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RESUMO

DIAS, Manoela Maciel dos Santos, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa,
margo de 2009. Leite de cabra fermentado adicionado de prebiético,
probiéticos e compostos bioativos destinado a idosos. Orientador:
Paulo César Stringheta. Co-Orientadores: Antonio Fernandes de
Carvalho e Valéria Paula Rodrigues Minim.

O aumento na expectativa de vida da populacdo tem despertado
interesse por parte das industrias de alimentos em desenvolver produtos
com apelo funcional destinados a idosos. Assim, o objetivo deste trabalho foi
desenvolver formulagdes de leite de cabra fermentado, simbidtico, com baixo
teor de lactose e adicdo dos compostos bioativos luteina e resveratrol.
Foram feitas a extragdo, a quantificagdo e a avaliagcdo da atividade
antioxidante da luteina adicionada ao leite fermentado, bem como analises
de cor e de pH do produto. Adicionalmente, foi realizada a avaliacéo
sensorial das formulagdes, que diferiam entre si em relagdo a presenga ou
auséncia de luteina, adigao de resveratrol e consisténcia do produto: liquida
ou gelatinosa. A quantificagdo da luteina foi realizada por espectrofotometria
no visivel (UV-VIS) e por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). A
atividade antioxidante das amostras de luteina foi avaliada pela técnica do
cation radical ABTS. A aceitabilidade das formulagdes de leite fermentado foi
avaliada utilizando a escala heddnica de nove pontos e a técnica do Mapa
de Preferéncia Interno. Com base na analise de regressédo dos resultados
obtidos por UV-VIS e CLAE, observou-se efeito significativo (p<0,01) do
periodo de armazenamento do produto (dias) nas concentragdes de luteina
(mg/L). Ao mesmo tempo, de acordo com a técnica da Metodologia da
Superficie de Resposta e o critério de Stepwise para selecdo de variavel, o
periodo de armazenamento do produto (dias) ndo afetou de forma
significativa (p>0,05) a atividade antioxidante das amostras. Verificou-se
correlagdo positiva entre a concentracdo de Iluteina determinada por
espectrofotometria e sua respectiva atividade antioxidante, expressa em
porcentagem de inibicdo (Pl) (r=0,5461; p<0,01) e em capacidade
antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC) (r=0,2826; p<0,05). Constatou-se
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que, para as amostras de leite de cabra fermentado sem adicdo de
compostos bioativos e com adigdo de luteina, tanto a porcentagem de
inibicdo (Pl) como a capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC)
somente foram influenciadas pelo tempo de reagdo em minutos (p<0,05). Ao
se realizar a analise de regressao para avaliar o pH e os parametros de cor
L*, a*, b*, c* e h* do leite fermentado com adicéo de luteina, verificou-se que
nao houve efeito significativo (p>0,05) do periodo de armazenamento do
produto. De acordo com o teste de Tukey, a média de aceitagdo de todas as
formulagdes de leite fermentado se situou entre os termos heddnicos “gostei
moderadamente” e “gostei muito”, indicando que foram bem aceitas. Pela
técnica do Mapa de Preferéncia Interno, a amostra de leite de cabra
fermentado com adicdo de luteina, de consisténcia gelatinosa foi a mais
aceita pelos consumidores com faixa etaria acima de 50 anos. Os dados
mostram que as formulagbes apresentaram caracteristicas sensoriais
favoraveis e que a luteina mostrou estabilidade satisfatéria ao longo do
periodo de armazenamento do produto. O uso de ingredientes como o leite
de cabra, a inulina, os probidticos, a luteina e o resveratrol nas formulagdes
desenvolvidas contribuiu para a disponibilizagdo de produtos com

caracteristicas funcionais adequadas a individuos acima de 50 anos.
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ABSTRACT

DIAS, Manoela Maciel dos Santos, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa;
March of 2009. Fermented goat milk with added prebiotic, probiotics
and bioactive compounds for seniors. Advisor: Paulo César
Stringheta. Co-Advisors: Antdénio Fernandes de Carvalho and Valéria
Paula Rodrigues Minim.

The increase in the population’s life expectancy has piqued the
interest of the food industry in developing products with a functional appeal
destined for seniors. The objective of this work was to develop fermented,
symbiotic goat milk formulas with a low lactose content and an addition of the
bioactive compounds lutein and resveratrol. The extraction, quantification
and evaluation of the antioxidant activity of the lutein added to the fermented
milk, color analysis and pH of the product were performed. Additionally, the
sensory evaluation of the formulas was carried out, which differed from each
other in regards to the presence or absence of lutein, the addition of
resveratrol, and in the consistency of the product: liquid or gelatinous. The
quantification of the lutein was accomplished by visible spectrophotometry
(UV-VIS) and by high performance liquid chromatography (HPLC). The
antioxidant activity of the lutein samples was evaluated by the radical cation
ABTS technique. The acceptability of the fermented milk formulas was
evaluated using the nine point hedonic scale and the Internal Preference
Mapping technique. Using the regression analysis as a base for the UV-VIS
and CLAE results, a significant effect (p<0.01) of the product storage period
(days) in lutein concentrations (mg/L) was observed. At the same time, in
agreement with the Surface Answer Methodology and the Stepwise criterion
for variable selection, the product storage period (days) didn’t affect the
antioxidant activity of the samples in a significant way (p>0.05). It was
possible to verify a positive correlation among the concentration of lutein
determined by the spectrophotometry and its respective antioxidant activity,
expressed in inhibition percentage (IP) (r=0.5461; p<0.01) and in Trolox
equivalent antioxidant capacity (TEAC) (r=0.2826; p<0.05). It was verified

that for the samples of fermented goat milk without added bioactive
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compounds and with added lutein, the inhibition percentage (IP) as well as
Trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC) were only influenced by the
reaction time in minutes (p<0.05). While performing the regression analysis
to evaluate the pH and the color parameters L*, a*, b*, ¢*, h* of the fermented
milk with the lutein addition, it was verified that there was not a significant
effect (p>0.05) on the product storage period. In agreement with the Tukey
Test, the average acceptance of all the fermented milk formulas were located
among the hedonic terms “| liked it moderately” and “I liked it a lot”, showing
that they were well accepted. For the Internal Preference Mapping technique,
the sample of fermented goat milk with added lutein, with a gelatinous
consistency (GCL) was the most accepted by consumers over the age of 50.
The data shows that the formulas presented favorable sensorial
characteristics and that lutein showed satisfactory stability during the product
storage period. The use of ingredients such as goat milk, inulin, probiotics,
lutein and resveratrol in the developed formulas contributed to the availability
of products with appropriate functional characteristics for individuals over the

age of 50.
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1. INTRODUGAO GERAL

O processo de envelhecimento populacional € um fendmeno mundial
que tem provocado profundas modificagbes na estrutura da sociedade,
despertando especial interesse por parte do governo, das instituicbes de
pesquisa e da industria.

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o idoso nao
deve ser visto como um problema para o Pais. A¢bes devem ser realizadas
no intuito de otimizar as oportunidades de saude (bem-estar fisico, mental e
social), a participagdo e a seguranga, com a finalidade de melhorar a
qualidade de vida das pessoas, proporcionando-lhes um “envelhecimento
ativo” (WHO, 2005).

A qualidade de vida esta intimamente ligada a qualidade da dieta que
se consome, assim como ao estilo de vida do individuo, pois € o alimento
que fornece todos os elementos necessarios para o homem, tanto para o
seu desenvolvimento fisico quanto para as suas atividades intelectuais e
sociais (MOURA, 2005; CRUZ et al., 2007).

Nos Ultimos anos, tem-se observado uma preocupacdo mais
acentuada da populagao brasileira com relagdo a saude e ao bem-estar. As
pessoas tém buscado uma alimentacdo saudavel, assim como a pratica de
atividade fisica. Dessa maneira, o surgimento do conceito de alimentos com
alegacbes de propriedades funcionais, ou seja, alimentos que exercem
fungdes fisioldgicas benéficas ao organismo além da fungao de nutrir, tem
tornado mais proxima a relagao entre a ciéncia da nutricdo e a medicina
(STRINGHETA, 2007).

Alguns ingredientes tém se destacado por conferir funcionalidade aos
alimentos: os prébidticos, os probidticos e os compostos bioativos. Os
microrganismos probidticos, principalmente Lactobacillus acidophilus e
Bifidobacterium sp., tém sido muito utilizados na industria de laticinios por
exercerem efeitos benéficos a saude (ANTUNES, 2001). A adicédo de
substancias prebidticas, como a inulina, favorece o crescimento de

bifidobactérias do célon e melhora o equilibrio da microbiota intestinal



(GIBSON, 1999). Entre os compostos bioativos, podem-se destacar a luteina
e o resveratrol, potentes antioxidantes que atuam protegendo os tecidos dos
ataques dos radicais livres, estando diretamente relacionados a redugao do
risco de doengas, sobretudo oculares (DELCOURT et al., 2006) e
cardiovasculares (WU et al., 2001), respectivamente.

Alguns alimentos industrializados com alegagdées de propriedades
funcionais est&o disponiveis no mercado, como margarinas adicionadas de
fitosterdis, que reduzem a absor¢do do colesterol; leites fermentados,
iogurtes e bebidas, adicionados de pré e probidticos, que auxiliam o
funcionamento do intestino; e produtos a base de soja, que ajudam a reduzir
o risco de osteoporose (SEPPANEN-LAAKSO et al., 1992; MULLER et al.,
1998; CHIECHI et al., 2002; BRANDAO, 2002; ANONYMOUS, 2005).

Dentro do contexto de alimentos saudaveis, um novo mercado a ser
explorado € o de derivados lacteos de caprinos, devido aos varios beneficios
que eles podem proporcionar a saude humana. O leite de cabra possui
caracteristicas de melhor alcalinidade, digestibilidade e capacidade
tamponante se comparado ao leite de vaca, bem como reduzido teor de
caseina a-s1, que € uma das principais proteinas causadoras de intolerancia
ao leite de vaca em muitas criangas e até mesmo em adultos (HAENLEIN;
CACCESE, 1984; PARK, 1994; JANDAL, 1996; HAENLEIN, [1997]; WAL,
1998; ALFEREZ et al., 2001; BARRIONUEVO et al., 2002).

Varias pesquisas tém sido desenvolvidas com o intuito de obter novas
estratégias de enriquecimento de alimentos, a fim de promover beneficios a
saude humana. A existéncia de alimentos com componentes
fisiologicamente ativos tem incentivado a realizacdo de estudos para a
comprovagao da atuagcdo dos compostos bioativos na redugao de riscos de
certas doengas. A comprovacao desses efeitos benéficos tem estimulado a
industria alimenticia a desenvolver novos produtos com apelo funcional
(THAMER; PENNA, 2006).

A popularizagao das informacgdes acerca dos alimentos funcionais tem
despertado o interesse dos consumidores — cada vez mais preocupados
com a saude e qualidade de vida — por esses alimentos. Diante dos novos
anseios dos consumidores, os prebidticos, probidticos e componentes

bioativos surgem como ingredientes potenciais para o desenvolvimento de



produtos com alegacao de propriedades funcionais; e o leite de cabra se
torna uma alternativa alimentar para idosos e individuos que desenvolvem
intolerancia e reagdes alérgicas ao consumo de leite de vaca.

O objetivo deste trabalho foi desenvolver produtos lacteos
fermentados a base de leite de cabra, destinados a idosos, simbidticos,
adicionados de compostos bioativos, avaliando-se a estabilidade e a

aceitacao pelos consumidores em potencial.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Perfil da Terceira Idade

O envelhecimento populacional tem ocorrido de forma intensa ndo so6
nos paises desenvolvidos, como também naqueles em desenvolvimento.

O crescimento mundial do numero de idosos (populagao acima de 60
anos) resulta principalmente do aumento da expectativa de vida e da
reducdo da taxa de fecundidade. A redugcdo do indice de mortalidade é
proporcionada por melhorias nas condicdes de vida e avancos na ciéncia
médica (PHILLIPS, 2003).

Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE), o numero de idosos no Brasil passara de 14,5 milhdes, valor
estimado no ano de 2000, para 19,3 milhdes no ano de 2010, uma elevacao
de 33,1%. Ao mesmo tempo, a quantidade de brasileiros aumentara 15,9%,
passando de 169,8 milhdes para 196,8 milhdes (IBGE, 2006).

O estado de saude dos idosos esta relacionado com o seu estilo de
vida e também com fatores ambientais, sendo a dieta e a pratica de
exercicios fisicos os de importancia primordial (McCOOL et al., 2001).

Os idosos geralmente apresentam maiores riscos de deficiéncias
nutricionais do que os adultos mais jovens. Eles mostram mudangas naturais
associadas ao envelhecimento (redugdo da massa corporal magra, redugao
da agua total do corpo, reducdo da densidade déssea e aumento da
proporcdo da gordura corporal total), bem como desafios fisioldgicos
associados as doengas crbnicas e agudas. Além dessas mudangas, a
prescricdo de medicamentos, o status financeiro e social e o declinio da
capacidade funcional podem interferir na ingestdo de uma dieta adequada.
Entre os fatores fisioldgicos, podem-se destacar disturbios digestivos,
alteracbes na percepcao sensorial, doengcas e uso de medicamentos,
problemas de denticdo, reducdo do fluxo salivar, boca seca e redugao da
sensacgao de sede (PHILLIPS, 2003; CHERNOFF, 2005).



O comprometimento da saude oral — como as doencgas e limitagdes na
cavidade oral — pode afetar a habilidade de ingestdo, mastigagdo e
movimentagdo de comidas e fluidos, afetando potencialmente o estado de
nutricdo global e a saude sistémica (CHERNOFF, 2005; TOUGER-DECKER,
2005).

As percepcbes sensoriais de aroma, sabor, aparéncia e textura do
individuo em relagdo ao alimento diminuem com o aumento da idade. Entre
as mudangas sensoriais, o0 olfato e a gustagao interferem mais diretamente
na ingestdo de alimentos. A visdo prejudicada também pode influenciar
negativamente o consumo de alimentos, em decorréncia da diminuigao do
reconhecimento do produto e da habilidade de alimentar-se (CAMPOS,
2000).

As necessidades de energia também diminuem com a idade. Isso
ocorre porque a pratica reduzida de atividade fisica leva a uma perda
acelerada do musculo, e o resultante declinio da forca e massa muscular
conduz a uma redugédo da taxa metabdlica basal, que é um dos principais
componentes responsaveis pelo gasto de energia (PHILLIPS, 2003).

Pessoas idosas tém exigéncia aumentada de vitamina D, que é
necessaria para absorcdo de calcio e importante para a saude Ossea;
necessidade de vitaminas B6, B12 e folato, devido as desordens que afetam
a absorgcao; exigéncia de fontes antioxidantes, como, por exemplo, as
vitaminas C e E, pois estas atuam sobre os radicais livres, retardando o risco
de algumas doengas crbnico-degenerativas; e necessidade de minerais
como ferro, calcio, zinco e fitato, e também de macronutrientes, como as
proteinas (PHILLIPS, 2003).

Além dos nutrientes essenciais, outros componentes do alimento, em
particular os fitoquimicos, que s&o alimentos derivados de plantas, tém papel
importante na manutencdo da saude. Esses compostos podem produzir
efeitos hormonais, anti-inflamatério ou antioxidante (PHILLIPS, 2003).

Varios estudos tém relacionado os alimentos funcionais, que possuem
compostos bioativos n&o nutrientes, com a reducéo do risco de uma série de
doencas adquiridas com o envelhecimento. Assim, uma alimentacio

adequada as necessidades do individuo idoso pode exercer papel



fundamental na promocdo, manutengcdo e recuperagdo da saude
(CHERNOFF, 2005).

2.2. Alimentos Funcionais

Nos anos 80 surgiu no Japdo o termo Alimentos Funcionais,
principalmente em razdo de uma populagdo sempre crescente de idosos e
da preocupacgao, tanto da populagdo em geral como do governo, com a
prevencao das doencgas crbnicas e degenerativas (SGARBIERI; PACHECO,
1999).

Alimento funcional pode ser definido como semelhante em aparéncia
ao alimento convencional, consumido como parte da dieta usual, capaz de
produzir demonstrados efeitos metabdlicos ou fisiolégicos Uuteis na
manutencido de uma boa saude fisica e mental, podendo auxiliar na redugao
do risco de doengas cronico-degenerativas, além das suas funcgdes
nutricionais basicas. Nessa definicdo podem ser incluidos os alimentos ou
bebidas com alegacao de algum beneficio a saude, com base em evidéncias
cientificas, aprovadas por autoridade competente (LAJOLO, 2006). Segundo
a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), os alimentos
funcionais, além de atenderem as exigéncias para comprovagao da
funcionalidade, devem ser seguros para 0 consumo sem supervisao médica
(BRASIL, 1999).

E importante considerar que o fato de o alimento conter substancias
fisiologicamente ativas nao é suficiente para se considera-lo funcional. Essas
substancias devem estar presentes nos alimentos funcionais em quantidade
suficiente e adequada para produzir o efeito fisiolégico desejado
(SGARBIERI; PACHECO, 1999).

Algumas substancias, como a luteina e a zeaxantina, o resveratrol, os
prebidticos e os microrganismos probidticos, se destacam por apresentarem

fungdes fisioldgicas importantes na saude humana.



2.2.1. Luteina e Zeaxantina

A luteina e a zeaxantina sao carotenoides lipossoluveis, pertencentes
a familia das xantofilas. Os carotenoides sé&o corantes naturais, geralmente
tetraterpendides de 40 atomos de carbono, que possuem um sistema de
duplas conjugadas, que sao responsaveis por sua suscetibilidade a
isomerizagdo e a oxidagdo, mas também por suas fung¢des biologicas. A
isomerizagdo da forma trans, sua configuragcdo usual, na forma cis pode
ocorrer na presenga de acidos, luz e calor (BRITTON, 1992; RODRIGUEZ-
AMAYA, 2001).

A oxidagao enzimatica e ndo-enzimatica é a principal causa de perda
de carotenoides durante o processamento e estocagem dos alimentos. A
ocorréncia da oxidagao depende da presenga de oxigénio e € acelerada por
metais, enzimas, luz, altas temperaturas e por cooxidagdo com lipideos
hidroperdxidos. A degradacdo dos carotenoides pode ser influenciada
também pela severidade e duragao do processamento do alimento, pelo
material da embalagem e pelas condi¢coes de estocagem (RODRIGUEZ-
AMAYA, 2001, 2003).

