B2 ndo foi determinada devido estar em baixa concentracao e
dessa forma, ndo sendo detectada pela metodologia utilizada pelo Centro de
Quimica de Alimentos e Nutricado Aplicada do Instituto de Tecnologia de Alimentos
— ITAL, Campinas, o qual analisa essa vitamina em medicamentos e premix em

altas concentragoes.

TABELA 4.10. Resultados das analises de caélcio, magnésio, zinco, selénio,
vitamina Bg e acido félico no tempo inicial do teste de vida de prateleira para as
formulagdes sem saborizante e chocolate.

Nutrientes Resultados* da amostra Resultados* da amostra
sem saborizante sabor chocolate

Célcio (mg/100g) 649 + 3,00 578 + 9,00

Magnésio (mg/100g) 213+ 2,00 212+ 6,00

Zinco (mg/100g) 7,42+ 0,56 6,71 £ 0,32

Selénio (mg/1009) 0,13 +£0,01 0,12+ 0,01

Vitamina Bg (mg/100g) 0,92 £ 0,08 0,68 £ 0,06

Acido félico (ug/100g) 176,69 + 11,30 185,06 + 13,84

* Média e estimativa de desvio padrao.

Em relacdo aos minerais avaliados, constatou-se que o calcio e 0 magnésio
apresentaram os resultados mais proximos do esperado teoricamente, em ambas

formulacdes. Para o calcio a porcentagem de adequacao aos valores teéricos foi
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de 94,2% para a formulagdo sem saborizante e 88,2% para a formulagdo sabor
chocolate. Ja para o magnésio os percentuais de adequacado foram de 88,3 e
92,5%, respectivamente.

Os resultados verificados para o zinco foram um pouco inferiores em termos
de adequacdo ao valor esperado (~75% para ambas formulag¢des), quando
comparado com o calcio € 0 magnésio.

Resultado nao esperado foi verificado para o selénio nas duas formulagées,
onde teoricamente adicionou-se 0,083mg do mineral/100g do produto, sendo que
esse valor foi calculado baseando-se nas especificagdes do fabricante, nas quais
o teor de selénio presente no produto era de apenas 2,15%, bem como, para
atender 100% da DRI para individuos idosos de ambos os sexos. No entanto, os
resultados encontrados sdo aproximadamente de 0,1mg selénio/100g do produto,
aproximadamente quatro vezes o valor estipulado pelo fornecedor. Como os
resultados estavam muito fora do esperado, repetiu-se as andlises e 0s mesmos
permaneceram altos, indicando que possivelmente ocorreu erro na pesagem

desse mineral durante a elaboragéo de ambas formulagdes.

E importante destacar que o valor de 0,1mg de selénio ndo ultrapassa o
Limite Superior Toleravel de Ingestdo — UL, definido pela Dietary Reference
Intakes (DRI, 2000), o qual estabelece 0,4mg/dia desse mineral como limite
maximo de ingestao para individuos de ambos os sexos e com mais de 14 anos
de idade. Portanto, ndo ocasionando nenhum maleficio para os individuos que
realizaram os testes sensoriais, 0s quais ingeriram no maximo 0,016mg de
selénio, o que representa 30% do valor de ingestao recomendada pela DRI para
esse mesmo grupo de individuos.

Os resultados das vitaminas Bg (piridoxina) e acido félico apresentaram

praticamente o mesmo nivel de adequacdo (~78%) do valor esperado para a

formulacdo sem saborizante. Entretanto para a formulagdo sabor chocolate,
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observou-se uma diminuig¢do significativa na adequacéao da vitamina Bg (61,3%) €

porcentagem maior para o acido félico (~85%).

A degradacao de vitaminas, a qual leva a perda do valor nutricional dos
alimentos, ocorre mediante uma série de mecanismos, tais como hidrélise, acao
da luz, calor ou acido; oxidacao direta por oxigénio ou por participagdo em outras
reagdes de oxi-reducado (TEIXEIRA NETO e JARDIM, 1996).

Assim, as vitaminas B+, C, A e E foram determinadas ao longo do estudo de
vida de prateleira do produto (To, T15 € T3o) por serem mais sensiveis a perdas
durante a estocagem.

Como os resultados apresentados na Tabela 4.12 apresentam algumas
dificuldades de interpretacdo, € importante destacar que os tempos de estocagem
do produto (Ty; T15 e Tso dias) nao representam os tempos reais das analises, pois
as mesmas foram realizadas em tempos diferentes para cada uma das vitaminas.
No tempo zero de estocagem as analises foram realizadas entre 9 e 30 dias apo6s
amostragem; no tempo de 15 dias entre 30 e 38 dias e no tempo final,
amostragem aos 30 dias, essas analises foram executadas entre 41 e 49 dias. As
amostras recebidas pelo Centro de Quimica de Alimentos e Nutricdo Aplicada —
ITAL foram armazenadas a temperatura ambiente, ndo as mantendo sob
refrigeragdo para minimizar as reagdes, 0 que seria 0 mais correto, uma vez que
as andlises nao foram realizadas nos tempos exatos das amostragens. Isso pode
ter contribuido na obtencdo destes resultados, prejudicando uma andlise mais
correta dos mesmos no decorrer do estudo de vida de prateleira, principalmente
em relagdo ao percentual de perda e as possiveis diferencas entre as duas
temperaturas de armazenamento avaliadas (ambiente e 35 °C).

Outra dificuldade encontrada para a execucao dessas analises foi a grande

variagao nos resultados, principalmente para as vitaminas C e A. Sendo que essa
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variacdo foi atribuida, pelos responsaveis pelas analises, a provavel falta de

homogeneidade do produto.

Apesar dos problemas ocorridos com essas analises, pode-se fazer

algumas consideragdes a respeito de cada vitamina.

TABELA 4.11. Resultados das analises de vitaminas B4, C, A e E nos tempos: 0,

15 e 30 dias, respectivamente, do estudo de vida de prateleira para as

formulacdes sem saborizante e chocolate, em temperatura ambiente e a 35 °C.

Nutrientes 3 ] 0 ] Chocolate Chocolate*
saborizante saborizante*®
(To) (T amb.) (T 35 °C)
(T amb.) (T 35 °C)
B1(mg/100g) 0,21 £+ 0,01 0,21 £ 0,01 0,29 + 0,03 0,29 £ 0,03
C (mg/100g) 62,90 + 7,66 62,90 + 7,66 47,85 +23,82 47,85+23,82
A (ug/100g)* 411,01 +38,13 411,01 +38,13 637,46 + 58,64 637,46 + 58,64
E 8,92 £ 0,64 8,92 £ 0,64 27,35+1,73 27,35+1,73
(mg/100g)°
. ) ) ]
Nutrientes ) Chocolate Chocolate
saborizante saborizante*
(T1s) (T amb.) (T 35 °C)
(T amb.) (T 35 °C)
B1(mg/100g) 0,20 +0,02 0,21 £ 0,01 0,15+0,02 0,22 £0,03
C 57,41 £11,79 66,37 +£19,33 66,79 +26,03 53,93+ 14,26

(mg/100g)°
A (ug/100g)
E
(mg/100g)°

902,42 + 34,19
8,42 + 0,24

731,76 + 79,06
7,36 0,18

753,96 + 34,19
24,70 £1,20

879,57 + 79,06
22,05+0,83

194



Capitulo 4

. () ()
Nutrientes ] ] Chocolate Chocolate*
saborizante saborizante*
(T30) (T amb.) (T 35 °C)
(T amb.) (T 35 °C)

B+ (mg/100g) 0,16 + 0,01 0,19 + 0,02 0,15+ 0,01 0,16 + 0,01

C (mg/100g) 27,77 +11,11 50,45+1,61  17,48+890 32,36 +6,38

A (ug/100g)® 280,35+6,53 463,76 +62,40 297,59 +40,81 377,33+ 10,00
E 6,02 + 0,56 6,69 0,10 25,05+1,56 2551 +1,90
(mg/100g)°

4Expressa em g de retinol. "Expressa como o-tocoferol. “Média de 4 repeticdes,
enquanto as demais vitaminas sdo médias de 3 repeti¢cdes analiticas.” No tempo
zero s6 foram analisadas as amostras em temperatura ambiente, logo os valores
em temperatura de 35 °C sdo os mesmos, para efeito de comparagcdao com o0s
tempos 15 e 30 dias.

Em relagdo a tiamina (B4) observou-se que houve uma diminuicao
significativa entre o tempo inicial (Tg) e o final (T3) da andlise para as duas
formulagdes, no entanto essa queda ocorreu entre o Ty € Ty para a formulacéo
sem saborizante e entre o Top e 0 Ty5, mantendo-se o0 mesmo valor no T3y para a

formulagdo chocolate.

