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Resumo

MILAGRES, Maria Patricia, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, junho de 2012.
Leite de vaca com concentracio aumentada de melatonina: obtencio, avaliacido
sensorial e bioldgica. Orientadora: Valéria Paula Rodrigues Minim. Coorientadores:
Hércia Stampini Duarte Martino e Luis Antonio Minim.

A melatonina ¢ responsavel pela regulacao circadiana e pelo controle do sono, sendo
encontrada em maior concentragdo no organismo durante a noite. Distarbio em sua
producdo pode ser responsavel pela insonia. Uma queda substancial na producdo de
melatonina acontece com a idade, podendo prejudicar a qualidade do sono dos idosos.
Desta forma, ¢ importante a observacao e a regulacdo da produg¢do da melatonina no
organismo, uma vez que a insonia e os distirbios do sono causam diversos maleficios a
saude e a produtividade das pessoas. Uma forma de aumentar a melatonina no
organismo ¢ por meio da alimentacdo, uma vez que o composto € encontrado em
diversos alimentos como mostarda, erva-doce e leite. Porém, nestes alimentos a
melatonina se encontra em baixas concentragdes € o seu aumento, pela adicdo de
melatonina no alimento, ndo ¢ permitido. Assim, o presente trabalho objetivou a
obtencdo de leite com concentracdo de melatonina aumentada por meio das ordenhas
noturnas. Foram estudados o perfil dos portadores e nao portadores de insonia, bem
como os principais sintomas dos disturbios do sono. Os resultados mostraram que ha um
nicho de mercado, composto principalmente por idosos e mulheres, para o
desenvolvimento de produtos naturais que tenham como propriedade melhorar a
qualidade do sono da populagdo. Diferentes horarios (15hOOmin. e 2hOOmin.) de
ordenha foram estudados a fim de identificar o periodo em que o leite obtido apresenta
maior concentragdo de melatonina. O leite obtido por meio de ordenha realizada as
2h00min. (39,43 pg/mL) apresentou concentracdo de melatonina nove vezes superior ao
leite obtido as 15h00min. (4,03pg/mL). Ensaio bioloégico com ratos wistar foi realizado
com objetivo de testar as 3 formulagdes desenvolvidas (leite obtido na ordenha das
15h00min., leite obtido na ordenha das 2h00Omin., leite obtido na ordenha das 2hOOmin.
adicionado de triptofano) em relacdio ao aumento da melatonina sanguinea e
sulfatoximelatonina urinaria. O leite obtido por meio da ordenha noturna foi eficiente no
aumento de melatonina sanguinea e sulfatoximelatonina urinaria, porém a formulagao
que apresentou melhores resultados no aumento dos indicadores de qualidade do sono
foi o leite ordenhado as 2h0Omin. e acrescido de triptofano. Para o desenvolvimento do
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novo produto, foi necessario estudar a estabilidade da melatonina a tratamentos
térmicos. Este estudo foi realizado, utilizando-se a cinética de destruicdo térmica da
melatonina no leite. Os resultados indicaram que os tratamentos térmicos usados em
leite causam perdas insignificantes da melatonina. As caracteristicas ndo sensoriais
(presenca de melatonina, e informacgdes sobre os beneficios do consumo de melatonia)
foram testadas em dois grupos (menores de 50 anos e maiores de 50 anos). Os
resultados mostraram que a informacdo da presenca de melatonina causa impacto
positivo na aceitacdo do leite em ambos os grupos. O conhecimento dos beneficios do
consumo de melatonina também influenciou positivamente os dois grupos, porém, o
grupo de pessoas maiores de 50 anos foi influenciado mais fortemente. Por meio da
analise conjunta de fatores, foi definida uma embalagem para o produto desenvolvido,
de design azul com estrelas e desenho de leite derramando, com o nome leite noturno e
com texto informativo. Desta forma, foi possivel obter um produto diferenciado e
inovador a partir de ordenhas noturnas dos animais, nas condi¢des climaticas do Brasil,
adicionado de triptofano, visando a melhoria da qualidade do sono dos idosos e a
agregacdo de valor ao leite, sem grandes investimentos dos produtores, ¢ de maneira

sustentavel e viavel.
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Abstract

MILAGRES, Maria Patricia, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, June 2012. Cow’s
milk with increased concentration of melatonin: acquisition, sensory and biological
evaluation. Adviser: Valéria Paula Rodrigues Minim. Co-advisers: Hércia Stampini
Duarte Martino and Luis Antonio Minim.

Melatonin is responsible for circadian regulation and control of sleep, being found at
greatest concentration in the body at night. Disorders in its production may be
responsible for insomnia. A substantial decrease in melatonin production occurs with
age and often affects the sleep quality of elderly individuals. It is therefore important to
observe and regulate the production of melatonin in the body, since insomnia and sleep
disorders may have diverse negative effects on health and productivity of individuals.
One method of increasing melatonin in the organism is through food, since the
compound is found in many different foods including mustard, fennel, and milk.
However in these foods melatonin is found in low concentrations and its increase by the
addition of melatonin to the food is not allowed. Therefore, the objective of the present
study was to obtain milk with elevated melatonin concentrations by night milking.

The profiles of individuals with and without insomnia were studied, as well as the main
symptoms of sleep disorders. Results showed that there is a large niche market
composed especially of elderly women, for the development of natural products which
have the properties of improving sleep quality. Different periods (15h00min. and 2h
00min,) of milking were tested in order to define the period in which the milk obtained
had the highest concentrations of melatonin. Milk obtained at 2h 00min presented
melatonin concentrations nine times greater than the milk obtained at 15h 0Omin.
Biological assays with Wistar rats were conducted to test the 3 formulations developed
(milk obtained from milking at15h 00min, milk obtained from milking at 2h 0Omin,
milk obtained from milking at 2h 00min and supplemented with tryptophan) in relation
to the increase in blood melatonin and urinary sulphatoxymelatonin. Milk obtained by
night milking successfully increased blood melatonin and urinary sulphatoxymelatonin,
but the formulation that showed the best results by increase in the indicators quality of
sleep was that obtained at 2h 0Omin and supplemented with tryptophan. For
development of the new product a study of melatonin stability when subjected to heat
treatment was necessary. This study was conducted by assessing the kinetics of thermal

destruction of melatonin in milk. Results indicate that it is stable, and that the heat
XVi



treatment used in milk cause little loss of melatonin. The non-sensory characteristics
(presence of melatonin and information on the benefits of consuming melatonin) were
tested in two groups (individuals younger than 50 and older than 50 years). The results
show that information on the presence of melatonin had a positive impact on acceptance
of the milk in both groups. Knowledge of the benefits of consuming melatonin also
positively influenced the two groups, however the group composed of individuals over
50 was more strongly influenced. By means of a joint analysis of factors, a blue
packaging for the product was developed which was designed with stars and pouring
milk, given the name night-time milk and informative text was also printed on the
packaging. Thus, an innovative and unique product was developed from night milking
of the animals in the climate conditions of Brazil, with the addition of tryptophan, to
improve sleep quality of elderly people and add value to milk without large investments

on the part of producers, in both a sustainable and viable fashion.
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Introducao Geral
I ———.

O Brasil tem atualmente cerca de 18 milhdes de pessoas com mais de 60 anos, e
segundo projecao do IBGE (2010), estima-se que, em 2020, esse contingente aumentara
para 30 milhdes. O crescimento deste grupo etario cria novos desafios para a sociedade
brasileira e inimeras sdo as oportunidades de negdcios emergentes para a oferta de bens
e servigos visando a qualidade de vida desse segmento populacional.

A qualidade de vida dos idosos ¢ comprometida, na maioria das vezes, pela
insoOnia, que causa sonoléncia diurna, fadiga, redu¢do da performance fisico-motora e
memoria, estando associada diretamente a problemas de satde como hipertensao,
depressdo, doengas cardiovasculares e ainda com a diminuicdo da produtividade no
trabalho. Segundo Kessler et al. (2011), em pesquisa realizada nos Estados Unidos, a
insOnia, presente em varias faixas etarias, causa perda de produtividade do trabalhador,
representando um prejuizo de 63,2 bilhdes de ddlares por ano ao pais e uma perda de
produtividade de 11,3 dias ao ano por pessoa.

Uma das principais causas da insonia ¢ a queda na producido da melatonina (N-
acetil-5-metoxitriptamina), um neuro-hormoénio produzido pela glandula pineal, quando
se fecham os olhos. O metabolismo da melatonina no organismo acontece a partir do
precursor triptofano, um aminoacido essencial presente na alimentagdo. Pesquisas
recentes mostram que o aumento da ingestdo de triptofano na dieta pode aumentar a
producao de melatonina (PAREDES et al., 2008; SANCHES et al., 2008).

Melatonina nao ¢ considerada aditivo alimentar pela Lista Geral Harmonizada
de Aditivos Alimentares e Suas Classes Funcionais do  Mercosul
(MERCOSUL/GMC/RES N° 11/2006), ndo sendo permitida sua adi¢do a alimentos.
Entretanto, estd presente naturalmente em alguns alimentos, como, por exemplo,
maracuja, maga, erva-doce, camomila e leite.

O leite de vaca ¢ um alimento rico em nutrientes como proteinas e carboidratos,
sendo matéria-prima para geragdo de diversos derivados. Muitos componentes do leite
vém sendo estudados pelas suas propriedades funcionais, destacando-se entre eles a
melatonina.

A cadeia produtiva do leite ¢ um dos mais importantes agronegécios brasileiros,
sendo geradora de varios empregos, porém, o baixo pre¢o pago ao produtor faz com que
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muitos agricultores mudem para outras atividades. Estratégias para a agregac¢do de valor
ao leite de maneira sustentdvel e viavel devem ser desenvolvidas para valorizagao desta
atividade agroindustrial.

Visto isto, diversas pesquisas tém sido desenvolvidas para agregar valor ao leite,
destacando-se os estudos para aumentar naturalmente a concentracdo de melatonina.
Valtonen et al. (2001) mostraram ser possivel o aumento da concentracdo de melatonina
com mudangas nos fotoperiodos das vacas. Haigh (2003) demonstrou o aumento da
concentracdo de melatonina no leite para até¢ 35 pg/mL com ordenhas noturnas com
iluminacdo maxima de 50 lux. Gnann (2011) desenvolveu método para aumentar
naturalmente a melatonina no leite, fundamentado em exposi¢do do animal a luz, com
diferentes comprimentos de onda, durante o dia e a noite, e posteriores ordenhas
noturnas.

Como grande parte da producdo de leite no Brasil ocorre em condi¢des de
manejo semiextensivo, as metodologias de producdo de leite com alta concentracdo de
melatonina propostas por Valtonen et al. (2001), Haigh (2003) ¢ Gnann (2011) torna-se
inviavel para o produtor rural brasileiro, sendo necessarios grandes investimentos para
utilizagdo das metodologias propostas.

E importante ressaltar também que a composi¢do do leite varia com a raca,
alimentacdo, nivel de estresse do animal e temperatura do ambiente (HARAGUCHI et
al., 2006), ndo sendo possivel extrapolar resultados encontrados em outros paises para
as condi¢des de criagdo de animais no Brasil. Estudos sdo necessarios para verificar a
possibilidade de aumento natural de melatonina no leite no pais em condi¢des de
manejo, vidveis aos produtores rurais.

Com base no exposto acima, o presente trabalho visa a obten¢do, avaliacdo
sensorial e bioldgica de leite diferenciado e inovador, coletado por meio de ordenhas
noturnas dos animais, adicionado de triptofano, visando a melhoria da qualidade do

SOno.
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CAPITULO

Referencial Teorico

1-O envelhecimento da populacio.

O crescimento da populacdo idosa ¢ um fendmeno mundial e, no Brasil, as
modificacdes ocorrem de forma radical e bastante acelerada. As projecdes mais
conservadoras indicam que, em 2020, o Brasil sera o sexto pais do mundo em niimero
de idosos, com um contingente superior a 30 milhdes de pessoas (CARVALHO e
GARCIA, 2003).

A populagdo idosa passou de 4% em 1940 para 8% em 1996, e projecdes
mostraram que esse segmento podera ser responsavel por quase 15% da populagdo
brasileira no ano 2020 (Figura 1.1) (CAMARANO, 2002).

O Brasil hoje ¢ um “jovem pais de cabelos brancos”. A cada ano, 650 mil novos
idosos sdo incorporados a populagdo brasileira, a maior parte com doengas cronicas e
alguns com limitag¢des funcionais. Em menos de 40 anos, o Brasil passou de um cenario
de mortalidade proprio de uma populacao jovem para um quadro de enfermidades
complexas e onerosas, tipica dos paises longevos, caracterizado por multiplas doengas
cronicas que perduram por anos, com exigéncia de cuidados constantes, medica¢do

continua e exames periddicos (VERAS, 2009).
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Fonte: ONU (2006) - http://esa.un.org/unpp
Figura 1.1-Piramides etarias brasileiras: 1950, 1980, 2000 e 2050.

O prolongamento da vida ¢ uma aspiragdo de qualquer sociedade. No entanto, s6
pode ser considerada uma real conquista na medida em que se agreguem qualidade aos
anos adicionais de vida. Assim, qualquer politica destinada aos idosos deve levar em
conta a capacidade funcional, a necessidade de autonomia, de participagdo, de cuidado,
de autossatisfacdo. Também deve incentivar, fundamentalmente, a prevencao, o cuidado
e a aten¢ao integral a saide (VERAS, 2009).

A conscientizacao e a mobilizagdo da sociedade vém demandando que cada vez
mais seja internalizado o conceito de envelhecimento ativo adotado pela Organizagao
Mundial da Saide (OMS), que consiste num processo que busca otimizar as
oportunidades de satde (bem-estar fisico, mental e social), participacdo e seguranca,
com a finalidade de melhorar a qualidade de vida das pessoas que envelhecem
(GUIMARAES, 2006).

Estudos tém mostrado que doencas cronicas, bem como suas incapacidades, nao

sdo consequéncias inevitaveis do envelhecimento. A prevencdo ¢ efetiva em qualquer



nivel, mesmo nas fases mais tardias da vida. Portanto, a énfase na preven¢ao ¢ a chave

para mudar o quadro atual (PARAHYBA et al., 2005; VERAS et al., 2008).

2-Transtornos do Sono.

A insOnia estd associada diretamente a problemas de saude como hipertensao,
depressdo, doencas cardiovasculares, sendo uma das responsaveis pela redugdo da
qualidade de vida dos idosos. Esta parcela da populacdo ¢ desfavorecida pela
diminui¢do da produ¢do do hormonio do sono, sendo a maior prevaléncia de insonia em
pessoas com idade superior a 65 anos (ORWOLL, 2005).

Os transtornos do sono sdo comuns e pelo menos 30% da populagdo sofre de
um disturbio clinicamente significativo e de importancia para a satde publica. A insdnia
¢ o disturbio do sono mais comum, seguido pela apneia e sindrome das pernas inquietas
(RAM et al.,2010).

Os numerosos distirbios do sono sdo definidos por diferentes sistemas
classificatorios, que sao independentes e utilizam diferentes critérios de inclusao,
causando dificuldades para estudos epidemioldgicos, de diagndstico e de interpretacdo
de resultados. A Classificacdo Internacional dos Disturbios do Sono apresenta uma
taxonomia detalhada, sendo a mais utilizada pelos profissionais da area da medicina do
sono. Este sistema de classificagdo agrupa os transtornos do sono em quatro categorias:
as dissonias, as parassonias, transtornos do sono relacionados com doengas organicas ou
psiquiatricas e outros transtornos do sono (VANABLE et al., 2000).

As dissonias sdo transtornos que produzem dificuldades para iniciar ou manter o
sono, ou sonoléncia excessiva, sendo os transtornos do sono mais importantes
associados com o sono noturno perturbado ou com a vigilia transtornada. E entre as
dissonias, destacam-se a insOnia primadria, apneia e a sindrome das pernas inquietas
(VANABLE et al., 2000).

Parassonias ¢ o nome que se d4 as manifestacdes e comportamentos peculiares
que ocorrem durante o sono e que geralmente nao acarretam distarbios do tipo
sonoléncia diurna ou sono nao reparador. Na grande maioria dos casos, ndo constituem
anormalidade, ndo requerendo tratamento, porém orientacdo ao paciente € aos
familiares, destacando-se entre elas o sonambulismo, o terror noturno, o pesadelos e o

bruxismo (VANABLE et al., 2000).



Dentro das dissonias, encontra-se a insOnia primdria, cujas caracteristicas
fundamentais sdo a dificuldade para iniciar ou manter o sono e a sensacdo de ndo ter
tido um sono reparador, apresentando consequéncias como irritabilidade, fadiga, déficit
de concentragio ¢ de memoéria (MULLER e GUIMARAES, 2007).

Outra dissonia com alto indice de prevaléncia ¢ a apneia, caracterizada por
paradas respiratdrias durante o sono, ronco excessivo e despertares que fragmentam o
sono e causam hipersonoléncia diurna. A apneia pode causar enfermidades
cardiovasculares como hipertensdo arterial, acidente vascular cerebral e hipoxemia
(MULLER e GUIMARAES, 2007).

A Sindrome das Pernas Inquietas ¢ um transtorno do sono que os pacientes
descrevem como uma necessidade de movimentar as pernas ou outras extremidades
durante o repouso. Isto pode ser acompanhado por sensagdes desagradaveis que sao
temporariamente aliviadas por movimentos. A sindrome das pernas inquietas leva a
uma grave dificuldade em iniciar e manter o sono devido ao fato de a atividade motora
realizada por pacientes em busca de alivio prolongar a laténcia do sono e a frequente
movimentagdo dos membros durante o sono provoca despertares. Consequentemente, 0s
pacientes se queixam de sono insuficiente e/ou insatisfatério e de funcionamento
diurno alterado (MERLINO et al., 2007).