Os carotenoides na forma pura, normalmente, sdo estabilizados por
suspensao ou solugdo de Oleos vegetais, especialmente na presenga de
antioxidantes, como o a-tocoferol (BRITTON, 1992). Em organismos vivos,
os carotenoides podem ser estabilizados por proteinas. Os carotenoides in
Vivo sdo mais estaveis do que quando isolados em solventes orgéanicos; eles
se associam a fracdo hidrofébica da proteina ou aos componentes lipidicos
das lipoproteinas. Isso permite que o carotenoide seja transportado e exercga
funcdo no meio aquoso. A interacdo com proteina pode alterar as
propriedades fisicas ou quimicas dos carotenoides (BRITTON, 1995).

A luteina e a zeaxantina sdo estereoisémeros di-hidroxilados, com
nove duplas ligagdes na cadeia poliénica e diferem entre si na posigdo da
dupla ligacdo em um dos anéis ionona (Figura 1). A presenga de grupos
hidroxilas confere maior polaridade a zeaxantina e luteina, quando
comparados com o0s carotenos analogos, alfa e betacaroteno,
respectivamente (KRINSKY et al., 2003; ALVES-RODRIGUES; SHAO,



2004). A luteina e a zeaxantina ndo podem ser sintetizadas pelo organismo
humano; logo, devem ser adquiridas na dieta. Esses dois carotenoides
acumulam-se na retina dos olhos, sobretudo na regido conhecida como
macula lutea, a qual conferem uma coloragdo amarelada (SNODDERLY,
1995). Na dieta, sdo encontrados principalmente em vegetais folhosos de
coloragao verde-escura, como espinafre, couve, brdcolis; contudo, podem
ser encontrados também em gema de ovo, milho, laranja, melédo, kiwi e
pimentdo-amarelo (THANE; REDDY, 1997; SOMMEMBURG et al., 1998;
HOLDEN et al., 1999).
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Fonte: Cerqueira et al. (2007).
Figura 1- Estrutura quimica da luteina e da zeaxantina.

A luteina e a zeaxantina sdo mais soluveis em solventes nao-polares,
como hexano, benzeno, éteres, cloreto de metileno e cloroférmio. Entretanto,
sdo também soluveis em alcoois em geral (KRINSKY et al.,, 2003). Em
estudo realizado por Craft e Jr. (1992), foi observado que a luteina possuia a
mais alta solubilidade em tetraidrofurano, enquanto a menor solubilidade foi
observada em hexano.

A biodisponibilidade da luteina e zeaxantina pode ser afetada por
fatores relacionados a dieta, como o tipo de carotenoide, a matriz do
alimento, a interagdo com outros carotenoides, interagdo com gordura (VAN
HET HOF et al., 2000; YEUM; RUSSELL, 2002), e por fatores relacionados



ao individuo, como idade, sexo, consumo de alcool, tabagismo e as
disfungdes hepaticas e renais (BRADY et al., 1996; ALBANES et al., 1997).

A luteina e a zeaxantina possuem papel critico na manutencédo da
funcdo visual normal. Absorvem a luz visivel e sdo importantes na
transferéncia e sequestro de oxigénio singlete, bem como no sequestro de
radicais peroxil e radicais tocoferol, podendo ainda inibir a peroxidagao
lipidica. A protegdo contra a foto-oxidagdo esta relacionada ao numero de
ligagbes duplas conjugadas (STAHL; SIES, 2003; KRINSKY; JOHNSON,
2005).

Estudos tém mostrado que a suplementagdo com alimentos ricos em
carotenoides, especialmente a luteina, tem a capacidade de aumentar a
concentracéo e a densidade do pigmento macular (HAMMOND et al.,1997),
resultando numa relagao inversa entre consumo de luteina na dieta e o risco
de doengas oculares (DAVIES; MORLAND, 2004). Entretanto, o incremento
desses carotenoides na dieta ndo implica retorno a visdo normal, e sim
diminuicdo ou estabilizacdo da perda progressiva da visdo em individuos
propensos a essa enfermidade.

A degeneragao macular € uma lesdo que afeta a macula, provocando
embacamento da visdo central. E considerada a maior causa de cegueira
irreversivel em individuos idosos (LIANG; GODLEY, 2003). A catarata
normalmente € causada por oxidacdo fotoinduzida de proteina e
subsequente precipitagdo dessas proteinas danificadas, provocando
opacificagdo no cristalino dos olhos (VITALE et al., 1993; BRON et al.,
2000). Assim, o efeito protetor da luteina e zeaxantina nos olhos pode se dar
pela acdo antioxidante e pela absorcdo de comprimentos de onda da luz
azul, evitando a formacao de espécies reativas de oxigénio, que poderiam
causar danos nas células fotorreceptoras, limitando assim o estresse
oxidativo da retina resultante da atividade metabdlica e da agao direta da luz
(KHACHIK et al., 1997; KRINSKY et al., 2003).

Khachik et al. (1997), ao caracterizarem os carotenoides e os
metabolitos presentes em 58 pares de retina humana, verificaram a
presenca de produtos de oxidagcdo direta da luteina e 3’-epiluteina
(metabdlito da luteina e zeaxantina), o que indica que os carotenoides

luteina e zeaxantina podem atuar como antioxidantes, protegendo a macula



contra os comprimentos de onda da luz visivel. A via de oxidorredugao
proposta para a luteina e zeaxantina na retina humana pode também ter
papel importante na redugao do risco de degeneragdo macular relacionada a
idade (DMRI) e catarata.

Em um estudo de caso controlado realizado por Seddon (1994),
observou-se que as pessoas que consumiram vegetais folhosos de
coloracéo verde, contendo alta concentragao de luteina (aproximadamente 6
mg/dia), tiveram reducdo de 43% do risco de degeneragdo macular
exsudativa, quando comparadas aos individuos que consumiram uma menor
dose.

Em estudos realizados por Delcourt et al. (2006) com 899 pessoas,
observou-se que altos niveis de luteina e zeaxantina no plasma estavam
relacionados com o reduzido risco de maculopatia relacionada a idade e de
catarata nuclear. Estudo reportado pelo grupo de pesquisa de doencgas
oculares relacionadas a idade (AREDS), com 4.519 participantes com idade
entre 60 e 80 anos, também mostrou que o alto consumo de luteina e
zeaxantina estava associado a redugcdo da degeneragdo macular
neovascular relacionada a idade (SANGIOVANNI et al., 2007).

Segundo Bone et al. (2003), a concentragdo plasmatica de luteina
pode aumentar mediante suplementacao alimentar. Resultados semelhantes
foram obtidos por Koh et al. (2004), os quais demonstraram que a
suplementacdao com 10 mg/dia de luteina aumentava a concentragdo de
luteina no plasma em torno de quatro a cinco vezes em quatro semanas,
tanto para pacientes com a doenga macular como para aqueles que nao a
possuiam.

Em estudo realizado por Hammond et al. (1997), oito pessoas
apresentaram aumento de luteina no soro e aumento da densidade do
pigmento macular apés modificarem a dieta diaria, adicionando 60 g/dia de
espinafre (contendo 10,8 mg de luteina e 0,3 mg de zeaxantina) por 15
semanas.

Landrum et al. (1997) observaram que a administracdo de 30 mg/dia
de luteina provocou aumento de 39% e 21% nos niveis de luteina presentes
na macula de dois individuos estudados. Esses pesquisadores estimaram

que a suplementacao de luteina poderia ter produzido uma redugao de 30 a
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40% na luz azul que atingia os fotorreceptores, a membrana Brunch e o
epitélio do pigmento retinal.

Omedilla et al. (2003), ao realizarem um estudo randomizado, duplo
cego, com 17 pacientes com catarata relacionada a idade, observaram
aumento da concentragdo de luteina no soro e aumento do desempenho
visual em individuos que receberam suplementagédo de 15 mg de luteina trés
vezes por semana, durante dois anos.

Vérios estudos sugerem que a luteina e a zeaxantina podem atuar
nao sO na regido ocular, reduzindo os riscos de catarata e degeneracéao
macular relacionada a idade, como também reduzindo o risco de
aterosclerose e os danos causados pela radiagdo ultravioleta na pele
(ALVES-RODRIGUES; SHAOQO, 2004).

Em estudos realizados por Dwyer et al. (2001) com camundongos,
observou-se que a suplementagéo da dieta com luteina diminuiu em 43% as
lesbes aterosclerdticas e inibiu a oxidagdo de lipoproteinas de baixa
densidade (LDL) de maneira dose-dependente.

Palombo et al. (2007) realizaram um estudo clinico randomizado
(placebo controlado) com 40 mulheres saudaveis durante 12 semanas. A
administragdo oral de 5 mg luteina e 0,3 mg de zeaxantina e a aplicagéo
tépica de 50 ppm de luteina e 3 ppm de zeaxantina sobre a pele humana,
duas vezes por dia, apesar de proporcionarem significativa atividade na pele,
quando administradas simultaneamente, proporcionaram maior grau de
protecdo antioxidante. Além da protecdo da pele contra o efeito deletério
induzido pela luz ultravioleta e da reducdo da peroxidagao lipidica
observada, a luteina e a zeaxantina proporcionaram aumento da superficie
lipidica, hidratacao e elasticidade da pele.

A auséncia de efeitos adversos claros nas publicagdes disponiveis
com dados clinicos em humanos e animais fornece um elevado nivel de
confianca no que diz respeito ao uso da luteina em suplementos dietéticos.
Evidéncias de ensaios clinicos bem controlados e randomizados indicam
que o nivel maximo para suplementagdo € de 38 mg por dia de luteina all-
trans (SHAO; HATHCOCK, 2006).
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2.2.2. Resveratrol

O resveratrol € um polifenol pertencente a classe dos estilbenos — um
grupo de compostos que consistem em dois anéis aromaticos ligados por
uma ponte metileno. E encontrado em diversas plantas, como eucalipto,
amendoim, amora, cacau, Kojo-kon (Polygunum cuspidatum), Kashuwu
(Polygunum multiflorum) e, em especial, nas uvas (Vitis vinifera e Vitis
labrusca) (SOLEAS, 1997; DONG, 2003; KING et al., 2006). Ocorre também
em chas, frutas, varias plantas medicinais e em vinhos, especialmente os
tintos (DAVID et al., 2007). Quimicamente, apresenta-se sob duas formas
isoméricas (Figura 1): trans-resveratrol (trans-3, 5, 4'-triidroxiestilbeno) e cis-
resveratrol (cis-3, 5, 4'-triidroxiestilbeno); a forma trans € a mais comum e a
que possui melhor atividade biolégica (KING et al., 2006). Sua estrutura
molecular € similar a do estrogénio sintético, o dietilestilbestrol. Portanto, tem
propriedades farmacologicas similares as do estradiol, principal estrogénio
natural humano (BRADAMANTE et al., 2004).

OH HO ,,H
HO %
C OH O

OoH OH

Trans-resveratrol Cis-resveratrol

Fonte: Filip et al. (2003).

Figura 2 - Estrutura quimica dos isbmeros trans-resveratrol e cis-resveratrol.

O resveratrol é considerado um metabdlito secundario biologicamente
ativo pertencente a um conjunto de compostos denominados fitoalexinas
(uma classe de compostos produzida como parte do sistema de defesa da
planta contra doengas), que se caracterizam pelo baixo peso molecular e
presenca de atividade microbiana inibitéria (LANGCAKE et al., 1979).
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De acordo com os estudos de Trela e Waterhouse (1996), o trans-
resveratrol & estavel por meses quando protegido da luz, exceto em tampdes
de alto pH. Ja o isbmero cis-resveratrol é estavel somente em pH préximo do
neutro e quando completamente protegido da luz. O pH baixo causa
isomerizagdao do isébmero cis-resveratrol no isémero trans, uma forma
estericamente mais estavel.

Segundo Sun et al. (2008), a solubilidade do trans-resveratrol
aumenta com a temperatura, porém reduz com o aumento do numero de
carbono em solventes alcodlicos. Esses autores observaram ainda que a
solubilidade do trans-resveratrol em tetraidrofurano e em acetona era maior
quando comparada com a de outros solventes alcodlicos. Filip et al. (2003)
observaram que a solubilidade do resveratrol, apesar de ser baixa em agua
a 20 °C, pode ser aumentada quando esta é misturada com etanol em
concentragao superior a 20% v/v.

O resveratrol é um composto fendlico presente no vinho,
principalmente tinto, que tem atraido atengdo especial nas ultimas décadas
devido ao fendmeno conhecido como “Paradoxo Francés”, o qual mostra
que os franceses, apesar de possuirem uma dieta rica em gorduras de
origem animal, possuem taxa de mortalidade relativa a doengas
cardiovasculares correspondente a um terco da mesma taxa observada nos
Estados Unidos e incidéncia de infarto do coracédo cerca de 40% menor do
que no resto da Europa. Segundo especialistas, essa diferenga é decorrente
do habito de consumo de vinho tinto pelos franceses em suas refeigdes
(RENAUD; LORGERIL, 1992).

Alguns estudos tém mostrado que o resveratrol protege o sistema
cardiovascular, protegendo contra aterosclerose por inibicdo da oxidagéo de
lipoproteinas de baixa densidade - LDL (JEFREMOV et al., 2007) e por
supressao da agregacao plaquetaria (PACE-ASCIAK et al., 1996; WU et al.,
2007).

A inibicdo da agregacao plaquetaria pelo resveratrol foi avaliada em
diferentes concentragdes in vitro no plasma de voluntarios sadios. Numa
concentragdo de 3,56 pg/L, o resveratrol inibiu em 50,3% a agregacéo
plaquetaria. Em concentragdes de 1,2 pg/L, a inibicdo foi da ordem de 41,9%
(BERTELLI et al.,1995).
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O trans-resveratrol atua como um potente antagonista ativo do
estrogénio nas concentragbes de 10-1.000 pmol/kg, e sua administragao
concomitante pode reduzir os niveis de estrogénio administrados apds a
menopausa, diminuindo os riscos de cancer (RATNA; SIMONELLI, 2002).

Estudos recentes mostram que o resveratrol pode afetar os processos
das trés etapas da carcinogénese: o inicio do tumor, a promogédo e a
progressdo. Também tem sido mostrado que reduz a angiogénese e
metastase, e estudos com cultivo de células humanas indicam que o
resveratrol modula multiplos caminhos envolvidos em crescimento de
células, apoptose e inflamagcdgo (ATHAR et al.,, 2007). A atividade
anticancerigena do resveratrol parece estar ligada a suas propriedades anti-
inflamatadrias, que permitiiam ao organismo bloquear a producdo de certas
substancias quimicas, conhecidas como prostaglandinas, que tém sido
relacionadas a transformagdes de lesbdes pré-cancerosas em lesdes
malignas (PENNA; HECKTHEUER, 2004). Varios estudos mostram que o
resveratrol pode ter um efeito protetor no sistema nervoso, pela diminuigao
do estresse oxidativo de células neuronais (MILOSO et al., 1999).

O resveratrol atua como um antagonista competitivo da dioxina e de
outros ligantes dos receptores aril hidrocarbonetos (AhR), que podem causar
muitos efeitos indesejados sobre a saude, como imunossupressao,

carcinogénese e danos nas células endoteliais (CASPER et al., 1999).

A maioria dos estudos sobre a toxicidade do resveratrol mostra a
auséncia de efeitos adversos desses compostos, a menos que sejam
administrados em doses extremamente altas. Em um estudo realizado por
Crowell et al. (2004), objetivou-se avaliar o potencial de toxicidade do
resveratrol em ratos. Para isso, foram administrados por gavagem 0, 300,
1.000 e 3.000 mg de trans-resveratrol por quilograma de peso corporal por
um periodo de quatro semanas. De acordo com os resultados, a maioria dos
eventos adversos ocorreu quando foram administrados 3.000 mg de
resveratrol, e os principais sintomas foram: redu¢cdo do peso corpéreo final,
reducdo do consumo de alimento, elevagdo dos niveis de creatinina,
fosfatase alcalina, alanina aminotransferase, bilirrubina total e albumina, bem
como redugdo nos niveis de hemoglobina, hematocrito e contagem de

células vermelhas e aumento de células brancas. Foi observado também
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aumento da incidéncia nefropatolégica. Nenhum efeito adverso foi
observado quando foram administradas concentragbes abaixo de 300 mg

por quilograma de peso corporal.

O resveratrol pode ser encontrado naturalmente em mais de 70
espécies de vegetais e possui aplicagdo em fitoterapicos, farmacos e
alimentos, em razdo de suas propriedades nutracéuticas (LATRUFFE et al.,
2002).

2.2.3. Prebiéticos

O termo prebidtico foi introduzido por Gibson e Roberfroid (1995) e
definido como “um componente presente nos alimentos resistente a digestao
pelas enzimas enddgenas do trato gastrintestinal, que afeta beneficamente o
hospedeiro através da estimulagdo seletiva do crescimento e/ou da atividade
de uma ou de um limitado numero de bactérias no cdlon, proporcionando,
desta forma, um estado de saude para o hospedeiro”. Assim, a fermentacao
bacteriana passa a ter significado clinico e efeitos metabdlicos importantes
na fisiologia do intestino grosso (RODRIGUEZ et al., 2003).

Para que uma substancia (ou grupo de substancias) possa ser
definida como prebidtico, deve cumprir os seguintes requisitos: ser de
origem vegetal; formar parte de um conjunto heterogéneo de moléculas
complexas; nao ser digerida por enzimas digestivas; ser parcialmente
fermentada por uma colénia de bactérias; e ser osmoticamente ativa
(RODRIGUEZ et al., 2003).

Schley e Field (2002) sugerem que os prebidticos desempenham
funcdo de moduladores imunoldgicos. Essa modulagédo se da em fungao de
trés mecanismos principais: contato direto das células imunes do intestino
com a parede celular e/ou componentes citoplasmaticos de bifidobactérias e
bactérias acido-laticas, cujo crescimento foi estimulado pela acado dos
prebidticos; fermentacdo dos prebidticos com consequente produgao de

acidos graxos de cadeia curta; e secregdo de muco induzida por prebidticos.
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Segundo Holzapfel e Schillinger (2002), os efeitos positivos
confirmados com respeito aos prebidticos podem ser assim resumidos: baixo
valor de energia nao digestivel (menor que 9 kJ/g); aumento do volume das
fezes (maior transito intestinal); e modulagdo da microbiota por estimulo das
bactérias benéficas (Bifidobacterium, Lactobacillus spp. e Eubacterium) e/ou
inibicdo de bactérias patogénicas (Clostridium e Bacteroides).