Notou-se, também, que a temperatura de 35 °C influenciou nos valores
dessa vitamina no T3y para a formulagdo sem saborizante e no Tis para a
formulacdo chocolate. Mostrando-se inesperadamente superior nestas condi¢des
de temperatura quando comparada com as condicbes ambientes, sugerindo-se
que a 35 °C ndo aumentaram as perdas de By como era esperado. No entanto, em
funcdo das condicbes de armazenamento das amostras até sua andlise, ndo se

pode afirmar com certeza se essa constatacao é verdadeira.

Os resultados do acido ascérbico apresentaram grande variagdo e devido a
isso se pode observar que para algumas amostras seus valores médios estdo

superiores no Ty5 quando comparados com o To. Como esses dois tempos foram
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analisados na mesma data, esses resultados podem ser possiveis. E por esse
motivo fica impossivel de se estabelecer um percentual de perda para essa
vitamina, no entanto pode-se concluir que ela existe e foi significante quando se

observa os resultado no Tzo (Tabela 4.11) para as duas formulacoes.

A andlise de vitamina A ficou comprometida devido a propria apresentagao
fisica do padrdo em granulos, o que ocasionou provaveis problemas de

homogeneidade das amostras.

Constatou-se que a vitamina E apresentou os resultados mais préximos do
esperado teoricamente para formulagdo sabor chocolate, atingindo um percentual
de adequacao de 82,4%. No entanto, para a formulagcdo sem saborizante a
porcentagem de adequagéo aos valores tedricos foi de apenas 25,5%. Devido a
grande diferenca entre esses valores e, sendo a adicdo de chocolate em p6 a
Unica diferenca entre as duas formulagdes, resolveu-se determinar a quantidade
de vitamina E no chocolate e também no padrdo utilizado na elaboracdo do

produto.

O padrao o-tocoferol acetato apresentou quase 100% da sua atividade
estando completamente adequado. Através da analise do chocolate em po,
encontrou-se um teor muito baixo de vitamina E expressa como a-tocoferol (2,00
mg/100g do produto), o qual ndo seria responsavel pela grande diferenca
verificada entre as formulagdes. Assim, sugere-se que possivelmente tenha
ocorrido erro na pesagem durante a elaboracdo do produto ou de amostragem
para a analise.

Apesar dessa diferenca na quantidade de vitamina E entre as formulagdes,
verificou-se um comportamento semelhante entre as mesmas no decorrer do
estudo de vida de prateleira. Os resultados demonstraram maior perda nas
amostras armazenadas a temperatura ambiente em relacdo as armazenadas a 35

°C para as duas formulagdes. A temperatura ambiente, as amostras sabor
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chocolate apresentaram-se mais estaveis, uma vez que perderam em torno de 8%
enquanto as amostras sem saborizante apresentaram perda de vitamina E quatro

vezes superior (~32%) ao longo do estudo de vida de prateleira.

Embora os resultados n&o permitam calcular o percentual de perda real
para todas as vitaminas analisadas, pode-se constatar que elas ocorreram, uma
vez que a embalagem utilizada nao oferece protecao eficiente a luz e ao oxigénio,
uma das principais reacdes que levam a degradacao das vitaminas mais sensiveis
(A, C e E), conforme PADULA (1996).

Pode se fazer uma estimativa das perdas das varias vitaminas no tempo Ts
em relacao ao tempo Ty, para as duas formulagdes nas condicoes ambiente e 35
°C de estocagem, como exemplifica os célculos da Tabela 4.12.

TABELA 4.12. Estimativa das perdas vitaminicas no tempo T3o em relagéo ao Ty,
para as formulagbes sem saborizante e sabor chocolate, em temperatura

ambiente e a 35 °C.

(-) saborizante Chocolate
Nutrientes AV (%) AV (%)
(T amb.) (T 35 °C) (T amb.) (T 35 °C)
B - 23,8 -9,5 - 48,3 -44.8
C - 55,8 -19,8 - 63,4 - 33,6
-31,8 +12,8 - 53,3 -40,8
E - 32,6 -24,7 -8,4 -6,6

Portanto, para se evitar perdas no valor nutricional do produto, recomenda-
se 0 uso de embalagens com barreira a luz e ao oxigénio. Algumas alternativas
de embalagens que oferecem esse tipo de protecdo como aquelas contendo
aluminio em sua composi¢ao (CABRAL e ALVIM, 1981; ALVES, 1997).
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3.7 Estimativa da vida de prateleira: sugestoes para outros tipos de
embalagem

- Estimativa da vida de prateleira pelo ganho de peso do produto embalado

Os produtos acondicionados nas embalagens de polipropileno foram
pesados periodicamente durante 32 dias. A partir destes resultados construiu-se o
grafico ganho de peso (g) versus tempo (dias) com 11 pontos para as formulagdes
(Figuras 4.12 e 4.13).

0.8 - y = 0,0231x - 0,0258

0.4 -

Ganho de peso (g)

4
(&)

10 15 20 25 30 35

_0,2 _

Tempo (dias)

FIGURA 4.12. Valores experimentais de ganho de peso do produto sem

saborizante no decorrer do tempo de estocagem, a temperatura ambiente.
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FIGURA 4.13. Valores experimentais de ganho de peso do produto sabor

chocolate no decorrer do tempo de estocagem, a temperatura ambiente.

Com base no estudo das isotermas, obtiveram-se os valores de umidade
inicial e critica. Os valores de umidade inicial calculados foram muito préximos
entre a formulacdo sem saborizante (2,1% p/p) e a formulacdo chocolate (2,2%
p/p). Ja para a umidade critica, os valores calculados foram coincidentemente o
mesmo (5,1% p/p) para as duas formulagbes. Assim determinou-se a variagdo de
umidade, AU, para as amostras, obtendo-se um valor de 3,0% (3g em 100g de
amostra) para a formulacao sem saborizante e de 2,9% (2,9 g/100g de amostra)
para a formulagdo chocolate. Com estes valores e através da seguinte equacgao

estimou-se a vida de prateleira da formulacao sem saborizante:
y = 0,0231x — 0,0258

Onde:

y = variagdo de umidade (AU)
x = tempo (dias)

AU = Uc — Ui

Uc = umidade critica

Ui = umidade inicial
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Da mesma maneira procedeu-se para a formulacao sabor chocolate,

apenas utilizando-se a seguinte equacao linear (Figura 4.13):
y =0,0243x + 0,0113

Deste modo, determinou-se que para a formulacdo sem saborizante o
tempo de vida util que foi de 131 dias (~ 4,4 meses), enquanto que para a
formulacdo sabor chocolate foi de 119 dias (~ 4 meses). Com estes resultados,
demonstrou-se que houve uma pequena variacao do tempo de vida de prateleira
entre as formulagdes, com a formulacdo sabor chocolate apresentando uma

menor estabilidade.

Embora a maneira apresentada acima para estimar-se a vida de prateleira
seja mais correta, uma vez que se utiliza o ganho de peso do préprio produto,
também se determinou a vida util através do valor obtido da TPVA (Taxa de

Permeabilidade ao Vapor de Agua) para efeito de comparagao dos resultados.

Da mesma forma que demonstrado anteriormente, também utilizou-se os
valores da variacao de umidade (AU = Uc — Ui) obtidos através das isotermas das
formulacdes (Figuras 4.3 e 4.4). Com estes valores (3% para a formulagcdo sem
saborizante e 2,9% para a formulagao chocolate) e o valor de TPVA expresso em
g agua/dia, o qual representa o proprio coeficiente angular da equagéo ilustrada

na Figura 4.5, estimou-se a vida de prateleira dos produtos desenvolvidos.

Por este método de estimativa, obteve-se um tempo de vida util para a
formulacdo sem saborizante de 121 dias (~ 4 meses) e para a formulacado sabor
chocolate de 117 dias (~ 4 meses). Neste caso a vida de prateleira das duas
formulagdes foi praticamente a mesma, nado havendo a variagdo observada

anteriormente.

Portanto, pode-se concluir que vida util foi de aproximadamente 4 meses

para ambas formulacdes. No entanto, deve-se ressaltar que as amostras foram
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estocadas em condicbes de temperatura e umidade relativa ambientais e
colocadas em embalagens de polipropileno, as quais oferecem pouca protecao
contra as reacdes de oxidacdo, o que consequentemente leva a perdas de

nutrientes mais sensiveis como verificado no item 3.4.3.

A estabilidade dos produtos estudados dependera, fundamentalmente da
capacidade da embalagem, a ser escolhida, em oferecer protecdo contra a
permeabilidade ao vapor de agua presente no ambiente de armazenamento dos
produtos (ALVES, 1997).