Os transtornos do sono estdo associados a diversos problemas de saude.
Sintomas de falta de sono foram significativamente associados ao aumento da
mortalidade. Eletroencefalogramas foram capazes de prever o tempo de sobrevivéncia
em 184 idosos. O tempo de laténcia do sono maior que 30 minutos aumentou o risco
relativo de morte para 2,14 vezes em comparagdao com tempo de laténcia menor que 30
minutos, enquanto o sono fragmentado aumentou o risco relativo de mortalidade para
1,93 (DEW et al., 2003).

As fungdes fisicas e particularmente as quedas sdo uma grande preocupagdo
em populagdes idosas. Dam et al. (2008) demostraram por meio de actigrafia e
polissonografia, em estudo com 2862 idosos, associacdo entre a falta de sono a noite
com menor forca de aderéncia, baixa velocidade nas caminhadas, incapacidade fisicas e
quedas.

A falta de sono também tem sido associada a0 comprometimento cognitivo. Em

estudo realizado por Cricco et al. (2010), foi observado que homens ndo deprimidos



com insdnia cronica apresentaram 49% mais probabilidade de sofrer declinio cognitivo
do que aqueles sem insdnia.

Dificuldades para dormir ainda estdo significativamente associadas a doengas
com problemas psiquiatricos, doengas cardiacas e pulmonares, depressdo, osteoartrose
e acidente vascular cerebral (ANCOLI-ISRAEL, 2009).

A identificacao da populagdo que apresenta disturbios do sono e a caracterizagao
dos problemas sao uteis para melhorar a qualidade de vida da populagao, diminuir a
perda de produtividade e reduzir o nimero de doencgas decorrentes deste mal. Devido a
isto, diversas metodologias sdo usadas para diagnosticar os distirbios do sono, como os
questionarios especificos, dosagem de melatonina, dosagem de sulfatoximelatonina e
registros actigraficos ou polissonograficos.

Diferentes questiondrios podem ser utilizados na rotina clinica para fins
diagnosticos, na monitorizagdo da resposta aos tratamentos instituidos, em estudos
epidemioldgicos e em pesquisa clinica. Alguns deles avaliam o sono em seus aspectos
gerais, dando enfoque ao tempo para seu inicio (laténcia do sono), qualidade, aspectos
comportamentais, presenca de despertares e sonoléncia diurna. Entre esses
questionarios, podemos citar o Sleep Disorders Questionnaire, com questoes de
avaliagdo quantitativa e qualitativa; o Pittsburgh Sleep Quality Index, que se refere a
qualidade do sono no ultimo més, fornecendo um indice de gravidade e natureza do
distarbio; o Mini-sleep Questionnaire (MSQ), que avalia a frequéncia das queixas; o
Basic Nordic Sleep Questionnaire (BNSQ), que analisa as queixas mais comuns em
termos de frequéncia e intensidade nos ultimos trés meses com especificagdo
quantitativa; ¢ o questionario de autoavaliacio do sono, utilizado em pesquisas
psicofarmacolégicas. O outro grupo ¢ o dos questionarios mais direcionados e
especificos para determinadas alteragdes, tendo como mais conhecidos e utilizados a
escala de sonoléncia de Epworth, cuja pontuacao vai de 0 a 24, sendo caracterizada a
sonoléncia excessiva para valores acima de 10; a escala de sonoléncia de Stanford, que
se refere ao estado momentaneo de sonoléncia; e aqueles para avaliagao dos distarbios
respiratorios do sono, como os de Hoffstein, Douglass, Deegan ¢ o do Fletcher e
Luckett (TOGEIRO e SMITH, 2005).

A actigrafia ¢ uma técnica de avaliacdo do ciclo sono-vigilia que permite o
registro da atividade motora através dos movimentos dos membros durante 24 horas.
Trata-se de um dispositivo colocado no punho que faz a deteccdo dos movimentos,
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sendo esta detec¢do digitalizada, podendo ser transferida para um computador. Assim,
podemos obter informag¢des como o tempo total de sono, tempo total acordado, nimero
de despertares e laténcia para o sono (TOGEIRO e SMITH, 2005).

O estudo polissonografico de noite inteira feito em laboratorio ¢ o método mais
eficiente para o diagndstico dos distirbios do sono, com a existéncia de uma
diversidade de sistemas. A montagem polissonografica possibilita o registro em
poligrafo do eletroencefalograma, do eletrooculograma, da eletromiografia da mente e
membros, das medidas do fluxo oronasal, do movimento téraco-abdominal, do
eletrocardiograma e da oximetria de pulso (TOGEIRO e SMITH, 2005).

3- Metabolismo e excrecio de melatonina.
A melatonina ¢ um neuro-horménio produzida pela glandula pineal a partir do

momento em que se fecham os olhos. Na auséncia de luz, ¢ enviada uma mensagem
neuro-endocrina ativando sua formacdo, sendo a secre¢do dessa substdncia quase
exclusivamente determinada por estruturas fotossensiveis, principalmente a noite
(TAMURA et al., 2009).

A maior producdao da melatonina ocorre a noite, entre 2h:00min. ¢ 3h:00min.,
num ritmo de vida normal, e esta produ¢do aumentada produz sono (KENNAWAY et
al., 2002). A Figura 1.2 mostra o aumento da produ¢do de melatonina a noite, ou seja,

no horario de pouca iluminagao.

Fonte: http://archiwum.wiz.pl/1996/96091900.asp

Figura 1.2- Producao de melatonina ao longo do dia.



A melatonina ¢ produzida a partir do aminoécido triptofano, normalmente
ingerido numa alimentacdo equilibrada (TAMURA et al., 2009). O metabolismo de
triptofano em serotonina ocorre dentro dos corpos dos neurdnios serotonérgicos,
envolvendo duas enzimas. A triptofano hidroxilase converte o triptofano em 5-
hidroxitriptofano, que ¢ rapidamente metabolizado, por meio da enzima descaboxilase
de aminodcidos, a serotonina (KAPCZINSKI et al., 1998).

As estruturas fotorreceptivas da retina e da glandula pineal produzem a
melatonina quando detectam auséncia de luz, modificando a via de sintese da
serotonina por meio da enzima serotonina-N-acetiltransferase (SKENE e ARENDT,
2007).

Sua sintese ¢ controlada pelo nucleo supraquiasmatico (NSQ), situado no
hipotalamo, que constitui o reldgio bioldgico mestre no organismo dos mamiferos. As
fibras nervosas da retina captam a luminosidade do ambiente e transmitem essa
informagdo para o NSQ. Durante o dia, a sintese de melatonina esta reduzida, no
entanto, no momento em que escurece, ocorrem a ativagdo e a liberacdo de
noradrenalina (NA), que, através dos receptores B-adrenérgicos nos pinealocitos, ativa a
proteina kinase A, que aumenta a sintese de adenosina monofosfato ciclico (AMPc)
que, por sua vez, ativa a N-acetiltransferase (NAT) que catalisa a sintese da melatonina
(AMANDO e MAZZACORATTI, 2004).

Devido ao carater anfifilico da melatonina, ela pode atravessar facilmente as
membranas celulares por difusdo passiva. Em consequéncia, a melatonina ndo ¢
armazenada no interior do pinealdcito, sendo, assim, imediatamente liberada apds sua
formacdo dentro dos capilares sanguineos que irrigam a glandula pineal (SKENE e
ARENDT, 2007).

A excrecdo da melatonina ocorre na forma de 6-sulfatoximelatonina. Segundo
Alves et al. (1998), apenas 1% da melatonina é excretada na urina em sua forma
primitiva, sendo a maior parte eliminada como 6-sulfatoximelatonina. Assim, os perfis
plasmaticos e urinarios da 6-sulfatoximelatonina acompanham fielmente o perfil da
propria melatonina.

No figado, ocorre a hidroxilacdo da melatonina, formando 6-hidroximelatonina,
seguida de uma conjugacdo com sulfato ou glucoronato, sendo posteriormente excretada
na urina sob a forma de 6-sulfatoximelatonina (forma mais estavel e de facil avaliagao
pela determinagdo urinaria) (MAGANHIN et al.,1992).
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4-Funcoes da Melatonina.

Nas criangas, a glandula pineal ¢ muito pequena e a secre¢do de melatonina nao
esta regularizada. A melhor producdo da melatonina acontece na adolescéncia e no
adulto jovem, comegando a decair apds os trinta ou quarenta anos (Figura 1.3). Na idade
de setenta anos, a secrecdo do hormoénio estd severamente diminuida (DAWSON e
ENCEL, 1993).

A melatonina materna pode ajudar no controle do ciclo do sono do lactente.
Tumura et al. (2009) mostraram que os bebés apresentavam sincronia com a mae,
como a melatonina estd presente no leite materno e sua concentragao ¢ maior a noite, os
bebés dormem mais com o leite oferecido a noite.

As desordens do sono sdo um dos efeitos do decréscimo da melatonina. Com o
envelhecimento, existe uma queda na produc¢dao da melatonina, e isso faz com que

alguns pacientes idosos tenham qualidade do sono pobre ou insonia (SKENE e

ARENDT, 2007).

Fonte: Reiter (1995).

Figura 1.3- Variagao da producdo melatonina em relagdo a idade.

Estudos tém demostrado que a prevaléncia da insdnia ¢ maior em adultos mais
velhos em comparacao com adultos jovens. Alta prevaléncia de insonia foi relatada no
estudo observacional de base comunitaria realizado pelo Instituto Nacional do

Envelhecimento, envolvendo mais de 9.000 pacientes. Queixas de transtornos cronicos

11



do sono foram encontrados em mais de 50% de adultos mais velhos (maiores de 65
anos), particularmente dificuldade em iniciar ou manter o sono (FOLEY et al., 1995).

De acordo com Orwoll (2005), 44% dos homens com idade superior a 64 anos
tém qualidade do sono pobre. Uma pesquisa com 3161 adultos ndo institucionalizados
descobriu que 25% dos adultos mais velhos (65-79 anos), em comparagdo com 16% de
adultos jovens (18 - 64 anos), sofrem de insonia (ANCOLI-ISRAEL, 2009).

Visto isto, a melatonina sintética vem sendo usada em diversas pesquisas com
intuito de melhorar a qualidade do sono da populagao.

O primeiro relato do uso da melatonina em humanos ¢ de Lerner et al. (1960),
que a injetaram (200 mg por via endovenosa) em voluntario, obtendo como efeito uma
leve sedacao. Anton-Tay et al. (1971), citados por Alves et al. (1998), testaram varias
doses (0,5 mg/kg a 1,25 mg/kg por via oral) em voluntarios sadios, epilépticos e
parkinsonianos. O estudo demonstrou a indugdo de sono, que ocorreu cerca de 15 a 20
minutos apos a administracdo de melatonina em individuos normais e epilépticos. Nos
pacientes epilépticos, ocorreu também aumento do limiar convulsivo; ja os pacientes
parkinsonianos apresentaram melhora significativa em vérios testes de desempenho
pela diminui¢ao da rigidez e do tremor ao longo do tratamento.

Segundo Martinez et al. (2008), uma dose de 0,3 a 3 mg de melatonina ao
entardecer contribui para o sono. Skene & Arendt (2007) relataram que a melatonina
administrada ao entardecer, na dose de 0,5 mg, regulariza a fase do sono. Existe
evidéncia de que a melatonina na dose de 2 a 5 mg, ao deitar, seja eficaz na prevengao
ou reducdo do jet lag e deveria ser recomendada para quem atravessa mais de quatro
fusos horarios (SKENE ¢ ARENDT, 2007).

Estudos tém demonstrado outras acdes da melatonina que podem ser de grande
importancia médica como seu potencial antioxidante contra a agdo de radicais livres na
célula (BARLOW-WADEN et al., 1995; HARDELAND e RODRIGUEZ, 1995 ;
REITER, 1995); sua acdo antitumoral interagindo com os microtubulos e inibindo a
mitose em diferentes linhagens de células (FERREIRA et al., 2010; MEDIAVILLA et
al., 2010; CASADO-ZAPICO et al., 2011); e o seu potencial benéfico na osteoporose,
pela capacidade de aumentar a expressdo da sialoproteina 6ssea (IANAS et al., 1991;

PUCClI et al., 2003).
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A melatonina apresenta efeitos benéficos em doengas neurodegenerativas como
a doenca de Parkinson, mal de Alzheimer, epilepsia e envelhecimento (CASTROVIEJO
et al., 2002).

Algumas acdes da melatonina sao mediadas por receptores de membrana e
algumas funcdes se baseiam em sitios nucleares de ligagdo (TUMURA et al., 2009).
Trés subtipos de receptores de melatonina em membranas de mamiferos tém sido
estudados. Dois destes receptores, MT1 e MT2, sdo membros da proteina G acoplados a
7-transmembrana. O terceiro receptor, MT3, ¢ uma enzima identificada como quinona
redutase. Nos seres humanos, foram detectados receptores de melatonina em véarios
orgdos, incluindo o cérebro, a retina, o sistema cardiovascular, o figado, a vesicula
biliar, o intestino, o rim, as cé¢lulas imunes, os adipocitos, células epiteliais da prostata e
da mama, o miométrio e a pele (TUMURA et al., 2009).

Apesar dos beneficios relatados sobre o uso da melatonina como medicamento e
de sua liberagdo para uso publico nos Estados Unidos pela Food and Drug
Administration, ainda faltam informagdes sobre sua toxicologia. No Brasil, a
Agéncia de Vigilancia Sanitaria reconhece a melatonina como um hormoénio, nao
permitindo seu uso. Efeitos adversos como impacto sobre o sistema reprodutor,
pesadelos, hipotensdo, disturbios do sono, dor abdominal etc. té€m sido relatados

(GUARDIOLA-LEMAITREV, 1997).

5 -A melatonina no leite.

A melatonina esta presente naturalmente em alguns alimentos como mostarda,
vinho e camomila. O leite ¢ um dos alimentos que contém naturalmente a melatonina.
Eriksson et al. (1998) demonstraram ser possivel o aumento de melatonina no leite com
ordenhas noturnas, desencadeando uma série de pesquisas com o objetivo de
desenvolver leite com concentragdo aumentada de melatonina.

Arvidsson (2001) desenvolveu equipamento de ordenha de animal para separar o
leite, dependendo do seu teor de melatonina. Um dispositivo de controle ¢ usado para
separar o leite de acordo com a hora de ordenha (dia ou noite). O leite coletado de um
animal ordenhado durante a noite ¢ dirigido para um primeiro recipiente, e o leite de
um animal ordenhado durante o dia ¢ dirigido para um segundo. O dispositivo de

controle compreende um relogio que controla a hora do dia ou da noite.
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Haigh (2003) observou que, em ordenhas realizadas a noite com iluminagao
maxima de 50 lux, obteve-se concentragdo mais elevada de melatonina em relagdo as
ordenhas normais. Na ordenha feita entre 14 e 16 horas, obteve-se concentragcdo de
melatonina de aproximadamente 0 a 20 pg/mL, ja nas ordenhas feitas das 2 as 4 horas
da manha, foram obtidos niveis de melatonina de 10 a 35 pg/mL.

Valtonen et al. (2001) desenvolveram um método para produzir um leite rico em
melatonina estudando o tempo que a vaca era submetida a luz e o tempo em que a vaca
ficava no escuro. No tratamento LD 12:12, em que os animais foram submetidos a 12
horas de claridade ¢ 12 horas de escuriddo, os niveis de melatonina no leite ficaram na
ordem de 8,9 pg/mL; ja no tratamento LD 17:7, em que e as vacas foram submetidas a
17 horas de escuriddao e 7 horas de claridade, a concentracio de melatonina foi
aumentada para 56,4 pg/mL.

Valtonen et al. (2005) estudaram o efeito do leite com alta concentracdo de
melatonina em idosos. Os idosos da institui¢do foram divididos em dois grupos de
pacientes: um grupo de 81 pacientes normais € um grupo de 70 pacientes dementes.
Posteriormente, estes grupos foram divididos em 2 subgrupos: um subgrupo recebeu
leite com alta concentragdo de melatonina (grupo tratamento) e o outro recebeu leite
normal (grupo controle) . Apés 8 semanas de administragdo de 0,5 litros de leite por dia
a estes pacientes, observou-se que a qualidade do sono dos pacientes normais, que
receberam leite com alta concentragao de melatonina, melhorou consideravelmente em
relacdo ao controle, ja nos idosos dementes, o leite com alta concentracdo de melatonina
causou um efeito sazonal da qualidade do sono.

Gnann (2011) estudou a influéncia de criagdo de animais com luz em diversos
comprimentos de onda para verificar em quais condi¢cdes de iluminacdo os animais
produziam maior concentracao de melatonina no leite.

De acordo com Arvidsson (2001), uma vez que a melatonina ocorre
naturalmente no leite, € possivel comercializar produtos lacteos com a vantagem da sua
presenca. Com a constatagdo de que um animal produz leite com um teor mais elevado
de melatonina durante a noite, os produtos lacteos podem, sem aditivo, ter um teor
reforcado de melatonina. Assim, os produtos podem ser comercializados como produtos

naturais que contém uma quantidade aumentada de melatonina.
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6 - Efeito do triptofano na sintese de seratonina.

O triptofano ¢ um aminodcido essencial que necessita ser fornecido pelas
proteinas ingeridas. Entre os aminoacidos que constituem as proteinas, o triptofano ¢
um dos encontrados em menor propor¢ao nos alimentos e no plasma. O valor
relativamente baixo de triptofano no corpo ¢ uma caracteristica singular, pois este
aminodcido ¢ conhecido por estar envolvido em diversas funcdes fisioldgicas. De fato,
além de sua incorporagdo a proteinas do corpo, o triptofano ¢ também o precursor da
serotonina e da sintese de niacina. A diversidade de funcdes fisiologicas bem como o
baixo teor de triptofano no corpo aumentam o risco potencial para a criagdo de
situacdes de desequilibrio da homeostase do triptofano. Consequentemente, o
suprimento exdgeno de triptofano pode ser relevante para superar os efeitos adversos
induzidos pela competicdo metabolica para sua utilizagdo (FLOC’H et al., 2010).

