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RESUMO

PELAIS, Ana Carla Alves. D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de
2014. Néctar de cupuacgu adicionado de proteina de soja e probiéticos e
avaliagao de seus efeitos in vivo em ratos Wistar induzidos a les6es pré
neoplasicas. Orientador: Afonso Mota Ramos. Coorientadores: Eliane
Mauricio Furtado Martins e Maria do Carmo Gouveia Peluzio.

A viabilidade da utilizagdo de microrganismos probidticos em matrizes n&o
lacteas como néctares e sucos de frutas tem sido avaliada com sucesso por
muitos pesquisadores. Assim, o objetivo deste trabalho foi desenvolver um
néctar a base de polpa de cupuacu (18,5 %, 20 %, 30 %, 40 % e 41,5 %) e
proteina de soja (0,79, 1g, 1,759, 2,59 e 2,8 g) adicionado de probidtico e
avaliacao de seus efeitos in vivo em ratos Wistar induzidos a lesdes pré
neoplasicas. Na formulagdo mais aceita (20 % de polpa de cupuagu e 2,5 g de
proteina de soja), adicionou-se L. acidophilus LA-3 (T4), L. paracasei BGP1 (T3)
e a mistura L. acidophilus LA-3/ L. paracasei BGP1 (T3), resultando em trés
tratamentos, além do controle sem probidtico. Foram realizadas analises fisico-
quimicas, microbiolégicas e avaliagdo sensorial nos diversos ensaios dos
néctares e a partir da formulagao otimizada, fez-se o acompanhamento da
bebida durante 28 dias de armazenamento a 4 °C por meio das caracteristicas
fisico-quimicas, viabilidade probidtica e resisténcia in vitro as condigbes
gastrointestinais. Concomitantemente, as bebidas foram administradas em
grupos de ratos Wistar, via gavagem, na quantidade de 3 mL/kg de peso/dia,
durante um periodo de 10 semanas. Como agente indutor da lesdo pré
neoplasica de célon foi utilizada a 1,2-dimetilhidrazina. Durante o periodo
experimental, coletou-se as fezes frescas dos animais para as determinagdes
do pH e Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp. Ao final do experimento, apos
a eutanasia, amostras de sangue, fezes do ceco, figado e o cdélon foram
preparadas para as determinagdes séricas, de acidos graxos volateis, indice
hepatossomatico e quantificacdo de Focos de Criptas Aberrantes (FCA). Os
resultados mostraram que os néctares elaborados apresentaram-se dentro dos
padrées microbiolégicos preconizados pela legislagao vigente. Em relacdo aos
parametros fisico-quimicos observou-se que o0 aumento da concentracdo de
polpa de cupuagu provocou um incremento linear na acidez total titulavel e no
teor de acido ascorbico e consequentemente reduziu o valor de pH. Os

néctares tiveram boa aceitabilidade sensorial, com escores médios acima de

X



5,0 para os atributos sabor e impressao global e acima de 2,0 para a intengao
de compra. A partir das superficies obtidas sugeriu-se o ensaio com 20 % de
polpa de cupuacgu e 2,5 g de proteina de soja, como a melhor formulagédo, na
qual foram adicionadas as culturas probiéticas. Nao houve diferencga
significativa (p > 0,05) entre os tratamentos para os parametros de cor
avaliados. Embora tenha sido observado um aumento da acidez e a diminuigao
do pH durante as quatro semanas de armazenamento, a viabilidade das
culturas utilizadas foi mantida em pelo menos 7,0 Log UFC.mL™ em todos os
néctares por todo o periodo de armazenamento. O néctar T4 apresentou a
menor sobrevivéncia ao final da simulagdo gastrointestinal in vitro com
3,35 Log UFC.mL™", enquanto T, e T3, foram mais tolerantes ao estresse com
contagens de 6,13 e 5,35 Log UFC.mL™", respectivamente. Na avaliagdo
sensorial, os tratamentos controle e T4 tiveram a melhor aceitagao,
possivelmente em decorréncia da menor acidez apresentada. No ensaio
in vivo, os resultados sugerem que a ingestao do néctar probidtico ndo exerceu
efeito protetor na formacado de FCA em todos os grupos avaliados. Os acidos
graxos volateis também nao apresentaram diferenga (p > 0,05) entre os grupos
alimentados com a bebida. O pH fecal reduziu apenas a partir da sétima
semana do periodo experimental, enquanto que, a contagem de Lactobacillus
ssp. e Bifidobacterium ssp. nao apresentaram diferengas significativas
(p > 0,05) entre os grupos experimentais durante o periodo avaliado. O
colesterol total, HDL e o LDL nao diferiram (p > 0,05) nos grupos alimentados
com a bebida em relagdo aos grupos controle. Pode-se atribuir o efeito n&o
significativo da bebida nos parametros avaliados nos animais tratados com a

DMH, possivelmente, a duragcdo do experimento.