No caso de administracao do produto a humanos, bem como, sua possivel
comercializagdo, recomenda-se o uso de embalagens que apresentem em sua
constituicio um material de barreira ao vapor de &agua, oferecendo também
protecdo contra penetragdo de luz e oxigénio, pois o produto é rico em vitaminas

antioxidantes e outras substancias sensiveis a oxidagao.

Comercialmente, muitos produtos em p6 sdo acondicionados em laminados
flexiveis. Algumas alternativas, encontradas no mercado, podem ser propostas
para a composi¢cdo do laminado a ser utilizado de modo a oferecer a barreira
necessaria para a protecao do produto. A escolha dentre as varias alternativas
recaira no bindmio custo/beneficio, visando uma possivel comercializagdo do
produto, ou a administragdo para idosos através da realizacdo do projeto de
mestrado da nutricionista Valéria Maria Caselato de Sousa intitulado “Avaliacéo
dos efeitos nutricionais e funcionais de um produto dietético para idosos

desnutridos” sob orientacao do Prof. Dr. Valdemiro Carlos Sgarbieri.
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4. CONCLUSOES

Verificou-se uma baixa atividade de agua inicial (~0,3) nas duas
formulagdes, caracterizando os valores geralmente encontrados para produtos

desidratados. A atividade de agua critica foi 0,5 para as duas formulagdes.

Na determinacao instrumental de cor realizada nos tempos zero, 15 e 30
dias, verificou-se no final do estudo que as amostras nao sofreram alteragdes
significativas na cor, quando comparadas com o padrao inicial. Ja na analise de
cor em diferentes atividade de agua, pode-se perceber mudangas significativas
nos valores de luminosidade das formulagdes, indicando o escurecimento das

amostras a medida que se aumentou a atividade de agua.

A qualidade sensorial manteve-se satisfatéria, durante os 30 dias de teste,
pois ndo se verificou diminuicao nos valores de aceitagdo de nenhum dos atributos
no decorrer do tempo de estocagem em temperatura ambiente. Também ficou
evidente a positiva intencdo de compra para as duas formulagdes, demonstrando
assim, resultados concordantes com os valores das médias do teste de aceitagao
realizado.

Pelo ganho de peso do produto embalado em filmes de polipropileno, pode-
se estimar que a vida de prateleira foi 4 meses para ambas formulagées, a
temperatura ambiente. Em funcdo das perdas vitaminicas (Bi, C, A e E)
observadas no decorrer do estudo, recomenda-se o uso de embalagens com
maior protecdo, no caso de uma possivel comercializagdo ou administracdo a

idosos.
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Anexo 1

Nome: Data:

N° da Amostra:
Por favor, observe, aspire, prove e avalie a amostra de bebida lactea e
assinale na escala abaixo para descrever o quanto vocé gostou ou
desgostou:

) Gostel muitissimo

) Gostel muito

) Gostei moderadamente

) Gostei ligeiramente

) Nem gostei nem desgostei
) Desgostei ligeiramente

) Desgostei moderadamente
) Desgostel muito

) Desgostel muitissimo

N\ N N/

Comentarios:

Avalie a DOCURA da amostra de bebida l4ctea e indique, utilizando a escala
abaixo, o quao préximo do ideal encontra-se a dogura da amostra.

) Extremamente menos doce que o ideal

) Muito menos doce que o ideal

) Moderadamente menos doce que o ideal
) Ligeiramente menos doce que o ideal

) Ideal

) Ligeiramente mais doce que o ideal

) Moderadamente mais doce que o ideal

) Muito mais doce que o ideal

) Extremamente mais doce que o ideal

e N e N e e e Y Y

Se esta amostra estivesse a venda, qual seria sua atitude?
() Certamente ndo compraria

() Provavelmente ndo compraria

() Tenho duvida se compraria ou nao

() Provavelmente compraria

() Certamente compraria
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Anexo 2

Nome: Data:

N° da Amostra:

Por favor, observe, aspire, prove e avalie a amostra de bebida lactea e
utilize a escala abaixo para descrever o quanto vocé gostou ou desgostou:

. Gostel muitissimo

. Gostei muito

. Gostei moderadamente

. Gostei ligeiramente

. Nem gostei nem desgostei
. Desgostei ligeiramente

. Desgostei moderadamente
. Desgostei muito

. Desgostei muitissimo

—_— N W kA TN Jd 0O

Em relacio ao AROMA:

Em relacio ao SABOR:

Em relacio a APARENCIA:

Em relacio a IMPRESSAO GLOBAL:

Comentarios:

Se esta amostra estivesse a venda, qual seria sua atitude?

() Certamente ndo compraria

() Provavelmente ndo compraria

() Tenho ddvida se compraria ou nao
() Provavelmente compraria

() Certamente compraria
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Anexo 3

Avaliacao nutricional do isolado protéico do soro de leite bovino (WPI), de
hidrolisados de gelatina suina e bovina e de suas misturas em diferentes

proporgdes no crescimento de ratos wistar

Resumo expandido apresentado no:

XIX Congresso Brasileiro de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, realizado de 07 a
10 de setembro de 2004. Recife - PE.
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Avaliacao nutricional do isolado protéico do soro de leite bovino (WPI), de
hidrolisados de gelatina suina e bovina e de suas misturas em diferentes
proporcoes no crescimento de ratos wistar
Fabiane La Flor ZIEGLER', Maria Susana Corréa da CUNHA?, Valdemiro Carlos
SGARBIERI®

Resumo

O presente estudo teve como objetivo avaliar nutricionalmente a influéncia de
diferentes fontes protéicas no crescimento e desenvolvimento de ratos Wistar.
Foram determinados a digestibilidade verdadeira (Dv), o quociente de eficiéncia
liquida da proteina (NPR), o escorre de aminoacidos essenciais (EAE) e PDCAAS
(Protein Digestibility Corrected Amino Acid Scoring). Em relagdo ao ganho de
peso, os animais do grupo 8 (WPI 80%:HGB 20%) foram o0s Unicos que nao
diferiram do padrdo caseina, ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey,

apresentando, também, para os demais parametros os melhores resultados.

Abstract

The objective of the present study was to determine the nutritive value of a whey
protein isolate (WPI) a bovine gelatine hydrolysate and mixtures of the two
sources, using male Wistar rats. The following parameters were determined: true
digestibility (Dv), net protein ratio (NPR), essential amino acid score (EAE) and
Protein digestibility corrected amino acid scoring (PDCAAS). The group on diet 8
(WPI 80%: HGB 20%) did not differ from casein standard (p > 0.05) being also

superior in most of the other parameters.

! Mestranda em Alimentos e Nutrigdo da Faculdade de Engenharia de Alimentos - FEA, UNICAMP.
? Técnica do Laboratério de Ensaios Biolégicos do Departamento de Alimentos e Nutrigdo,
UNICAMP.

Prof. Dr do Departamento de Alimentos e Nutricio da FEA, UNICAMP. E-mail:
sgarb@fea.unicamp.br
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1. Introducao

Estudos demonstram que o isolado de proteina do soro de leite (WPI),
apresenta boas propriedades funcionais, tecnolégicas e nutricionais, elevado
conteldo de aminoacidos essenciais, facil digestibilidade, boa solubilidade,
capacidade emulsificante, geleificante e de retencao de agua (HUFFMAN, 1996).

A gelatina contém 18 aminoacidos destacando-se a glicina, alanina, prolina
e hidroxiprolina, porém o aminoacido essencial triptofano esta ausente na gelatina,
segundo DJAGNY et al. (2001).

A associacao de gelatina com proteinas do soro de leite possibilita uma
melhora significativa no equilibrio de aminoacidos essenciais com consideravel

vantagem nutricional.

2. Material e Métodos

2.1. Material - Foram utilizados WPI, hidrolisado de gelatina suina (HGS) e bovina
(HGB), sendo que os dois ultimos foram fornecidos pela empresa GELITA SOUTH
AMERICA, Cotia, SP.

2.2 Métodos

2.2.1 Caracterizacao das amostras - A caracterizagdao quimica do WPI e dos
hidrolisados de gelatina foi feita através da composicao centesimal (AOAC, 1990),
do perfil de aminoacidos essenciais e Escore de Aminoacidos Essenciais (EAE). O
EAE foi determinado, segundo HENLEY & KUSTER (1994).

2.2.2 Avaliacao Nutricional - No ensaio com animais foram determinadas Dv,
NPR, conforme SGARBIERI (1987). Com Dv e o EAE foi calculado o PDCCAS.
Utilizou-se para a formulagdo das dietas experimentais as recomendagbes do
American Institute of Nutrition (REEVES et al, 1993).