Uma importante fun¢do fisioldogica do triptofano ¢ seu uso na sintese de
proteinas. Uma vez que os mamiferos ndo podem sintetizar este aminoacido, a
propor¢ao em que ¢ metabolizado em serotonina e niacina nao estd disponivel para a
sintese proteica. O teor médio de triptofano no organismo ¢ de 1,2 g/ 100 g de proteina,
muito menor do que de outros aminoacidos essenciais como lisina (7,6 g/ 100 g),
leucina (7,1 g/ 100 g) e treonina (4,0 g/ 100 g). De acordo com Sawadogo et al. (1997),
em pesquisa com jovens suinos em crescimento, 54% de triptofano ingerido foi
incorporado as proteinas corporais quando o triptofano foi fornecido abaixo das
exigéncias (SAWADOGO et al.,1997).

A produgdo de seratonina (5-HT) ¢ dependente da disponibilidade cerebral de
seu precursor, o aminoacido L-triptofano. O aminoacido ¢ convertido a serotonina
através de uma via metabolica rapida que consiste de duas enzimas - triptofano
hidroxilase e descarboxilase de aminoacidos. A taxa de limitacdo da triptofano
hidroxilase, na via de triptofano e 5-HT, ndo ¢ normalmente saturada com triptofano.
Assim, aumentando os niveis de triptofano, pode-se aumentar a sintese de 5-HT,
enquanto diminuir a disponibilidade de triptofano pode causar um consideravel declinio
na sintese de 5-HT (SILBER e SCHMITT, 2010).

O triptofano ¢ transportado através da barreira hemato-encefélica por um sistema
de transporte ativo especifico, que também transporta uma série de outros grandes
aminoacidos neutros com as LNAAs (leucina, isoleucina, tirosina, fenilalanina e valina)
para o cérebro. Como resultado, o triptofano compete com estes outros LNAAs por
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sitios do transporte ativo. Portanto, a absor¢cdo de triptofano ndo depende somente da
sua concentracdo total plasmatica, mas, principalmente, da relagdo plasmatica entre
triptofano e outros LNAAs. Um aumento da taxa plasmatica de triptofano-LNAA pode
resultar em um aumento na absor¢do de triptofano no cérebro. Assim, a quantidade
relativa de LNAAs na dieta tem grande impacto sobre os niveis de triptofano no
cérebro. Uma dieta alta em triptofano, mas com uma grande quantidade de LNAAs, nao
resultard em niveis mais elevados de triptofano no cérebro, podendo até diminuir a
absor¢ao de triptofano. Uma intervencdo alimentar que aumente relagdo
triptofano/LNAAs ¢ necessdria a fim de aumentar a captacdo de triptofano e,
consequentemente, a producao de serotonina no cérebro (SILBER e SCHMITT, 2010).

Umas das formas de aumentar a vantagem do triptofano, na competicdo para a
absor¢do, ¢ a ingestdo do triptofano juntamente com o-lactoalbumina. Esta proteina ¢
tida como transportadora de triptofano. Booij et al. (2006) demonstraram que a ingestao
de o-lactoalbumina aumenta a relagdo triptofano-LNAA em até 130%. Segundo
Haraguchi et al. (2006), o leite ¢ um alimento rico em o-lactoalbumina, representando
15-25% das proteinas do soro.

Tormo et al. (2004) estudaram a administra¢do oral de 125 mg/kg de triptofano
em ratos diabéticos e concluiram que o triptofano ndo modificou os niveis de glicemia
ou insulinemia, mas elevou os niveis de melatonina nos ratos.

Sanches et al. (2008) analisaram os niveis de melatonina ao longo de um
periodo de 24 horas em ratos Wistar apds a administragdo oral de 125 mg/kg de
triptofano. Os niveis de melatonina no plasma e glandula pineal foram medidos por
radioimunoensaio a cada hora durante a noite e a cada 4 horas durante o dia. Os
resultados indicaram que a administragdo de triptofano provocou aumento dos niveis de
melatonina em todas as horas estudadas no plasma e na glandula pineal. Paredes et al.
(2008) mostraram que a ingestdo de triptofano pode aumentar os niveis de melatonina

plasmatica.
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Pesquisa Mercadologica- Qualidade do Sono
da Populacao.

1 4

CAPITULO

1-INTRODUCAO

Os transtornos do sono sdo comuns, e, pelo menos, 30% da populacio sofre de
um distarbio clinicamente significativo e de importancia para a satide publica. A insdnia
¢ o disturbio do sono mais comum, seguido pela apneia e pela sindrome das pernas
inquietas (RAM et al., 2010). Os distarbios do sono estdo associados diretamente a
problemas de satide como hipertensdo, depressdo, doencas cardiovasculares e ainda
reducdo da produtividade no trabalho. De acordo com Kessler et al. (2011), em pesquisa
realizada nos Estados Unidos, a insonia causa perda de produtividade do trabalhador,
representando um prejuizo de 63,2 bilhdes de ddlares por ano ao pais e uma perda de
produtividade de 11,3 dias ao ano por pessoa.

Estudos para desenvolver produtos ou técnicas que melhorem a qualidade do
sono sao extremamente necessarios, uma vez que a insdnia € relatada, por varios
autores, como um grande problema da sociedade em diversas partes do mundo (Ancoli-
Israel e Roth, 1999; Sivertsen et al., 2009; Cho et al.; 2009, Souza e Souza, 2009).

No contexto de desenvolvimento de produtos e inovagdes, a pesquisa
mercadoldgica ¢ umas das ferramentas mais empregadas para a tomada de decisdo. Por
sua capacidade de expressar o comportamento, desejo ou necessidade dos consumidores
e por tornar possivel mensurar a aceitacdo de certo produto, as empresas tém
incorporado e aperfeicoado continuamente técnicas de pesquisa de mercado em suas
praticas mercadoldgicas.

Os questionarios de pesquisa mercadoldgica sao utilizados para compreender as

pessoas ou organizagdes para quais seus produtos se destinam. E neste contexto que a
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pesquisa mercadologica tem papel fundamental, pois garante decisdes e investimentos
baseados em informagdes seguras (SAMARA e BARROS, 2002). Informacgdes sobre as
expectativas e satisfacdo dos clientes em relagdo aos produtos, melhor embalagem,
preco que se dispde a pagar, motivos que o levam a comprar, habitos e atitudes em
relacdo aos produtos (MINIM, 2010).

Com base no exposto acima, aplicou-se a pesquisa mercadoldgica para
identificar o perfil e as caracteristicas de portadores e nao portadores de problemas de
sono, bem como suas motivagdes para o consumo ou ndao consumo de produtos que
melhorem o sono. Objetivou-se estudar estes consumidores por meio dos grupos
formados e identificar possiveis nichos de mercado para o desenvolvimento de um novo

produto que melhore a qualidade do sono.

2-MATERIAIS E METODOS

2.1- Definicao do questionario.

O questionario foi desenvolvido inicialmente pela traducao do Sleep Disorders
Questionnaire, validado para avaliagdo do sono por Sweerey et al. (1998). O Sleep
Disorders Questionnaire foi escolhido entre os questionarios de avaliacdo do sono pelo
seu carater geral e sua forma quantitativa e qualitativa. Este questionario, apds
traduzido, foi transformado em questoes estruturadas
(sempre/eventualmente/raramente/nunca ou sim/nao).

Em seguida, foi adicionada ao questiondrio a escala de Epworth validada para
avaliacdo de sonoléncias na lingua portuguesa por Bertolazi (2009). A escala de
sonoléncia de Epworth foi usada pela existéncia de uma versao validada para a lingua
portuguesa e também por ser o questiondrio de avaliagdo da sonoléncia mais usado em
pesquisas pela sua confiabilidade e boa relagdo com polissonografias (BERTOLAZI,
2009).

Ao questionario desenvolvido também foram acrescentadas questdes para definir
o perfil socioeconomico da populacao - sexo, estado civil, grau de instrucao atividade
profissional e renda familiar mensal - baseado em Minim (2010).

Antes da aplicagdo do questiondrio, foi feito um pré-teste com 50 pessoas. As
questdes de dificil entendimento, contraditérias, confusas, mal formuladas, foram

reformuladas ou adaptadas, questdes sugeridas pelos entrevistados foram adicionadas e
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questdes desnecessarias foram retiradas. A Tabela 2.1 mostra o resumo do questionério

desenvolvido.

Tabela 2.1 - Resumo das questdes apresentadas aos consumidores.

Conteudo das questdes™

Sexo, idade, estado civil, grau de instru¢do, renda familiar, atividade profissional.
Apresenta dificuldades para dormir.

Demora a pegar no sono.

Mexe muito na cama durante o sono.

Acorda no meio da noite.

Dorme durante a tarde.

Tem parada respiratdria durante o sono.

Utiliza medicamento de uso continuo.

Utiliza cha ou fitoterapico com objetivo de melhorar o sono.

Acorda ofegante ou sem ar durante a noite.

Sente dorméncia nas pernas, arrepios, cdiimbras enquanto dorme.
Questoes sobre frequéncia de sonambulismo, sonhos, pesadelos, roncos.
Escala de sonoléncia diurna.

Se apresenta problemas relacionados ao estresse.

*Questoes fechadas com respostas de acordo com cada pergunta.

A fim de evitar viés e tendenciosidade nas escolhas, optou-se por utilizar cartdes
circulares nao hierarquizados ¢ de dimensdes simétricas para que os entrevistados
apontassem suas escolhas (Figura 2.1). Houve o cuidado de variar a posi¢do do cartdo

ao apresenta-lo.
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Figura 2.1- Exemplo de cartdo utilizado para a pergunta “Em média, em qual categoria

de renda familiar mensal vocé se enquadra?

2.2- Amostragem.
Para definicdo do tamanho da amostra, utilizou-se a férmula para amostras de
populagdes infinitas (populagdo estudada excede a 10.000) (TRIOLA, 2005):
Z>.p.q
EZ

n:

Em que:

E= erro amostral;
B = proporgao de favoraveis ao atributo pesquisado;

§—= propor¢do de desfavordveis ao atributo pesquisado;
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Z=numeros de desvios padrio; e
n=tamanho da amostra.

Foram utilizados um nivel de confianca de 95% da populacdo e uma margem de
erro E=0,05. Uma vez que as propor¢des de ocorréncia da varidvel estudada na
populacdo ndo eram conhecidas, adotou-se p=q=0,50. Assim, foi constituida uma
amostra estatisticamente significativa composta de no minimo 385 consumidores
residentes em Vicosa/MG.

Foram entdo aplicados 430 questionarios aos entrevistados abordados
aleatoriamente nos supermercados Amantino, Bahamas e Escola, no periodo de 4 a 15
de fevereiro de 2011. Porém, por erros de aplicagdo, foram considerados validos 400

questionarios.

2.3- Analise dos resultados.

Os entrevistados foram separados em 2 grupos: o primeiro grupo composto por
portadores de insOnia - entrevistados que relataram ter dificuldade para dormir
sempre/eventualmente - e o segundo grupo formado por nao portadores de insonia -
entrevistados que relataram nunca/raramente ter dificuldades para dormir.

Para anélise dos resultados da Escala de Epworth, foi somada as notas de 0
(nunca cochilar) a 3 (alta chance de cochilar) atribuidas pelos entrevistados nas agdes
relacionadas (sentado e lendo, assistindo a T.V, sentado inativo em uma reuniao
publica, como passageiro em um carro por uma hora sem, deitado a tarde em um
momento de folga, sentado e conversando com alguém, sentado calmamente apds o
almoco, dirigir um carro que parou brevemente em uma sinal vermelho). Somas de
notas que totalizaram de 0 a 9 foram classificadas como sonoléncia diurna normal,
somas de 10 a 13 foram relatadas como sonoléncia diurna média, de 14 a 19, sonoléncia
diurna moderada e de 20 a 23, sonoléncia diurna severa.

Para tabulacdo e analise dos dados referentes aos questiondrios aplicados,
utilizou-se o programa SPSS (Statistical Package for the Social Sciences), versao 15.0
licenciada. A estatistica descritiva dos dados foi utilizada para interpretar as respostas
dos questiondrios, e a tabulagdo cruzada e a correlagdo de Pearson, para relacionar as

variaveis.
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3-RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados revelam que problemas de sono atingem grande parte da
populacdo, uma vez que 20,3% dos entrevistados disseram apresentar dificuldades para
dormir sempre, 18,3% relataram ter esta dificuldade eventualmente e apenas 36,8%

dos entrevistados relataram nunca ter dificuldades de dormir (Figura 2.2).

Figura 2.2-Percentual de pessoas com problemas de sono (m apresentam problemas de
sono sempre, m eventualmente apresentam problemas de sono, raramente tém

problemas de sono, m nunca apresentam problemas de sono).

Resultados semelhantes foram encontrados em outras localidades do mundo: os
Estados Unidos, com 30,0% da populacdo com insdénia (ANCOLI-ISRAEL ¢ ROTH,
1999); a Noruega, com 13,5% (SIVERTSEN et al., 2009); e a Coreia, com 22,8%
(CHO et al., 2009).

Constatou-se que, além da alta incidéncia de problemas para dormir relatados
como sintomologia dos proprios entrevistados, existe ainda alto indice de insonia nas
familias. Quando os entrevistados foram questionados sobre a existéncia de pessoas que
apresentavam problemas de sono em suas residéncias, 58,0% dos entrevistados

responderam conviver como pessoas com problemas de sono em suas casas.
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A alta incidéncia de insonia mostra que existe um grande mercado para produtos
que melhorem o sono, e a identificagdo das caracteristicas deste mercado pode ser
essencial para o desenvolvimento de um produto que atenda as necessidades dos
consumidores.

O estresse também foi avaliado no questiondrio, e constatou-se que 72,3% da
populacdo afirma ter algum problema relacionado ao estresse. Entre os sintomas de
estresse citados pelos entrevistados, destacam-se a ansiedade (68,0%), a irritabilidade
(43,0%), a emocionalidade acentuada (23,2%), a hipertensdao (18,3%) e as gastrites
(16,5%). Apesar de os problemas de estresse ndo serem considerados distirbios do
sono, eles estdo relacionados diretamente com o sistema circadiano, podendo este grupo

de entrevistados ser incluido no mercado de produtos que melhorem o sono.

3.1- Grupo de portadores de insonia.

Do total de entrevistados, 38,6% relataram ter insdnia sempre ou
eventualmente. A Figura 2.3 mostra as caracteristicas deste grupo.

Foi observado que este grupo € representando por um alto percentual (44%) de
pessoas com idade superior a 64 anos. Foi constatada, também, correlacdo positiva ao
nivel de 5% de probabilidade (r=0,63) entre idade e frequéncia de insdnia, refor¢ando a
prevaléncia da insonia em pessoas com idade mais avancada.

Outros autores também encontraram resultados semelhantes. Orwoll et al.
(2005) relataram que 48,0% de homens com idade superior a 64 anos apresentavam
problemas de sono; os resultados de Foley et al. (1995) foram ainda superiores, 50,0%
dos voluntarios maiores de 64 anos apresentavam um sono pobre. Uma possivel
explicacdo para este resultado ¢ a diminuicdo da producdo de melatonina em pessoas
mais velhas, pois, segundo Kennaway et al. (2008), a partir dos 40 anos de idade,
inicia-se o declinio da sintese deste hormonio pelo organismo, o que pode prejudicar
substancialmente a qualidade do sono. Este resultado caracteriza o mercado para
produtos que melhorem o sono, voltado para pessoas mais velhas, que, por disfungdes
do organismo, tém sua qualidade do sono prejudicada e precisam utilizar alternativas

saudaveis para conseguir dormir melhor.
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14-34 ancs
35-55ancs
56-64 ancs 34.0%

44.0%

Masculino z 24.7%
Feminino 75.3%

Mais de 64 anos

Divorciado 9.3%
Viuvo 9,8%
Unido estavel 12.8%
Casado H 32.2%
Solterro em——— 35.5%
Mais que 15 salarios minimos ..l 7.9%
11 a 15 salarios minimos |1 10,2%
4 a 10 salarios minimos 1 49.6%
1 a 2 salarios miimos 1 32.3%
Empresario

Dona de casa

Autébnomos

Funcionario de empresa privada
Funcionario de empresa publica
Estudante

Figura 2.3- Perfil dos portadores de insonia.

Notou-se também que as mulheres sofrem mais com insénias que os homens, e
entre os entrevistados deste grupo, 75,3% eram mulheres. Este resultado condiz com o
encontrado por Chevalier et al. (1999) em pesquisa realizada no norte europeu, por
Pallesen et al. (2001) em levantamento na Noruega e por Marchi et al. (2004) em estudo
realizado em S3o José do Rio Preto, Brasil. Uma explicagdo para estes resultados pode

ser os disturbios hormonais femininos, pois, de acordo com Moline et al. (2002), o sono
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das mulheres pode ser significativamente afetado por eventos como gravidez, periodo
pos-parto, ciclo menstrual e menopausa. Com isto, o mercado feminino deve ser mais
bem estudado e caracterizado para que possa ser desenvolvido um produto que atenda
a este publico.

Nao foi observada relacdo entre os fatores atividade profissional, salario, grau
de instrug¢do e dificuldade para dormir, mostrando que os problemas de sono podem
surgir em qualquer classe social ou em qualquer atividade profissional.