Hamilton-Miller (2004) ressalta os efeitos do consumo de prebitticos
sobre a pratica de medidas de promoc¢ao de saude em idosos. Entre os
efeitos promovidos pelos prebidticos neste grupo etéario especifico destacam-
se a reducdo da intolerancia a lactose, o aumento da biodisponibilidade de
calcio e a redugao na ocorréncia de constipacao intestinal. Em razao dessas
evidéncias, o autor sugere a realizagédo de estudos que possibilitem a pratica
sistematica e segura da suplementacao de prebidticos na populagéo idosa,
com o objetivo de promogao de melhores condi¢gdes de saude.

Entre os prebidticos, a inulina tem recebido expressiva atengcdo nos
estudos cientificos. Trata-se de uma fibra soluvel, fermentavel e néao
digerivel pela a-amilase e por enzimas hidroliticas, como a sacarase, a
maltase e a isomaltase, no trato gastrintestinal (SAAD, 2006). Pertence ao
grupo das frutanas e consiste em um polimero linear de D-frutose com
ligagdes glicosidicas p (2—1), com grau de polimerizacdo de 11 a 60. E
encontrada em uma série de produtos vegetais, principalmente na raiz de
chicéria (Chicorium intybus L.), uma planta nativa da Europa, Africa e
América, que pode ser cultivada em qualquer lugar do mundo (CATALDO et
al., 2007).

Devido ao tamanho da sua cadeia, a inulina é pouco soluvel e tem a
habilidade de formar microcristais quando misturada em agua ou leite. Esses
microcristais ndo sdo percebidos na boca, mas interagem para formar uma
textura finamente cremosa que promove na boca uma sensacao semelhante
a da gordura. A inulina tem sido utilizada com sucesso como substituto de
gordura em varios produtos alimentares, como bolos, chocolates, embutidos,
produtos lacteos (NINESS, 1999), além de ser utilizada na produgédo de
alimentos de baixa caloria, uma vez que possui maior poder adocante que a

glicose ou sacarose e pode ser usada também por diabéticos; também é
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usada como ingrediente funcional nas industrias farmacéuticas (CATALDO
et al., 2007).

A inulina é considerada um ingrediente funcional, uma vez que exerce
influéncia sobre processos fisioldégicos e bioquimicos no organismo,
resultando em melhoria da saude e em redugao do risco de aparecimento de
diversas doengas. Recomenda-se que ela seja utilizada simultaneamente
com probioticos em alimentos, para obtengao do efeito simbidtico (NINESS,
1999).

2.2.4. Probioticos

Probidticos sdo microrganismos vivos que, quando administrados em
quantidades adequadas, sdo capazes de melhorar o equilibrio da microbiota
intestinal, produzindo efeitos benéficos a saude e ao bem-estar do
hospedeiro (SALMINEN et al.,, 1999; FAO/WHO, 2001; DUPONT, 2001;
BRASIL, 2002).

Para que um microrganismo seja considerado probidtico, sua estirpe
deve ser de origem humana, deve ser seguro para uso humano, sobreviver a
passagem pelo trato digestorio, aderir a mucosa intestinal e manter sua
viabilidade e atividade metabdlica. Para resistir as condicbes do trato
gastrintestinal, as culturas probidticas devem apresentar tolerancia a bile e
atividade de hidrdélise de sais biliares, além de resistir as condi¢cdes acidas e
ricas de proteases no estbmago. A adesdo a mucosa intestinal é
considerada importante para a modulagdo imune (KLAENHAMMER,;
KULLEN, 1999; OUWEHAND et al.,, 2002); por meio dela, as bactérias
probioticas conseguem inibir a colonizagdo de outros microrganismos
parcialmente patogénicos. Além disso, a adesdo amplia o periodo de
interagcao entre as bactérias probidticas, a microbiota intestinal e o sistema
imunoldgico do trato intestinal (ALONSO et al., 2007). Adicionalmente, os
microrganismos probidticos devem ser capazes de competir com a
microbiota normal e resistir aos metabdlitos produzidos por membros dessa

microbiota, incluindo bacteriocinas, acidos organicos e outros agentes
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antimicrobianos (KLAENHAMMER; KULLEN, 1999; PUUPPONEN-PIMIA et
al., 2002).

As propriedades fisico-quimicas dos alimentos tém influenciado a
sobrevivéncia de estirpes probidticas durante o transito intestinal. A
capacidade tamponante e o pH do meio carreador sado fatores relevantes.
Formulagdes de alimentos com pH entre 3,5 e 4,5, como iogurtes, queijos e
leites fermentados, tém alta capacidade tamponante e podem aumentar o
pH do sistema gastrico e, assim, aumentar a estabilidade da estirpe
probidtica. O leite tem aumentado a viabilidade de estirpes de Lactobacillus
e Bifidobacterium sensiveis a acido em testes de simulacdo do trato
gastrodigestério (CHARTERIS et al., 1998b).

A temperatura ideal para a fermentacdo de produtos que contém
probidticos é 37-40 °C, visto que essa é a faixa de temperatura na qual os
probioticos melhor se multiplicam (SAARELA et al., 2000).

Em produtos fermentados € importante que as culturas de probidticos
contribuam para uma boa propriedade sensorial. Assim, € comum a
utilizacdo de um mix de bactérias probidticas com outros tipos de bactérias
capazes de promover a fermentacao do produto especifico. Para produtos
derivados do leite, os probidticos sao frequentemente misturados a S.
thermophilus e L. delbrueckii para promover sabor e textura agradavel
(SAARELA et al., 2000).

Para garantirem um efeito continuo e serem de importancia fisioldgica
ao consumidor, os probidticos devem ser ingeridos diariamente e alcangar
populacdes acima de 10° a 10’ UFC/g ou mL de produto (BLANCHETTE et
al., 1996; JELEN; LUTZ, 1998).

Os veiculos para os microrganismos probioéticos existentes atualmente
integram trés grandes grupos: alimentos infantis; leites fermentados e outros
produtos lacteos; e preparagdes farmacéuticas (GOMES; MALCATA, 2002).
Muitas pesquisas em termos de probidticos estdo voltadas para produtos
como leites fermentados e iogurtes, sendo esses 0s principais produtos
comercializados no mundo, contendo culturas probidticas (STANTON et
al.,1998, 2003; OLIVEIRA et al., 2002).

Varios estudos tém comprovado os efeitos benéficos dos alimentos

probidticos, sobretudo no tocante a reducdo e prevencdo da diarreia
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causada por rotavirus e reducdo dos sintomas de intolerancia a lactose
(KIM; GILLILAND, 1983; De ROOS; KATAN, 2000; SALMINEN, 2001).

Os microrganismos Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12 e
Lactobacillus acidophilus LA-5, considerados probiéticos, com aprovagao
pela Comissao Tecnocientifica de Assessoramento em Alimentos Funcionais
e Novos Alimentos (CTCAF/ANVISA), foram testados quanto a resisténcia
ao HCL e a bile, por ensaios in vitro, e apresentaram estabilidade suficiente
para sobreviverem a passagem pelo estdmago e pelo intestino delgado em
percentuais elevados. Varios pesquisadores mostraram que o B. animalis
subsp. lactis BB-12 e o L. acidophilus LA-5 apresentam boa capacidade de
ades&o a mucosa intestinal de humanos. Ao utilizarem os estudos sobre o
comportamento da adesdo para investigar a capacidade de diferentes
culturas probidticas de proteger células intestinais contra infeccédo por
bactérias patogénicas, detectaram uma inibicdo de mais de 60% da
Salmonella Typhimurium com o L. acidophilus LA-5. Outros pesquisadores
mostraram capacidade de adesao do B. animalis subsp. lactis BB-12 de 31%
em criangas (6-42 meses) e adultos saudaveis; o L. acidophilus LA-5
alcangou 20%. A adesao foi ligeiramente maior com culturas pasteurizadas
de BB-12 + LA-5, assim como também aumentou na presenca de outras
bactérias. Essas cepas bacterianas tém sido utilizadas para a fabricacdo de
produtos lacteos suplementados com bactérias, fermentados e neutros, em
muitos paises do mundo (ALONSO et al., 2007).

2.2.5. Mercado de Alimentos Funcionais

Segundo a Euromonitor International, o mercado mundial de
alimentos e bebidas funcionais e fortificados movimentou cerca de 64
bilhdes de dolares em 2002, 97 bilhdes de dbélares em 2006 e movimentara
cerca de 130 bilhdes de dolares em 2011. Com relagédo aos produtos lacteos
fortificados e funcionais, o mercado mundial movimentou cerca de 25 bilhdes
de ddlares no ano de 2006, sendo o Japao responsavel pelas vendas de 4,8
bilhdes de délares (BAROKE, 2007).
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No Brasil, o mercado de funcionais tem crescido 20% anualmente
(PESSONI, 2007); em 2005, esse mercado foi avaliado em 600 milhées de
dolares (ANUARIO ABIA, [2006]).

A Tabela 1 apresenta a movimentagcdo em bilhdes de doélares do
mercado de produtos lacteos fortificados e funcionais de diferentes paises,
no ano de 2006.

Tabela 1 - Mercado de produtos lacteos funcionais/fortificados no ano de

2006
Mercado Valor em bilhoes de délares Taxa de crescimento
2006 2002-2006
Japao 4,79 0,5 %
Espanha 1,97 13,0 %
Coreia do Sul 1,97 6,2 %
China 1,77 15,4 %
Brasil 1,73 14,3 %
EUA 1,72 13,8 %
UK 1,58 29,4 %
Alemanha 1,08 15,9 %
Italia 1,03 23,6 %
Franca 0,88 9,8 %

Fonte: Baroke, 2007.

Varios novos produtos foram langados no mercado, visando o apelo
nutricional e/ou funcional. Em 1997, a Unilever lancou no Brasil o Ades,
bebida a base de soja, com alegag¢des funcionais, devido a presenca de
isoflavonas, compostos fitoquimicos que ajudam a minimizar os sintomas da
menopausa e a evitar o envelhecimento precoce, além de outras alegagdes
(CENTRO DE HISTORIA UNILEVER, [2007]). Em 2000, lancou a margarina
Becel pro.activ, com fitosteréis, com a finalidade de reduzir o LDL (colesterol
"ruim") (OLIVEIRA, 2004; BECEL, 2006).

A Nestlé langou, em 2000, o iogurte LC1, que contém Lactobacillus
johnsonii, que sobrevive ao trato intestinal, melhora a saude imunoldgica e
reduz desordens intestinais, como diarreias, gastrite e ulceras pépticas
(BRANDAO, 2002). Em 2006, langou o iogurte Nesvita e o leite em pé Molico
ActiFibras, que favorecem uma microbiota intestinal saudavel (ALIMENTO
FUNCIONAL, 2006).
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A Danone langou em 1995, nos paises europeus, o iogurte Actimel,
contendo Lactobacillus casei, capaz de fortalecer o sistema imunolégico
(BRANDAO, 2002). No Brasil, langou em 2003 o danoninho com lactobacilos
vivos, destinado ao publico infantil. Em 2004, langou o Activia, um iogurte
probidtico que ajuda a regular o funcionamento do intestino, se consumido
diariamente (DANONE, [2005]).

No ano de 2007, varios produtos foram lancados no mercado
internacional. A PB Foods Ltda. desenvolveu, na Australia ocidental, o
Brownes Heart Plus, um leite de baixo teor de gordura contendo adigao de
nutrientes considerados importantes para manter o desempenho do coragao
e do sistema cardiovascular. Esses nutrientes consistiam em acidos graxos
Omega 3, vitaminas B6, B12 e folato. As vitaminas antioxidantes E e C
também foram adicionadas (ANONYMOUS, 2005).

A empresa americana Mars Inc. lancou a bebida CocoaVia, rica em
chocolate. Contém ingredientes que visam reduzir o LDL (colesterol “ruim”) e
flavonoides de cacau, com a finalidade de manter a saude do coragao, como
parte da dieta reduzida em gorduras saturadas e colesterol (ANONYMOUS,
2007).

A Living Harvest langou a Living Harvest Hempmilk, que oferece
acidos graxos 6mega-3 e O6mega-6, todos os 10 aminoacidos essenciais,
vitaminas A, B2, B12, D e E, acido fdlico, Mg, Fe, K e P, bem como 46% do
recomendado para a ingestao diaria de calcio (ANONYMOUS, 2007).

Outro produto langado foi a Odwalla Soy Smart, que contém proteina
de soja e 6mega-3 acido docosahexanoico, além de ser uma excelente fonte
de ferro (ANONYMOUS, 2007).

A Tropicana Products Inc., uma divisdo da PepsiCo Inc., também esta
criando produtos relacionados a saude cardiovascular. Ela reformulou o suco
Tropicana Health Heart, adicionando acidos graxos ©Omega-3
(ANONYMOUS, 2007).

A Beverage Partners Worldwide desenvolveu a Enviga Coca-Cola,
que consiste em um cha verde espumante que queima caloria. Contém
extrato de cha verde antioxidante, calcio e cafeina (ANONYMOUS, 2007).

Em razdo da grande potencialidade dos produtos alimenticios com

alegacao de propriedade funcional, o desenvolvimento de leite fermentado
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adicionado de prebidtico, probidtico e compostos bioativos € uma alternativa

viavel comercialmente e de grande potencialidade.

2.3. Atividade Antioxidante e o Método do Cation Radical ABTS

Os antioxidantes s&o substancias que protegem o organismo da acao
danosa dos radicais livres, os quais estdo associados a processos
degenerativos, como o cancer e o envelhecimento. Alguns sao produzidos
por nosso préprio organismo, enquanto outros devem ser ingeridos na dieta.

Nos ultimos anos, o interesse pela descoberta de novos antioxidantes
a partir de fontes naturais vem aumentando, bem como a avaliagdo dos
efeitos dos antioxidantes em relacdo as enfermidades. As pesquisas tém
tentado explicar os beneficios dos antioxidantes nas enfermidades
cardiovasculares, em numerosos tipos de cancer, bem como em outras
doencas associadas ao envelhecimento.

Um método indireto muito utilizado na avaliagdo da atividade
antioxidante de diversos compostos é o teste do cation radical ABTS (2,2’-
azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)). O radical ABTS possui
maximos de absorcdo nos comprimentos de onda de 645, 734 e 815 nm,
podendo ser facilmente determinado por espectrofotometria. O principio do
método consiste em monitorar o decréscimo da absorvancia do radical ABTS
quando uma amostra contendo grupamentos fenodlicos €& adicionada,
provocando redugdao do radical e consequente supressdo da cor no
comprimento de onda de maxima absor¢dao (MILLER et al.,, 1995;
ROGINSKY; LISSI, 2005).

O método do radical ABTS é uma técnica simples, que pode ser
aplicada tanto para antioxidantes hidrofilicos e lipofilicos, como para
substancias puras e extratos alimenticios (RE et al., 1999; AWIKA et al.,
2003). Pode ser utilizado em amplas faixas de pH (ao contrario do DPPH,
que é sensivel a condigdes acidas) e para avaliar o efeito do pH na atividade
antioxidante (LEMANSKA et al., 2001). O cation cromoéforo ABTS++ pode ser

gerado por reagdes enzimaticas, como, por exemplo, com metmioglobina
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(KRANL et al.,, 2005) e mioglobina (PENG et al., 2003); por reacdes
quimicas, utilizando compostos como diéxido de manganés (BENAVENTE-
GARCIA et al., 2000), persulfato de potassio (RE et al., 1999; CAIl et al.,
2004) e 2,2"-azo-bis(2-amidinopropano) (ABAP) (CAMPOS et al., 1996); ou
ainda por reagao eletroquimica (ALONSO et al., 2002). Na maioria das
vezes, 0s resultados desse teste sdo expressos em atividade antioxidante
equivalente ao Trolox (TEAC), antioxidante padrdo analogo a vitamina E.
Entretanto, o resultado da determinacdo do TEAC depende da forma como o
ABTS-+ é gerado, do tempo de incubagao, assim como da razéo entre a
quantidade de amostra e a concentragdo do radical (RE et al.,, 1999; DE
BEER et al., 2003). Dessa forma, ndo €& possivel comparar resultados
expressos em TEAC se as condicbes utilizadas no teste indireto forem
distintas. Deve-se considerar ainda o tipo de sistema avaliado, simples ou
heterogéneo, como, por exemplo, a matriz de um alimento (BECKER et al.,
2004).

2.4. Aspectos Gerais da Caprinocultura e Producao de Leite

O aumento acentuado do numero de cabras nos ultimos anos tem
despertado interesse mundial em viabilizar novos mercados para o leite de
cabra e produtos derivados dessa base lactea.

Os habitos culturais e o gosto do leite de cabra diferem entre os
paises ou entre grupos culturais de um mesmo pais. Assim, apesar da
existéncia de pessoas que possuem antigas tradicdes no consumo de leite
de cabra, como na Asia Oriental e Central, algumas populacdes, como em
alguns paises da Africa, possuem tabus com relacdo a esse tipo de leite
(DUBEUF, 2005).

Segundo a FAO (Food and Agricultural Organization), a producao
mundial de leite de cabra atingiu 13,8 milhdes de toneladas em 2006, sendo
o Brasil responsavel por 135 mil toneladas (FAOSTAT, 2006). Dados a
respeito da importancia econémica do leite de cabra sdo muito escassos.

Sabe-se que a Europa, com apenas 2,5% do rebanho, produz 18% do leite
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de cabra mundial, sendo considerada o unico continente onde esse leite
possui tal importancia econémica e organizagédo (DUBEUF, 2005).

O aumento da demanda por leite de cabra ocorre em varios aspectos.
Um deles é a autossuficiéncia familiar, pois a producao de leite de cabra é
muito utilizada para consumo doméstico, principalmente nos paises
subdesenvolvidos. Dessa forma, as populagdes rurais e/ou carentes sao as
principais beneficiarias dos produtos lacteos e carneos provenientes da
cabra (HAENLEIN, 2004). Outro aspecto é o interesse de conhecedores-
gourmets por produtos lacteos de cabra, principalmente queijos e iogurtes,
em muitos paises desenvolvidos. Um terceiro aspecto € a necessidade
meédica, sobretudo de pessoas que possuem intolerancia as proteinas do
leite de vaca e outras doengas gastrintestinais (PELLERIN, 2001;
HAENLEIN, 2004).