O ensaio com ratos Wistar machos teve a duracdo de 21 dias, sendo

utilizados 9 grupos com 6 animais, cada grupo recebeu dieta contendo 12% de
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proteina fornecida pelas diferentes fontes (caseina, WPI, HGS, HGB, misturas em
proporcdes variadas de WPl e HGB e um grupo em dieta aprotéica).

2.2.3 Analise Estatistica - Andlise de variancia (ANOVA) e Tukey (p < 0,05) para
diferencas entre médias (GOMES, 1982).

3. Resultados e Discussao

Os isolados protéicos continham 86,2% (N x 6,38), HGS e HGB 92,2% e
91,0% (N x 5,55) de proteina, sendo que o0s constituintes restantes foram
determinados e considerados na formulacao das dietas.

Na Tabela 1 encontram-se os valores dos perfis de aminoacidos essenciais
(9/ 100g de proteina).

Conforme se pode observar (Tabela 1), conseguiu-se satisfazer a
recomendacao da FAO/WHO para triptofano utilizando-se as misturas dos grupos
7 e 8. sendo que os dois ultimos grupos apresentaram EAE préximos do ideal.

Tabela 1. Perfis de aminoacidos essenciais e escore de aminoacidos essenciais
(EAE)

AA essenciais FAO/ WPl  HGB Grupo Grupo Grupo Grupo

(9/100g prot) WHO* 5 6 7 8

Treonina 3,4 6,9 2,4 3,3 4,2 5,1 6,0
Met. + Cisteina 2,5 4,9 0,6 1,5 2,3 3,2 4,0
Valina 3,5 5,4 2,8 3,3 3,8 4.4 4,9
Leucina 6,6 10,6 3,5 4.9 6,3 7,7 9,1
Isoleucina 2,8 5,7 1,6 2,4 3,2 4.0 4.9
Fenil. + Tirosina 6,3 6,6 2,7 3,5 42" 5,0* 5,8*
Lisina 5,8 10,0 4.4 5,5 6,6 7,7 8,7
Histidina 1,9 5,5 0,7 1,7 2,6 3,6 4,6
Triptofano 1,1 2,1 0,0 0,4* 0,8 1,2 1,6
EAE 1,0 >1,0 0,0 0,4 0,7 0,8 0,9

* Aminoacido mais limitante. 5=WPI| 20%: HGB 80%; 6=WPI 40%: HGB 60%; 7 =WPI| 60%: HGB

40%; 8=WPI 80%: HGB 20%.
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Tabela 2. Parametros nutricionais de dietas com diferentes fontes protéicas

Fontes protéicas* NPR (%)’ Dv (%)? PDCAAS?®
AIN-93 (CASEINA) 2,99+0,143 90,54+4,11° 90,54
WPI 2,93+0,122 92,07+1,47° 92,07
HGS 0,65+0,32° 95,50+1,552 0,0
HGB 0,57+0,63° 98,452,852 0,0
WPI 20%:HGB 80% 2,14+0,12° 92,69+1,65° 37,08
WPI 40%:HGB 60% 2,81+0,132 93,4242 84° 65,39
WPI 60%:HGB 40% 3,32+0,172 96,232,252 76,98
WPI 80%:HGB 20% 3,17+0,132 93,18+2,36° 83,86

*Dietas tendo AIN-93 como base e 12% das varias fontes de proteina (6 animais/tratamento). '
NPR= ganho de peso (g) + perda de peso (g) do grupo aprotéico/ proteina ingerida (g). 2 Dv=
nitrogénio ingerido — nitrogénio excretado nas fezes (corrigido para o grupo aprotéico)/ nitrogénio
ingerido x 100. ® PDCAAS (%)= Dv (%) x EAE.

Resultados sdo médias de 6 animais por tratamento + desvios padrdo das médias. Médias
seguidas por uma mesma letra (coluna) nédo diferem entre si, ao nivel de 5% de probabilidade pelo

teste de Tukey.

O NPR (Tabela 3) nao diferiu do padrao de caseina (p > 0,05) para o WPI e
0Ss grupos 6, 7 e 8 (Tabela 1). Os valores mais baixos (p < 0,05) foram das dietas
com HGS e HGB. Maior digestibilidade (p < 0,05) foi das proteinas HGS, HGB e
WPI 60% + HGB 40%. A digestibilidade variou entre 90,5% e 98,5%. Ja os valores
de PDCAAS foram inferiores ao padrao para todas as misturas protéicas utilizadas
devido ao baixo EAE apresentado pelos mesmos (Tabela 1).

Os ganhos de peso acumulado dos grupos de animais sao ilustrados na
Figura 1. A dieta de caseina promoveu o maior ganho de peso, seguido das
misturas 80% WPI: 20% HGB, 60% WPI: 40% HGB e WPI 100%. As misturas com

60% e 80% HGB se apresentam como inferiores.
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Figura 1. Curva de crescimento de ratos alimentados por 21 dias com dietas
contendo 12% de proteina proveniente de caseina (e); WPI (m); WPl 20%:HGB
80% (a); WPI 40%:HGB 60% (o); WPI 60%:HGB 40% (A);WPI 80%:HGB 20% (o).

CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo mostram que a utilizagdo de misturas de
WPI e hidrolisado de gelatina bovina (HGB) foram satisfatorios em relacdo aos
parametros avaliados para promover o crescimento dos animais nas proporcoes
de WPl 60%:HGB 40% (grupo 7) e WPI 80%:HGB 20% (grupo 8) quando
comparados com o padrao caseina e, inclusive, sendo superiores ao grupo que

utilizou-se apenas WPI.
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Anexo 4

Avaliacao da influéncia do pH, forca ibnica e da concentracao de proteinas na
solubilidade do isolado protéico do soro de leite (WPI), do hidrolisado de gelatina
(HG) e da mistura WP160%:HG40%

Resumo apresentado no:

6° Simpdosio Latino Americano de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, realizado de
07 a 10 de novembro de 2005, Campinas - SP.
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AVALIACAO DA INFLUENCIA DO pH, FORCA IONICA E DA
CONCENTRACAO DE PROTEINAS NA SOLUBILIDADE DO ISOLADO
PROTEICO DO SORO DE LEITE (WPI), DO HIDROLISADO DE GELATINA
(HG) E DA MISTURA WPI60%:HG40%. ZIEGLER, F.L. (1); SGARBIERI, V.C.
(1). (1) Departamento de Alimentos e Nutricdo, Faculdade de Engenharia de
Alimentos, Universidade Estadual de Campinas, P.O. Box 6121, 13083-970,
Campinas, SP, Brasil. E-mail: laflor@fea.unicamp.br

As propriedades funcionais tecnolégicas das proteinas sdo classificadas de
acordo com suas caracteristicas fisico-quimicas como propriedades
hidrofilicas, interativas, tensoativas e organolépticas. A solubilidade é
importante na medida em que as demais propriedades dependem desta
caracteristica. A solubilidade das proteinas ¢é influenciada pelo pH, forca idnica,
distribuicdo de cargas, concentracdo de proteinas, temperatura e natureza do
solvente. O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia do pH, forca ibnica e
da concentracdo de proteinas na solubilidade do WPI, HG e da mistura
WPI160%:HG40%. Foram utilizados WPl da empresa New Zealand Milk
Products, Sdo Paulo e hidrolisado de gelatina da empresa GELITA SOUTH
AMERICA, Cotia. A composicdo centesimal das fontes protéicas foi
determinada de acordo com AOAC (1990) e a solubilidade pela metodologia
proposta por MORR et al. (1985), com variagdo no pH (2; 4; 6 e 8) e na
concentracao de NaCl (0,0M; 0,05M; 0,1M; 0,15M; 0,2M) para WPI e HG. Para
a mistura foi analisada a influéncia da concentracdo de proteinas na
solubilidade em agua. Os resultados foram avaliados através da analise de
variancia (ANOVA) e as diferencas entre as médias (p <0,05) pelo teste de
Tukey. A solubilidade do WPl aumentou com a concentragao do sal até 0,15M,
apresentando os maiores valores em pH 8 para NaCl 0,05M e 0,1M (99,3+0,1
e 99,7+0,9 respectivamente). Ja para o HG a maior solubilidade deu-se em
NaCl 0,15M, em todos os valores de pH testados. Obteve-se elevada
solubilidade da mistura WP160%:HG40% a 2,5; 5 e 10% de concentracao, que
nao diferiram entre si pelo teste de Tukey (p <0,05).

Palavras-chaves: solubilidade, isolado protéico do soro de leite, hidrolisado de
gelatina, funcionalidade de proteinas.
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Anexo 5

Determinacgao da influéncia do pH e da forga ibnica na solubilidade de misturas de
proteinas em diferentes proporc¢des de isolado protéico do soro de leite (WPI) e de
hidrolisado de gelatina (HG).