Os principais problemas relatados foram longo tempo de laténcia do sono, mexer

muito na cama e acordar no meio da noite (Figura 2.4).

83%

Figura 2.4- Principais problemas de sono relatado pelos portadores de insonia: m longo

tempo de laténcia do sono, m mexer muito na cama, m acordar no meio da noite.

Estes resultados sdo similares aos de autores como Ohayon et al. (1997), que
relataram que os principais sintomas da insonia sdo dificuldades para comegar a dormir,
despertar precoce e mexer muito na cama. De acordo com Ancoli-Israel e Roth
(1999), os problema mais frequentemente relatados pelos portadores de insénia eram
acordar no meio da noite e dificuldade iniciar o sono. Robert et al. (2002), em estudos
com voluntarios de 11-17 anos, observaram que a dificuldade para iniciar o sono e
mexer muito na cama eram os sintomas de insonia que mais atingiam os adolescentes
nos Estados Unidos.

Foram constatados baixos indices de disturbios como apneia, roncos, sindrome

das pernas inquietas e pesadelos (Figura 2.5).
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Figura 2.5- Distirbios do sono relatados pelos portadores de insonia: m apneias, m

roncos, m sindrome das pernas inquietas, ~sonhos, m pesadelos.

Outros autores encontraram prevaléncia da sindrome da perna inquieta
semelhante a obtida neste trabalho. Allen e Earley (2000) relataram frequéncia da
sindrome em 7,0% da populacdo entrevistada nos Estados Unidos e Europa. Tison et al.
(2005) estimaram que 8,5% da populacdo francesa apresenta este distirbio. Phillips et
al. (2006) apresentaram prevaléncia de 9,7% na populacdo americana.

Foi observado, usando a Escala de Sonoléncia de Epworth no questionario, que
ha alta incidéncia de sonoléncias diurnas (Figura 2.6).

A alta incidéncia de sonoléncia diurna pode ser explicada pelas noites mal
dormidas causadas pela insonia. A sonoléncia diurna tem consequéncias importantes
para o individuo, como prejuizo no desempenho das suas atividades profissionais, nas
relacdes familiares e sociais, além de alteracdo no seu desempenho cognitivo, que
constitui um risco aumentado para acidentes, tanto de trabalho quanto de transito

(BERTOLAZI et al., 2008).
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severa
19%

Figura 2.6- Sonoléncia diurna apresentada pelos entrevistados na escala de Sonoléncia

de Epworth.

Existem evidéncias que relacionam diretamente a sonoléncia diurna com
acidentes automobilisticos. Mello et al. (2000) realizaram um levantamento
epidemioldgico com 400 motoristas profissionais de mais de 20 empresas comerciais
que operam em varios estados brasileiros. Neste estudo, 16% dos motoristas

entrevistados relataram que ja haviam cochilado enquanto dirigiam.

3.2- Grupo dos nio portadores de insénia.

As caracteristicas dos portadores de insonia sdo pessoas com idade média de 36
anos (faixa 14 a 64 anos), composto por 55,3% de homens e 44,7% de mulheres. Em
relacdo ao estado civil, 32,5% declararam ser solteiros e 34,3%, ser casados. Quanto a
renda familiar mensal, a maioria dos entrevistados (83,9%) afirmou ter renda mensal
inferior a 10 salarios minimos, dos quais 52,3% afirmaram receber de 3 a 10 salarios
minimos.

A amostra ¢ caracterizada por pessoas com atividades profissionais variadas:
28,3% dos entrevistados sdo estudantes, 18,2% s3o funcionarios publicos (federal,
estadual ou municipal), 16,4% sdo auténomos, 10,1% sdo donas de casa, 17,4% dos
entrevistados sdo empresarios e 9,6% sdo funciondrios de empresas privadas (Figura

2.7).
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14-34 anos
35-

56-64 anos
Mais de 64 anos

55 anos

Masculino

Feminino
Divorciado 8.2%
Viavo 11,7%
Unido estavel 13.2%
Casado _ 34 3%
Solteiro I——— 32 5%
Mais que 15 salarios minimos .. 6,8%
11 a 15 salarios minimos 1 9,39
4 a 10 salarios minimos | 49 6%
l a 3 salarios minimos 1 32.3%
Empresario

Dona de casa

Auténomos

Funcicnario de empresa privada
Funcionario de empresa publica
Estudante

Figura 2.7- Perfil dos ndo portadores de insonia.

Dos entrevistados, 61,4% disseram ndo apresentar dificuldades para dormir ou
apresentar raramente, porém foram relatadas durante o questionario alta frequéncia de

problemas como ronco, apneia, sindrome da perna inquieta, sonoléncia diurna (Figura

2.8).
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Figura 2.8- Distarbios do sono relatados pelos ndo portadores de insdnia: m paradas

respiratdrias, m roncos, m dorméncia/ cdimbras nas pernas, sonhos, m pesadelos.

Entrevistados que relataram nao apresentar insonia disseram roncar, apresentar
dificuldades respiratorias, ter dorméncia ou caimbras nas pernas, porém estes
entrevistados ndo consideram estes problemas como insonias. Entretanto, de acordo
com o Diagnostic and statistical manual of mental disorders (DSM 1V), a insonia ¢
definida como um distirbio que se caracteriza pela dificuldade em adormecer ou manter
o sono, além disso, a insdnia também esta relacionada a insatisfagdo com a qualidade do
sono, resultando assim em um dia a dia com sintomas fisicos e emocionais que tém um
impacto sobre o desempenho social e cognitivo. Isto mostra que o numero de casos de
distarbios do sono pode ser maior do que o diagnosticado.

Foi observado, usando a Escala de Sonoléncia de Epworth quando aplicado o
questionario, que ha alta incidéncia de sonoléncias diurnas (Figura 2.9). Somente 10,0%
dos entrevistados apresentaram sonoléncia normal como resultado do teste, € a maioria

(40,0%) apresentou sonoléncia moderada.
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Figura 2.9- Sonoléncia diurna apresentada pelos entrevistados na escala de Sonoléncia

de Epworth, severa, m media , m moderada, m normal.

Quando os entrevistados foram questionados sobre dormir a tarde, 52,0% deles
disseram dormir a tarde pelo menos 1 vez na semana, o que confirma a sonoléncia
diurna diagnosticada na Escala de Sonoléncia de Epworth.

Foi observado alta sonoléncia diurna neste grupo de entrevistados. Este fato
pode ser explicado pela insatisfacdo da noite de sono, ou seja, as pessoas acreditam que
tiveram boa noite de sono, porém disturbios como ronco, apneia, cdiimbras e dorméncias

nas pernas podem ter piorado a qualidade do sono, provocando um sono nao reparador.

4-CONCLUSAO

O questionario desenvolvido para este trabalho ¢ uma ferramenta 1util no
levantamento de distarbios do sono e na caracterizagdo dos pacientes, podendo ser
usado no estudo de mercado para produtos desenvolvidos para melhorar o sono.

Pelos resultados obtidos com o uso do questiondrio, foi possivel concluir que
problemas de sono atingem grande parte da populacdo e se manifestam sob formas
distintas como dificuldades em pegar no sono, mexer muito na cama, problemas
respiratorios, roncos, pesadelos, podendo causar diversos problemas de satude e estar

relacionados com a presenca de vérias doengas.
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Conclui-se pela existéncia de um nicho de mercado para produtos que melhorem
a qualidade do sono, sendo necessario explora-lo em seus varios segmentos. Produtos
que melhorem o sono podem ser usados por portadores de insonia e também por
pessoas que ndo declaram ter problemas de sono, mas que apresentam sintomas como
apneia, ronco e sonoléncia diurna devida a noites de sono ndo reparadoras.

Constatou-se que o mercado para produtos que melhorem a qualidade do sono ¢é
caracterizado por mulheres e pessoas com idade superior a 50 anos, sendo esta

informacao util para o desenvolvimento de estratégias de marketing para o produto.
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1 4

CAPITULO

Influéncia do horario de ordenha na concentracao de

melatonina no leite de vaca.

1-INTRODUCAO

A melatonina ¢ responsavel pela regulagao circadiana e pelo controle do sono,
sendo encontrada em maior concentracdo no organismo durante a noite (TAMURA et
al., 2009). Com o envelhecimento, ocorre uma reducdo substancial na produgdo de
melatonina, podendo prejudicar a qualidade do sono de idosos (KENNAWAY et al.,
2008).

A melatonina estd presente naturalmente em varios alimentos, como, por
exemplo, cereja, banana, horteld, vinho tinto e no leite (DAWSON e ENCEL, 1993). A
melatonina nao ¢ considerada aditivo alimentar pela Lista Geral Harmonizada de
Aditivos Alimentares e suas Classes Funcionais do Mercosul (MERCOSUL/GMC/RES
N° 11/2006), ndo sendo permitida sua adigdo aos alimentos.

O leite de vaca contém em torno de 5 pg/mL de melatonina, e estudos tém sido
desenvolvidos com o objetivo de aumentar naturalmente a concentragdo do composto
por técnicas de ordenha. Valtonen et al. (2001) mostraram ser possivel aumentar a
concentragdo de melatonina para 56,4 pg/mL com mudangas nos fotoperiodos das
vacas, aumentando o periodo dos animais no escuro para 17 horas. Enquanto Haigh
(2003) aumentou a concentragao de melatonina no leite em até 35 pg/mL, com ordenhas
noturnas com iluminagdo maxima de 50 lux, Gnann (2009) desenvolveu um método
para aumentar naturalmente a melatonina no leite, baseado na exposi¢ao do animal a luz
em diferentes comprimentos de onda, durante o dia e a noite e posteriores ordenhas

noturnas.
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O triptofano ¢ um aminodacido essencial, precursor da sintese de melatonina pela
glandula pineal, atuando na melhoria do sono, além da reducdo do estresse e efeitos
antioxidantes. Tormo et al. (2004) e Sanches et al. (2008) demonstraram ser possivel o
aumento da concentragdo de melatonina plasmatica por meio da administracdo de
triptofano.

Até o momento, ndo existem informagdes relacionadas a adi¢do de triptofano ao
leite e também nao se conhece a concentracdo de melatonina no leite produzido por
vacas no Brasil. Sabe-se que a concentracdo de melatonina do leite pode variar com a
raca, alimentagdo, nivel de estresse do animal e temperatura do ambiente
(HARAGUCHI et al., 2006). Diante deste contexto, o presente trabalho objetivou a
obtencdo e avaliacdo bioldgica do leite coletado da ordenha noturna e acrescido de

triptofano.

2-MATERIAIS E METODOS

2.1- Ordenha dos animais.

Para a ordenha, foram selecionados 10 vacas com idade entre 3 a 7 anos, raca
holandesa, com peso médio de 580 kg, producdo média de 25 L/dia, e periodo de
lactagdo de 100 a 150 dias pds-parto, do estabulo leiteiro da Universidade Federal de
Vigosa. O experimento foi conduzido em Blocos Inteiramente Casualizados e cada vaca
representou um bloco.

Nao houve intervengdo nas dietas dos animais, sendo alimentados de acordo
com rotina do estabulo leiteiro, de forma ad libitum, com silagem de milho e ragdo,
conforme Tabela 3.1.

Tabela 3.1- Composi¢ao das dietas das vacas.

Composicao g/100g
Silagem de milho 71,42

Fubé de Milho 13,00

Farelo de Soja 13,69
Mistura mineral e vitaminica 1,87

A ordenha ocorreu em dois horarios, as 02h0OOmin. ¢ as 15h00Omin., durante 15

dias, no periodo de 2 a 16 de junho de 2011, sendo fixada a estacdo do outono.
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Os animais foram submetidos a um periodo de 5 dias de adaptagdo ao novo
horario de ordenha, antes do inicio do experimento, para que o estresse do animal ndo
prejudicasse a producdo de melatonina. Neste periodo, os animais foram ordenhados
nos horarios de 02h0Omin. e 15h0O0min., porém o leite obtido ndo constituiu amostra
experimental.

Ap6s o periodo de adaptagdo dos animais, seguiu-se o periodo experimental de
coleta de amostra. As 10 vacas foram ordenhadas primeiramente as 02hOOmin. e depois
as 15h00min..

Apos as ordenhas, as amostras (leite de cada vaca e de cada horario) coletadas
foram imediatamente congeladas a -16 °C e, posteriormente, analisadas quanto a

concentracao de melatonina.

2.2- Determinacio da concentra¢iao de melatonina nos leites.

A determinagdo de melatonina no leite foi feita de acordo metodologia de
Kollmann et al. (2008). Inicialmente procede-se a extracao de gordura das amostras de
leite de cada vaca e de cada ordenha, cujo processo de extracdo consistiu em
centrifugacdo a uma rotacdo de 3300 g por 15 minutos a 4 °C. Em seguida, a fase
desengordurada do leite que se formou depois da centrifugagdo foi diluida 1:10 com
Padrao A, contido no kit analitico referenciado como 0 pg/mL, procedendo-se ao
ensaio imunoenzimatico para determinagdo direta e quantitativa de melatonina (IBL-

international, RE54041).

2.3- Desenvolvimento das formulacoes e andlise fisico-quimica e
microbioldgicas.

Para a producao das formulagdes L;s, € Loy, 0 leite coletado nas ordenhas das
15h00min. e das 2h0Omin. respectivamente, foram desnatado até 0,3% de gordura e
tratado termicamente a 75 °C por 5 segundos. Em seguida, procedeu-se a liofiliza¢ao
das formulagdes. As amostras de leite desnatadas e pasteurizadas foram pesadas,
colocadas em bandejas de ago inoxidavel e submetidas a temperatura de - 35°C por trés
dias, para garantir o congelamento total. Posteriormente, foram transferidas para o
liofilizador semi-industrial, marca Terroni, modelo LH 0500, cuja temperatura do

condensador variou entre — 50 °C e — 55 °C, por um periodo de 24 horas.
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Para a produ¢do da formulagdo LT, o leite coletado por meio de ordenhas as
2h00min. foi desnatado até 0,3% de gordura. Em seguida, o leite foi aquecido a 40°C e
adicionado de 2,5 g/L de triptofano, sendo posteriormente realizado o tratamento
térmico de 75 °C por 5 segundos. A formulagao L,,T foi entdo liofilizada, com a mesma
metodologia descrita para as formulagdes L;sy e Lo,

A quantidade de triptofano usada na formulagdo L,,T foi baseada no trabalho de
Sanches et al. (2008), que mostraram ser possivel o aumento da concentracdo de
melatonina plasmatica de ratos wistar com a administragdo 125 mg/dia de triptofano.

O desnate dos leites de todas as formulagdes foi necessario para ndo superar o
teor de gordura da dieta experimental dos ratos wistar, estabelecido pela AIN-93M
(REEVES et al., 1993). Em seguida, o leite foi tratado termicamente a 75 °C por 5
segundos.

As formulagdes foram submetidas as andlises fisico-quimicas e microbiologicas,
com o objetivo de definir a composi¢do centesimal e verificar a seguranga alimentar.

Foram determinados teor de gordura (método butirométro- Instituto Adolfo
Lutz, 1985), acidez titulavel (APHA, 2001), densidade (Instituto Adolfo Lutz, 1985),
proteina (método Kjeldahl- Instituto Adolfo Lutz, 1985), crioscopia (APHA, 2001),
contagem padrdo em placas (APHA, 2001), contagem de coliforme a 35 °C NMP/mL
(APHA, 2001) e contagem de coliforme a 45 °C NMP/mL (APHA, 2001).

2.4- Ensaio bioldgico.

O experimento foi realizado apds a aprovacio do Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Minas Gerais (CETEA-UFMG), de
acordo com protocolo 026/2010.

O ensaio biologico foi realizado com ratos machos (Rattus norvegicus,
variedade albinus, classe Rodentia), linhagem Wistar, com 65 dias de vida, peso
variando de 300 a 350 g, fornecidos pelo Biotério Central do Centro de Ciéncias
Bioldgicas e da Satide da Universidade Federal de Vigosa, MG.

Foram utilizados 4 grupos experimentais (n=8): um grupo controle com dieta
padrdo de caseina e trés grupos teste, com dietas contendo leite ordenhado as 15h00min.
(Lisn), leite com concentracdo aumentada de melatonina obtido de ordenhas as
2h00min. (Lyy) e leite com concentracdo aumentada de melatonina obtido de ordenhas
as 2h00min. adicionado de triptofano (L,,T). Os animais foram distribuidos em gaiolas
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individuais, submetidos as condi¢des de temperatura e luminosidade controlada a
25 + 2 °C e fotoperiodo de 12 horas, tendo recebido agua e dieta ad libitum, durante 30
dias.

A composi¢ao das dietas foi baseada na AIN-93M (REEVES et al., 1993)
(Tabela 3.2), porém, 50% da necessidade proteica dos animais foi substituida, nas dietas

testes, pelas proteinas das formulagdes liofilizadas.

Tabela 3.2- Composi¢ao da dieta dos ratos em g/100g.

Composicao AIN-93M Controle Lisn Lon LT
Caseina (85%) 14,00 7,00 7,00 7,00
Leite em pd 0,00 27,45 27,45 27,45
Amido dextrinizado (90- 94% 15,50 15,50 15,50 15,50
tetrassacarideos)
Sacarose 10,00 10,00 10,00 10,00
Oleo de soja 4,00 3,00 3,00 3,00
Fibra (celulose) 5,00 5,00 5,00 5,00
Mistura salinica 3,50 3,50 3,50 3,50
Mistura vitaminica 1,00 1,00 1,00 1,00
L-Cistina 0,18 0,18 0,18 0,18
Bitartarato de colina 0,25 0,25 0,25 0,25
Amido g.s.p. 46,57 27,12 27,12 27,12

Lisn- Leite coletado de ordenhas realizadas as 15h:00min.; L,,- Leite coletado de
ordenhas realizadas as 2h:00min.; L,,T- Leite coletado de ordenhas realizadas as

2h:00min., adicionado de triptofano.