2.4.1. Caprinocultura

A caprinocultura é uma atividade que vem se desenvolvendo muito
nos ultimos anos. Os caprinos possuem alta adaptabilidade a variacdes
climaticas e condigdes geograficas, sendo capazes de sobreviver em regides
aridas e tropicais, com longos periodos de seca e escassez de alimentos.
Isso se deve principalmente ao baixo peso corporal, a baixa taxa metabdlica
e a alta eficiéncia digestiva que possuem (SMITH; SHERMAN, 1994;
PEACOCK, 1996; SILANIKOVE, 2000; MORAND-FEHR et al., 2004).

De acordo com a FAO (2002), o rebanho mundial de caprinos
corresponde a cerca de 752 milhdes de cabecgas, das quais cerca de 96%
encontram-se em paises em desenvolvimento e 4% em paises
desenvolvidos, sendo responsaveis por cerca de 20% da producdo mundial
de leite de cabra (FAOSTAT, 2002). Assim, observa-se que, em condi¢des
favoraveis, os caprinos apresentam alta produtividade.

Atualmente, a caprinocultura no Brasil apresenta-se em expansao,
contando com o incentivo de ag¢des conjuntas de governos estaduais,

instituicbes de pesquisa e criadores (QUEIROGA, 2003). Segundo dados do
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Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), o rebanho nacional de
caprinos passou de 9,5 milhdes de cabegas em 2001 (IBGE-SIDRA) para
10,4 milhdes de cabegcas em 2006 (PRODUCAO DA PECUARIA
MUNICIPAL, 2006), dos quais cerca de 93% se concentravam na regiao
Nordeste (PRODUCAO DA PECUARIA MUNICIPAL, 2004). De acordo com
Silva (1998), esta regido participa com 26% da produgao nacional de leite de
cabra, sendo 17% do total comercializado no mercado interno. Enquanto
isso, as regides Sul e Sudeste detém em torno 4,5% do rebanho caprino
nacional, porém respondem por 68% da producdo nacional e 78% de
participacdo no mercado interno (CARVALHO, [2001]). O Brasil possui o
décimo maior rebanho de caprinos do mundo (SILVEIRA, [2002]).
Mundialmente, a distribuicio do leite de cabra €& bastante
heterogénea. Segundo a FAO, entre os anos de 1996 a 2006 houve
crescimento na produgdao mundial de leite de cabra: de 11,7 para 13,8
milhdes de toneladas. As maiores contribuicdes s&o oriundas da Africa e da
Asia, com cerca de 79%; a América do Sul tem se mantido no patamar de
producao de 190 mil, e, desse total, o Brasil participa com 135 mil toneladas,
contribuindo com apenas 0,98% da produgao mundial (FAOSTAT, 2006).

2.4.2. Caracterizagao do Leite de Cabra

O leite de cabra é considerado um dos alimentos mais adequados ao
consumo humano e vem se destacando como complemento alimentar de
idosos, convalescentes, criangas, principalmente quando alérgicas ao leite
de vaca, bem como dos adeptos de alimentos naturais (JARDIM, 1984;
SILVEIRA, [2002]). Possui coloragdo branca, devido ao baixo teor de
carotenoides, e sabor e odor agradaveis, desde que o animal seja mantido e
ordenhado sob boas condi¢des higiénicas (JARDIM, 1984).

O leite de cabra possui vantagens sobre o leite de vaca. Uma das
diferencas mais significativas do leite de vaca é observada na composi¢ao e
estrutura da gordura do leite de cabra. O tamanho médio dos globulos de

gordura do leite de cabra é em torno de 2 micrébmetros, comparado a 2,5-3,5
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micrémetros do leite de vaca. O tamanho reduzido dos glébulos de gordura
proporciona melhor dispersao e mistura mais homogénea da gordura no leite
(HAENLEIN; CACCESE, 1984), aumentando assim a sua digestibilidade
(PEACOCK, 1996; EINSIEDEL, [2005]). A digestao e absorgédo do leite de
cabra é duas vezes mais rapida em comparacgao a do leite de vaca; por isso,
€ indicado para criangas e idosos desnutridos (ANDERS et al., 2006; SILVA,
2007), pessoas alérgicas ao leite comum ou, ainda, que estejam com
problemas nutricionais ou gastrintestinais (SILVEIRA, [2002]). Além disso, o
leite de cabra ndo possui aglutinina, substancia presente no leite de vaca
que une as particulas gordurosas, dificultando o processo digestério
(HAENLEIN, [1997]; ANDERS et al., 2006; SILVA, 2007).

A gordura do leite de cabra normal possui uma concentragdo mais
alta de acidos graxos de cadeia curta e média, como os acidos caproico (C
6:0), caprilico (C 8:0), caprico (C 10:0), laurico (C 12:0) e miristico (C 14:0),
do que a gordura do leite de vaca (Tabela 2). Varios dados da literatura
mostram os efeitos benéficos desses acidos graxos em pacientes com
sindromes de ma absorgao, hiperlipoproteinemia, ressecacgao intestinal,
bypass coronariano, epilepsia infantil, fibrose cistica, calculo biliar, quiluria,
esteatorreia e alimentagdo de criangas prematuras. Os acidos graxos de
cadeia média inibem e limitam o depdsito de colesterol nos tecidos, além de
dissolverem calculos biliares (HAENLEIN, [1997]). Segundo Anders et al.
(2006) e Silva (2007), o leite de cabra tem 20% menos colesterol quando
comparado ao de vaca. Esses beneficios extramédicos do leite de cabra e
particularmente da sua gordura proporcionam uma justificativa para sua
necessidade ao lado do leite de vaca, além de justificar o seu maior prego de
mercado (HAENLEIN, [1997]).
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Tabela 2 - Composicdo média de acidos graxos® (g/100g de leite) na
gordura dos leites de cabra e vaca

Leite de cabra Leite de vaca Diferencga (%)
para o leite de
cabra
C4:0 butirico 0,13 0,11
C6:0 caproico 0,09 0,06
C8:0 caprilico 0,10 0,04
C10:0 caprico 0,26 0,08
C12:0 laurico 0,12 0,09
C14:0 miristico 0,32 0,34
C16:0 palmitico 0,91 0,88
C18:0 estearico 0,44 0,40
C6-14 total TCM 0,89 0,61 + 46
C4-18 total AGS 2,67 2,08 + 28
C16:1 palmitoléico 0,08 0,08
C18:1 oléico 0,98 0,84
C16:1-22:1 total AGMI 1,11 0,96 +16
C18:2 linoléico 0,11 0,08
C18:3 linolénico 0,04 0,05
C18:2-18:3 total AGPI 0,15 0,12 + 25

2 TCM: triglicerideo de cadeia média; AGS: acidos graxos saturados; AGMI: acidos
graxos monoinsaturados; AGPI: acidos graxos polinsaturados.

Fonte: Haenlein (2004).

A importancia do leite de cabra na alimentagdo humana néo reside
apenas no valor biolégico de seus nutrientes, mas também em suas
caracteristicas de hipoalergenicidade. Isso vem aumentando gradativamente
O Sseu consumo nos processos alérgicos de origem alimentar,
particularmente aqueles relacionados as proteinas do leite de vaca
(CARVALHO, [2001]).

O leite de cabra tem sido um substituto satisfatério nos casos de
criangas e adultos alérgicos as proteinas do leite de vaca, que sado: caseina
a-s1 e a B-lactoglobulina (HAENLEIN, 2004; LARA-VILLOSLADA et al.,
2004).

As proteinas do leite de cabra sao similares as principais proteinas do
leite de vaca, porém diferem no polimorfismo genético e na frequéncia em
que aparecem nas populag¢des de cabras (MARTIN, 1993, 1999; VEGARUD
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et al.,, 1999). A caseina alfa-s1, presente principalmente no leite de vaca
(NAKAJIMA-ADACHI et al., 1998), existe em seis tipos diferentes (A, B, C, E,
F e “nulo”) em leite de cabra. O tipo “nulo” ou ausente em alguns leites de
cabra significa que em diferentes cabras a principal caseina é a alfa s-2, ndo
apresentando efeitos alergénicos. As diferencas nos tipos genéticos se
devem as substituicdes de aminoacidos nas cadeias da proteina, que séo
responsaveis pelas modificagdes na digestibilidade, nas propriedades de
fabricagdo do queijo e no flavor dos produtos a base de leite de cabra
(HAENLEIN, 2004).

Além disso, o leite de cabra possui 0,2-0,5% de lactose a menos do
que o leite de vaca. A maioria das pessoas que sao alérgicas ao leite de
vaca tende a n&o ser alérgica ao leite de cabra (PARK, 2007).

Os teores de vitaminas no leite de cabra estao proximos aos do leite
de vaca, exceto pelas vitaminas B6, B12 e acido félico, as quais estado
diminuidas no leite de cabra; os teores de vitaminas A estdo aumentados e,
além disso, as cabras, fisiologicamente, convertem todo o caroteno em
vitamina A, conferindo ao leite a coloragdo esbranquicada, pela auséncia
desse pigmento. Os niveis de vitaminas C e D do leite sdo aproximadamente
0S mesmos para o leite de cabra e de vaca (FISBERG et al., 1999).

Quanto aos minerais, o leite de cabra normalmente apresenta maior
quantidade de calcio, potassio, magnésio, fésforo, cloro e manganés, porém
menor quantidade de sodio, ferro, zinco, enxofre e molibdénio, quando
comparado ao leite de vaca (PARK, 2007).

A composicdo dos leites de cabra, vaca e humano € distinta
(Tabela 3), mas varia de acordo com a dieta, raga, paridade, estagao do ano,
alimentacgao, condicbes ambientais, localidade, estagio de lactagao e status
de saude do ubere (FURTADO,1985; HAENLEIN, 2002).
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Tabela 3 - Composicdo média dos nutrientes basicos dos leites de cabra, de
vaca e humano

Composigao Leite de cabra Leite de vaca Leite humano
Gordura (%) 3,8 3,6 4.0
Lactose (%) 4.1 4,7 6,9
Proteina (%) 3,0 3,0 1,1
Caseina (%) 24 2,6 0,4

Fonte: Adaptado de Haenlein e Caccese (1984).

2.5. Cor em Alimentos

A primeira impressdo que o consumidor tem de um produto € com
relagdo a sua aparéncia, que envolve varios fatores como tamanho, forma,
textura, cor, entre outros. A cor tem se destacado por possuir maior impacto
quanto a aceitabilidade, preferéncia e escolha do produto pelo consumidor.
A associacao entre cores e alimentos é tdo forte que outros aspectos
sensoriais ndo séo suficientes para evitar a aversao, na grande maioria das
pessoas, causada por alimentos coloridos de forma inadequada
(MACKINNEY; LITTLE, 1962; FRANCIS, 1995).

Do ponto de vista fisico, a cor é a caracteristica da luz, medida em
termos da intensidade da energia radiante e do comprimento de onda. Como
depende do observador, a cor € considerada um atributo psicolégico; logo, é
limitada a banda do espectro de 380 a 770 nm, uma vez que o olho humano
€ praticamente insensivel a outros comprimentos de onda da energia
radiante. Assim, o fendbmeno da cor é psicofisico, sendo definido como a
sensagao visual experimentada por um individuo quando a energia na forma
de radiacao atinge a retina do olho (KRAMER; TWIGG, 1962; FRANCIS;
CLYDESDALE, 1975; LOZANO, 1978). Para que um objeto seja visualmente
avaliado, é necessaria a existéncia de trés fatores fisicos: uma fonte de luz,
0 objeto e um mecanismo receptor da luz. A mudanga de um destes fatores
ira alterar a forma de se perceber a cor de um objeto qualquer
(HUTCHINGS, 1994).

Munsell foi um dos primeiros pesquisadores a descrever a cor em

termos de um sdlido tridimensional, introduzindo a cor como consistindo de
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trés atributos: tonalidade (h), saturacao (c) e luminosidade (L). A tonalidade
(hue) é a grandeza que caracteriza a qualidade da cor (vermelho, verde,
azul, etc.), permitindo diferencia-la, e esta associada a certo comprimento de
onda do espectro visivel. A saturagdo (chroma) descreve a intensidade ou
quantidade de uma tonalidade, indicando a propor¢cdo em que ela esta
misturada com o branco, preto ou cinza; € a qualidade que nos permite
distinguir cores fortes de fracas. A luminosidade (value) caracteriza o grau
de claridade da cor, indicando se as cores sao claras ou escuras. A
luminosidade varia de preto a branco, estando associada a sensagao
produzida por uma superficie com esta cor quando iluminada por uma luz
branca de intensidade constante (GRAVES, 1952; RAMOS; GOMIDE, 2007).

Em 1942, Richard Hunter aplicou a teoria das cores opostas envolvida
no mecanismo de percepg¢ao de cor pelo olho humano e inventou o que é
conhecido hoje como escala Hunter Lab de cor. O sistema Hunter foi
desenvolvido durante as décadas de 1950 e 1960, passando por varias
modificacbes até 1966. Em 1976, no entanto, a CIE (Commission
Internationale de I'Eclairage) recomendou a escala CIELAB como escala
padrao a ser usada para comunicar e diferenciar as cores. Tanto a escala
Hunter Lab quanto a CIELAB estdo em uso atualmente, mas a ultima esta
ganhando mais suporte em algumas industrias, por ser um padréao
internacional e por ser construida a partir da escala Hunter. O sistema
CIELAB (Figura 3) é igualmente relacionado a capacidade de percepgao do
olho humano. Como no sistema Hunter Lab, o valor de L* determina a
posicdo do ponto sobre o eixo vertical de claridade; o valor de a* € do ponto
sobre o eixo (-) verde/vermelho (+); e o valor b*, do ponto correspondente
sobre o eixo (-) azul/amarelo (+) (HUTCHINGS, 1994; RAMOS; GOMIDE,
2007).
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Figura 3 - Sistema de coordenadas de cores CIELAB.

Numa representagdo polar do sistema de coordenadas retangulares
CIELAB, surge a escala CIE L* C* h*, que, numericamente, descreve a cor
tridimensionalmente em luminosidade (L*), saturacdo (C* = (a*+b*)"?) e
tonalidade (h* = arctan (b*/a*)). No entanto, por ser obtida matematicamente
da escala CIELAB, essa escala apresenta uniformidade visual similar a do
sistema de coordenadas retangulares (HUTCHINGS, 1994; RAMOS;
GOMIDE, 2007).

A utilizacdo de instrumentos de medicdo da cor esta ganhando
importancia nas industrias de alimentos, devido as exigéncias cada vez mais
crescentes dos consumidores. Deficiéncias no campo da subjetividade
natural do avaliador visual, a falta de rastreabilidade e a auséncia de
definicdes claras podem ser supridas pela medi¢ao instrumental da cor,
como uma ferramenta de auxilio & decisdo (REGULA, 2004).

Os colorimetros e os espectrofotbmetros sdo os dois principais tipos
de instrumentos utilizados na medicdo da cor propriamente dita. Os
colorimetros s&o usados para avaliar a cor de um objeto exatamente da
forma que o ser humano percebe; entretanto, ndo € apropriado para

avaliacdo da forgca de pigmentos ou corantes. Para determinar o espectro de
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reflectdncia da amostra, os espectrofotdbmetros sdo mais versateis, podendo
avaliar a cor de forma mais complexa e com elevada precisdo (MINOLTA,
1998).

A medida objetiva da cor em alimentos é uma técnica rapida,
reproduzivel, ndo sujeita a erros subjetivos, que normalmente € empregada
por duas razdes principais: padronizacdo do produto do ponto de vista de
controle de qualidade, e como um indice de valor econémico (FRANCIS;
CLYDESDALE, 1975).

2.6. Analise Sensorial

A analise sensorial € uma ciéncia utilizada para evocar, medir,
analisar e interpretar reagdes as caracteristicas dos alimentos como sao
percebidas pelos sentidos da visdo, olfato, gosto, tato e audicdo (ABNT,
1993). Assim, utiliza-se da habilidade natural do ser humano de comparar,
diferenciar e quantificar atributos sensoriais para avaliar as caracteristicas e
propriedades de interesse na qualidade sensorial dos alimentos,
empregando a metodologia e o tratamento estatistico mais adequados aos
objetivos do estudo (CHAVES, 2000).

A analise sensorial é considerada uma analise subjetiva, uma vez que
depende do julgamento do ser humano, e estes podem ser influenciados por
varios fatores, como psicoldgicos, fisiolégicos e étnicos, local da analise e
formas de apresentagcdo da amostra-teste, entre outros. Contudo, a
utilizagcado correta da tecnologia sensorial disponivel leva a obtencdo de
resultados reprodutiveis, com precisdo e exatiddo comparaveis as dos
métodos denominados objetivos (CHAVES; SPROESSER, 1993).

A analise sensorial vem sendo aplicada na industria de alimentos,
sobretudo no desenvolvimento e melhoramento de produtos, controle de
qualidade, estudos sobre armazenamento e desenvolvimento de processos
(MINIM, 2006).

Os testes afetivos sdao uma importante ferramenta da analise

sensorial, pois acessam diretamente a opinido (preferéncia e/ou
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aceitabilidade) do consumidor em relacdo a idéias, caracteristicas
especificas ou globais de determinado produto, sendo por isso também
denominados de testes de consumidor. Deve-se ressaltar que os testes
afetivos ndo substituem e ndo sao uma alternativa as pesquisas de mercado
em grande escala. Entretanto, por apresentarem um menor custo, devido ao
menor numero de pessoas, € por poderem ser realizados em periodos de
tempo relativamente mais curtos, podem ser utilizados para reduzir o
numero de amostras a serem encaminhadas para pesquisa de mercado,
eliminando-se aquelas de baixa aceitacdo (ANALISE SENSORIAL, 2002;
MINIM, 2006).