Resumo apresentado no:

6° Simpdsio Latino Americano de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, realizado de
07 a 10 de novembro de 2005, Campinas - SP.
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DETERMINACAO DA INFLUENCIA DO pH E DA FORGA IONICA NA
SOLUBILIDADE DE MISTURAS DE PROTEINAS EM DIFERENTES
PROPORCOES DE ISOLADO PROTEICO DO SORO DE LEITE (WPI) E DE
HIDROLISADO DE GELATINA (HG). ZIEGLER, F.L. (1); SANTOS, E.F. (1);
SILVA, L.B.C. (1); ABECIA-SORIA, M.l. (1); SGARBIERI, V.C. (1); MIYASAKA,
C.K. (1). (1) Departamento de Alimentos e Nutricao, Faculdade de Engenharia de
Alimentos, Universidade Estadual de Campinas, P.O. Box 6121, 13083-970,
Campinas, SP, Brasil. E-mail: |aflor@fea.unicamp.br

A solubilidade é considerada uma propriedade fisica e funcional muito importante
na formulagdo de alimentos, além de influenciar as demais propriedades
funcionais das proteinas. O balango entre forgas intermoleculares atrativas e
repulsivas entre proteinas, e entre proteina-solvente determina a solubilidade, que
também ¢é afetada por variacbes no pH, forca ibnica, distribuicdo de cargas,
temperatura, concentracdo de proteinas e natureza do solvente. O presente
trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia do pH e da forga ibnica na
solubilidade de misturas de isolado protéico do soro de leite (WPI) e de hidrolisado
de gelatina (HG) em diferentes proporcdes. Foram preparadas trés misturas de
WPI da empresa New Zealand Milk Products, Sao Paulo e hidrolisado de gelatina
da empresa GELITA SOUTH AMERICA, Cotia: 1) WPI 60% + GH 40%; 2) WPI
50% + GH 50% e 3) WPI 40% + GH 60%. A composicao centesimal das misturas
foi determinada de acordo com AOAC (1990) e a solubilidade pela metodologia
proposta por MORR et al. (1985), com variagdo no pH (2,5; 4,5 e 6,5) e na
concentracao de CaCl, (0,0M; 0,1M; 0,5M). Os resultados foram avaliados através
da andlise de variancia (ANOVA) e as diferengas entre as médias (p <0,05) pelo
teste de Tukey. Observou-se na mistura 1 que a maior solubilidade deu-se em
CaCl, 0,5M em pH 6,5 diferindo estatisticamente dos demais valores de pH e
concentracgao iénica. A mistura 2 apresentou melhores resultados em agua no pH
6,5 e em CaCl, 0,5M em pH 4,5, os quais nao diferiram estatisticamente. Ja para
a mistura 3 obteve-se elevada solubilidade em CaCl, 0,5M em pH 4,5, bem como,
em agua no pH 6,5. Péde-se notar que todas as misturas apresentaram excelente
solubidade (> 90%) em todas as concentragdes de sais e pH testados.

Palavras-chave: solubilidade, isolado protéico do soro de leite, hidrolisado de
gelatina, funcionalidade de proteinas.
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Anexo 6

Caracterizagdo quimica-nutricional de um isolado protéico de soro
de leite, um hidrolisado de coldgeno bovino e misturas dos dois

produtos

Artigo que sera submetido para:

Revista de Nutrigdo — Brazilian Journal of Nutrition, Campinas - SP.
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Caracterizacdo quimica-nutricional de um isolado protéico de soro de

leite, um hidrolisado de colageno bovino e misturas dos dois produtos

Chemical-nutricional characterization of a whey protein isolate, a bovine

collagen hydrolysate and mixtures of the two products

Fabiane La Flor ZIEGLER'

Valdemiro Carlos SGARBIERI'

RESUMO

Objetivo

Estudar quimica e nutricionalmente um isolado protéico de soro de leite bovino, um
hidrolisado de coldgeno bovino e misturas dos dois produtos visando elevado valor
nutritivo e funcional.

Métodos

Realizaram-se andlises da composi¢ao centesimal e do perfil de aminodcidos dos dois
materiais protéicos, para cdlculo, da melhor adequa¢do dos aminoécidos essenciais com
base no perfil recomendado pela FAO/WHO. Os indices de valor nutritivo para o isolado
de soro de leite, hidrolisado de coldgeno e misturas, foram determinados em ratos através

de ensaios de crescimento e de balanco de nitrogénio.

' Faculdade de Engenharia de Alimentos, Departamento de Alimentos e Nutri¢do, Universidade
Estadual de Campinas. Rua Monteiro Lobato, 80, 13083-970, Campinas, SP, Brasil.
Correspondéncia para/Correspondence to: V.C. SGARBIERI. E-mail: <sgarb@fea.unicamp.br>

224



Resultados

O isolado protéico de soro de leite mostrou-se completo quanto aos aminodcidos essenciais
pelo padrdo de referéncia da FAO/WHO enquanto que o hidrolisado de coldgeno bovino
mostrou-se deficiente em todos os aminodcidos essenciais com agravante de completa
auséncia de triptofano. A caseina mostrou-se mais eficaz que o isolado de soro e misturas
quanto ao poder de promover crescimento em ratos. Nao houve diferenga estatistica no
crescimento entre o isolado protéico de soro e a mistura 60% isolado de soro e 40%
hidrolisado de coldgeno. Nos demais indices de valor protéico a mistura 60% isolado de
soro: 40% hidrolisado de coldgeno mostrou-se igual ou superior a caseina e ao isolado
(100%).

Conclusao

A mistura 60% isolado de soro mais 40% hidrolisado de coldgeno bovino apresentou
elevado valor nutritivo e alto indice de solubilidade em dgua, mostrando-se promissora
como ingrediente na formulacdo de alimentos dietéticos para idosos, inclusive pelas

propriedades funcionais ja descritas para essas proteinas.

ABSTRACT

Objective

The objective was the chemical and nutritional study of a bovine whey protein isolate, a
bovine collagen hydrolysate and mixture of the two products aiming at high nutritional and
functional value.

Methods

225



Centesimal and amino acid analysis were performed on both proteinaceous materials for the
calculation of an adequate amino acid profile based on the FAO/WHO recommendation.
The nutritive value indexes for the whey protein isolate, the collagen hydrolysate and
mixtures of both proteins were determined in rats through growth assay and nitrogen
balance.

Results

The whey protein isolate met all the requirements of the FAO/WHO reference for essential
amino acids while the collagen hydrolysate showed deficiency in all essential amino acids
and complete absence of tryptophan. The casein showed higher efficiency than the whey
isolate and mixtures of both proteins in promoting growth in the rat. There was no
statistical difference in growth between the whey protein isolate and the mixture of 60%
whey protein isolate and 40% collagen hydrolysate. In all other indexes of protein nutritive
value the mixture 60% whey protein isolate and 40% collagen hydrolysate revealed itself
igual or superior to casein and the 100% whey isolate.

Conclusion

The protein mixture 60% whey protein isolate and 40% collagen hydrolysate showed high
nutritive value and water solubility indexes, revealing favorable properties as an ingredient

for the formulation of dietetic products for elderly people.

INTRODUCAO

O aumento da preocupacdo do consumidor com a alimentag¢do e a saide tem sido
uma constante. O consumidor tem mostrado preferéncia cada vez maior por alimentos que

possam trazer algum beneficio adicional a sua saude em relacdo aos produtos
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tradicionalmente comercializados. Por esta razdo um grande nudmero de alimentos
transformados com caracteristicas funcionais tém sido desenvolvidos pela industria de
alimentos'. Segundo Katzz, a Unidao Européia desenvolveu, em 1996, um ndmero
considerdvel de novos produtos panificados, 914 novas bebidas e 338 novos sorvetes e
sobremesas.

O mercado mundial de alimentos funcionais foi estimado, em 2001, em US$ 47,6
bilhdes comparado com aproximadamente US$ 30 bilhdes em 1995°,

Uma pesquisa recente revelou que 86% das pessoas escolhem seus alimentos porque
eles contém ingredientes nutricionais desejaveis, 80% porque eles ndo contém ingredientes
indesejaveis e 76% escolhem alimentos fortificados com substincias nutricionais
especificas®.

Avancos recentes nas pesquisas nutricionais e biomédicas tém revelado relacOes
complexas entre nutricdo e doenca, sugerindo que algumas proteinas alimenticias e seus
peptidios poderao ser tteis na prevencao e/ou diminuicdo de riscos de um grande ndmero
de condi¢des patoldgicas derivadas da md nutricdo, doencas ou injurias de diversas
naturezas™®’.