Aos 28 dias de experimentagdo, os animais foram transferidos para gaiolas
metabolicas individuais de aco inoxidavel, com o intuito de se coletar a urina de 48
horas de cada animal para andlise de 6-sulfatoximelatonina. A analise de 6-
sulfatoximelatonina foi realizada por meio de ensaio imunoenzimatico (IBL-
international, RE54031).

Ao final do experimento, os animais foram eutanasiados sob atmosfera de

didéxido de carbono, segundo Resolu¢do 714 do Conselho Federal de Medicina
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Veterinaria, procedendo-se a incisdo das cavidades abdominal e toracica para coleta de
sangue por punc¢ao cardiaca.

A analise de melatonina foi realizada no sangue de todos os animais dos quatro
grupos - dieta L;sy, dieta Lpp, dieta LT, controle CAS - utilizando ensaio
imunoenzimatico para a determinacdo quantitativa, em diagnostico in vitro, de
melatonina em soro e plasma humano (IBL-international, RE54021).

Os tratamentos experimentais foram dispostos em um delineamento inteiramente
casualizado com 8 repeti¢des. Os resultados da concentragdo de melatonina e de
sulfatoximelatonia foram avaliados pelo teste t para amostras pareadas. Também foram
comparados os pesos iniciais e finais dos animais, ganho de peso e consumo de dieta,
leite € melatonina por analise de variancia, seguida de teste de Tukey. Todas as analises
estatisticas foram realizadas utilizando o programa Statistical Analysis Systems (SAS),

versao 9.1, licenciado para a Universidade Federal de Vigosa.

3-RESULTADOS E DISCUSSAO
A Tabela 3.3 apresenta o resumo da analise de varidncia da concentragao de

melatonina no leite.
Observa-se que as interagcdes entre vacaxdia e vacaxhora ndo foram

significativas (p>0,05). Também ndo foi observada diferenca significativa na
concentragdo de melatonina no leite quando os fatores de variag¢do avaliados foram vaca
e dia. Entretanto, foi observada diferenca significativa (p<0,05) entre os horarios de
ordenha.

Apesar de a produgdo de melatonina ser influenciada por fatores como genética
e estado psicolégico, os animais apresentaram produ¢do de melatonina em
concentragdes similares.

Houve diferenca significativa (p<0,05) entre os horarios de ordenha, sendo que o
leite das 2h00min. apresentou maior teor de melatonina (39,43 pg/mL) que o leite das
15h00min. (4,03 pg/mL). Estes resultados estdo coerentes com aqueles encontrados
por Eriksson et al. (1998), que observaram aumento da concentragdo de melatonina em

leites de vacas ordenhadas a noite.
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Tabela 3.3- Analise de variancia do experimento de ordenha dos animais

(Delineamento em Blocos Casualizados).

FV GL QM Pr>F
Vaca 9 10,7146 0,5617
Dia 9 17,7306 0,1885
Hora 1 64029,0269 <0,0001
Vaca*Dia 81 15,9031 0,1270
Vaca*Hora 9 8,9629 0,6882

A técnica desenvolvida ¢ uma metodologia que permite aumento significativo da
concentracdo de melatonina no leite, sem grandes investimentos financeiros, mudando
somente o hordrio de ordenha, diferentemente das metodologias de Valtonen et al.
(2001), Haigh (2003) e Gnann (2009), que envolvem o uso de iluminagdo artificial e a
criagdo de gado em confinamento. Como a grande parte da produgdo de leite no Brasil
ocorre em condi¢des de manejo semiextensivo, a metodologia de produgado de leite com
alta concentracdo de melatonina proposta por Valtonen et al. (2001), Haigh (2003) e
Gnann (2009) torna-se invidvel para o produtor rural brasileiro, sendo necessarios
grandes investimentos para utiliza¢do da metodologia. Sendo assim, o uso da técnica de
ordenha noturna pode ser uma alternativa para o produtor de leite brasileiro aumentar a
concentracdo de melatonina no leite de forma viavel com as condigdes econdmicas €

produtivas deste setor no Brasil.

3.1 -Ensaio Biologico
A composic¢do fisico-quimica dos leites usados no experimento encontra-se na
Tabela 3.4, estando de acordo com o Regulamento Técnico de Produc¢do, Identidade e

Qualidade do Leite do Ministério da Agricultura (Instrugao Normativa n°® 62/2011).
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Tabela 3.4- Composi¢ao fisico-quimica das amostras.

Componentes L15h* LZh* LZhT*
Gordura (g/100g) 0,30 0,32 0,32
Densidade relativa 15 °C (g/mL) 1,03 1,03 1,03
Acidez titulavel (g/100g) 0,16 0,15 0,15
Proteina (g/100g) 3,10 3,20 3,20
Melatonina (pg/mL) 4,20 36,72 36,23

Lisy,- Leite coletado de ordenhas realizadas as 15h00Omin.; L,,- Leite coletado de
ordenhas realizadas as 2h00min.; L,,T- Leite coletado de ordenhas realizadas as

2h00min., adicionado de triptofano.

A caracterizacdo microbioldgica das amostras também estd de acordo com a

referida Instrucdo Normativa (Tabela 3.5)

Tabela 3.5- Caracterizacdo microbiologica dos leites.

Componentes Lisn Lsn Ly, T
Contagem Padrao em Placa (UFC/mL) 4 7X103 20x10 ’ 8 7x103
Contagem de coliforme a 35 °C NMP/mL <0,3 <0,3 <0,3
Contagem de coliforme a 45 °C NMP/mL <0,3 <0,3 <0,3

L,sp- Leite coletado de ordenhas realizadas as 15h0O0Omin.; L,,- Leite coletado de
ordenhas realizadas as 2h00min.; L,,T- Leite coletado de ordenhas realizadas as

2h00min., adicionado de triptofano.

Os dados relacionados ao ganho de peso e consumo alimentar dos ratos estao
apresentados na Tabela 3.6.

Os animais do grupo controle, que receberam dieta de caseina, apresentaram
maior peso corpdreo final que os animais dos grupos teste (p<<0,05), apesar de ndo ter
sido verificado diferenca significativa entre o consumo alimentar. A capacidade de a
melatonina reduzir o ganho de peso corpéreo também foi verificada por Rasmussen et

al. (1999) em experimento com ratos de meia-idade.
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Tabela 3.6- Peso inicial e final dos animais, ganho de peso e consumo de dieta, leite e

melatonina dos animais.

PESO CONSUMO
Inicial
(g)* Final (g)* Ganho (g)* | Dieta (g)* Leite (g)* Melatonina (ng)*
Caseina  330,14°  421,43° 91,29 947,48° 260,08° <0,50°
Lish 337,66° 397,76 60,10 932,27 255,91° 6,82°
Lon 332,16  404,32° 72,16° 903,89° 248,12° 58,73¢
LT 33928  406,83" 67,55° 915,95° 251,43° 56,93¢

Resultados expressos apds 30 dias de experimentacdo com ratos adutos alimentados
com dietas contendo Lis,- Leite coletado de ordenhas realizadas as 15h0Omin.; Ly,-
Leite coletado de ordenhas realizadas as 2h0Omin.; L,,T- Leite coletado de ordenhas
realizadas as 2h0Omin., adicionado de triptofano. *Letras diferentes na mesma coluna

indicam valores estatisticamente diferentes (p < 0,05) pelo teste de Tukey.

O grupo controle nao diferiu (p>0,05) do L;s, em relacio aos teores de
melatonina sanguinea e de sulfatoximelatonina urindria, indicando que o leite
ordenhado as 15h00min. ndo tem capacidade de aumentar a melatonina sanguinea
(Tabela 3.7). Segundo Wulff et al. (2006), a coleta de urina para analise de 6-
sulfatoximelatonina ¢ uma alternativa ao uso da actigrafia para o controle do ciclo
circardiano. J4 de acordo com Benloucif et al. (2005), a determina¢do da melatonina
plasmatica ¢ a forma mais estdvel e mais altamente correlacionada com o tempo de
sono.

Tabela 3.7- Comparagdo entre a concentracao de melatonina e sulfatoximelatonina nos

grupo controle € L;sp.

ESCORES MEDIOS p- valor*
Grupo controle  Grupo L;sp
Melatonina pg/mL 30,83 35,04 0,2631
Sulfatoximelatonina ng/mL 50,22 60,13 0,9528

*p-valor obtido usando teste t para amostras parecadas. Controle - Grupo que se alimentou de
dieta padrdo de caseina. Lis;- Grupo que se alimentou de dieta contendo leite coletado de

ordenhas realizadas as 15h00min.
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J& o grupo Lp, diferiu significativamente do grupo Lisy, (p<0,05), tendo

apresentado maiores niveis de melatonina e sulfatoximelatonina (Tabela 3.8).

Tabela 3.8- Comparagdo entre a concentracdo de melatonina e sulfatoximelatonina no

grupo Ljsp e Loy .

ESCORES MEDIOS p- valor*

Grupo L;s, Grupo Loy

Melatonina pg/mL 35,04 44,36 < 0,0001

Sulfatoximelatonina ng/mL 60,13 78,20 <0,0001

*p-valor obtido usando teste t para amostras pareadas. L;sp- Grupo que se alimentou
de dieta contendo o leite coletado de ordenhas realizadas as 15h00min.; Ly~ Grupo que

se alimentou de dieta contendo leite coletado de ordenhas realizadas as 2h00Omin.

Quando comparadas as formulagdes L, e L,,T, Tabela 3.9, observou-se
diferenga significativa (p<0,05) entre os grupos em relacdo aos niveis de melatonina
sanguinea e de sulfatoximelatonina urinaria, tendo o grupo Lo, T sido responsavel pelos

maiores niveis de melatonina e sulfatoximelatonina.

Tabela 3.9- Comparagdo entre a concentragdo de melatonina e sulfatoximelatonina no

grupo Loy e Loy T.
ESCORES MEDIOS p- valor*
Grupo Loy, Grupo LT
Melatonina pg/mL 44,36 60,12 <0,0001
Sulfatoximelatonina ng/mL 78,20 95,76 < 0,0001

*p-valor obtido usando teste t para amostras pareadas. Lo,- Grupo que se alimentou
dieta contendo leite coletado de ordenhas realizadas as 2h:00min.; L,,T - Grupo que se
alimentou de dieta contendo leite coletado de ordenhas realizadas as 2h:00min.,

adicionado de triptofano.

O aumento da ingestdo de triptofano aumentou a concentracdo de melatonina

plasmatica. Outros autores também observaram maiores niveis de melatonina no sangue
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de ratos ap6s aumento de ingestdo de triptofano. Tormo et al. (2004) observaram
elevacdo plasmatica de melatonina apds administragdo oral de 125 mg/dia de triptofano
em ratos. Sanches et al. (2008) analisaram os niveis de melatonina ao longo de um
periodo de 24 horas em ratos Wistar apos a administracdo oral de 125 mg/dia de
triptofano e verificaram aumento da concentragdo de melatonina no sangue dos
animais.

As formulagdes L, e LT aumentaram significativamente a melatonina
plasmatica e a sulfatoximelatonina urinaria, sendo estes marcadores bons indicadores

do tempo de sono.

4-CONCLUSAO

A técnica de ordenha noturna aumenta a concentracao de melatonina no leite ¢
permite o desenvolvimento de um produto natural que melhora a qualidade do sono.

As formulagdes utilizando leite de ordenhas noturnas aumentaram a melatonina
plasmatica e a sulfatoximelatonina urinaria de ratos. O leite obtido da ordenha noturna
e acrescido de triptofano foi mais eficiente no aumento de melatonina sanguinea e

sulfatoximelatonina urinria em ratos wistar.
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1 4

CAPITULO

A Kkinetic study on the thermal degradation

of melatonin in milk.

1. INTRODUCTION

Melatonin (N-acetyl-5-methoxytryptamine) is a biogenic indole amine, which
plays an important role in regulation of the circadian rhythm (sleep—wake cycle) and the
alleviation of sleep disorders, such as reduced alertness, day time fatigue, loss of
appetite, reduced cognitive skills (Srinivasan et al., 2010). In adolescence and young
adults high concentrations of melatonin are encountered, however after 40 years of age
a decline in the synthesis of this hormone begins in the body which significantly affects
the quality of sleep (Kennaway & Wright 2002). Some benefits have been attributed to
the consumption of melatonin as a potential anti-stress, antioxidant, antimitotic and anti-
inflammatory agent, as well as improved sleep quality (Rezzani et al., 2006; Kennaway
& Wright 2002; Reiter, 1995).

Melatonin is naturally present in various foods, including tomatoes (Stiirtz et al.,
2011) and mulberry leaves (Pothinuch & Tongchitpakdee 2011). Milk naturally
contains about 5 pg~mL'1 of melatonin, which can be increased in concentration by
controlled lighting conditions during milking (Valtonen et al., 2001) or night milking
(Haigh, 2003). According to Valtonen et al., (2001) values of melatonin concentration
varying from 10 to 60 pg-mL™" with an average value of 25 pg-mL™" were found in milk
obtained from night milking.

Recently, high-melatonin milk production has created a profitable new segment

of the dairy market. According to Ozer & Kirmaci (2010) a Finland company produces
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high-melatonin milk based on the standardized milking system at night. Similar
products has been found in Japan and in the UK.

Since milk is a vector of several microorganisms, heat treatment is necessary to
prepare it for human consumption. However, these thermal processes can significantly
affect the nutrients originally present in raw milk. The action of heat treatment degrades
components in foods and the extent of degradation depends on the kinetic parameters of
each component. Knowledge of reaction kinetics, including reaction order, rate constant
and activation energy, is fundamental to predict food quality loss during thermal
treatments.

Several works have been performed to investigate the kinetic behavior of many
components in milk including immunoglobulin A, lactoferrin and folic acid (Morgan, et
al., 1986), B-lactoglobulin (Claeys et al., 2001), thiamin, riboflavin, ascorbic acid,
cholecalciferol and tocoferol (Bendicho et al., 2002), and alkaline phosphatase (Claeys
et al., 2003). The kinetics of thermal destruction of microorganisms such as Coxiella
burnetii, Mycobacterium tuberculosis and Mycobacterium paratuberculosis have been
studied by several authors (Enright et al., 1957; Sung & Collins 1997; Cerf & Condron
2006). To our knowledge, there is no report of kinetic data describing the effect of
thermal treatments on melatonin destruction.

Since accurate knowledge of kinetic parameters is essential to predict the quality
changes that occur during thermal processing, the aim of this study was to determine the
degradation kinetic parameters of melatonin in milk during heat treatment. Knowledge
on the kinetic models and associated parameters of melatonin degradation would

provide a useful tool for process design and optimization.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Chemicals and reagents.

The reagents used were melatonin powder 98% purity (Sigma-Aldrich, USA)
and an enzyme immunoassay kit for direct and quantitative determination of melatonin
in human saliva purchased from IBL-international (Non-Extraction ELISA Melatonin
Saliva - RE54041). Sodium hydroxide, phenolphthalein, sulfuric acid, amyl alcohol,
copper sulfate, potassium sulfate, boric acid, hydrochloric acid (analytical reagent

grade) were obtained from Vetec (Brazil).
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2.2. Sample preparation.
Pasteurized whole milk obtained from the local dairy industry was spiked with
50 pgrmL" of melatonin and its composition was determined in relation to fat, protein,

acidity and density, according to the analytical methodology APHA (2001).

2.3. Thermal Treatment of samples.

Heat treatments were carried out at different temperatures (75, 80, 85, 90 and 95
°C). To determine the kinetic parameters of melatonin thermal destruction, a stationary
procedure with closed tubes (18 cm length, 7 mm i.d.) was used according to the
methodology described by Stumbo, (1973) with modifications. To each tube 8 mL of
the milk sample were added, and the tubes were then subjected to different times and
temperatures of heat treatment according to the experimental design. These heat
treatments were performed in a temperature-controlled bath with accuracy of + 0.1 °C
(Quimis-Brazil). A flexible type K thermocouple (500 mm length,1.5 mm i.d.) was
inserted into the center of the tubes. The tubes were immersed in the bath so that the
entire sample was covered by the water. Temperature was recorded every 5 s using a
data logger interface (Testo 05541764, USA) connected to a personal computer running
the Comsoft software (Testo, USA). The thermal lag phase was determined as 2.2 min
and the cooling time was about 0.5 min. Then, the thermal transient could be negligible
and the treatment could be considered isothermal. Heating time was recorded after the
thermal lag phase reached the bath temperature. At different time intervals, 2 samples
were removed from the water bath and rapidly cooled in an ice bath and stored in a
freezer until the time of the analysis. Melatonin degradation was conducted up to the

level of 10% retention.

2.4. Assay procedure.

The concentration of melatonin was measured prior to heat treatment at the end
of thermal lag phase and at each heating time using a commercial ELISA-Kit (IBL
Hamburg, Germany, Kat.-Nr. RE 540 21). According to Kollmann et al., (2008), the
method presents detection limit of 3.0 pg/ml. Also, repeatable results and highest
recovery levels was achieved using skimmed milk. Thus, milk was skimmed by
centrifugation at 3300xg for 15 min (4 °C) and the aqueous phase was separated and
diluted 1:10 with Standard A (free of melatonin) before proceeding with the assay.
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2.5. Mathematical Modeling.

The first-order kinetic model was applied for analysis of the thermal degradation
of melatonin, according to Equation 1.

C=C,e™ (1)

where C is the concentration of melatonin in pg-mL™" after heat treatment, Cy is
the concentration of melatonin in pg'mL™" after the thermal lag phase, k is the rate
constant of thermal degradation in min™', and t is the heating time in min.