Os testes de aceitagdo sio testes afetivos que avaliam se os
consumidores gostam ou desgostam de um determinado produto. As
escalas hedbnicas sdo muito utilizadas para uma grande variedade de
produtos, devido a sua facil compreensdao. Nessa escala, o provador
expressa sua aceitagdo pelo produto seguindo uma escala previamente
estabelecida, que varia gradativamente com base nos atributos “gosta” e
“‘desgosta”. A avaliagdo dos resultados desse teste normalmente é realizada
por meio da analise de variancia e testes de comparagdo de médias,
comparando a aceitagdo média entre os produtos (MINIM, 2006).

Segundo Polignano et al. (1999), essa analise global, considerando
conjuntamente as avaliagdes de todos os consumidores, implica assumir que
todos apresentam o0 mesmo comportamento, desconsiderando suas
individualidades. Assim, informacbdes interessantes sobre diferentes
segmentos de mercado podem ser perdidas, por n&o se visualizar bem os
dados.

Com a finalidade de analisar os dados afetivos levando-se em
consideragao a resposta individual de cada consumidor e ndo somente a
média do grupo de consumidores que testaram os produtos, foi desenvolvida
a técnica intitulada como Mapa de Preferéncia (BEHRES et al., 1999).

O Mapa de Preferéncia consiste em uma representagcdo grafica das
diferencas de aceitacdo entre as amostras, obtida a partir de analises de
componentes principais (ACP) e de agrupamento, que permite a
identificacao de cada individuo e suas preferéncias em relagao as amostras

avaliadas; ela também permite avaliar a aceitacdo ou rejeicdo de um
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determinado produto pelo consumidor, relacionando, por exemplo, essa
aceitagdo com as caracteristicas sensoriais do produto (HELGESEN et al.,
1997; BEHRENS et al., 1999; MINIM, 2006).

A analise de componentes principais € associada a ideia de redugao
da massa de dados. Procura-se redistribuir a variagcdo observada nas
variaveis (eixos originais), de forma a obter um conjunto ortogonal de eixos
nao correlacionados. Essa analise tem como principal objetivo a redugéo da
dimensionalidade do conjunto original de variaveis com a menor perda de
informacdo possivel, além de permitir o agrupamento de individuos
(tratamentos, genotipos, etc.) similares, mediante exames visuais em
dispersdes graficas no espago bi ou tridimensional de facil interpretagéo
geométrica (REGAZZI, 1997).

O Mapa de Preferéncia pode ser dividido em duas categorias: o Mapa
de Preferéncia Interno ou Analise de Preferéncia Multidimensional
(MDPREF), quando se realiza a analise apenas sobre o conjunto de dados
de aceitagao/preferéncia gerados a partir de testes afetivos; e o Mapa de
Preferéncia Externo (PREFMAP), onde se incluem também na analise as
medidas descritivas geradas por uma equipe de provadores treinados,
relacionando-as com dados de aceitacao/preferéncia dos produtos avaliados
(HELGESEN et al., 1997; BEHRENS et al., 1999; MINIM, 2006).

A técnica do Mapa de Preferéncia pode ser muito utili no
desenvolvimento de novos produtos, pois permite avaliar se o produto é
aceitavel e se, em termos de preferéncia, encaixa no segmento de mercado-
alvo. Essa técnica pode ser utilizada também na otimizacdo de produtos,
uma vez que o uso de dados descritivos de um painel treinado e dados da
preferéncia do consumidor em relagcdo ao produto permite determinar a
segmentacdo e as caracteristicas sensoriais-chave que conduzem a
preferéncia. Assim, alteragdes na formulacdo e no processo podem ser
realizadas, com o intuito de otimizar tais caracteristicas sensoriais
(HELGESEN et al., 1997).
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3. 0 PROBLEMA E SUA IMPORTANCIA

O aumento na expectativa de vida da populacao esta alterando o seu
perfil socioecondmico, bem como o perfil dos consumidores. Dessa forma,
nao s6 os 6rgados governamentais, como também o mercado, deveréo
preparar-se para suprir as novas demandas e responder aos desafios
decorrentes do envelhecimento populacional, desenvolvendo produtos e
servigos voltados ao atendimento das necessidades e anseios do grupo
etario com 60 anos ou mais.

Nesse contexto, os produtos lacteos derivados de caprinos surgem
como uma alternativa interessante para aqueles que buscam alimentos
saudaveis com propriedades funcionais especificas. Isso se deve as varias
vantagens que o leite de cabra apresenta em relagdo ao leite de vaca:
possui baixos teores de calorias e colesterol, alto teor de calcio, alta
digestibilidade (JARDIM, 1984; HAENLEIN, 1984; FURTADO, 1985; SILVA,
1998), além de sua caracteristica de hipoalergenicidade (SILVA, 1998), que
€ conferida pela auséncia ou baixo teor da fracdo da caseina alfa-s1. As
caracteristicas anteriormente mencionadas fazem com que o leite de cabra
seja recomendado para pessoas idosas, lactentes e criangas, sobretudo
aquelas sensiveis a algumas proteinas presentes no leite de vaca
(FURTADO, 1985), como a caseina a-s1 e a B-lactoglobulina, que podem
provocar asma brénquica, eczemas na pele, dores abdominais, diarréia e
assaduras (CARVALHO, [2001]; SILVEIRA, [2002]; HAENLEIN, 2004;
LARA-VILLOSLADA et al., 2004).

A reducédo da capacidade fisica e biolégica dos seres humanos com o
passar dos anos os torna mais suscetiveis ao risco de doengas, gerando
aumento nos gastos com a manutengao da saude. Entre essas doengas, as
cardiovasculares s&o as que mais causam a morte das pessoas acima de 60
anos no Brasil e no mundo (BRASIL, 2001; O BRASIL, 2004). Com relagéo a
Degeneracdo Macular Relacionada a Idade (DMRI), estima-se que 30
milhdes de idosos, em todo o mundo, sejam vitimas da doenga. Segundo

dados do Conselho Brasileiro de Oftalmologia, aproximadamente 3 milhdes
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de brasileiros com mais de 65 anos tém a doenga (CAVALCANTI, 2008).
Além dessas, varias outras doencas podem afetar o estado de saude da
terceira idade.

A adicdo de prebidticos, probidticos e compostos bioativos em
alimentos € uma maneira de agregar valor ao produto, satisfazendo algumas
necessidades especificas da populacédo, em especial do publico idoso, com
relacdo a melhoria da saude.

Estudos que comprovam a eficacia dos compostos bioativos e de
micronutrientes no organismo humano sao crescentes. Varias pesquisas tém
sugerido que o resveratrol pode ajudar no controle das doengas
cardiovasculares (PACE-ASCIAK et al., 1995; HARBORNE; WILLIAMS,
2000) e neuroldgicas (NICOLINI et al., 2001), da carcinogénese (JANG et
al., 1997; ATHAR et al., 2007) e da aterosclerose (PACE-ASCIAK et al.,
1995; SOLEAS et al., 1997; HARBORNE; WILLIAMS, 2000), podendo atuar
na inibicdo da agregacao plaquetaria (PACE-ASCIAK et al., 1995; SOLEAS
et al., 1997) e também na inibicdo da peroxidagao lipidica de lipoproteinas
de baixa densidade (LDL) (BELGUENDOUZ et al.,, 1998). Inumeros
trabalhos mostram a relagédo da luteina e zeaxantina com a redugao do risco
de catarata e degeneragcao macular relacionada a idade (BONE et al., 2000;
BERNSTEIN et al., 2004; CERQUEIRA et al., 2007), além da prevengéao de
aterosclerose, retinopatia diabética, retinite pigmentosa, cancer e outras
doengas (ALVES-RODRIGUES; SHAO, 2004).

Diversas pesquisas mostram a influéncia dos prebidticos inulina e
frutooligossacarideos (FOS) sobre processos fisioldgicos e bioquimicos no
organismo, como redugao da intolerancia a lactose e da ocorréncia de
constipacao intestinal (HAMILTON-MILLER, 2004) e aumento da absorgao
de calcio (ABRAMS et al., 2005; BOSSCHER et al., 2006; HAMILTON-
MILLER, 2004; MOSCATTO et al., 2006), resultando em melhoria da saude
e em reducgao no risco de aparecimento de diversas doengas (HAULY et al.,
2002), como doencgas coronarianas (PEREIRA, 2004), aterosclerose (KAUR;
GUPTA, 2002), cancer de colon (ROBERFROID, 2002) e diabetes (ARABBI,
2001; ANJO, 2004).

Existem varias evidéncias demonstrando que a ingestdo de

microrganismos probidticos pode exercer efeitos benéficos a saude humana,
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como, por exemplo, controle da microbiota intestinal (CHARTERIS et al.,
1998a; TUOHY et al., 2003), protegdo contra infec¢des, redugdo dos
sintomas da intolerancia a lactose (KIM; GILLILAND, 1983; CHARTERIS et
al., 1998a; MOMBELLI; GISMONDO, 2000; TUOHY et al.,, 2003),
estimulacdo do sistema imune (CHARTERIS et al.,, 1998a; MOMBELLI;
GISMONDO, 2000; TUOHY et al., 2003; GILL; GUARNER, 2004), alivio da
constipacédo e aumento da absorgdo de minerais (CRUZ et al., 2007). Outros
possiveis efeitos dos probidticos sdo a diminuicdo do risco de cancer de
célon (CHARTERIS et al., 1998a; MOMBELLI; GISMONDO, 2000;
OBERREUTHER-MOSCHNER et al.,, 2004) e de doenca cardiovascular
(CHARTERIS et al., 1998a), diminuicdo das concentragcdes plasmaticas de
colesterol (MOMBELLI; GISMONDO, 2000; PEREIRA; GIBSON, 2002; XIAO
et al., 2003), modulagdo de reagdes alérgicas (MOMBELLI; GISMONDO,
2000), controle da colite induzida por Clostridium difficile (POCHAPIN, 2000),
prevencao de infecgdes urogenitais (MOMBELLI; GISMONDO, 2000; KOPP-
HOOLIHAN, 2001), prevencéo e tratamento da diarreia aguda rotavirus (De
ROOS; KATAN, 2000) e, ainda, controle da pressdao sanguinea (KOPP-
HOOLIHAN, 2001).

De forma geral, o aumento da digestibilidade das proteinas e
gorduras, a redugédo do conteudo de lactose (de particular importancia para
os individuos com intolerancia a lactose), a absor¢édo aumentada de calcio e
ferro, o equilibrio de conteudo em varias vitaminas e a presenca de alguns
metabdlitos secundarios, aliados a presenca de células probidticas viaveis,
fazem dos leites fermentados um dos alimentos naturais mais valiosos
recomendados para o consumo humano (GOMES; MALCATA, 2002).

Diante desse contexto, o desenvolvimento de leite de cabra
fermentado com propriedades funcionais torna-se um excelente aliado no
processo de redugdo dos riscos de doengas cronico-degenerativas,
principalmente no caso de idosos, pois, além de atenderem a algumas de
suas necessidades nutricionais especificas, podem ainda promover

beneficios a saude.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo Geral

Desenvolver formulacdes de leite de cabra fermentado com baixo teor
de lactose, com alegacado de propriedades funcionais, a fim de atender a

algumas necessidades especificas da terceira idade.

5.2. Objetivos Especificos

v" Desenvolver formulagao de leite de cabra fermentado com baixo teor

de lactose, adicionado de prebidtico, probidtico e luteina.

v" Quantificar a luteina adicionada ao leite fermentado em fungédo do

periodo de armazenamento do produto.

v' Avaliar a atividade antioxidante e as alteragdes do pH e da coloracéo
do leite fermentado com adicdo de luteina durante o periodo de

estocagem.
v" Avaliar a aceitabilidade sensorial e caracterizar as propriedades

fisico-quimicas de formulagbes de leite de cabra fermentado, com

consisténcia liquida e gelatinosa, adicionadas de luteina e resveratrol.
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CAPITULO 1 - LEITE DE CABRA FERMENTADO:
FORMULAGAO E QUANTIFICACAO DE
LUTEINA

RESUMO

Foi desenvolvida uma formulacdo de leite de cabra fermentado com
baixo teor de lactose, simbidtico, com adigdo de 0,032 mg/mL de luteina. O
objetivo deste trabalho foi quantificar a luteina adicionada ao leite de cabra
fermentado durante o periodo de armazenamento do produto. A extracéo da
luteina adicionada ao leite fermentado foi realizada através de processo de
centrifugagédo, com posterior utilizagdo de solventes organicos e lavagens
sucessivas com agua destilada. A quantificagdo foi feita por
espectrofotometria e por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Os
resultados mostraram que houve efeito (p<0,05) do tempo de estocagem do
produto na concentracao de luteina presente no leite fermentado, havendo
reducdo da concentracdo desse composto bioativo, e que as duas técnicas
de quantificagao utilizadas, apesar de proporcionarem valores absolutos

distintos, apresentaram correlagéo positiva (r=0,5122) significativa (p<0,05).

Palavras-chave: leite fermentado, luteina, quantificagao.

1. INTRODUGAO

O aumento da expectativa de vida e a consequente preocupacgao da
populacdo com a saude e o bem-estar tem despertado nas instituicbes de
pesquisa e nas industrias alimenticias o interesse em desenvolver produtos

com propriedades funcionais. Assim, estudos que demonstram os beneficios
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provenientes da adigao de prébidticos, probidticos e compostos bioativos em
produtos lacteos tém sido cada vez mais realizados.

Os leites fermentados consistem em produtos adicionados ou néo de
outras substancias alimenticias, obtidos por coagulagcéo e diminui¢ao do pH
do leite, ou leite reconstituido, adicionado ou ndo de outros produtos lacteos,
cuja fermentacdo se realiza com um ou varios dos seguintes cultivos:
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Bifidobacterium sp.,
Streptococcus salivarius  subsp. thermophilus e/ou outras bactérias
acidolaticas que, por sua atividade, contribuem para a determinagao das
caracteristicas do produto final. Esses microrganismos especificos devem
ser viaveis, ativos e abundantes no produto final durante seu prazo de
validade (BRASIL, 2000b).

O leite de cabra merece destaque devido a sua alta digestibilidade; ao
pequeno diametro dos seus glébulos de gordura, assim como pelo seu alto
valor nutricional, rico em proteinas, vitaminas, minerais; ao baixo teor de
lactose e colesterol; e, ainda, a auséncia ou quantidade muito reduzida da
caseina alfa-s1, responsavel por problemas alérgicos em individuos
imunodeficientes (FREUND, 1997).

Existem varias evidéncias demonstrando que a ingestdo de
prebidticos como inulina e frutooligossacarideos e de microrganismos
probidticos pode exercer efeitos benéficos a saude humana, como, por
exemplo, controle da microbiota intestinal, redug¢do dos sintomas da
intolerancia a lactose, alivio da constipacdo e aumento da absorcéo de
minerais (KIM; GILLILAND, 1983; CHARTERIS et al., 1998a; TUOHY et al.,
2003; HAMILTON-MILLER, 2004; ABRAMS et al., 2005; CRUZ et al., 2007).

Entre os compostos bioativos existentes, destacar-se-a neste capitulo
a luteina, que é um carotenoide di-hidroxilado, pertencente a familia das
xantofilas, que atua na protecdo dos tecidos contra os danos provocados
pelos radicais livres (KRINSKY et al., 2003). Os principais efeitos bioldgicos
da luteina estao relacionados a reducéo do risco de doengas oculares, como
degeneragao macular, catarata e retinite pigmentosa (BONE et al., 2000;
ALEMAN et al., 2001; DELCOURT et al., 2006). Entretanto, alguns estudos
mostram sua agao na redugao do risco de aterosclerose (DWYER et al.,

2001) e cancer (HOLICK et al., 2002), além da protecao da pele contra os
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danos causados pela exposicao excessiva aos raios ultravioleta (PALOMBO
et al.,, 2007). Os cientistas tém demonstrado que a suplementagdo com
alimentos ricos em luteina tem a capacidade de aumentar a concentracéo e
a densidade do pigmento macular (HAMMOND et al.,1997).

Varios estudos tém sido realizados a fim de quantificar a luteina
presente em frutas, vegetais (HART; SCOTT, 1995), produtos lacteos
(OLLILAINEN et al., 1989) e em flores (NATCHIGALL, 2007).

O método mais utilizado para extragdo de carotenoides emprega
solventes organicos, como acetona, etanol, metanol, ou misturas deles e
outros solventes mais apolares. Durante o processo de extragdo, devem-se
tomar algumas precaugdes, uma vez que as duplas ligagdes conjugadas dos
carotenoides, além de serem responsaveis pela cor e outras propriedades
destes pigmentos, também o sdo pela instabilidade deles, especialmente
com relagao a oxigénio, luz e calor. Com o propdsito de evitar o aquecimento
excessivo, os extratos devem ser concentrados em evaporadores rotativos,
e solventes com baixo ponto de ebulicdto devem ser utilizados
(RODRIGUEZ-AMAYA, 2001; MELENDEZ-MARTINEZ et al., 2007).

Um método simples muito usado para identificar e quantificar
pigmentos presentes em uma mistura € a espectroscopia. A absorvancia
reflete a organizagao das duplas ligagdes conjugadas. A precisdo do método
depende do tipo de aparelho e metodologia utilizada, da habilidade para
determinar com precisdo a absorvancia maxima e da exatidao do coeficiente
de absorgédo usado nos calculos. A sobreposigdo de bandas de pigmentos
presentes na amostra dificulta a estimativa da concentragdo do pigmento
individual. Assim, quando ha mais de trés pigmentos, o método se torna
menos eficiente, sendo mais indicada a utilizagdo do método cromatografico.
A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é frequentemente usada
para separagdo e isolamento desses pigmentos, em razdo de sua
versatilidade, alta resolugéo e sensibilidade (SCHOEFS, 2002).

Os objetivos deste trabalho foram desenvolver formulagao de leite de
cabra fermentado com reduzido teor de lactose, adicionado de prebidticos,
probioticos e luteina; definir e padronizar uma metodologia para extragao da

luteina em po adicionada ao leite fermentado; e avaliar a sua concentragao
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em funcdo do periodo de estocagem do produto, por meio de analises

espectrofotométricas e cromatograficas.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Amostras Avaliadas

Foi desenvolvida uma formulagcdo de leite de cabra fermentado com
baixo teor de lactose, simbiotico, com adigdo de 0,032 mg/mL de luteina
(FCL); posteriormente, foi realizada a extracdo e quantificagdo desse
composto bioativo, em fungao do periodo de armazenamento do produto.