Nesta pesquisa o objetivo foi estudar a composi¢do aminoacidica de um isolado
protéico de soro de leite bovino, de um hidrolisado de coldgeno bovino e de misturas dessas
proteinas, com o propdsito de se estabelecer uma propor¢io adequada entre as duas fontes

protéicas, que deverd fazer parte da composicdo de um produto formulado para atender as

deficiéncias nutricionais e fisioldgicas de idosos desnutridos.
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MATERIAL E METODOS

Material de estudo

O isolado protéico do soro de leite bovino (WPI), ALACEN 895, foi adquirido da
empresa New Zealand Milk Products (NZMP), Sao Paulo. O hidrolisado de coldgeno
bovino (HCB) foi gentilmente fornecido pela empresa Gelita South América, Cotia, Sao

Paulo, sendo um dos produtos de sua linha de producao industrial.

Caracterizacio quimica e fisica dos isolados protéicos

Umidade, sdlidos totais, cinzas e proteina (%N x F) foram determinados nas duas
amostras pelos procedimentos descritos no AOAC (1990)°. Para proteina empregou-se o
método de Kjeldahl (semi-micro) usando-se como fator de conversdo F (6,38 e 5,55) para o
WPI e HCB, respectivamente. Os lipidios totais foram determinados pelo método de Bligh
e Dyer9, e os carboidratos por diferenca entre 100% e a soma dos demais componentes.

O perfil de aminodcidos das duas fontes protéicas foi determinado, apdés hidrolise
acida (110 °C, 22 h, HCI 6N), em um analisador Dionex Dx — 300, dotado de coluna de
troca catidnica e reacio pés-coluna com ninidrina'®. Para a quantificacdo utilizou-se uma
mistura padrao de aminodcidos da Pierce (EUA).

O grau de hidrélise (GH) do hidrolisado de coldgeno bovino foi estabelecido pela
reacdo colorimétrica dos aminoacidos com o 4cido trinitrobenzeno sulfénico (TNBS)“,
usando-se curva padrao construida com o aminoécido leucina.

O perfil de solubilidade, em dgua a 25 °C, da mistura protéica 60% WPI: 40% HCB
foi determinado na faixa de concentragdo (p/v) de 1,25 a 20%, pelo método de Morr et al.

(1985)"2.
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Avaliacao nutricional: ensaios com ratos

Os dois componentes protéicos, WPI e HCB e combinacdes dos dois componentes
em diferentes proporcdes foram avaliados nutricionalmente, através de dois ensaios com
ratos: o primeiro ensaio teve a duracdo de 21 dias no qual foram determinadas curvas de
crescimento, consumo de dieta, consumo de proteina, quociente de efici€éncia protéica
(PER) e quociente liquido de eficiéncia protéica (NPR)"*; no segundo ensaio com duragio
de 10 dias foram determinados o nitrogénio ingerido com a dieta (NI), nitrogénio excretado
nas fezes (NF), a digestibilidade protéica verdadeira (Dv) e calcularam-se os escores de
aminodcidos essenciais corrigidos pelas digestibilidades verdadeiras (PDCAAS)".

Uma ilustra¢do do protocolo geral dos dois ensaios ¢ mostrada na Figura 1 (A,B).

Os ratos utilizados foram da linhagem Wistar, recém desmamados, provenientes do
(CEMIB) — Centro Multidisciplinar de Investigacdes Bioldgicas da Universidade Estadual
de Campinas. Apds chegada ao laboratério de ensaio, permaneceram por 3 a 4 dias em
racdo comercial e 4gua “ad libitum” para adaptagdo as condi¢des do laboratério (20 £ 2 °C,
umidade do ar de 75 + 3% e periodos alternados de claro-escuro de 12 h). Findo o periodo
de adaptagdo os ratos foram pesados e descartados os que estavam muito abaixo ou acima
do peso médio do grupo. Os demais animais, 6 por tratamento no primeiro ensaio e 8 por
tratamento no segundo ensaio, foram distribuidos em grupos, por sorteio.

As médias dos pesos iniciais dos ratos que compuseram 0s grupos do primeiro
ensaio variaram entre 72,3 + 11,3g a 96,3 £ 8,6g, enquanto que nos grupos do segundo

ensaio os pesos médios dos ratos variaram de 78,4 = 4,6g a 81,2 £ 7,2g.
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— | CASEINA

48 animais

32 animais

Figura 1 Protocolo experimental: (A) do primeiro ensaio biolégico com ratos Wistar
durante o periodo de 21 dias; (B) do segundo ensaio bioldgico com ratos Wistar durante o

periodo de 10 dias.

As dietas experimentais foram preparadas com base nas recomendagdes do

“American Institute of Nutrition” (AIN — 93)

Misturas WPI: HCB
—>
WPI 20:80
40:60
60:40
— WPI
—» HCB (A)
—» APROTEICA
P CASEINA
— > WPI
(B)
—»  50% WPI: 50% HCB
—»  60% WPI: 40% HCB
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reduzido de 17 para 12%, mantendo as dietas isocaldricas pela adigdo de mais 5% de
carboidrato. Durante todo o periodo experimental os ratos tiveram livre acesso as dietas e a

dgua.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A composicdo centesimal dos dois componentes protéicos, WPl e HCB ¢
apresentada na Tabela 1. Os dois preparados se caracterizam como isolados protéicos por
conter acima de 90% de proteina. Os teores de lipidios totais e carboidrato sdo muito baixos
nos dois isolados, o de cinzas (1,6%) é mais elevado no WPI e a umidade (~7%) € mais
elevada no HCB. Segundo “US Dairy Expert Council™ o WPI apresenta em média, por
100g do produto: cédlcio 600mg, potdssio 300mg, sédio 250mg, fésforo 210mg, e ferro

9mg.

Tabela 1. Composi¢ao centesimal do isolado protéico do soro de leite bovino (WPI) e do

hidrolisado de coldgeno bovino (HCB).

Componentes
WPI HCB
(%)

Proteina bruta (N x F)l 92,36 +0,42* 91,00 +0,29"
Lipidios totais 0,70 0,12 ND
Cinzas 1,58 £0,04% 0,39 £ 0,09
Umidade 509+0,13°  6,98+0,10°
Carboidrato’ 0,27 ND

'F: WPI = 6,38; HCB = 5,55. * Calculado por diferenca = 100 — (proteina + lipidios totais + cinzas +
umidade). ND = Nao Determinado. Resultados sdo média de 3 determina¢des analiticas. Médias seguidas por

letras iguais (linha) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Na Tabela 2 sdo apresentados os perfis de aminodcidos (g/100g de proteina) para os
dois produtos, WPI e HCB. Os perfis de aminodcidos 4cidos essenciais para os dois
isolados e respectivas misturas sdo comparados na Tabela 3, juntamente com seus

. . L. .. 1
respectivos escores de aminodcidos essenciais (EAE) 6

Tabela 2. Valores obtidos para os aminoécidos totais (g por 100g de proteina) do isolado

protéico do soro de leite bovino (WPI) e hidrolisado de coldgeno bovino (HCB).

Aminoacidos

WPI HCB
(g/100g de proteina)
Ac. Aspirtico 11,46 8,43
Treonina 4,72 2,28
Serina 3,76 3,71
Ac. Glutamico 17,62 11,32
Prolina 4,11 13,33
Glicina 1,62 24,52
Alanina 5,26 9,65
Cistina 3,07 ndo detectado
Valina 4,77 2,82
Metionina 2,53 0,21
Isoleucina 4,99 1,7
Leucina 12,81 3,67
Tirosina 3,45 0,72
Fenilalanina 3,36 2,16
Lisina 10,23 4,03
Histidina 2,0 0,65
Triptofano 2,82 0,02
Arginina 2,36 8,15
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Tabela 3. Escore de aminodcidos essenciais (EAE) calculados com base no padrio de

referéncia da FAO/WHO (1990).

AA essenciais Padrio’ WPI HCB WPLLHCB  WPI:HCB  WPLLHCB  WPL:HCB

(g/100g proteina) FAO/WHO 20:80 40:60 60:40 80:20
Treonina 34 4,7 2,3% 2,8% 3,3% 3,6 4,23
Met.+ Cistina 2,5 56  0,2% 1,3% 2,4% 3,6 4,52
Valina 3,5 4,8  2,8*% 3,2% 3,6 3,8 4,38
Leucina 6,6 12,8 3,7*% 5,5% 73 9,0 10,98
Isoleucina 2,8 5,0 1,7% 1,7% 3,0 3,6 4,33
Fenil. + Tirosina 6,3 6,8 3,1% 3,8% 4,6% 5,1% 6,07*
Lisina 5,8 10,2 4,0% 5,3% 6,5 7,7 8,99
Histidina 1,9 2,0  0,6% 0,9% 1,2* 1,4* 1,7*
Triptofano 1,1 2,8 0,0 0,6* 1,1 1,7 2,26
EAE* - 1,0 0,0 0,5 0,7 0,8 0,9

*Aminodcido limitante; EAE*, escore de aminodcidos essenciais (aminoacido mais limitante); WPI, isolado

protéico do soro de leite bovino; HCB, hidrolisado de coldgeno bovino; WPI:HCB, diferentes propor¢des das duas

proteinas, ! Referéncia (FAO/WHO, 1990).