The D values (decimal reduction time, in min) for each temperature and the half-

life times (t,;, in min) were determined according to Equations 2 and 3, respectively.

D =1n(10)/k (2)

t, =)/ 3)

The value of Z (temperature coefficient) was determined by linear regression of
the logarithm of D versus temperature (°C), where the value of Z is given by the inverse
of the slope.

Dependence of the rate constant of melatonin thermal destruction (k) with

temperature was calculated by Arrhenius Equation 4.

B )

where R is the universal gas constant (8.315 J ‘molK™), E, is the activation
energy (J-mol™), T is the absolute temperature (K), and k. is the pre-exponential factor

(min™).

2.6. Experimental design and statistical analysis.

The experiment was arranged in a completely randomized design, using the
heating time at each temperature as the source of variation and two repetitions. A linear
regression analysis was performed using the logarithmic form of Equations.1 and 4. The
accuracy of the model was evaluated using analysis of variance (ANOVA) with the
Fisher’s statistical test (F-test) and the coefficient of determination (R°). All statistical

analyses were performed using the SAS v.9 software.

57



3. RESULTS AND DISCUSSION

In this work, the kinetics of thermal degradation of melatonin present in milk
were evaluated. The physicochemical properties of pasteurized whole milk spiked with
50 pg~mL'1 of melatonin are shown in Table 4.1, where it is indicated that about 3.21

pg-mL" of melatonin were initially present in the milk.

Table 4.1- Physicochemical composition of milk samples.

Components Concentration
Fat (2:100g™) 3.20+0.10
Relative density 15 °C (gmL™) 1.03 +£0.02
Titratable acidity (g-100g™) 0.16 £ 0.05
Protein (g-100g ) 3.10+0.10
Melatonin (pg: mL™) 53.21+£1.03

Melatonin was thermally treated at different times for temperatures ranging from
75 °C to 95 °C and its residual concentration was determined as a function of time. As
expected, melatonin concentration decreased as the heating time increased and thermal
degradation was found to follow a first order kinetic as shown in Figure 4.1. Overall
linear curves fit to the data presenting R’-values greater than 0.92, indicating the
suitability of the first order model. First order kinetics have been found when studying
the behavior of other milk components during heat treatments, including alkaline
phosphatase (Claeys et al., 2003), immunoglobulins (Mainer et al., 1997), a-lactalbumin
(Anema & McKenna 1996), and niacin (Nisha et al., 2004; Nisha et al., 2009).
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Figure 4.1 - Kinetics of thermal destruction of melatonin during heating. (®) 75 °C; (o)

80 °C; (A) 85 °C. (A) 90 °C; (4) 95 °C.

The kinetic parameters of melatonin degradation during heating are shown in
Table 4.2, where the values of the first-order kinetic constants £ and ¢, are shown for
each temperature used in this study. The constant & increases as the temperature
increases, corroborating the idea that for greater temperatures, melatonin degradation
increases. The half-life time (t;,) of melatonin varied from 4 to 52 min, which is
indicative of its high stability considering common heat treatment of milk.

Also observed in 4.2 are the values of D which are between 13.34 and 173.13
min for the temperature range studied. The D value of melatonin is greater than that of
other milk components, indicating that melatonin is less sensitive to increased heating
times at a fixed temperature. Morgan et al., (1986) studied the value of D for various
milk components and reported a value of 0.99 min at 76 °C for immunoglobulin A, 0.3
min at 70 °C for lactoferrin and 4.42 min at 72 °C for folic acid. Claeys et al., (2003)

determined a D value of 20 min at 60 °C for alkaline phosphatase.
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Table 4.2- The kinetic parameters of melatonin degradation (Mean =+ standard

deviation).

T k D tl ) V4 EA

°C) (min™) (min) (min) °C) (kJ/mol)

75.0 0.013+0.001 173.1£8.2 52.1+2.4

80.0 0.022+0.002 104.2+8.8 31.4£2.6

85.0 0.038+0.009 61.2+1.4 184104 18.2+0.6 134.4+10.2

90.0 0.073+£0.010 31.6+2.0 9.5%0.6

95.0 0.173+£0.017 13.3+x1.3 4.0£0.4

Values of Z for the thermal destruction of nutrients are generally higher than
those of microbial inactivation (Awuah et al., 2007). The differences between D and Z
values of microorganisms and nutrients are used to optimize thermal processes. Figure
4.2 shows the temperature dependence of D, which was used to graphically determine
the Z value. The Z value of 18.2 °C obtained for melatonin is higher than that of other
nutrients in milk, indicating that melatonin is less sensitive to temperature variations
when compared with other milk components such as lactoferrin (4.6 °C),
immunoglobulins A (5.5 °C), folic acid (6.4 °C) (Morgan et al., 1986), and f-
lactoglobulin (7.9 °C) (Claeys et al., 2001). The component of greatest thermal
resistance reported in the study of Morgan et al., (1986) was thiamine, with a Z value of
28.4 °C.

The presence of alkaline phosphatase in milk is an indicator of insufficient heat
treatment. Claeys et al., (2001) characterized thermal inactivation of alkaline
phosphatase by the Z value of 5.3 °C (D at 60 °C = 24.6 min). The Z value of melatonin
was higher than that of alkaline phosphatase (about 3 times greater), thus, heat treatment
based on the destruction of alkaline phosphatase will slightly change the concentration
of melatonin. Furthermore, melatonin is more temperature resistance when compared to
mesophilic bacteria, capable of surviving UHT treatments, including B.
stearothermophilus C953 (Z = 9.1 °C), B. sporothermodurans J16B (Z = 13.1 °C) and

B. sporothermodurans B93-20-12 (Z = 14.2 °C) (Huemer et al., 1998). Melatonin is also
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more resistant to pasteurization temperatures than the target microorganism Coxiella
burnetii. According to Cerf & Condron (2006), the Z value of Coxiella burnetii is 4.34
°C. Thus, the pasteurization process can reduce the target pathogens without causing

major damages to melatonin concentrations.

Figure 4.2 -Variation of the decimal reduction time (D) with temperature for melatonin.

The temperature dependence of the rate constant was expressed by the Arrhenius
equation (Figure 4.3). Activation energy determined according to Equation 4 was
134.44 kJ'mol” and this value was lower than that of other constituents in milk,
indicating that the rate constant of thermal destruction is less sensitive to temperature
variation than alkaline phosphatase (Ea = 421.1 kJ'mol) (Wilinska et al., 2007), p-
lactoglobulin B (Ea = 296.7 kJ-mol™), a-lactalbumin (Ea = 203.3 kJ'mol™) and
immunoglobulin G (Ea = 269.3 kJ.mol") for temperatures between 70 and 90 °C
(Oldfield et al., 1998).
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Figure 4.3- The Arrhenius plots for degradation of melatonin in milk.

4. CONCLUSION

The present work evaluated the thermal degradation of melatonin present in
whole milk. Results show that the degradation kinetics of melatonin is accurately
described as a first-order reaction and that the variation in the rate constant with
temperature complies with the Arrhenius relationship. The higher degree of stability of
melatonin was observed and common milk thermal processes will not reduce its

content.
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14

CAPITULO

Influéncia da Informacao na Aceitacdo do Leite com

Concentracao Aumentada de Melatonina.

1-INTRODUCAO

A andlise sensorial tradicional, que enfoca os atributos intrinsecos ao produto, ¢
uma ferramenta utilizada para estudar as caracteristicas sensoriais provenientes do
equilibrio de compostos presentes nos alimentos a fim de garantir seu padrio de
qualidade. Um alimento, para atingir essa qualidade exigida pelo consumidor, deve
possuir respaldo no que diz respeito a sua aparéncia, aroma, sabor e textura. Entretanto,
as ferramentas tradicionais da andlise sensorial atualmente ndo sdo suficientes para
atender aos requerimentos do dinamico mercado de produtos alimenticios. Uma
formulacao otimizada do produto ¢ sim necessaria para uma inovagao de sucesso € para
sua aceitacdo. Os consumidores, porém, sdo também influenciados por outros fatores
durante o processo de escolha, compra ou aceitagdo do alimento, como conceitos
individuais (aprendidos, vivenciados ou instintivos), além de sofrerem influéncia das
informacgdes relacionadas ao produto, como marca, preco ou rotulo. Estes sdo os
denominados fatores ou caracteristicas ndo sensoriais, veiculados na prépria embalagem
do alimento e também relacionados aos conceitos do proprio consumidor em relagdo ao
produto (MINIM, 2010).

Trabalhos anteriores (VIDIGAL et al.,, 2011; DELLA LUCIA et al., 2010;
JAEGER, 2006; ALLISON et al.,2004; PRESCOTT et al.,, 2002) divulgaram a

influéncia de caracteristicas extrinsecas ao alimento na percepcdo do seu sabor,
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revelando como outras informacdes, além das caracteristicas fisicas e sensoriais do
produto, podem modificar a escolha e a aceitagdo do consumidor.

Entre os fatores ndo-sensoriais estudados que afetam o comportamento dos
consumidores, destacam-se aqueles relacionados a satde e ao bem-estar fisico e
mental (ALLISON et al., 2004). Informagdes relevantes sobre o conteudo nutricional e
beneficios a saude estdo sendo amplamente utilizadas como uma estratégia de
marketing e diferenciacdo do produto, com o potencial de influenciar as atitudes dos
consumidores (SABBE et al., 2009; HAILU et al., 2009; SIEGRIS et al., 2008). Essas
reivindicagdes potenciais dependem de varios fatores, incluindo os beneficios e
familiaridade com os ingredientes (VAN TRIJP ¢ VAN DER LANS, 2007; VAN
KLEEF et al., 2005), bem como caracteristicas individuais dos consumidores, tais como
atitudes, motivacdo e condigoes de saide (URALA e LAHTEENMAKI, 2004; VAN
KLEEEF et al., 2005).

Sabbe et al. (2009) estudaram a influéncia da informacao de beneficios a satde
do suco de agai nas concentragdes de 4% a 20% de polpa sobre aceitacdo dos
consumidores. Esses autores observaram a existéncia de correlagdo negativa entre a
aceitabilidade global do suco e a concentracdo de acai, porém, ao fornecer aos
julgadores informagdes sobre os beneficios a satude, eles verificaram melhora na
aceitacdo dos sucos, reduzindo a insatisfagdo com o sabor, mostrando assim como a
informacao de beneficio a saude pode melhorar a aceitagdo do suco.

O estudo com consumidores ¢ muito importante para definir o sucesso de um
produto funcional. Atualmente, a opinido dos consumidores ¢ referida como o principal
fator de sucesso para os alimentos funcionais € uma prioridade para futuras pesquisas.
Em consequéncia, varias pesquisas tém enfocado especificamente as atitudes dos
consumidores em relagdo aos alimentos funcionais, abordando determinantes
cognitivos, motivacionais e atitudes de aceitagdo do consumidor de alimentos
funcionais (BECH-LARSEN e GRUNERT, 2003; URALA e LAHTEENMAKI, 2004;
VERBEKE, 2005).

Com base no exposto, o presente trabalho tem o objetivo de avaliar a influéncia

da informagdo e do conhecimento sobre a presenca de melatonina na aceitagdo de leite.

67



2-MATERIAIS E METODOS

Para avaliagdo da influéncia da informacao e do conhecimento, foi utilizado leite
de vaca integral pasteurizado com concentragdo aumentada de melatonina, obtido em
ordenhas noturnas.

Foram recrutados 200 voluntarios residentes na cidade de Vigcosa-MG. A
amostra de voluntérios foi dividida em dois grupos: um grupo constituido por 100
pessoas com idade inferior a 50 anos e outro, por 100 pessoas com idade superior a 50
anos.

Os testes de aceitagao foram conduzidos em cabines individuais, sob luz branca,
em trés sessdes. Inicialmente, o teste cego, em seguida, o teste da informagdo e,

posteriormente, o teste do conhecimento (Figura 5.1).

leite com
melatonina

leite com
melatonina

sessdo 1 sessao 2 sessio 3

Figura 5.1- Procedimento do experimento de influéncia de fatores ndo sensoriais.

Na primeira sessao (teste cego), os consumidores degustaram a amostra do
produto servida em copo de acrilico (capacidade de 40 mL), codificada com 3 digitos,
sem obter qualquer informagao prévia sobre o leite testado.

Na segunda sessao (teste da informacao), foi avaliada a aceitagao da informagao
de presenca de melatonina no produto. Neste procedimento, a mesma amostra de leite
servida na sessao 1 foi servida novamente aos voluntarios, porém, desta vez, foi
informado que o produto era leite com melatonina.

Em uma terceira sessdo (teste do conhecimento), foi avaliada a importancia do
conhecimento sobre a melatonina na aceitagao do produto. A mesma amostra servida na
sessdo 2 foi servida novamente aos voluntarios, porém desta vez foi fornecido também

ao voluntario, antes da sessdo, um texto informativo ( Figura 5.2).
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Figura 5.2- Informagao sobre a melatonina fornecida na sessao 3 do teste.

As amostras de leite, das trés sessoes, foram servidas de forma monadica. Em
todas as sessdes, o julgador recebeu uma ficha para cada amostra, Figura 5.3, em que foi
solicitado indicar em escala heddnica de 7 pontos sua aceitacdo do produto.

Para facilitar o entendimento dos resultados, foi feita analise de frequéncia dos
escores heddonicos para cada amostra e sessao, de acordo com as seguintes faixas:

Faixa 1: escores de 5 a 7 -  situados entre os termos heddnicos gostei
extremamente e gostei, indicando que os consumidores gostaram da amostra.

Faixa 2: escores de 1 a4 - situados entre os termos hedonicos ndo gostei/nem
desgostei e desgostei extremamente, indicando que os consumidores desgostaram da
amostra.

Foi feita analise de variancia (p < 0,05) para comparagdo entre as trés sessdes e
também entre os dois grupos. O teste t para amostras pareadas (p < 0,05) foi usado para
comparacao entres as sessoes 1 e 2,2 e 3.

As analises estatisticas foram feitas usando o programa SAS (Statistical Analysis

System — SAS, versdo 9.1, licenciado para Universidade Federal de Vigosa.
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Nome Idade anos
Sexo ( ) Feminino ( ) masculino

Por favor, avalic a amostra de leite servida, ¢ indique o quanto
vocé gostou ou desgostou do produto. Marque a resposta que

melhor reflita seu julgamento.

AMOSTRA: LEITE

() Gostel extremamente
() Gostei muito

() Gostei

() Nao gostei/nem desgostei
() Desgostei

() Desgostei muito

() Desgostei extremamente
Comentério
L

()

Nome Idade anos

Sexo () Feminino ( ) masculino
Vocé conhece um composto denominado melatonina?
() Sim ( ) Nao

Por favor, avalie a amostra de leite servida, e indique o quanto
vocé gostou ou desgostou do produto. Marque a resposta que
melhor reflita seu julgamento.

AMOSTRA: LEITE COM MELATONINA

() Gostei extremamente
( ) Gostei muito
() Gostei
() Nao gostei/nem desgostei
() Desgostei
() Desgostei muito
() Desgostei extremamente
COMENTATIOS=======mmmmmmmmmmm e oo e e e e
(b)
Nome Idade anos

Sexo ( ) Feminino ( )masculino

Por favor, avalie a amostra de leite servida, e indique o quanto
vocé gostou ou desgostou do produto. Marque a resposta que
melhor reflita seu julgamento.

AMOSTRA: LEITE COM MELATONINA

() Gostei extremamente

() Gostei muito

() Gostei

() Naio gostei/nem desgostei

() Desgostei

() Desgostei muito

() Desgostei extremamente

COMENTATIOS === === === e e e e oo e oo

(©)

Figura 5.3- Fichas de avaliagdo sensorial usadas: a- Sessdo 1; b- Sessdo 2; c- Sessao 3.
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3-RESULTADOS E DISCUSSAO
Pelo resultado da andlise de frequéncia, ¢ possivel observar aumento do
percentual de escores positivos quando foi fornecida a informacdo da presenca de

melatonina e também quando foram apresentados os beneficios do consumo (Figura

5.4),

< 50 anos > 50 anos Q7%

85%

Cego Informacioc Conhecimento Cego Informacie Conhecimento

Figura 5.4- Frequéncia de notas hedonicas m positivas (escores de 5-7) e m negativas

(escores de 1-4) nas trés sessoes.

Observou-se diferenca significativa entre as médias de aceitagdo dos leites pelo
teste de Tukey (p<0,05) quando avaliados no teste cego, teste com informagao e teste
do conhecimento, mostrando assim influéncia positiva da informacdo de presenca de
melatonina ¢ do conhecimento sobre os beneficios do consumo do leite com
concentracdo aumentada de melatonina. Esta diferenca de escores de aceitagdo foi
observada em ambos os grupos: de idade superior a 50 anos e de idade inferior a 50

anos (Figura 5.5).
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Figura 5.5- Médias dos escores de aceitagdo do leite com concentragdo aumentada de
melatonina, avaliados em m teste cego, m teste com informacdo de presenca de
melatonina ¢ m teste com conhecimento sobre os beneficios do consumo de melatonina.

Médias com mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste Tukey (p < 0,05).

3.1- Comparacgao entre as sessoes.

O teste t para amostras pareadas detectou diferencas significativas (p<0,05)
entre os escores obtidos para a aceitagdo do leite quando comparadas as sessoes 1 e 2
(Tabela 5.1). O leite teve escore maior no teste com informagdo de presenga de
melatonina quando comparado com o teste cego em ambos os grupos: de idade superior
a 50 anos e de idade inferior a 50 anos. Pode-se observar que a neofobia alimentar nao
influenciou a aceitagdo dos consumidores, pois a maioria (82%) deles relatou, na ficha
de analise sensorial, Figura 5.3b, ndo conhecer o composto denominado melatonina,
mas, mesmo assim, quando foi fornecida a informagao de presenga de melatonina, os

escores de aceitacdo aumentaram.
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Tabela 5.1- Comparagdo entre sessoes 1 e 2 usando teste t para amostras pareadas.