A luteina utilizada foi fornecida pela DSM Nutritional Products.
Entretanto, consistia em um produto comercial em pé que continha apenas
5% de luteina, adicionado de outras substancias, como amido modificado,
xarope de glicose, dl-a-tocoferol e ascorbato de sédio. Para efeito de
comparagao, em cada dia de analise da luteina presente no leite
fermentado, foi realizada também a extragdo e a analise da luteina do

produto comercial 5% (LPC), porém esta ultima n&o foi estocada.

2.2. Desenvolvimento do produto

Testes preliminares foram realizados a fim de definir a formulagao
final do leite fermentado, de forma a atingir consisténcia, coloragéo e sabor
que tivesse aceitagdo sensorial diante do mercado consumidor. Dessa
forma, testaram-se diferentes concentragdes de aspartame e luteina; aromas
e polpas de diversos sabores, fornecidos por diferentes empresas; e
diferentes tipos de corantes naturais, a fim de se obter coloracdo semelhante
aquela apresentada pela luteina.

A definicdo do sabor de maracuja foi realizada com base na coloragao

amarela do produto, resultante da adicdo da luteina.
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Salienta-se que a quantidade de inulina utilizada foi de 3% no produto
final, o suficiente para que o leite fermentado fosse caracterizado como fonte
de fibras (BRASIL, 1998) e tivesse alegagao de “contribuir para o equilibrio
da flora intestinal” (BRASIL, 2008).

A quantidade de luteina adicionada foi de 0,032 mg/mL de leite
fermentado, definida com base em dados da literatura, que indicam um limite
de 20 mg como seguro para o consumo diario de luteina (SHAO;
HATHCOCK, 2006), e através de estudos que mostram os efeitos bioldgicos
desse composto bioativo quando consumido em concentragdo minima de
6 mg por dia (SEDDON, 1994; FULLMER, 2003).

A enzima lactase (LactoMax Flex®, Prozyn) utilizada ¢ um produto
diferenciado que atua tanto em pH neutro quanto em pH acido. A hidrdlise
enzimatica da lactose foi otimizada levando-se em consideracédo a
temperatura de fermentagao.

Apo6s definicdo das formulagdes a serem utilizadas, o leite de cabra
fermentado foi produzido no Laboratério de Propriedades Tecnoldgicas e
Sensoriais de Alimentos do Departamento de Tecnologia de Alimentos da
Universidade Federal de Vigosa (UFV), em iogurteira da marca Biasinox com
capacidade maxima de 20 L. A luteina foi fornecida pela DSM Nutritional
Products. O leite de cabra foi proveniente de um rebanho especifico do Setor
de Caprinocultura do Departamento de Zootecnia da UFV.

A fabricacdo do produto lacteo consistiu no preparo e
homogeneizagdo da mistura de leite de cabra, inulina (Beneo Synergy 1 -
Clariant) e o composto bioativo, quando utilizado. Posteriormente, a mistura
foi submetida a um tratamento térmico a 90 °C por cinco minutos e resfriada
até atingir a temperatura de 40 °C. Em seguida, foi feita a adicao de
aspartame (Doce Aroma), lactase (LactoMax Flex®, Prozyn) e fermento
probiotico, seguida da completa homogeneizagdo. O fermento lacteo
utilizado foi o BioRich da Christian-Hansen e continha os microrganismos
Streptococcus  thermophilus,  Lactobacillus acidophilus LA-5 e
Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12. A incubacéo foi feita a 40 °C
por aproximadamente quatro horas, até que o pH do produto atingisse valor
de 4,6. Depois da fermentacgao, foi realizada a quebra e a mistura da massa,

adicionando polpa (Goody) e aroma de maracuja (Duas Rodas). Apos
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finalizar o processo de producdo, o produto lacteo foi envasado em
embalagens plasticas de 185 mL e armazenado a 5 °C durante um periodo
de 60 dias. Esse procedimento foi realizado em trés repeticoes.

Na Figura 1 encontra-se o fluxograma de processamento do leite de
cabra fermentado com baixo teor de lactose, sabor maracuja, com
propriedades funcionais.
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Leite de cabra Inulina, luteina

Tratamento térmico
(90°C/5 min)

Resfriamento
(40°C)

Incubagao
(40°C até pH 4,6)

Fermento probidtico,
aspartame, lactase

Polpa e aroma
de maracuja

Ruptura da massa

Resfriamento

Envase

Armazenamento
(5°C)

Figura 1 - Fluxograma geral do processo de fabricacao do leite fermentado.
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2.3. Extracao da luteina

A extragdo da luteina adicionada ao leite fermentado foi feita por
processo de centrifugacdo da amostra diluida em etanol 95% (Vetec),
seguida da recuperacao da luteina presente no sobrenadante, por meio da
utilizagcado dos solventes acetona (Vetec) e éter de petréleo (Vetec) em funil
de separacdo e sucessivas lavagens com agua destilada. A mistura de
luteina e éter de petroleo obtida foi seca em evaporador rotatério a vacuo a
temperatura de 38 °C e ressuspendida em 5 mL de etanol absoluto.

A extracdo com solventes orgénicos, sem a etapa preliminar de
centrifugagéo, foi realizada para a luteina do produto comercial, a fim de
comparar com a extracdo da luteina do leite fermentado. Diferentes
proporcdes dos solventes acetona e éter de petréleo foram testadas, até se
obter uma proporgao ideal, que favorecesse a extragcao da luteina.

Os procedimentos utilizados na definicdo e padronizacdo da
metodologia de extracdo da luteina estdo descritos no item 3.1 deste
capitulo. A metodologia de extragao foi definida por meio da comparagao da
eficiéncia dos processos de extracdo utilizados com os resultados de
absorvancia obtidos pelos métodos indiretos de analise antioxidante,
segundo metodologia descrita por Brand-Williams et al. (1995) e Cai et al.

(2004), com modificagdes.

2.4. Quantificagao da luteina

A quantificaggo do teor de luteina  foi realizada
espectrofotometricamente, por meio da leitura de absorvancia a 445 nm,
comprimento de onda de maxima absorcao, utilizando espectrofotometro de
massa UV-Visivel 1601PC da marca Shimadzu, segundo Cisneros et al.
(2004). As amostras de luteina extraidas foram ressuspendidas em 5 mL de
etanol absoluto e submetidas a uma diluicdo de 1:10 (v/v) com o mesmo

solvente, com o propésito de permitir leituras espectrofotométricas.
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A luteina também foi quantificada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia em HPLC Shimadzu CLASS-VP, com detector SPD-10AV, de
acordo com a metodologia descrita por Nunes e Mercadante (2004). Os
compostos foram separados em coluna de fase reversa Czy YMC (250 x
4,6 mm, 5 pm), especifica para carotenoides, utilizando metanol (0,1% de
trietilamina): terc-butil-metil-éter (TBME) (95:5 v/v) como fase movel e
tetraidrofurano (THF) como solvente de limpeza entre uma corrida e outra,
com fluxo de 1 mL.min™", em modo isocratico, com injecdo de 50 pL. Os
cromatogramas foram obtidos a 450 nm.

Os solventes utilizados foram previamente filtrados em sistema
Milipore de filtracdo a vacuo com membrana de 0,45 ym, apropriada para
solvente organico, e, a seguir, degaseificados em ultrassom. As amostras
foram ressuspendidas em 5 mL de metanol e filtradas em membrana de
polietileno de 0,22 um de poro.

A quantificacdo foi efetuada empregando padrdo externo. Foram
injetadas seis concentragdes conhecidas de um padrao de luteina (>95%)
(Sigma-Aldrich) no cromatoégrafo liquido (HPLC), para detecgdo. O calculo
da area de cada pico gerado resultou em uma série de dados, que foram
utilizados para o estabelecimento da curva de calibragdo. A quantificagao foi
feita relacionando-se a area do pico formado pela amostra de luteina com
aquela obtida na curva de calibragcdo, por meio de uma equacao de

regressao.

2.5. Analise Estatistica

Para a variavel concentracdo de Iluteina determinada por
espectrofotometro  (CVIS), utilizou-se o delineamento em blocos
casualizados (DBC), com trés repeticbes (formulagdes), com avaliagdo em
funcao dos dias 0, 7, 15, 30, 45 e 60. A concentracao de luteina determinada
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CCLAE) foi avaliada da mesma
maneira, porém em fungdo dos dias 0, 7, 15, 45 e 60, considerando-se

apenas duas repeticdes (formulagdes).
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Os dados foram analisados por meio da analise de varidncia e de
regressdo. Os modelos foram escolhidos com base na significancia dos
coeficientes de regressao, utilizando-se o teste de Student (“t”) a 5% de
probabilidade; no coeficiente de determinacao (R%=
S.Q.Regressao/S.Q.Tratamento); e no fendmeno bioldgico.

O coeficiente de correlagdo entre as variaveis concentragao de luteina
determinada por espectrofotometria (CVIS) e concentracdo de luteina
determinada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CCLAE) foi
estimado pela técnica de correlacdo de Pearson. As analises foram
realizadas com auxilio do software SAEG, versdo 9.1, desenvolvido na
Universidade Federal de Vigosa (SAEG, 2007).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Padronizagdo da metodologia de extracdo da luteina

adicionada em leite de cabra fermentado

Para quantificacdo da luteina adicionada ao leite fermentado, foi
necessario o desenvolvimento e a padronizagdo de uma metodologia de
extracdo especifica para produtos com elevado teor de proteina. Deve-se
ressaltar que a maioria dos estudos reporta analises realizadas com luteina
solubilizada em extratos oleosos e ndo na forma em pd, como a utilizada
neste trabalho.

A luteina foi proveniente de um produto comercial (DSM Nutritional
Products) que continha 5% desse composto bioativo, adicionado de outras
substancias, como dl-a-tocoferol e ascorbato de sédio, que poderiam afetar
a analise da capacidade antioxidante. Assim, primeiramente foi necessario
avaliar algumas caracteristicas fisicas, como a solubilidade da luteina no
produto comercial, para depois promover a sua extracao. Verificou-se que o
produto comercial apresentava solubilidade em agua, ao contrario da luteina

pura, que € soluvel em solventes organicos. Dessa forma, para extrair a
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luteina do produto comercial adicionada ao leite fermentado, foi necessario o
uso de etanol como solvente extrator.

Para se utilizar a metodologia convencional de extragdo de
carotenoides, primeiramente foi preciso definir a concentragcdo de luteina a
ser utilizada. Como as amostras de luteina extraida do produto comercial
seriam usadas como parametro de comparagao para as amostras de luteina
extraida do leite fermentado, foi necessario encontrar uma concentragdo em
comum entre elas, que permitisse detectar a atividade antioxidante.

Diferentes concentragdes de luteina e cinco processos de extragao
foram testados (P1, P2, P3, P4 e P5), conforme apresentado na Tabela 1. A
principio, considerou-se a concentragado de 12 mg de luteina por 200 mL de
produto, com base em dados da literatura provenientes de estudos
randomizados e controlados com humanos, estabelecendo uma dose
maxima segura de 20 mg de luteina por dia. Extrapolando dados obtidos
com animais, admite-se até uma dose 38 mg/dia de luteina (SHAO;
HATHCOCK, 2006; SEDDON, 1994).

Assim, adicionou-se concentragdo de luteina comercial (5%) de
240 mg/ 200 mL de produto, a fim de se obter concentragao de luteina pura
equivalente a 0,06 mg/mL de produto.

Os testes foram realizados considerando a concentragao de luteina
desejavel no produto final; entretanto, inicialmente foram simulados com a
luteina comercial (5%) solubilizada em agua e etanol 95%, sem considerar

sua adicao ao leite fermentado.
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Tabela 1 - Procedimentos (P) de extragédo da luteina presente no produto comercial (5%)

P Massa amostra Vol. agua Aliquota Vol. final Aliquota Volume Volume Volume Concentragao final
comercial (g) (mL) retirada (mL) extraida Acetona éter petréleo ressusp. de luteina pura
(mL) (mL) (mL) (mL) (mL) (mg/mL)
1 0,060 50 1 10 10 50 30 10 0,006
2 0,060 5 2 10 10 75 45 20 (1:5)** 0,012
3 0,060 5 2 10 5 75 45 5(1:5)** 0,024
4 0,0032 5 5 10 5 (2x)* 50 30 0,032
5 0,0032 5 5 25 12,5 (2x)* 75 45 0,032

* Processo de extragdo dividido em duas etapas.

** Diluicdo de 1 mL da amostra final em 5 mL de etanol absoluto.
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No processo de extracdo P1, pesaram-se 60 mg de luteina comercial
(5%), que foram adicionados a 50 mL de agua; retirou-se 1 mL e transferiu-se
para um baldo volumétrico de 10 mL, completando-se o volume com etanol
95% (Vetec) — diluicdo esta (1:10) utilizada por Coisson et al. (2005) no
preparo da amostra de iogurte, para avaliagdo da atividade antioxidante. A
solucgédo final foi extraida com adigdo de 50 mL de acetona, 30 mL de éter de
petréleo e 100 mL de agua destilada. A luteina presente na fase etérea foi
recolhida em um baldo de fundo redondo de 250 mL, seca em rotavapor a
temperatura de 38 °C e posteriormente ressuspendida em 10 mL de etanol
absoluto. Ao se monitorar pelo espectrofotdbmetro a queda de absorvancia do
radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) em contato com essa amostra,
durante um periodo de seis horas, ndo foi possivel verificar a atividade
antioxidante da luteina. Com base nos resultados obtidos, supds-se que,
devido as diluigdes, a concentragdo de luteina na amostra final estava muito
baixa, fora do limite de deteccdo do método. Dessa forma, repetiu-se o
procedimento, concentrando ainda mais a amostra, conforme descrito na
Tabela 1 para os processos P2 e P3.

Por meio dos testes de formulagao do leite fermentado, observou-se
que a adigdo de 12 mg de luteina em 200 mL fazia com que o produto
apresentasse coloracdo amarela muito acentuada, o que dificultaria a
aceitacao por parte do consumidor. Em razao disso, optou-se por uma nova
formulacdo com o objetivo de obter 8 mg de luteina pura por 250 mL de
produto, que corresponde a 0,032 mg/mL de luteina pura. Para atingir essa
concentragao, foi necessaria a adigao de 0,64 mg da luteina comercial (5%)
por mL de agua (processos P4 e P5).

Os processos de extracao P2, P3, P4 e P5 (Tabela 1) foram realizados
conforme metodologia descrita para o processo de extragdo P1, apresentando
diferencas com relacdo a concentracdo de luteina, diluigdo da amostra,
volume da aliquota submetida a extragao, etapas de extracdo, volume dos
solventes acetona e éter de petroleo, volume no qual as amostras extraidas
foram ressuspendidas e diluicio final para realizagdo da analise antioxidante.

Na Tabela 2, que mostra a variacdo da absorvancia dos radicais ABTS
e DPPH em fungdo do tempo (minutos) de contato com as amostras de

luteina extraida do produto comercial (5%), pode-se observar redugdo da
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absorvancia desses radicais em contato com as amostras de luteina obtidas
pelos diferentes processos de extragdo. Ao utilizar os processos P1 e P2 (dil
1:5) para extracdo da luteina presente no produto comercial, praticamente
nao se observou queda da absorvancia; logo, pode-se dizer que a atividade
antioxidante dessas amostras de luteina, detectada pelos métodos DPPH e
ABTS, respectivamente, é relativamente baixa. Ao utilizar os processos P3 (dil
1:5), P4 e P5, foi possivel observar queda brusca na absorvancia, o que
indica a existéncia de elevada atividade antioxidante das amostras de luteina
obtidas por esses trés processos de extracido, detectada pelo método ABTS.
Foi possivel observar ainda que a mistura entre a luteina extraida pelo
processo P5 e a solugdo do radical ABTS apresentou a maior variagao entre
os valores de absorvancia inicial e final, indicando que este processo (P5)
proporcionou maior extracdo da luteina, o que permitiu maior atividade
antioxidante. Como o processo P3 exigia varias diluigdes, o que poderia levar
a uma menor eficiéncia do método, optou-se por utilizar os processos P4 e P5
nas analises com o leite fermentado, a fim de se definir o melhor método a ser

empregado.

Tabela 2 - Absorvancia dos radicais ABTS (2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolina-
6-acido sulfénico)) e DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) em funcao
do tempo (minutos) de contato com as amostras de luteina obtidas
pelos diferentes processos de extragao

Processos Absorvancias

TO T15 T30 T45
P1 (DPPH) 0,636 0,630 0,610 0,601
P2 (dil1:5)* (ABTS) 0,500 0,465 0,451 0,440
P3 (dil 1:5)* (ABTS) 0,396 0,241 0,184 0,144
P4 (ABTS) 0,404 0,244 0,191 0,172
P5 (ABTS) 0,320 0,140 0,093 0,060

* dil 1:5 — diluicdo de 1 mL da amostra final em 5 mL de etanol absoluto.