A Tabela 3 mostra que enquanto o WPI atende, segundo o padrio FAO/WHO'®, a

todos os aminodcidos essenciais gerando um EAE igual ou superior a 1,0, o HCB mostra

deficiéncia em todos os aminodcidos essenciais, particularmente nos sulfurados e completa

auséncia de triptofano gerando EAE igual a zero, portanto, essa proteina € incapaz de

promover crescimento, em animais € humanos. No WPI os aminodcidos essenciais

dominantes sdo os sulfurados (metionina mais cisteina), o triptofano, a lisina e os de

cadeias ramificadas, particularmente a leucina.
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Dentre os aminodcidos ndo essenciais e condicionalmente essenciais (Tabela 2)
predominam no WPI os 4cidos glutdmico e aspartico, e no HCB a glicina, a prolina e a
alanina. A hidroxiprolina, componente importante do coldgeno nao € dosado no hidrolisado
4cido como preparado para a andlise de aminoécidos'”.

Dados da literatura demonstram que o WPI, por conter elevado teor de aminoacidos
sulfurados, particularmente cisteina e dcido glutdmico e por apresentar na estrutura
primdria de algumas desuas proteinas, seqiiéncias glu — (cys),, que poderiam ser absorvidas

N

como glutamil — cisteina, promove forte estimulo a sintese de glutationa (glutamil —

. . ) .
cisteinil — glicina) nos tecidos”®!718

. Por outro lado o fato das proteinas do WPI

apresentarem concentragdes elevadas de aminodcidos de cadeias ramificadas é considerado
. A . . . s 19 . s

por alguns autores como de importancia para a atividade atlética ™ por estimular a sintese

. 20,21
de proteinas musculares e por outros

, no tratamento de traumas multiplos e da
cicatrizacdo de queimaduras. A relacdo metionina : cisteina proxima a unidade e a
concentragdo relativamente baixa de aminodcidos de cadeia lateral aromadtica t€ém sido
apontados como fatores nutricionais favordveis para criancas com fenilcetontria®.

O fato do perfil aminoacidico do soro de leite se assemelhar ao do leite humano,
particularmente a lactoalbumina, permite que sejam recomendadas na formulacdo de
produtos para nutricao infantil, bem como na formulagdo de produtos de baixa caloria e
baixo teor de residuos para uso pés-cirdrgico, geridtrico e pacientes imobilizados™*.

Quanto ao hidrolisado de coldgeno (HCB), embora seu perfil aminoacidico
impossibilite seu uso como unica fonte de proteina, por ser incapaz de promover
crescimento e manter o balanco de nitrogénio, exatamente em virtude de sua composicio

aminoacidica atipica € o melhor substrato para a sintese do coldgeno nos tecidos

. . . 25
conjuntivos e cartilagens™.
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Oesser e colaboradores® demonstraram que peptidios de coldgeno de até 15 — 20
KD podem ser absorvidos a partir do hidrolisado. Quando foram usados peptidios
marcados com carbono-14 ('*C) e hidrolisado ndo marcado, porém enriquecido com
prolina — "*C, observou se que a radioatividade da prolina -'*C e do hidrolisado -'*C
distribuia-se igualmente no plasma e em vdrios outros tecidos. Porém, nas cartilagens a
radioatividade do hidrolisado -'*C foi cerca de 4 vezes maior que a proveniente da prolina -
Hc, sugerindo haver uma especificidade das cartilagens pela utilizagdoo dos peptidios de
coldgeno, para sintese de suas proteinas. Por outro lado, Oesser e Seifert%, em culturas de
condrdcitos bovino observaram que hidrolisados de coldgeno eram capazes de estimular a
sintese e a secre¢do no meio de cultura de coldgeno tipo II.

A mais ampla aplicacio e divulgacdo do hidrolisado de coldgeno como ingrediente
funcional, tem sido na prevencio e/ou tratamento da osteoartrite e da osteoporose”’. Doses
didrias de 10g tem sido usadas em estudos clinicos e mostrado eficiéncia na diminui¢do de
dores articulares e melhora da mobilizacdo de pacientes com vérios graus de osteoartrite e
osteoporose.

O hidrolisado de coldgeno bovino (HCB) objeto deste estudo apresentou um grau de
hidrdlise de 11%, considerado grau médio. Esse material ndo geleifica, como a gelatina
original, e apresenta elevada solubilidade em dgua.

A solubilidade em 4dgua da mistura 60% WPI : 40% HCB para diversas
concentragdes da mistura € ilustrada na Figura 2. Observa-se que na faixa de concentragdes
2,5 a 20% (p/v) a solubilidade variou entre 97 e 100%. Essa caracteristica favorece bastante
o uso desta mistura para a formulac@o de bebidas e outros alimentos a serem utilizados em

forma liquida.
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Figura 2. Representacdo do perfil de solubilidade da mistura 60% WPI: 40%HCB em dgua
a 25 °C com variagdo da quantidade da mistura em gramas.

Os resultados do primeiro ensaio com ratos (Figura 1A) sdo apresentados na Figura

3 e Tabela 4.
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Figura 3 Curva de crescimento de ratos alimentados por 21 dias com dietas contendo
12% de proteina proveniente de caseina (e); WPI (m); 20%WPIL:80% HCB (A);
40%WPIL:60% HCB (0); 60%WPIL:40%HCB (A); 80%WPL:20%HCB (O). Letras iguais

ndo diferem entre si (p > 0,05) pelo teste de Tukey.
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A Figura 3 representa o ganho de peso dos ratos no periodo de 21 dias nas vérias
dietas estudadas. Nao houve diferenca estatistica no ganho de peso entre o tratamento
caseina comercial (CC) e a mistura 80% WPI: 20% HCB, por outro lado ndo houve
diferenca também entre o tratamento 60% WPI: 40% HCB e o WPI sendo que ambos
diferiram da caseina. As misturas 40% WPIL:60% HCB e 20% WPIL: 80% HCB foram
inferiores as demais, sendo a ultima mistura a que promoveu 0 menor crescimento.

Os tratamentos 100% HCB e a dieta isenta de proteina (aprotéica) ndo aparecem no
grafico da Figura 3 por terem promovido perdas significativas de peso nos animais (dados
ndo apresentados). E interessante notar que as misturas com 40% de HCB ndo diferiu do
WPI, mas diferiu estatisticamente da caseina. Como um dos propdsitos do estudo foi
estabelecer uma mistura que se igualasse ou mesmo se aproximasse do WPI, a mistura com
40% de HCB foi escolhida para a formulagdo do produto para idosos por estabelecer
melhor equilibrio entre as duas proteinas e ser mais econdmica, considerando o preco e a
disponibilidade relativas dos dois isolados, além do fato de que o coldgeno apresenta
propriedades funcionais que favorecem a saide de idosos. O WPI é menos disponivel no
mercado e mais oneroso para ser produzido que o HCB.

A Tabela 4 mostra os dados do PERop e do NPR para os tratamentos do primeiro
ensaio, a partir da ingestdo protéica e do ganho de peso. Observa-se que os dois indices
foram mais elevados nas misturas com 60 e 80% de WPI, porém ndo diferiram
estatisticamente dos valores calculados para a caseina e para o WPI (100%). A mesma
tendéncia foi observada em relagdo ao consumo de dieta e ingestdo de proteina para os
tratamentos mencionados. Os menores indices foram determinados para os ratos em HCB,
sendo que os tratamentos com 20 e 40% de WPI deram valores intermedidrios. Da mesma

forma que pelo critério crescimento (Figura 3), os indices NPR e PER indicam a escolha da
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mistura 60% WPI : 40% HCB para futuras formulacgdes, tanto pela qualidade nutricional
como pelas consideragdes econdmicas e funcionais, j4 mencionadas.

Friedman®® considera de elevado valor nutritivo proteina com PER > 2.0, o que
classifica a caseina, o WPI e as misturas com 60 e 80% WPI como de excelente valor
nutritivo.

Tabela 4 Ingestdo de dieta, ingestdo de proteina, PER (operacional) e NPR para ratos em

dietas com 12% proteina de diferentes fontes.