Xi



ABSTRACT

PELAIS, Ana Carla Alves. D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August 2014.
Cupuassu nectar added soy protein and probiotics and evaluation of their
effects in vivo on Wistar rats induced to pre neoplastic lesions. Adviser:
Afonso Mota Ramos. Co-advisers: Eliane Mauricio Furtado Martins and Maria
do Carmo Gouveia Peluzio.

The viability of using probiotic microorganisms in non-dairy matrices as nectars
and fruit juices has been successfully evaluated by many researchers. Thus,
this work aimed to develop a nectar based on cupuassu pulp (18.5 %, 20 %,
30 %, 40 %, and 41.5 %) and soybean protein (0.7 g, 1 g, 1.75 g, 2.5 g, and
2.8 g) containing probiotic with evaluation of their effects in vivo on Wistar rats
induced to pre-neoplastic lesions. In the best formulation, L. acidophilus LA-3
(T4), L. paracasei BGP1 (T,), and the L. acidophilus LA-3/L. paracasei
BGP1 (T3) mixture were added resulting in three treatments in addition to
control without probiotic. Physicochemical analysis, microbiological, and
sensory evaluation were performed in the various trials of nectar; based on the
optimized formulation, the monitoring of the beverage was made for 28 days of
storage at 4 °C by means of physicochemical characteristics, probiotic viability,
and in vitro resistance to the gastrointestinal conditions. Concomitantly, the
beverages were administered to Wistar rats groups by gavage at a rate of 3
mL/kg body weight/day for a period of 10 weeks. As inducing agent of the colon
pre-neoplastic lesions, 1.2 — dimethylhydrazine (DMH) was used. During the
experimental period, fresh feces were collected from animals for determining
pH, Lactobacillus spp., and Bifidobacterium spp. At the end of the experiment
after euthanasia, samples of blood, cecum's feces, liver, and colon were
prepared to determine serum, volatile fatty acids, and hepatosomatic index, and
for quantification of Aberrant Crypt Foci (ACF). Results showed that the
prepared nectars were according to the recommended microbiological
standards of the current law. In relation to the physicochemical standards, it
was observed that increasing the concentration of cupuassu pulp caused a
linear increase in titratable acidity and ascorbic acid content and consequently
reduced the pH value. Nectars had good sensory acceptability, with mean
scores above 5.0 for flavor attributes and overall impression and above 2.0 for
the purchasing behavior. Based on obtained results, testing at 20% of cupuassu
pulp and 2.5 g of soy protein were suggested as the best formulation, in which

Xii



probiotic cultures were added. There was no significant difference (p > 0.05)
among treatments for evaluated color parameters. Although acidity increase
and pH reduction during the four storage weeks were observed, the viability of
the used cultures was maintained in at least 7.0 Log UFC.mL™ in all nectars
throughout the storage period. The T4 nectar showed the lowest survival at the
end of the in vitro gastrointestinal simulation with 3.35 Log UFC.mL™, while T,
and T3 were more tolerant to stress with scores of 6.13 and 5.35 Log UFC.mL",
respectively. In sensory evaluation, control and T4 treatments had the best
acceptance, possibly due to the lower presented acidity. On in vivo assay,
results suggest that ingestion of probiotic nectar did not exert a protective effect
on the formation of ACF in all evaluated groups. Volatile fatty acids also showed
no difference (p > 0.05) among the groups fed with the beverage. Fecal pH
decreased only from the seventh week of the experimental period, while the
count of Lactobacillus ssp. and Bifidobacterium spp. showed no significant
differences (p > 0.05) among the experimental groups during the studied period.
total cholesterol, high-density lipoprotein (HDL), and low density lipoprotein
(LDL) did not differ (p > 0.05) in the groups fed with the beverage compared to
the control groups. The no significant effect of the beverage at the evaluated
parameters in animals treated with dimetilhidrazina (DMH) can be possibly

attributed to the experiment duration.
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1. INTRODUGAO GERAL

O consumo de bebidas nao alcodlicas aumentou em todo o Brasil de
acordo com estudo realizado pela consultoria Canadean para a Associagao
Brasileira das Industrias de Refrigerantes e bebidas ndo alcodlicas (ABIR). As
bebidas prontas pra consumo como refrescos, néctares, bebidas a base de
soja, isotbnicos e energéticos, foram as principais responsaveis pelo aumento
observado (ABIR, 2011). Ao mesmo tempo, os consumidores estdo mais
conscientes e preocupados com seu estilo de vida, o que aumentou a demanda
por os alimentos que promovem a saude e bem-estar, tais como produtos

funcionais contendo microrganismos probioticos (MARTINS et al., 2013).