Sessdo 1 Sessao 2 p-valor*®

Escores médios  Escores médios

Menores de 50 anos 5,1 5,6 <0,0001
Maiores de 50 anos 5,1 5,6 <0,0001

*p-valor obtido usando teste t para amostras pareadas.

A neofobia alimentar ¢ definida como a resisténcia ao consumo de alimentos
desconhecidos, podendo ser responsavel pelo insucesso no mercado de alguns
funcionais (COOKE et al., 2006).

Houve diferenca significativa (p < 0,05) entre os escores obtidos para a
aceitagdo do leite quando comparadas as sessdes 2 e 3 (Tabela 5.2). O leite teve escore
maior no teste com conhecimento sobre os beneficios do consumo da melatonina
quando comparado com o teste sem conhecimento, em ambos os grupos. Estes
resultados mostram que os consumidores estdo preocupados com a saude e dispostos a

aceitar produtos com caracteristicas funcionais.

Tabela 5.2- Comparagdo entre sessoes 2 e 3, usando teste t para amostras pareadas.

Sessao 2 Sessao 3 p-valor*®

Escores médios  Escores médios

Menores de 50 anos 5,6 5,9 <0,0001
Maiores de 50 anos 5,6 6,5 <0,0001

*p-valor obtido usando teste t para amostras pareadas.

Vidigal et al. (2011) também observaram atitudes positivas dos consumidores
em relacdo a funcionalidade dos produtos. Quando foram apresentadas a eles
informagdes de beneficios a saude, houve aumento de escores de aceitacdo dos sucos de
frutas exoéticas. Segundo Siro et al. (2008), os produtos funcionais sdo uma nova classe
de alimentos com mercado em constante crescimento, porém seu desenvolvimento tem
um grande desafio - produzir alimentos saudaveis que agradem os consumidores

quanto as caracteristicas sensoriais € nao sensoriais.
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Como observado, a informagdo de beneficio a sdude aumenta os escores de
aceitacdo do leite com concentragdo aumentada de melatonina, mostrando assim ser
importante a divulgacdo dos beneficios do consumo de melatonina ao consumidor.
Estratégias de marketing usando a divulgagdo de informagdes sobre a melatonina sdo

importantes para o sucesso do produto no mercado.

3.2- Comparacao entre os grupos de consumidores (idade inferior a 50 anos,
e idade superior a 50 anos).

O resultado da analise de variancia (p<0,05) indica que foi possivel observar
diferencas estatisticas significativas entre os grupos somente na sessao 3 (Figura 5.6).

Na sessao 1, ndo houve diferenca significativa (p>0,05) entre os escores médios
de aceitagdo do grupo com idade superior a 50 anos e do grupo com idade inferior a 50
anos. Para ambos os grupos, foi observado escore médio de aceitagdo de
aproximadamente 5,1, variando entre os termos hedonicos “gostei” e “nem gostei/nem
desgostei”.

Na sessdo 2, também ndo houve diferenca significativa (p>0,05) entre os dois
grupos, ou seja, a influéncia da informacao de presenca de melatonina causou impacto
semelhante nos escores de aceitacdo dos dois grupos. Para o grupo com idade inferior a
50 anos, a média dos escores de aceitacdo aumentou para 5,6, ja para o grupo de
pessoas com superior a 50 anos, o escore médio da segunda sessdo foi de 5,6. Em
ambos os grupos, houve influéncia positiva da informacdo de presenga de melatonina,

apesar de os participantes nao conhecerem o composto.
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Figura 5.6- Médias dos escores de aceitacdo do leite com concentracdo aumentada de
melatonina, avaliados nas sessdes 1, 2 e 3. Médias com a mesma letra ndo diferem

significativamente (p < 0,05) na mesma sessao.

Na sessdo 3, houve diferenca significativa entre os grupos, tendo sido o grupo
com idade superior a 50 anos mais influenciado pelo conhecimento dos beneficios do
consumo da melatonina que o grupo com idade inferior a 50 anos. O escore médio de

aceitacdo do grupo mais jovem foi de 5,9, ja para o grupo mais velho, o escore médio
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foi de 6,5. A explicacdo pela maior importancia dada ao conhecimento sobre os
beneficios da melatonina pelas pessoas com idade superior a 50 anos ¢ a grande
incidéncia de insénia neste grupo, causada pelo declinio de produg¢do de melatonina.
Trabalho desenvolvido por Orwoll et al. (2005) mostrou que 44% das pessoas com
idade superior a 64 anos apresentavam problemas de sono. Por apresentarem mais
problemas de sono, as pessoas com idade superior a 50 anos foram mais influenciadas
pelo conhecimento do beneficio do consumo do leite que ajuda a melhorar a qualidade

do sono.

4-CONCLUSAO

A informacgao da presenga de melatonina e o conhecimento sobre os beneficio a
saude aumentam os escores de aceitacao do leite com concentragdo aumentada de
melatonina, mostrando assim ser importante a divulgacdo dos beneficios do consumo de
melatonina ao consumidor. Estratégias de marketing usando a divulgacdo de
informacdes sobre a melatonina sao importantes para o sucesso do produto no mercado.

As pessoas com idade superior a 50 anos apresentam mais interesse pelo leite
com concentra¢do aumentada de melatonina, pois elas foram mais influenciadas pela
informagdo de beneficios da melatonina. Pode-se observar também que a neofobia
alimentar nao influenciou a aceitacdo dos consumidores, pois a maioria deles relatou
nao conhecer o composto denominado melatonina, mas, mesmo assim, quando foi
fornecida a informagdo de que o leite continha melatonina, os escores de aceitagdo
aumentaram. Assim, a palavra melatonina pode ser usada nas embalagens e

propagandas, pois nao foi detectada neofobia em relagdo ao termo.
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1 4

CAPITULO

Analise Conjunta de Fatores na Definicio da

de Melatonina.

1- INTRODUCAO
A embalagem tem importancia fundamental na escolha do produto durante a

compra, uma vez que ela representa o primeiro contato entre o consumidor e o produto.
Fatores relacionados a embalagem como cor, textura e informagdes influenciam na
intencdo de compra dos consumidores. Assim, para otimizar o processo de escolha e
aceitagdo do produto, ¢ interessante identificar os fatores da embalagem valorizados
pelo consumidor (DELLA LUCIA et al., 2007).

Estudos de Costa (1999), Carneiro et al. (2005), Della Lucia et al. (2007), Souza
et al. (2007), Ferrarezi (2008), Frata et al. (2009) e Gongalves (2009) mostram que
grande parte dos fatores considerados importantes para o consumidor podem ser
observados na embalagem do produto. Assim, um rétulo bem elaborado ¢ uma poderosa
influéncia na formacdo das expectativas sensoriais dos consumidores e,
consequentemente, na sua escolha e compra do produto (GONCALVES, 2009).

Uma caracteristica interessante nos estudos com embalagem de produtos
alimenticios ¢ a quantificacdo do efeito que cada caracteristica presente nela tem sobre a
inten¢do de compra do consumidor. A analise conjunta de fatores vem a ser uma técnica
utilizada, com éxito, para este fim. Esta técnica, quando empregada juntamente com
métodos multivariados, permite entender como os individuos desenvolvem preferéncia
por produtos ou servigos, baseando-se em suas diferentes caracteristicas. Seu emprego

gera a base para se descrever a relacdo do consumidor com o produto e possibilita, com
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isso, o aprimoramento das estratégias de marketing da indtstria (DELLA LUCIA, et al.,
2007).
Neste capitulo, objetivou-se desenvolver uma embalagem para o leite com

concentracdo aumentada de melatonina, por meio da Analise Conjunta de Fatores.

2-MATERIAIS E METODOS

2.1- Escolha dos fatores da embalagem.

O Sleep Disorders Questionnaire (SWEERE et al., 1998) adaptado para a forma
estruturada  com questdes socioecondmicas e demograficas  foi usado como
questionario de recrutamento (Anexo 1). Foram selecionadas pessoas que apresentavam
problemas de sono e tinham interesse em participar do trabalho.

Cinco sessoes de grupo de focos foram conduzidas com um total de 37
participantes. As sessdes foram realizadas na sala de reunides no Departamento de
Tecnologia de Alimentos (UFV): a primeira sessdo contou com a participagdo de 7
voluntérios (5 mulheres e 2 homens); a segunda, com 8 (4 mulheres e 4 homens); a
terceira, com 6 pessoas (5 mulheres € 1 homem); a quarta, com 7 (4 mulheres e 3
homens); e a quinta, com 9 participantes (7 mulheres e 2 homens).

As sessdes ocorreram em mesa redonda contando com um moderador e um
assistente, que foi encarregado de gravar, filmar e anotar as informacdes de cada sessao.
O moderador explicou o proposito da sessdao e esclareceu a importancia da opinido de
cada participante no estudo, prosseguindo com a utilizacdo de um roteiro, Tabela 6.1,
de perguntas sobre os habitos dos consumidores durante as suas compras € a
apresentacao de quatro embalagens de leite de marcas comerciais e uma de produto
desenvolvido (prototipo) (Figura 6.1). Estas embalagens foram apresentadas
separadamente e em ordem aleatoria. As sessoes tiveram duragao média de 90 minutos.
Também foi ressaltado que ndo existe resposta certa para as questdes abordadas, sendo

importante a opinido de cada um.
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Tabela 6.1 - Roteiro para as sessdes de grupo de focos.

1) Voceé observa os rétulos de produtos que consome?

2) O que vocé observa?

3) Vocé conhece um composto denominado melatonina?

4) O que vocé acha que seja?

5) Apresentacdo sobre a melatonina abordando o que é o composto, seus
beneficios, os alimentos que tém este produto, a ordenha noturna e o aumento da
concentracdo de melatonina naturalmente no leite.

6) O que vocé acha do leite com concentracio de melatonina aumentada
naturalmente por ordenhas noturnas?

7) Vocé consumiria este produto?

8) O que voce achou desta embalagem? Comentar sobre cor, nome e informagoes.

Figura 6.1- Embalagens apresentadas nas sessdes de grupo de focos.
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Os dados obtidos nas gravacgdes e anotacdes foram usados para a identificagao
de fatores do rétulo que mais influenciam no processo de escolha do produto pelos
consumidores durante as compras em supermercados. A partir dai, foram enumerados
os fatores julgados importantes pelos grupos. E para cada um dos fatores escolhidos,
foram definidos os seus niveis.

Os fatores nome do produto, texto informativo sobre o leite com concentracao
aumentada de melatonina, ¢ o design da embalagem foram escolhidos para compor os
tratamentos avaliados (Tabela 6.2) . Esses fatores foram selecionados de acordo com as

ideias expostas nas sessoes de grupo de focos.

Tabela 6.2— Fatores das embalagens e respectivos niveis.

Fatores Niveis/descri¢cao
Design da embalagem 1-Azul com estrelas e desenho de leite
derramando

2-Branca sem desenho

3-Azul com estrelas e sem desenho

Nome 1- Leite noturno

2-Melatonina

Texto informativo

Leite rico em melatonina obtido
1-Com

naturalmente por ordenhas noturnas. A
2-Sem

melatonina ¢ uma substancia que auxilia

no combate a insonia e diminui o estresse

2.2 - Coleta de dados e arranjo experimental.

O método de coleta de dados utilizado neste estudo foi o de perfil completo
(GREEN e SRINIVASAN, 1988). Cada tratamento (embalagem) avaliado foi composto
pela combinagdo dos trés fatores predefinidos - design da embalagem, nome do produto
e texto informativo - sendo, assim, constituido de um nivel desses fatores.

O arranjo de tratamentos utilizado foi do tipo fatorial completo, ou seja, o

nimero de tratamentos avaliados correspondeu a todas as possiveis combinagdes entre
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os trés fatores e cada um de seus niveis; desse modo, foram obtidos 12 tratamentos (n'=

2% +3!=12), que estdo apresentados na Tabela 6.3.

Tabela 6.3 - Tratamentos avaliados no estudo.

Tratamentos Design Nome Texto informativo

1 Azul com estrelas e desenho de leite Leite noturno Com
derramando

2 Azul com estrelas e desenho de leite Leite noturno Sem
derramando

3 Azul com estrelas e desenho de leite Melatonina Com
derramando

4 Azul com estrelas e desenho de leite Melatonina Sem
derramando

5 Branca sem desenho Leite noturno Com

6 Branca sem desenho Leite noturno Sem

7 Branca sem desenho Melatonina Com

8 Branca sem desenho Melatonina Sem

9 Azul com estrelas Leite noturno Com

10 Azul com estrelas Leite noturno Sem

11 Azul com estrelas Melatonina Com

12 Azul com estrelas Melatonina Sem

2.3- Confeccao das embalagens.

As embalagens foram confeccionadas por uma empresa especializada. O design

da embalagem foi padronizado para caixa retangular, nas medidas 25,5cm x 7cmx 6¢cm,

com tampas rosqueaveis, baseada na opinido dos consumidores que participaram do

grupo de focos (Figura 6.2).
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Figura 6.2- Exemplos de embalagens avaliadas.

As embalagens foram apresentadas aos voluntédrios de forma monadica sob luz
branca no Laboratério de Analise Sensorial da Universidade Federal de Vigosa. Nao foi
definido um tempo de julgamento para as embalagens. A cada vez que se iniciou a
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avaliagdo de uma nova embalagem, o consumidor recebeu a ficha de avaliagdo
identificada com um numero de trés digitos correspondente ao tratamento em questao.
Foi utilizada para a avaliacao da intencdo de compra a escala linear horizontal
nao-estruturada de 9 cm. Esta escala ¢ composta de duas ancoras nas extremidades: na
extremidade esquerda estd escrita a expressdo ‘’definitivamente ndo compraria’ e na

direita, “’definitivamente compraria’’ (Figura 6.3).

Nome Data ! /

Cadigo da amostra

Considere que vocé esta comprando leite. Vocé poderia, por favor, marcar na escala

abaixo a sua intencio de compra para o produto.

Intencio de compra
| |
I I
Definitivamente nio Definitivamente
compraria compraria

Figura 6.3- Ficha usada na avaliagdo da inten¢do de compra.

A primeira embalagem apresentada foi igual para todos os consumidores,
possuindo um painel frontal sem nenhuma informagdo acerca dos fatores em estudo
(Figura 6.4). A apresentagdo dessa embalagem tem como objetivo retirar o efeito da

primeira amostra ou o impacto que o primeiro tratamento apresentado poderia causar

sobre a avaliagdo das demais amostras.
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Figura 6.4- Primeira embalagem de leite apresentada aos consumidores para a retirada

do impacto da primeira amostra.

A apresentacao das amostras seguiu o delineamento proposto por MacFie et al.
(1989) (Anexo 2), em que cada embalagem aparece em certa posicdo 0 mesmo niimero
de vezes. Este delineamento garante a eliminagdo do efeito da ordem de apresentacao e
o efeito residual caracterizado pela influéncia de uma amostra na avaliacao subsequente.

As 48 sequéncias de apresentagdo dos tratamentos de acordo com o
delineamento selecionado sdo suficientes para estimar os quatro efeitos principais de
modo ndo-viesado. Trés repeti¢des do delineamento foram empregadas na avaliagdo das

embalagens, de maneira que 144 consumidores participaram do estudo.

2.4- Analise dos resultados.
Os resultados foram avaliados conforme proposto por Minim (2010).
As respostas das fichas de avaliacdo da intengdo de compra dos consumidores

foram transformadas em escores, medindo-se a distancia que vai desde a extremidade
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esquerda até a marca feita pelo consumidor, tendo estes escores variado entre 0 e 9.
Os resultados foram tabulados em forma de escores para cada embalagem avaliada, em
um quadro de dupla entrada de consumidores versus embalagens.

Como regra de composicao, foi utilizado o modelo aditivo. Este modelo assume
que as avaliacdes globais de preferéncia sdo formadas pela soma das contribui¢cdes dos
niveis dos fatores (STEENKAMP, 1987).

Os resultados foram analisados de acordo com o modelo “clustering
segmentation” (MOORE, 1980). Inicialmente, os dados foram analisados
individualmente, ou seja, foram calculados os coeficientes de preferéncias (CPs) para
cada um dos consumidores. A partir dos CPs dos consumidores, estes mesmos
consumidores foram agrupados utlizando o método average distance e a distancia
Euclidiana como medida de dissimilaridade (KHATTREE e NALK, 2000). Nesse
método, grupos inicialmente constituidos (n grupos) foram reunidos de acordo com a
proximidade dos elementos, e entdo os individuos mais proximos foram fundidos. Um
individuo candidato a um agrupamento apresenta uma distancia a este grupo igual a
média da distdncia com relagdo aos membros do agrupamento, ou seja, o coeficiente de

distancia entre dois agrupamentos J e K ¢ dado por:

dj,k = média djk
jeJ; keK

Os grupos foram formados por consumidores que apresentaram CPs
semelhantes, ou seja, comportamento de compra semelhante. Foram realizadas analises
agregadas para cada grupo formado, estimando-se os CPs para cada um.

Os CPs foram estimados por meio de analise de regressdo linear multipla com
dummies variaveis, utilizando o método de minimos quadrados.

Todas as andlises estatisticas foram feitas utilizando o programa SAS

(Statistical Analysis System — SAS Institute Inc., North Carolina, USA 1999).

3- RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1- Opinides e atitudes dos consumidores em relaciao ao rétulo de leite.
A Figura 6.5 mostra o perfil dos participantes do grupo de focos. Do total de

participantes, 67,5% eram do sexo feminino e tinham idade entre 22 e 80 anos, sendo
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que 68% apresentavam idade superior a 52 anos. Em relacdo ao grau de instrugdo,

somente 11,2% tinham apenas o curso superior completo e 45%, segundo grau

completo. Quanto a renda familiar, a maioria (45,6%) tinha renda de 1 a 5 salarios

minimos e somente 9% deles tinham renda superior a 10 saldrios minimos.

Em relacdo a frequéncia de consumo, 85% dos entrevistados consumiam leite

todos os dias e somente 7% consumiam somente 1 vez por semana.

Maculino

Feminino

Acima de 66 anos

55-65anos |

44-54 anos
3343 anos
22-32 anos

Pos-graduacdo
Superior completo
Superior incompleto
2\ grau completo

1\ grau completo

Acima de 10 salarios minimos
6 a 10 salarios minimos

1 a 5 salarios minimos

E—52.50%

4,70%

35,30%

9,00%
11,20%
11,80%

s 40%,
—22.60%

_||9,00%
—||45,40%
—I|45,60%

67,50%

Figura 6.5- Perfil dos consumidores que participaram do grupo de focos.

Entre os entrevistados, 49% disseram ler o rotulo sempre, 46% disseram ler o

rotulo eventualmente e 5% responderam nunca ler o rotulo (Figura 6.6).
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5%
‘ 49%
46%

Figura 6.6 — Frequéncia de leitura dos rotulos de produtos alimenticios pelos
participantes do grupo de focos (m participantes que leem o rétulo eventualmente, m

participantes que leem o rétulo sempre, m participantes que nunca leem os rotulos).

Observou-se que 32% dos entrevistados tinham conhecimentos basicos sobre a
melatonina obtidos por meio de reportagens de televisdo. Porém, a maioria dos
entrevistados, 68%, nao tinha nenhuma informacao sobre a melatonina.

A aparéncia, a data de validade visivel, o pre¢o, a marca, a praticidade e a
facilidade de achar a informagdo que procuram sdo alguns dos fatores das embalagens
de leite que os participantes observam no momento da compra.

Observou-se entre os participantes que a aparéncia da embalagem ¢ um fator
importante na decisdo de compra de leite, e 83% dos entrevistados disseram escolher a
embalagem pela aparéncia. Outro fator considerado importante para os participantes
foram informacdes sobre os ingredientes, ¢ 56% disseram que observam as informacdes
sobre ingredientes presentes no produto. Os participantes disseram também observar a
presenca de ingredientes adicionais que melhorem a qualidade nutricional do produto,
ou tragam algum beneficio a saude, sendo que 78% dos participantes disseram escolher
estes produtos.

Entre os fatores de aparéncia dos produtos, os participantes destacaram o
tamanho e as cores das letras, formato da caixa e tipo de tampas, as cores das
embalagens, desenhos, cores e quantidade de informagdo contidas nas embalagens e

nome do produto.
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Todos os entrevistados disseram preferir informagdes em letras grandes, cores
fortes e faceis de ler. Dos participantes, 92% disseram escolher embalagens com tampas
rosqueaveis e formato nao tradicional de caixa de leite UHT, preferindo o formato
mais quadrado e longo pela praticidade de servir ¢ armazenar em geladeira. Sendo
assim, foram padronizadas para estudos posteriores as embalagens com letras grandes
e faceis de ler que atendam a IN ne 22/2005. A tampa rosqueavel e o formato nao
tradicional da caixa UHT também foram padronizados, uma vez que atendem aos
desejos da quase totalidade dos participantes.

Quanto ao fator cor das embalagens, 42% disseram preferir embalagens brancas
pois remetem melhor ao produto leite. Porém, 58% responderam escolher embalagens
coloridas, que chamam mais aten¢ao na prateleira.

Dos entrevistados,  32% preferem embalagens sem desenhos, com um visual
mais limpo, pois permitem visualizar melhor as informacdes; ja 28% deles tém
preferéncia por embalagens com desenhos de leite derramando, que estimulam a
vontade beber leite (“dar vontade de beber leite”); e 40% gostam de embalagens com
desenho de fazenda e vacas, pois remetem a um produto natural.

Porém, segundo a IN ne 22/2005, os produtos de origem animal embalados nao
devem ser descritos ou apresentar no rétulo vocabulos, sinais, denominagdes, simbolos,
emblemas, ilustragdes ou outras representagdes graficas que possam tornar as
informacodes falsas, incorretas, insuficientes, ou que possam induzir o consumidor a
equivoco, erro, confusdo ou engano em relacdo a verdadeira natureza, composi¢do,
procedéncia, tipo, qualidade, quantidade, validade, rendimento ou forma de uso do
produto de origem animal. E vedado o uso de fazendas, vacas e imagens que
provocarem enganos de um produto natural ao consumidor.

Quando questionados a respeito do nome do produto, 62% aprovaram o nome
leite noturno, porém 48% disseram preferir um nome contendo melatonina.

Pelos dados levantados no grupo de focos, foi possivel definir os niveis e fatores
para o estudo da avaliagdo de intencao de compras das embalagens de leite com alta
concentracdo de melatonina e também alguns atributos considerados importantes para a

maioria dos participantes.
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3.2- Avaliacio da intencio de compra das embalagens por meio de Analise
Conjunta de Fatores.

Por meio do modelo de andlise individual, os Coeficientes de Preferéncias (CPs)
foram estimados para cada consumidor e, posteriormente, foi feita a analise de
agrupamento. A relacdo entre o numero de grupos formados durante essa andlise € o

numero de julgadores presentes em cada um dos grupos estd apresentado na Tabela 6.4.

Tabela 6.4- Resumo dos resultados da analise de agrupamento.

Numero de consumidores por grupo

Grupos
Numero de grupos 1 2 3 4 5 6 7 8
1 144
2 141 3
3 141 2 1
4 106 35 2 1
5 105 35 2 1 1
6 95 35 11 2 1 1
7 94 34 11 2 1 1 1
8 85 34 11 9 2 1 1 1

Para analise agregada, considerou-se o agrupamento com 6 grupos. Destes 6
grupos, 3 eram constituidos de 1 ou 2 julgadores, ndo sendo, portanto, discutidos. As
analises dos resultados foram entdo feitas para 3 grupos. A Tabela 6.5 mostra os
resultados da anélise agregada para cada grupo formando.

O primeiro grupo, representado por 66% dos consumidores, teve sua intengdo de
compra baseada em todos os fatores, tendo o design da embalagem obtido maior
importancia relativa (IR = 58,56%), seguido do nome (22,23%) e do texto informativo
(19,29%). A embalagem ideal para este grupo seria a azul com estrelas e desenho de

leite derramando, com o nome leite noturno e com a presenca de texto informativo.
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Tabela 6.5- Resumo da andlise agregada conjunta de fatores, considerando 3 grupos

formados.
Fatores e Niveis/ Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Importancia Relativa (n=95) (n=35) (n=11)
Design da embalagem.
1.Azul com estrelas e desenho de leite 0,8579 -0,6090 2,1470
derramando.
2.Branca sem desenho. -1,0142 1,3517 -3,1712
3.Azul com estrelas e sem desenho. 0,1563 -0,7426 1,0242
Importancia Relativa 58,56% 66,09% 91,69%
Nome
1. Leite Noturno 0,3538 0,3986 -0,1159
2. Melatonina -0,3538 -0,3986 0,1159
Importancia Relativa. 22,13% 25,15% 3,99%
Texto Informativo
1.Com texto 0,3084 0,1386 0,1250
2. Sem Texto -0,3084 -0,1386 -0,1250
Importancia Relativa. 19,29% 8,74% 4,.31%

Os sinais negativos para os niveis de cada fator indicam impacto negativo na intengdo
de compra. Considerados importantes para o grupo, apenas fatores com importancia

relativa acima de 10% (MINIM, 2010).

O segundo grupo, compreendendo 24,3% dos consumidores, teve sua intencao
de compra baseada no design da embalagem (IR =66,09%). Neste grupo,
diferentemente dos demais, a embalagem branca sem desenhos foi a que obteve maior
intencdo de compra. O texto informativo apresentou importancia relativa menor que
10%, ndo sendo considerado fator importante. Para este grupo, a embalagem ideal seria
branca sem desenhos, com o nome leite noturno.

O terceiro grupo, formado por 9,7% dos consumidores, teve sua intengdo de
compra baseada no design da embalagem (IR =91,69%), sendo que os demais fatores
tiveram importancia relativa menor que 10%, ndo sendo considerados fatores de
importancia. A embalagem ideal para este grupo seria a azul com estrelas e desenho de

leite derramando.
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Desta forma, a embalagem a azul com estrelas e desenho de leite derramando,
com o nome leite noturno e com a presenca de texto informativo (Figura 6.7),

apresentou alta intencao de compra para a maioria dos consumidores.
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(a) (b)

Figura 6.7- Embalagem com maior inten¢do de compra: a- verso e b- frente.
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4 -CONCLUSAO

A embalagem ¢ um dos fatores fundamentais na escolha de um produto e pode
contribuir de forma positiva ou negativa para a aceitagao do alimento.

A embalagem com maior inten¢ao de compra para o produto desenvolvido ¢ a
de cor azul, com estrelas e leite derramando, com o nome leite noturno e presenga de

texto informativo.
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Conclusao Geral
|

H4 um nicho de mercado, composto principalmente por idosos e mulheres, para
o desenvolvimento de produtos naturais que tenham como propriedade melhorar a
qualidade do sono da populacdo. A identificagdo deste mercado sugere que o
desenvolvimento de um alimento enriquecido de melatonina pode ser uma alternativa de
sucesso no mercado de produtos funcionais.

Foi desenvolvido um leite com concentracdo aumentada de melatonina, com
objetivo de melhorar a qualidade do sono e diminuir o estresse. A técnica de aumento
natural da concentracdo de melatonina por meio da ordenha noturna se mostrou uma
alternativa eficiente, ¢ o leite obtido as 2hOOmin. apresentou concentracdo de
melatonina nove vezes superior a concentracdo encontrada no leite obtido as
15h00min..

Pelo ensaio biologico, constatou-se que a ingestdo de leite com concentragao
aumentada de melatonina promoveu aumento de melatonina sanguinea e
sulfatoximelatonina urinaria em ratos wistar, indicando melhora na qualidade do sono.
A adigdo de triptofano ao leite com concentragdo aumentada de melatonina melhorou a
eficiéncia do produto no aumento de melatonina e sulfatoximelatonina nos ratos.

O estudo de cinética de degradacao térmica da melatonina foi importante, pois
permitiu definir a estabilidade da melatonina no leite. A melatonina ¢ estavel a
tratamentos térmicos aplicados ao leite, sendo possivel o uso de processos térmicos no
desenvolvimento de produtos lacteos enriquecidos de melatonina.

A informacao de presenca de melatonina no leite influenciou positivamente
pessoas de todas as faixas etarias, ndo existindo neofobia alimentar para o termo
melatonina. O conhecimento sobre os beneficios do consumo de melatonina também
causou impacto positivo na aceitabilidade de todas as faixas etarias, porém com maior
impacto nas pessoas com idade superior a 50 anos.

A embalagem com maior inten¢do de compra para o produto desenvolvido ¢ a
de cor azul, com estrelas e leite derramando, com o nome leite noturno e presencga de
texto informativo

Desta forma, foi possivel desenvolver um produto diferenciado e inovador a

partir de ordenhas noturnas dos animais, nas condi¢des climaticas do Brasil, e

-

adicionado de triptofano, visando a melhoria da qualidade do sono dos idosos e
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agregacdo de valor ao leite, sem grandes investimentos dos produtores, de maneira

sustentavel e viavel.
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ANEXOS

ANEXO 1-QUESTIONARIO USADO NA AVALIACAO.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA
O Departamento de Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de
Vicosa esta promovendo uma pesquisa com consumidores da cidade de Vigosa sobre
problemas relacionados ao sono. Sua participacdo ¢ de extrema importancia para
efetivacdo do nosso trabalho, por isto, gostariamos que respondesse a algumas
perguntas.
Ressaltamos que sua identidade serd preservada e que as informagdes coletadas

neste estudo serdo utilizadas estritamente para esta pesquisa.
1- Sexo: [ | Masculino [ ] Feminino 3- Nasc: (més e ano) :

2- Estado civil:

[ ]Solteiro [ ]JCasado [ ] Unido estavel [ ] Viavo [ ] Outro

4. Grau de instrucio:

[1] 1° grau incompleto [4] 2° grau incompleto  [7] Superior incompleto
[2] 1°grau completo  [5] 2° grau completo [8] Superior completo
[3] Pos-grad. comp. [6] Pos-grad. incomp [9] Outro:

5. Atividade profissional

[1] Estudante [2] Func. publico municipal  [3] Func. publico federal

[4] Autonomo [5] Func. publico estadual [6] Dona de casa
[7] Empresario (proprietario de empresa) [8] Func. Emp. Privada
[9] Outro: [10] Aposentado (a)
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6. Em média, em qual categoria de renda familiar mensal vocé se enquadra?
[1]1 a3 SM (até R$ 1.530,00) [2]4 a 10 SM (RS 2.040,0 a 5.100,00)
[3]11-15 SM (R$ 5.610,00 a 7.650,00) [4] 16-20 SM (R$ 8160,00 a 10.200,00)
[5] 21-30 SM (R$ 10.710,00 a [6]acimade 30 SM
15.300,00)
[7] Desempregado [8] Outros

7. Vocé apresenta dificuldades para dormir?

[1] sempre [2] eventualmente [3] raramente [4] nunca

8. Vocé demora muito para pegar no sono?

[1] sempre [2] eventualmente [3] raramente [4] nunca

9.Vocé mexe muito na cama durante o sono?

[1] sempre [2] eventualmente [3] raramente [4] nunca

10. Vocé acorda no meio da noite?

[1] sempre [2] eventualmente [3] raramente [4] nunca

11.Vocé dorme durante a tarde?
[1] Todas as tardes [3] 3al vezes por semana

[2] 6 a4 vezes por semana [4] Nao, nunca durmo a tarde

12.Alguém ja observou que vocé tem pequenas paradas respiratorias quando vocé
dorme?

[1] Sim [2] Nio

13.Vocé utiliza algum medicamento de uso continuo para dormir ?

[1] Sim [2] Ndo

14.Vocé ja utilizou algum fitoterapicos ou cha (erva —doce, camomila, suco de
maracuja) com o intuito melhorar a qualidade do sono?
[1] sempre [2] eventualmente [3] raramente [4] nunca
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15.Vocé acorda ofegante ou sem ar durante a noite?

[1] sempre [2] eventualmente [3] raramente [4] nunca

16.Vocé tem alguma dorméncia nas pernas, arrepios, ciimbras, sensaciio que esta
caindo quando esta dormindo?

[1] sempre [2] eventualmente [3] raramente [4] nunca

17.Vocé anda durante o sono e se lembra no dia seguinte?

[1] sempre [2] eventualmente [3] raramente [4] nunca

18. Escala de sonoléncia

Por favor, utilize esta escala para avaliar as seguintes perguntas:
0 = nunca iria cochilar

1 = pequena chance de cochilar

2 = moderada chance de cochilar

3= alta chance de cochilar

1. Sentado e lendo

. Assistindoa T.V.

. Sentado inativo em uma reunido publica
. Como passageiro em um carro por uma hora sem interrupg¢ao

. Deitado a tarde em um momento de folga

. Sentado e conversando com alguém

. Sentado calmamente apds o almoco

0 N N L B W

. Dirigir um carro que parou brevemente em uma sinal vermelho

19. Vocé ronca?

[1] sempre [2] eventualmente [3] raramente [4] nunca
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20.  Sesim, classifique o nivel.

4 - D4 para ouvir fora do seu quarto

3- Da para acordar o companheiro de quarto
2- Facil de ouvir

1- Pouco perceptivel

21.  Vocé ja sentiu que esta gritando durante o sono e de repente acorda
assustado?

[1] sempre [2] eventualmente [3] raramente [4] nunca
22.  Voceé tem pesadelos?

[1] sempre [2] eventualmente [3] raramente [4] nunca

23. Vocé tem sonhos?

[1] sempre [2] eventualmente [3] raramente [4] nunca

24.  Vocé tem algum problema relacionado a estresse?

[1] Sim [2] Nao
25. Se sim, quais os sintomas causados pelo estresse?
[1] | Ansiedade [7] | Desmotivagao
[2] | Irritabilidade [8] | InsOnia

[3] | Emocionalidade acentuada | [9] | Pressdo alta

[4] | Isolamento e introspeccdo | [10] | Gastrites

[5] | Problemas de memoria [11] | Queda de cabelo
[6] | Dores musculares [12] | Outros
26. Tem alguém com problema para dormir que mora com vocé?
[1] Sim [2] Nao
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27.  Sesim, qual a faixa etaria desta pessoa?
[1] 0 a3 anos [6] 40 a59 anos
2] 4 a 10 anos [7] 60 a 69 anos
[3] 11 a17 anos [8] 70-79 anos
[4] 17 a 25 anos [
[5] 26 a 40 anos

9] Mais que 80 anos

27. Caso necessario, vocé teria interesse e disponibilidade de comparecer a uma reuniao
no Departamento de Tecnologia de Alimentos para uma discussdo aberta e em grupo
sobre sua opinido, dicas e sugestdes para o desenvolvimento de um produto

alimenticio natural que melhore a qualidade do sono e diminua o estresse?

[1] Sim [2] Nio

Se sim:

Nome:

Telefone:

Melhor dia da semana:

Melhor horario:
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ANEXO 2 - DELINEAMENTO UTILIZADO NA APRESENTACAO DAS

EMBALAGENS AOS CONSUMIDORES.
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