Fonte Ingestéo Ingestdo PER
.. , ” , NPR
Protéica Dieta (g) Proteina (g) operacional
CcC 352,0 + 19,54 53,0 +2,94° 2,5+0,13%® 3,0+0,14%
WPI 3293+22.11% 45,8 +3,08° 2.4+0,12%® 29+0,12°
HCB 113,4 +21,74° 150+2,87¢  -1,1+0,51¢ 0,6 + 0,634
WPI:HCB . .
273,3 + 44,96 36,4 +5,99 1,4+0,19¢ 2,1+0,12¢
20:80
WPI:HCB . . . .
278,9 + 35,57 37,6 + 4,80 2,1+0.15 2.8+0,13
40:60
WPI:HCB " . , .
308,9 +22.19 42,1+3,00° 27+0.18° 3.3+0.17%
60:40
WPI:HCB . .
2020 332,44+ 10,70 458 + 1,47 2,6+0,12° 3,2+0,13%

Média de 6 ratos & desvio padrdo. Médias seguidas por uma mesma letra (coluna) nio diferem entre si (p >
0,05) pelo teste de Tukey. CC, caseina comercial; WPI, isolado protéico do soro de leite bovino; HCB,

hidrolisado de coldageno bovino; WPI:HCB, diferentes propor¢des das duas proteinas (%).

Na Tabela 5 encontram-se os dados de digestibilidade verdadeira da proteina (Dv%)
e de PDCAAS (%), calculados com base no nitrogénio ingerido, no nitrogénio fecal total e

no nitrogénio fecal enddgeno.
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Tabela 5 Valores obtidos para nitrogénio ingerido, nitrogénio fecal, digestibilidade

verdadeira e PDCAAS para ratos em dietas com 12% proteina de diferentes fontes.

Tratamento N ingerido (g) N fecal (g) D, (%) PDCAAS (%)
CcC 8,48 + 0,472 0,92 +0,35" 90,54 +4,11° 90,54%
WPI 7,19 + 0,48° 0,69 +0,12®° 92,07 +1,47° 92,07%
HCB 2.70 + 0,52° 0,16 £ 0,06 98,45 +2.85° 0,00°
WPI:HCB . . . d
6,39 + 1,05 0,58 + 0,08 92,69 + 1,65 46,34
20:80
WPI:HCB . o . .
6,41 +0,82 0,54 +0,21 93,42 +2,84 65,39
40:60
WPI:HCB .
6,98 + 0,50° 0,38 0,14 96,23 +2.25° 76,89°
60:40
WPI:HCB " b X .
2020 738 +0,24 0,62 +0,19 93,18 +2.36 83.86

Resultados sdo média de 6 animais por tratamento * desvio padrdo. Médias seguidas por uma mesma letra

(coluna) nao diferem entre si, ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Observa-se que o HCB e a mistura com 60% WPI apresentaram a maior
digestibilidade ndo diferindo entre si estatisticamente (p > 0,05), porém diferente de todos
os demais tratamentos (p < 0,05), os quais se igualaram entre si. Os indices PDCAAS (%)
se igualaram a Dv para a caseina e o WPI, foi igual a zero para o HCB em virtude da
completa auséncia de triptofano no hidrolisado (EAE = 0) e aumentou progressivamente
nos demais tratamentos em virtude da eleva¢do do EAE como aumento da propor¢do de
WPI nas misturas. Contudo ndo atingiram o EAE igual a 1,0, permanecendo o PDCAAS
inferior ao da CC e do WPIL.

Na Tabela 6 sdo apresentados os dados de nitrogénio ingerido (NI) e do nitrogénio
fecal (NF) e urindrio (NU) excretados, além dos cdlculos do balan¢o de nitrogénio (BN) e

da digestibilidade aparente da proteina, relativos ao segundo ensaio (Figura 1B).
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Tabela 6 Valores de para nitrogénio ingerido, nitrogénio fecal, nitrogénio urindrio e
digestibilidade aparente para a caseina comercial (CC), isolado protéico de soro de leite

bovino (WPI), mistura de 50% WPI: 50% HCB e mistura de 60% WPI: 40% HCB.

Tratamento N ingerido (g) N fecal (g) N urindrio (g) BN D, (%)
CcC 2,14+0,26° 0,110,002  0,11+0,06° 1,93+0,23* 95,10+0,71*
WPI 1,79+0,19*  0,08+0,02° 0,19+005* 1,53+0,19" 95,75 +0,87"
WPL:HCB
50:50 1,77+0,28"  0,10£0,02° 021+£0,09" 1,46+0,24" 94,37 +0,63"
WPL:HCB . . . X .
£0:40 1,80 +0,18 0,11 +£0,02 0,16 0,10 1,53+0,18° 93,64 + 1,42

Resultados sdo média de 8 animais por tratamento * desvio padrdo. Médias seguidas por uma mesma letra

(coluna) nao diferem entre si, ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Verifica-se que a maior ingestdao (p < 0,05) foi para a CC, diferindo dos outros trés
tratamentos que ndo diferiram entre si (p > 0,05). A menor excre¢do fecal de nitrogénio foi
para o WPI (p < 0,05) em relagdo aos demais tratamentos que ndo diferiram entre si. Nao
houve diferenca (p > 0,05) para a excre¢@o urindria entre todos os tratamentos. O balanco
de nitrogénio foi mais elevado (p < 0,05) para a CC, em relagdo aos outros trés tratamentos
que ndo diferiram entre si.

A digestibilidade aparente da CC e do WPI foram mais elevadas que a das misturas
WPI : HCB (50:50 e 60:40) que também nao diferiram entre si.

Os resultados dos célculos do valor biolégico aparente (VBa) e da utilizacdo liquida
das proteinas para as quatro fontes protéicas testadas no segundo ensaio sdo apresentadas

na Figura 4.
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Figura 4 Representacdo grafica do valor bioldgico aparente e da utilizacdo liquida da
proteina do ensaio com ratos Wistar alimentados por 10 dias, com dietas contendo 12% de

proteinas provenientes de 50%WPI: 50%HCB; WPI; CC e 60%WPI: 40%HCB.

O valor bioldgico que representa a porcentagem de nitrogénio retido/o nitrogénio
absorvido ( VBa = NR/NA x 100) é sempre menor que o NPU, calculado pelo quociente do

nitrogénio retido pelo nitrogénio ingerido (NPU = NR/NI x 100). Comparando os quatro
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tratamentos pode-se verificar que, em valores absolutos, a CC apresentou 0s maiores
indices embora ndo tenha diferido estatisticamente do WPI e da mistura 60% WPI : 40%
HCB. Por outro lado os menores indices, em valores absolutos, foram para a mistura 50%
WPI : 50% HCB embora nio tenham diferido estatisticamente do WPI e da mistura 60%
WPI : 40% HCB.

A andlise cuidadosa do conjunto dos dados dos dois ensaios biolégicos permitiu
concluir que as misturas WPI : HCB, a partir de 50% de WPi apresentou excelente valor
nutritivo se assemelhando ao WPI sendo, porém, inferior a caseina no tocante ao poder de
promover crescimento em ratos. Por outro lado, testes preliminares de imunoestimulagdo
(ndo apresentados) mostram a superioridade da mistura WPI : HCB 60 : 40 em relacdo a
mistura 50 : 50 e, particularmente em relacdo a caseina.

A motivacdo para a realizacdo desta pesquisa foi estabelecer uma mistura adequada
tanto do ponto de vistas nutricional quanto do funcional. A mistura 60% WPI : 40% HCB
parece preencher melhor estes objetivos uma vez que eleva o valor nutritivo do coldgeno
(HCB) de praticamente zero para os valores elevados da mistura. Por outro lado espera-se

17,1
I6, 7,18

associar as vdrias propriedades funcionais do WP com as do coldgeno hidrolisado

(HCB)**** na formulago de um complemento dietético para idosos desnutridos.

CONCLUSAO

Enquanto a composi¢do em aminodcidos essenciais do isolado protéico de soro de
leite bovino (WPI) atende completamente as recomendagdes da FAO/WHO, a do

hidrolisado de coldgeno bovino (HCB) mostrou-se deficiente em todos os aminodcidos
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essenciais e completa auséncia de triptofano, resultando em escore de aminodcidos
essenciais igual a zero.

Em ensaios de crescimento com ratos, o hidrolisado de coldgeno bovino promoveu
perda de peso dos animais, sendo os maiores ganhos de peso registradas para as dietas com
caseina seguida pelas misturas 80% WPI : 20% HCB, 60% WPI : 40 HCB e WPI (100%).

Nos dois ensaios com ratos e para a maioria dos indices estudados a mistura 60%
WPI: 40% HCB mostrou-se equivalente ou superior ao WPI (100%). Desta forma chegou-
se a conclusao que a mistura 60% WPI : 40% HCB ¢é a mais indicada como fonte protéica

para a formulag¢do de um produto dietético funcional para idosos desnutridos.
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