Ao se trabalhar com o leite fermentado, considerou-se a possibilidade
de precipitacdo da luteina com as proteinas do leite, o que poderia dificultar a
sua extracao pelo método convencional utilizado para carotenoides, afetando
assim a determinagao de sua real capacidade antioxidante. Dessa forma,

antes de se fazer a extracido propriamente dita, foi preciso desenvolver um
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método para precipitar as proteinas do leite, sem acidificar o meio e sem o
auxilio de altas temperaturas, uma vez que esses fatores poderiam afetar a
estabilidade da luteina. A adigdo de etanol seguida do processo de
centrifugacéo foi o procedimento utilizado para contornar esse problema.
Primeiramente, 10 mL da mistura de leite fermentado com etanol (1:1 v/v),
anteriormente preparados (processo P4), foram centrifugados duas vezes por
10 minutos a 10.000 g, a 4 °C — parametros estes baseados na metodologia
utilizada por Apostolidis et al. (2006). Apos a centrifugagdo, observou-se a
formacdo de um precipitado de coloracdo amarelo-intensa, indicando a
precipitacdo de parte da luteina, o que poderia subestimar os valores da
luteina adicionada. Para solucionar esse problema, aumentou-se o volume de
etanol durante a suspens&o da amostra o suficiente para atingir 20 mL, a fim
de extrair o maximo de luteina possivel, e repetiu-se o procedimento anterior.
Apos a centrifugacao, verificou-se reducdo da coloragdo amarela no
precipitado. Com o objetivo de melhorar ainda mais o processo de extracéo,
decidiu-se centrifugar os 20 mL da mistura de luteina e etanol por 10 minutos,
a 10.000 g, a 4 °C e recuperar o sobrenadante em um tubo de ensaio.
Posteriormente, ressuspendeu-se o precipitado com 5 mL de etanol 95%,
repetindo-se a centrifugagdo. O novo sobrenadante obtido foi adicionado ao
primeiro no tubo de ensaio. Dessa forma, observou-se coloragao
esbranquicada no precipitado, sendo possivel obter a maxima recuperagao da
luteina no sobrenadante. A seguir, procedeu-se a extracdo da luteina
presente no sobrenadante, conforme metodologia convencional. Entretanto,
foi necessario reduzir o volume a ser extraido pela metade e aumentar a
quantidade de solvente a ser utilizada, ja que nao era possivel extrair toda a
luteina presente em 25 mL de sobrenadante de uma sé vez. Assim,
realizaram-se duas extragdes com 12,5 mL do sobrenadante, utilizando-se
75 mL de acetona e 45 mL de éter de petrdleo, lavando a amostra trés vezes
com agua destilada. A mistura de luteina e éter de petréleo obtida nas duas
extragdes foi recolhida em um unico baldo de fundo redondo de 250 mL, seca
em rotavapor a temperatura de 38 °C e posteriormente ressuspendida em
5mL de etanol absoluto 99,9% (Merck). Esta extragdo foi realizada de

maneira semelhante aquela apresentada para o processo P5 da Tabela 1.
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Deve-se ressaltar que todo o experimento foi realizado na auséncia de luz,
com o objetivo de evitar a degradacao da luteina.

Com base nos resultados de analise antioxidante da luteina extraida do
produto comercial (5%) pelos diferentes processos e de recuperagao da
luteina pelo processo de centrifugagao, decidiu-se adotar o processo P5 para
a extragcdo propriamente dita, etapa esta crucial para a quantificagdo da
luteina e determinacdo de sua atividade antioxidante.

A Figura 2 apresenta o fluxograma do processo de centrifugacéo e
extragdo (P5), utilizado para as amostras de leite fermentado com e sem
adicao de luteina. Na extracao da luteina do produto comercial foi utilizado o
mesmo procedimento (P5), porém n&o foi necessaria a realizagdo da etapa de

centrifugagédo, uma vez que neste caso ndo havia a presencga de proteinas.
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Figura 2 - Fluxograma do processo de centrifugagéo e extragao (P5) utilizado
para as amostras de leite fermentado com adigao de luteina e sem
adicao de composto bioativo.

3.2. Quantificagao de luteina por espectrofotometria UV-VIS

As amostras de luteina extraidas foram solubilizadas em etanol
absoluto e submetidas a uma analise de varredura por espectrometria no UV-
VIS entre 350 e 550 nm, onde se obteve como comprimento de onda de

maxima absorcao o valor de 445 nm. A Figura 3 apresenta os espectros de
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absorgao obtidos para uma das amostras de luteina extraida do produto

comercial (5%) e do leite fermentado.

1,000~
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=
=T
0.000 ! ! ! —_— ]
350.0 400.0 450.0 500.0 550.0

Comprimento de onda (nm)

Luteina do produto comercial (5%) — — —_ Luteina do leite fermentado

Figura 3 - Espectro de absorgédo da luteina extraida do produto comercial e
do leite fermentado, obtido no espectrofotémetro Shimadzu UV-

Visivel 1601PC.

Os valores médios observados da concentragao de luteina presente no

leite fermentado variaram de 25,75 mg/L no inicio do ensaio a 23,68 mg/L

apos 60 dias de armazenagem (Tabela 3).

Tabela 3 - Valores médios observados da concentragdo de luteina (CVIS)
presente no leite de cabra fermentado (mg/L) em fungao dos dias
de armazenamento do produto

Dias Concentragao de luteina (mg/L)
0 25,75
7 27,85
15 28,47
30 23,91
45 23,71
60 23,68
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O resumo da analise de varidncia da concentracdo de luteina
determinada espectrofotometricamente (CVIS), para as amostras de leite de
cabra fermentado com adicdo de luteina (FCL), € apresentado na Tabela 4.
Observa-se que ha efeito significativo, a 1% de probabilidade, do periodo de
estocagem do produto para a concentracdo de luteina do leite fermentado
determinada por espectrofotometria (CVIS).

Para a concentracdo de luteina do produto comercial, foi realizada a
analise estatistica descritiva, uma vez que esse produto ndo foi estocado ao
longo dos dias. Essa analise foi realizada a cada dia de analise da
concentracao de luteina do leite fermentado, para efeito de comparacgao. O
valor médio obtido para a concentracdo de luteina do produto comercial
(LPCVIS), considerando todos os dias de extracdo, foi de 35,82 £ 2,79 mg/L
(Tabela 5).

Tabela 4 - Resumo da analise de variancia da concentracdo de luteina
presente no leite fermentado (FCLVIS), determinada
espectrofotometricamente, em funcdo dos dias de
armazenamento do produto (D)

FV GL QM
Blocos 2 26,2510
Dias (D) 5 42,1626™*
Residuo 46 4,4800
CV (%) 8,28

** F significativo a 1%.

Tabela 5 - Valores médios da concentragédo de luteina do produto comercial
(LPCVIS) (mg/L) em funcdo dos dias de armazenamento do

produto
Dias Concentragao de luteina (mg/L)

0 34,55

7 39,37

15 34,06

30 34,17
45 39,40

60 33,38

Ao se realizar a analise de regressédo, observou-se que, para a

concentracdo de luteina (CVIS) presente no leite fermentado (FCL), houve
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efeito (p<0,05) dos dias de armazenamento do produto. Esse efeito pode ser
observado na Figura 4, que apresenta a estimativa da concentragcdo de

luteina (mg/L) determinada por espectrofotometria, em funcdo dos dias de

armazenamento do produto, caracterizado pelo modelo FCLVIS . A partir
deste modelo, verifica-se reducao de 0,069142 mg/L de luteina para cada dia
transcorrido. Isso pode ocorrer devido a possivel interacdo da luteina com as
proteinas do leite, ja que carotenoides se associam a fragdo hidrofébica de

proteinas, o que dificulta a liberagao da luteina complexada.

40 -
30 - . .
124 t . —— »
> 20 -
Q ECLVIS = 27,3698 - 0,069142*D
10 | I'2 = 0,5492
0 T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60

Dias (D)

Figura 4 — Estimativa da concentragcado de luteina (mg/L) presente no leite

fermentado, determinada por espectrofotometria (FCLVIS ), em
funcao dos dias de armazenamento do produto.

3.3. Quantificagao de luteina por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE)

A Figura 5 mostra a curva-padrao de luteina utilizada para

quantificacdo do teor de Iuteina presente no leite fermentado por

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
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Figura 5 - Curva de calibragao de luteina determinada por CLAE.

Na Figura 6 é mostrado o perfil cromatografico da luteina presente no
leite fermentado. O pico de luteina foi identificado por correlacdo com o tempo
de retencdo da curva de dose-resposta obtida para o padrao de luteina
(Sigma-Aldrich). Por meio das analises cromatograficas, foi possivel observar
que a luteina constituia aproximadamente 80% dos componentes presentes
nas amostras analisadas para o leite fermentado com adicdo desse

composto.
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Figura 6 - Cromatograma, obtido por CLAE, da luteina presente no leite
fermentado. Coluna polimérica Czp (250 x 4,6 mm, 5 ym), fase
movel: metanol (0,1% de trietilamina): terc-butil-metil-éter (TBME)
(95:5 v/v), modo isocratico e fluxo de 1 mL. min™.

Os valores médios observados da concentragéo de luteina presente no
leite fermentado variaram de 30,08 mg/L no inicio do ensaio a 26,61 mg/L
apos 60 dias de armazenagem (Tabela 6).

Como a concentragao de luteina adicionada ao leite fermentado foi de
32,0 mg/L, foi possivel obter taxa de recuperagao de luteina equivalente a
94% no inicio do ensaio. Estes resultados indicam que a metodologia utilizada
tém exatiddo confiavel, uma vez que a regido de recuperagao entre 80,0 e
110,0% ¢é considerada aceitavel em estudos de validacdo de um método
(CAULCUTT; BODDY, 1994; LEITE, 1996).

Tabela 6 - Valores médios observados da concentragao de luteina (CCLAE)
presente no leite de cabra fermentado (mg/L), em fungao dos dias
de armazenamento do produto

Dias Concentragao luteina (mg/L)
0 30,08
7 29,81
15 30,20
45 28,20
60 26,61
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Segundo Gill e Indyk (2008), a concentragao de luteina em leite de
vaca liquido integral € de 0,060 mg/L para o leite cru e de 0,0033 mg/L para o
leite processado. Quanto ao leite de vaca integral em pd, a concentragdo de
luteina é de 0,058 mg/L e, para o leite de cabra integral em p6, de 0,011
mg/L. O leite humano possui 0,043 mg/L de luteina.

Ollilainen et al. (1989), ao quantificarem o teor de luteina em produtos
lacteos e em ovos, observaram que em leites, queijos e iogurtes havia apenas
tragcos de luteina, ao passo que em ovo inteiro e em gema de ovo o conteudo
de luteina foi de 6,2 mg/kg e 15,8 mg/kg, respectivamente.

Hart e Scott (1995) quantificaram a luteina em frutas e vegetais e
obtiveram os seguintes resultados: 0,78 mg/kg em péssego, 0,84 mg/kg em
maca, 1,01 mg/kg em damasco fresco, 19,49 mg/kg em brocolis cozido e
74,10 mg/kg em espinafre cozido.

Observa-se que o produto lacteo desenvolvido apresenta teor de
luteina razoavel, quando comparado ao dos alimentos que ja contém luteina
na sua matriz.

De acordo com o resumo da analise de variancia da concentracdo de
luteina presente no leite fermentado, determinada por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CCLAE) (Tabela 7), observa-se que o periodo de

estocagem do produto possui efeito (p<0,05) na concentragéo de luteina.

Tabela 7 - Resumo da analise de variancia da concentragdo de luteina
presente no leite fermentado (FCL), determinada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), em funcdo dos
dias (D) de armazenamento do produto

FV GL Qm
Blocos 1 26,0188
Dias (D) 4 9,6027*
Residuo 14 2,3099
CV (%) 5,24

* F significativo a 5%.

Por meio da analise de regressao, observou-se efeito significativo
(p<0,01) do periodo de armazenamento do produto para as concentragdes de

luteina (mg/L); o modelo que descreve esse comportamento € apresentado na
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Figura 7. A partir desse modelo (CCLAE), verifica-se reducdo da

concentragao de luteina de 0,0572779 mg/L para cada dia transcorrido.
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Figura 7 - Estimativa da concentragdo de luteina (mg/L) presente no leite
fermentado, determinada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CCLAE), em funcdo dos dias de armazenamento do
produto (D).

O comportamento apresentado para a concentracdo de luteina
presente no leite fermentado, determinada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CCLAE), em fun¢&o do periodo de armazenamento do produto foi
semelhante ao da concentragdo de Iluteina determinada por
espectrofotometria (CVIS) (Figura 4), ou seja, houve efeito (p<0,05) do tempo
de estocagem do produto, observando-se redugdo da concentracdo do
composto bioativo com o aumento dos dias de armazenamento. Entretanto, a
reducdo no teor de luteina em funcdo do tempo de estocagem néo
necessariamente significa que houve degradacéo desse composto bioativo e
que consequentemente havera redugdo da sua atividade antioxidante no
organismo. Deve-se considerar que parte da luteina adicionada pode ter se
associado a proteinas do leite fermentado ao longo do tempo, ndo sendo
possivel quantifica-la; contudo, no organismo essas ligacbes podem ser
rompidas e a luteina liberada para proporcionar os efeitos benéficos a saude

do consumidor.
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Resultados similares de redugado do conteudo de luteina foram obtidos
por Weber (1987) em grdos de milho inteiros da variedade H51, quando
armazenados por um periodo de 210 dias; por Chen et al. (1996), para suco
de cenoura pasteurizado, armazenado em temperaturas de 4 °C, 25 °C e
35 °C, durante o periodo de 90 dias; e por Lin e Chen (2005), para suco de
tomate armazenado em temperaturas de 4 °C, 25 °C e 35 °C, durante 84 dias,
na auséncia e presenca de luz. Esses autores observaram também
diminui¢ao da concentracéo de luteina em fungao do aumento da temperatura
de estocagem e verificaram maior redug¢ao do seu conteudo quando o produto
foi estocado na presengca de luz. A suscetibilidade ou resisténcia dos
carotenoides a degradacdo durante a estocagem do alimento depende de
fatores como a estrutura do carotenoide, a natureza da matriz em que ele esta
presente, a disponibilidade de oxigénio, o teor de umidade ou atividade de
agua, luz, temperatura, antioxidantes, proé-oxidantes, acidos graxos, sulfitos e
cloreto de sédio no alimento (RODRIGUEZ-AMAYA, 1997).

3.4. Correlagao entre as concentragoes de luteina determinadas por
espectrofotometria (CVIS) e por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CCLAE)

Com base nos dados obtidos nos itens 3.2 e 3.3, pode-se dizer que as
duas técnicas de quantificacdo de luteina utilizadas, apesar de apresentarem
valores absolutos distintos, mostram de forma semelhante as variagdes que
ocorreram com a luteina ao longo do periodo de armazenamento. A
estimativa do coeficiente de correlacdo entre as variaveis CVIS e CCLAE é

positiva (r=0,5122) e significativa (p<0,01).
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4. CONCLUSAO

O periodo de armazenamento do produto afetou significativamente a
concentragédo de luteina extraida do leite de cabra fermentado, determinada
tanto por espectrofotometria quanto por cromatografia liquida de alta
eficiéncia, com correlacao positiva entre as duas técnicas utilizadas.

A metodologia desenvolvida para extracdo e quantificacdo da luteina
em po adicionada ao leite fermentado foi eficiente, com uma taxa de

recuperacao de 94%.
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CAPITULO 2 — AVALIAGAO DA ESTABILIDADE DA LUTEINA
ADICIONADA AO LEITE DE CABRA FERMENTADO

RESUMO

Foram desenvolvidas duas formulagdes de leite de cabra fermentado
com baixo teor de lactose, com adicao de prebidtico e probidtico, em trés
repeticbes. Em uma delas foi adicionado 0,032 mg/mL de luteina (FCL). Foi
avaliada a atividade antioxidante do leite fermentado sem adicdo de luteina
(FSB) e com adigao de luteina (FCL) e da luteina obtida do produto comercial
em po (LPC), em fungdo do tempo de reagdo com o cation radical ABTS e
dos dias de armazenamento do produto. Assim, a estabilidade da luteina foi
avaliada em termos da atividade antioxidante, da cor e do pH do leite de
cabra fermentado. Com relacdo a atividade antioxidante, de acordo com a
técnica da Metodologia da Superficie de Resposta e o critério de Stepwise
para selecao de variavel, verificou-se que, para todas as amostras (FCL, LPC
e FSB), tanto a porcentagem de inibicdo (Pl) quanto a capacidade
antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC) somente sao influenciadas pelo
tempo de reagdo em minutos (M), sendo possivel definir modelos
matematicos que descrevem o comportamento dessas variaveis. Portanto,
pode-se dizer que, quanto maior o tempo de analise (minutos), mais cation
radical ABTS havera no meio para reagir com a luteina; logo, maior sera a
atividade antioxidante desta. Ao se realizar a analise de regressdo para
avaliar o pH e os parametros de cor L*, a*, b*, c* e h* do leite fermentado com
adicdo de luteina, constatou-se que n&o houve efeito significativo (p>0,05) do
periodo de armazenamento do produto. Logo, para qualquer que seja o
tempo de armazenamento do produto (dias), os valores de L*, a*, b*, c*, h* e
pH se mantém constantes. Os resultados permitem concluir que nao houve
variagdo da atividade antioxidante da luteina, da cor e do pH do produto em

funcado do periodo de armazenamento do leite de cabra fermentado, o que faz
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da luteina um composto bioativo de grande interesse como suplementagao da

dieta humana, principalmente em produtos lacteos fermentados.

Palavras-chave: leite fermentado, luteina, estabilidade.

1. INTRODUGAO

A luteina é um carotenoide, pertencente a familia das xantofilas, que
possui propriedades antioxidantes que protegem as células e o organismo
dos danos foto-oxidativos. A luteina interfere na formacao dos radicais livres e
sequestra moléculas de oxigénio singlete, que sdo muito reativas (STAHL;
SIES, 2003; KRINSKY; JOHNSON, 2005). Como a macula é bastante
suscetivel aos danos provocados pelo estresse oxidativo, a luteina pode atuar
como antioxidante sobre os tecidos oculares, retardando ou diminuindo o
risco do desenvolvimento de degeneragcdao macular (SANGIOVANNI et al.,
2007; BERNSTEIN, 2002; RICHER et al., 2004) e catarata (OMEDILLA et al.,
2003).

Estudos mostram que a suplementagao com alimentos ricos em luteina
tem a capacidade de aumentar a concentracdo e a densidade do pigmento
macular (HAMMOND et al.,1997).

A luteina possui um sistema de duplas conjugadas que sao
responsaveis por suas fungdes bioldgicas. Entretanto, sua estrutura quimica é
suscetivel a isomerizagdo, sobretudo na presenga de luz, calor e acido
(RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

Varios métodos in vitro sdo utilizados para avaliar a atividade
antioxidante de compostos bioativos especificos, bem como a atividade
antioxidante de alimentos como um todo. Uma das técnicas mais utilizadas é
a do cation radical ABTS, que consiste em determinar a reducdo da
absorvancia deste radical (2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico)) espectrofotometricamente, por descoloragcdo na presenga de
substancias antioxidantes com absorgcédo na regiao do visivel (MILLER et al.,
1995).
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O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do tempo de
armazenamento na atividade antioxidante, na cor e no pH do leite de cabra

fermentado com adicao de luteina.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Amostras avaliadas

Foram desenvolvidas duas formulacdes de leite de cabra fermentado
com baixo teor de lactose, com adicdo de prebidtico e probidtico, em trés
repeticdes. No entanto, em uma delas foi adicionado 0,032 mg/mL de luteina
(FCL). O leite fermentado sem adicdo do composto bioativo (FSB) foi
produzido para eliminar a interferéncia de possiveis substancias bioativas
presentes na matriz do produto, durante a analise da atividade antioxidante.

Foi avaliada ainda a atividade antioxidante da luteina obtida do produto

comercial (5%) (LPC), para efeito de comparacgao.

2.2. Avaliacao da Estabilidade das Formulagoes

A avaliagcdo da estabilidade da luteina adicionada ao leite fermentado
foi feita em funcdo de analises de cor, pH e avaliagdo da atividade
antioxidante nos tempos de 0, 7, 15, 30, 45 e 60 dias. As formulacdes do leite
de cabra fermentado com baixo teor de lactose foram armazenadas a

temperatura de refrigeragéo (5 °C) durante esse periodo.

2.2.1. Avaliacao da atividade antioxidante

Apos a realizagdo do processo de extragdo, conforme metodologia

descrita no item 2.3 do capitulo 1, as amostras foram ressuspendidas em
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5 mL de etanol absoluto 99,9% de pureza (Merck) e submetidas a analise da
atividade antioxidante.

A avaliagdo da atividade antioxidante da luteina foi realizada
empregando a técnica do cation radical ABTS (2,2'-azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)), segundo metodologia descrita por Cai et
al. (2004), com modificagdes, utilizando um espectrofotémetro UV-Visivel
1601PC da marca Shimadzu. O cation radical ABTS™ foi gerado por meio da
reacdo de ABTS 7,0 mM com persulfato de potassio 2,45 mM na proporcao
1:1 (v/v), na auséncia de luz, apés 15 minutos em banho-maria a 50 °C
(Figura 1). Apos esse periodo, a solugdo do radical ABTS™ obtida foi diluida
em etanol absoluto até atingir absorvancia de 0,700 + 0,050 em comprimento
de onda de 734 nm.

B fe} g K2SOs N O (l)_
ABTS™ ABTS*
(verde-escuro) (verde-claro)

Fonte: Rufino et al. (2007).

Figura 1 - Estabilizacdo do radical ABTS™ por um antioxidante e sua
formacéo pelo persulfato de potassio.

Posteriormente, 0,5 mL da amostra de luteina foi misturada com 3,5 mL
da solucdo do radical ABTS™ diluida. As leituras de absorvancia foram feitas
em 734 nm imediatamente apds a mistura (tempo 0) e nos tempos de 20, 40 e
60 minutos. Durante esse periodo, as amostras foram mantidas sob
aquecimento (50 °C) em banho-maria. O controle e o branco foram
preparados substituindo 0,5 mL da amostra de luteina por 0,5 mL de etanol
absoluto e por 0,5 mL da amostra de iogurte sem adicdo de compostos
bioativos, respectivamente. O Trolox foi utilizado como padrao de referéncia.
Uma curva de calibracdo foi preparada para concentracbes de Trolox
variando de 0 a 0,135 mM.
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Os resultados foram expressos como capacidade antioxidante
equivalente ao Trolox (TEAC), correlacionando a redugdo da absorvancia na
curva de dose-resposta com o antioxidante-padrédo (Trolox), e em

porcentagem de inibicdo (%l), segundo equacéo descrita a seguir:
%l = (Ap — As) Apx 100

em que:
Ap = absorvancia do branco no tempo t minutos de repouso no escuro; e

Aa = absorvancia da amostra no tempo t minutos de repouso no escuro.

2.2.2. Avaliagao de cor e pH

As analises de cor foram realizadas em colorimetro ColorQuest XE
HunterLab, utilizando-se o iluminante-padrao D65 e observador a 10°
(Sistema CIELAB), a fim de obter para cada amostra leituras de reflectancia
na forma de coordenadas L* (luminosidade do preto (0) ao branco (100)), a* (-
a verde (-60), +a vermelho (+60)) e b* (-b azul (-60), +b amarelo (+60)). Foi
calculada a tonalidade cromatica (h* = arc tang (b*/a*) e croma ou indice de
saturagdo (C*= (a*+ b*)"?).

O pH das amostras foi obtido pelo método eletroanalitico, com a
utilizacdo de um medidor de pH da marca Digimex, calibrado com solug¢des-
tampéao de pH 4,0 e 7,0. O bulbo do eletrodo de medi¢ao foi mergulhado em
50 mL da amostra, e a leitura do pH, obtida apds estabilizagao.

As analises foram realizadas em trés repeticdes e triplicata.

2.3. Analise Estatistica

Para as variaveis Pl e TEAC, o experimento foi conduzido segundo um

esquema de parcelas subdivididas, tendo nas parcelas os dias (0, 7, 15, 30,
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45 e 60) e nas subparcelas os minutos de avaliacdo, no delineamento em
blocos casualizados (DBC), com trés repeticdes (formulagdes).

Quanto as variaveis pH e cor (L*, a* b* c* e h*), utilizou-se o
delineamento em blocos casualizados (DBC), com trés repeticbes
(formulagdes), com avaliagao somente em funcao dos dias (0, 7, 15, 30, 45 e
60).

Os dados foram analisados por meio da analise de variancia e de
regressdo. Os modelos foram escolhidos com base na significancia dos
coeficientes de regressao, utilizando-se o teste de Student (‘t”), até 10% de
probabilidade; no coeficiente de determinagao
(R?*= S.Q.Regress30/S.Q.Tratamento); e no fendmeno bioldgico.

A técnica de correlacédo de Pearson foi usada para verificar a existéncia
de associacdo entre a concentragdao de Iluteina, determinada por
espectrofotometria no visivel, em comprimento de onda de 445 nm, conforme
observado no item 3.2 do capitulo 1, e sua atividade antioxidante. As analises
foram realizadas com auxilio do software SAEG, versao 9.1, desenvolvido na

Universidade Federal de Vigosa (SAEG, 2007).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Determinagao da atividade antioxidante em fungcao do tempo de
reagcao com o cation radical ABTS e do periodo de armazenamento do

produto

A Figura 2 descreve a reducdo da absorvancia do cation radical ABTS
a 734 nm em funcdo do tempo de reagcdo (minutos), apds a adicdo das
amostras de luteina a solugao do radical ABTS. Observa-se que as amostras
de luteina extraidas do produto comercial (5%) (LPC) e do leite fermentado
(FCL) provocaram alto grau de descoloragao do radical ABTS imediatamente
apos a mistura, identificado como tempo zero, quando comparado ao controle

(etanol + radical ABTS). Decorrido esse periodo, a absorvancia continuou a
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decrescer, tendendo ao estado estacionario apos o tempo de 40 minutos. A
amostra extraida do leite fermentado sem compostos bioativos (FSB)
praticamente n&o provocou a descoloracdo do radical ABTS no tempo zero;
entretanto, ao longo do tempo de reagao (minutos) também se observou uma
pequena redugao na absorvancia. Esses resultados sugerem que a luteina
extraida do produto comercial (5%) (LPC) apresenta maior atividade
antioxidante que aquela extraida do leite fermentado (FCL), e estas, por sua
vez, possuem maior capacidade antioxidante que a amostra extraida do leite

fermentado sem adi¢do do composto bioativo (FSB).

1,000
0,800 L

3+
g )
£ 0,600 *
2
S 0,400
0
< 0,200 —a
0,000 - —a
60

Tempo (min)
¢ Controle = FSB o FCL mLPC

Figura 2 - Leituras da absorvancia resultante da reacdo do cation radical
ABTS com o etanol absoluto (controle), com as amostras
extraidas do leite fermentado sem compostos bioativos (FSB), do
leite fermentado com adicao de luteina (FCL) e do produto
comercial de luteina (LPC).

Uma curva de calibracdo para o Trolox foi realizada para cada dia de
analise e para cada tempo de reagédo (minutos), com concentragdes variando
de 0,010 a 0,135 mM, na presenca do cation radical ABTS. Um exemplo de

uma das curvas-padrao obtidas para o Trolox € apresentado na Figura 3.
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Figura 3 - Curva de calibragao do Trolox na presenga do cation radical ABTS.

As médias dos valores de porcentagem de inibicao (Pl) e da
capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC) s&o apresentadas nas
Tabelas 1 e 2, para a luteina presente no leite fermentado (FCL); nas Tabela
3 e 4, para a luteina do produto comercial (5%) (LPC); e nas Tabelas 5 e 6,
para a amostra extraida do leite fermentado sem adigdo de compostos
bioativos (FSB), respectivamente. Esses valores foram provenientes de nove
observagbes para cada tempo de reagédo (minutos).

Verifica-se nas Tabelas 1, 3 e 5 que os valores da porcentagem de
inibicao (PI) variaram ao longo do tempo de reagao (minutos) e dos dias de
armazenamento do produto, pelo método ABTS, de aproximadamente 30% a
60%, para as amostras de luteina extraidas do leite fermentado com adicéo
de luteina (FCL); de 46% a 88%, para as amostras de luteina extraidas do
produto comercial (LPC); e de 2% a 20%, para as amostras extraidas do leite
fermentado sem compostos bioativos (FSB). Para os valores expressos em
capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC) apresentados nas
Tabelas 2, 4 e 6, observa-se uma variacdo em funcdo dos dias de
armazenamento e do tempo de reagao (minutos) de 0,067 mM a 0,1366 mM,
para as amostras obtidas do leite fermentado com adigéo de luteina (FCL); de
0,0901 mM a 0,1722 mM, para as amostras obtidas do produto comercial de
luteina (5%) (LPC); e de 0,0092 mM a 0,0429 mM, para as amostras obtidas

do leite fermentado sem adicdo de compostos bioativos (FSB).
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Zulueta et al. (2009), utilizando a técnica do cation radical ABTS,
gerado com persulfato de potassio, encontraram valor de capacidade
antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC) para a luteina fornecida pela
Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha), solubilizada em etanol, de 1,2864 mM
para uma concentragao de 0,032 mg/mL. O resultado obtido pelos autores foi
muito superior ao determinado no presente trabalho (de 0,0901 mM a
0,1722 mM, dependendo do tempo de reacédo definido), o que pode ser
devido a diferenga entre as concentragdes e volume dos reagentes utilizados
na geragao do cation radical ABTS e ao tempo de reagdo ao qual foram
submetidos (12-16 h); e a diferengca no volume de amostra antioxidante e do
radical ABTS gerado quando misturados para obtengdo da leitura
espectrofotométrica. A diferengca na origem das luteinas utilizadas, ja que a
usada neste trabalho foi fornecida pela DSM Nutritional Products (Suiga),
também pode ter provocado divergéncias nos resultados. Dessa forma, nao é
possivel comparar os resultados de atividade antioxidante expressos em
TEAC se a metodologia utilizada n&o for exatamente a mesma.

Pellegrini et al. (2003) determinaram a atividade antioxidante de varias
frutas e vegetais pelo método do cation radical ABTS gerado por persulfato de
potassio, nas mesmas concentragbes utilizadas no presente trabalho;
entretanto, o método diferiu no tempo e temperatura de incubacado para
geracao do radical ABTS (12-16 h a temperatura ambiente). Pellegrini et al.
(2003) encontraram valores de capacidade antioxidante equivalente ao Trolox
(TEAC) de 0,0085 mM/g para espinafre, 0,0030 mM/g para brécolis,
0,0023 mM/g para kiwi e 0,00874 mM/g para laranja.

Tabela 1 - Valores médios de porcentagem de inibicdo (Pl) da luteina
presente no leite fermentado (FCL), em fun¢cdo do tempo de
armazenamento em dias (D) e do tempo de reagdo em minutos

(M)
D M=0 M=20 M=40 M=60
0 35,64 54,06 59,70 62,49
7 34,72 56,10 61,69 64,25
15 38,06 58,77 65,27 69,12
30 34,19 53,14 58,97 61,77
45 32,10 53,07 58,11 60,92
60 30,37 49,97 55,59 58,75
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Tabela 2 - Valores médios da capacidade antioxidante equivalente ao Trolox
—TEAC (mM) da luteina presente no leite fermentado (FCL) ao
longo do tempo de armazenamento em dias (D) e do tempo de

reagdo em minutos (M)

D M=0 M=20 M=40 M=60
0 0,0741 0,1060 0,1166 0,1230
7 0,0691 0,1083 0,1148 0,1228
15 0,0784 0,1168 0,1273 0,1325
30 0,0706 0,1053 0,1168 0,1228
45 0,0782 0,1147 0,1219 0,1207
60 0,0670 0,1041 0,1131 0,1366

Tabela 3 - Valores médios de porcentagem de inibicdo (Pl) da luteina
presente na amostra comercial (LPC), em fun¢do do tempo de
armazenamento em dias (D) e do tempo de reagdo em minutos

(M)
D M=0 M=20 M=40 M=60
0 50,58 74,30 81,27 85,36
7 53,37 77,88 84,51 85,96
15 46,73 69,56 77,36 81,96
30 49,63 74,70 82,71 86,16
45 53,95 79,31 86,16 88,35
60 46,58 72,25 80,20 84,58

Tabela 4 - Valores médios da capacidade antioxidante equivalente ao Trolox
— TEAC (mM) da luteina presente na amostra comercial (LPC), ao
longo do tempo de armazenamento em dias (D) e do tempo de

reagdo em minutos (M)

D M=0 M=20 M=40 M=60
0 0,0975 0,1147 0,1445 0,1522
7 0,0999 0,1424 0,1482 0,1552
15 0,0901 0,1275 0,1401 0,1465
30 0,0949 0,1368 0,1511 0,1569
45 0,1161 0,1575 0,1666 0,1672
60 0,0929 0,1321 0,1445 0,1723
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Tabela 5 - Valores médios de porcentagem de inibicao (Pl) do leite
fermentado sem adicdo de compostos bioativos (FSB), em
funcdo do tempo de armazenamento em dias (D) e do tempo
de reagcdo em minutos (M)

D M=0 M=20 M=40 M=60
0 3,14 12,18 14,23 17,32
7 3,31 9,49 12,01 14,66
15 4,42 10,77 13,67 15,85
30 6,08 11,38 15,19 17,77
45 3,76 13,92 17,30 19,86
60 2,67 12,17 15,15 18,80

Tabela 6 - Valores médios da capacidade antioxidante equivalente ao Trolox
— TEAC (mM) do leite fermentado sem adicdo de compostos
bioativos (FSB) ao longo do tempo de armazenamento em dias
(D) e do tempo de reagdo em minutos (M)

D M=0 M=20 M=40 M=60
0 0,0105 0,0197 0,0232 0,0265
7 0,0097 0,0151 0,0183 0,0201
15 0,0105 0,0216 0,0246 0,0267
30 0,0102 0,0159 0,0233 0,0259
45 0,0202 0,0309 0,0331 0,0325
60 0,0092 0,0220 0,0253 0,0429

Nas Tabelas 7, 8 e 9 encontra-se o resumo da ANOVA das variaveis
porcentagem de inibicdo (Pl) e capacidade antioxidante equivalente ao Trolox
(TEAC) para a luteina presente no leite fermentado (FCL), para a luteina do
produto comercial (5%) (LPC) e para o leite fermentado sem adicdo de
compostos bioativos (FSB), respectivamente.

Verifica-se que, em todas as amostras avaliadas, tanto para Pl como
para TEAC s6 houve efeito significativo (p<0,01) do tempo de reagdo em
minutos (M). Isso significa que, para a luteina presente no leite fermentado
(FCL) e para a luteina do produto comercial (LPC), quanto maior o tempo de
analise (minutos), mais cation radical ABTS havera no meio para reagir com a
luteina; logo, maior sera a atividade antioxidante desta. Contudo, n&o se
observa diferenga significativa em fungdo dos dias (D), ou seja, a atividade
antioxidante da luteina presente no leite fermentado (FCL) n&o se altera ao

longo do periodo de armazenamento do produto. No caso do leite fermentado
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sem adi¢cao de compostos bioativos (FSB), que passou pelo mesmo processo

de extragdo que aquele admitido para as amostras de luteina, pode-se dizer

que existem substancias bioativas possivelmente formadas pelo processo de

fermentacdo, como, por exemplo, os &cidos organicos, que expressam

alguma atividade antioxidante ao longo do tempo (minutos) de exposicéo ao

cation radical ABTS.

Tabela 7 - Resumo da analise de variancia das variaveis porcentagem de
inibicdo (Pl) e capacidade antioxidante equivalente ao Trolox
(TEAC) da luteina presente no leite fermentado (FCL), em funcao
do tempo de armazenamento em dias (D) e do tempo de reagao

em minutos (M)

Quadrados Médios

FV GL PI TEAC
Blocos 2 235,06 0,00041
Dias (D) 5 114,65 0,00018™
Residuo (a) 10 69,61 0,00061
Minutos (M) 3 3003,45" 0,01004"
DxM 15 1,60 0,00006 "™
Residuo (b) 36 3,81 0,00005
CV (%) parcela 15,81 23,07
CV (%) subparcela 3,70 6,83

** F significativo a 1%.
" F n3o significativo a 5%.

Tabela 8 - Resumo da andlise de variancia das variaveis porcentagem de
inibicdo (Pl) e capacidade antioxidante equivalente ao Trolox
(TEAC) da luteina presente na amostra comercial (LPC), em
funcdo do tempo de armazenamento em dias (D) e do tempo de

reagao em minutos (M)

Quadrados Médios

FV GL PI TEAC
Blocos 2 335,25 0,00416
Dias (D) 5 106,01 0,00106™
Residuo (a) 10 203,40 0,00190
Minutos (M) 3 4501,22" 0,01201"
DxM 15 1,76™ 0,00010
Residuo (b) 36 5,25 0,00010
CV (%) parcela 19,46 32,10
CV (%) subparcela 3,13 6,89

** F significativo a 1%.
"® F n3o significativo a 5%.
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Tabela 9 - Resumo da analise de variancia das variaveis porcentagem de
inibicdo (Pl) e capacidade antioxidante equivalente ao Trolox
(TEAC) do leite fermentado natural (FSB), em funcdo do tempo
de armazenamento em dias (D) e do tempo de reagcdo em

minutos (M)
Quadrados Médios

FV GL Pl TEAC
Blocos 2 95,11 0,00159
Dias (D) 5 19,37™ 0,00027™
Residuo (a) 10 19,41 0,00032
Minutos (M) 3 616,49~ 0,000997"
DxM 15 3,02" 0,00004™
Residuo (b) 36 2,87 0,00003
CV (%) parcela 36,44 81,88
CV (%) subparcela 14,01 24,27

** F significativo a