A maioria dos produtos probioticos disponiveis no mercado sao de base
lactea como leites fermentados(KAILASAPATHY, 2006) iogurtes (HOMAYOUNI
et al., 2008) sorvetes (SANCHEZ et al., 2009) e queijos (FRITZEN-FREIRE
MULLER; LAURINDO; PRUDENCIO, 2010), havendo um crescente interesse
na elaboracdo de bebidas nao lacteas contendo probidticos, principalmente
devido ao grande numero de pessoas intolerantes a lactose ou que necessitam
de dietas com restricdo de colesterol (MARTINS et al., 2013). Entre os
alimentos nao lacteos pesquisados como veiculos para os probioticos estdo os
sucos e néctares de fruta (SHEEHAN; ROOS; FITZGERALD, 2007;
CHAMPAGNE; GARDNER, 2008; NICOLESCO; BURULEANU, 2010; SAW et
al., 2011; ANTUNES et al., 2013).

Na Regiao Amazonica existem espécies de fruteiras domesticadas ou
cultivadas com grande potencial agroindustrial e ainda pouco exploradas.
Dentre essas espécies destaca-se o cupuacgueiro (Theobroma grandiflorum
Schum) o qual possui um fruto que apresenta polpa com caracteristicas ideais
para o aproveitamento industrial (COSTA et al., 2003), sendo utilizada no
preparo sorvetes, sucos, geléias e diversas sobremesas, processados de forma

artesanal, ou seja, em pequena escala de producado (COHEN; JACKIX, 2005).

Apesar da variedade de frutas tropicais com sabores exoéticos bastante
agradaveis, as bebidas contendo extrato de soja tornaram-se bastante
populares e vém sendo avaliadas como veiculos para probiéticos. Os efeitos do
sinergismo entre os probidticos e produtos da soja sugerem que essa

combinagdo pode exercer efeitos benéficos, uma vez que a soja contém
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oligossacarideos naturais como a rafinose e estaquiose, considerados como
prebioticos e que estimulam o crescimento de probidticos (KARR-LILIENTHAL,
et al., 2005; WOO et al., 2009).

Os probidticos sao caracterizados por géneros, como Lactobacillus spp.
e Bifidobacterium spp., € entre os principais efeitos atribuidos ao consumo de
probidticos estdo: a manutencdo do balanco da microbiota intestinal, o
antagonismo do crescimento de patdgenos, o estimulo do sistema imunolégico
e a redugao da intolerancia a lactose, que beneficiam a saude aumentando a
protecao contra infec¢des intestinais e a prevencao de diversas doengas como
o cancer de célon (LOURENS-HATTINGH; VILJOEN, 2001).

O cancer de coélon é€ uma patologia que se caracteriza por um
crescimento desordenado de uma populagdo de células que escapam da
regulagdo normal de crescimento, replicacdo e diferenciagdo (WISEMAN,
2011). Inicialmente, pode apresentar-se como alteragdes microscopicas
discretas da mucosa, denominadas focos de criptas aberrantes (FCA) ou
lesdes pré neoplasicas (BIRD, 1987; BIRD, 1995). O numero total e ao
tamanho dos FCA podem ser determinados de forma simples, rapida e
econdOmica, e sua avaliagao constitui um bioensaio de curto prazo para avaliar
o emprego de agentes quimiopreventivos na carcinogénese colorretal
(NEWELL; HEDDLE, 2004).

Assim, diante da procura dos consumidores por alimentos mais
saudaveis, capazes de trazer beneficios extras a saude, e dos potenciais
efeitos benéficos da soja e dos probidticos, este trabalho tem como objetivo
elaborar um néctar a base de cupuagu e proteina de soja adicionados de
probidticos e avaliar seus efeitos in vivo em ratos wistar induzidos a lesdes pré-

neoplasicas.



1.1. REVISAO DE LITERATURA

1.1.1 Alimentos Funcionais

De acordo Brasil (1999), alimento funcional é "todo aquele alimento ou
ingrediente que, além das fungbes nutricionais basicas, quando consumido
como parte da dieta usual, produz efeitos metabdlicos e/ou fisioldgicos e/ou
efeitos benéficos a saude, devendo ser seguro para consumo sem superviséo
meédica”. Entre esses alimentos funcionais estdo aqueles contendo probidticos

e prebidticos.

O termo "probidtico" foi usado pela primeira vez pelos veterinarios Lilly e
Stillwel em 1965 para denominar substéncias secretadas por microrganismos
que estimulavam a multiplicacdo de outros microrganismos. Fuller (1989)
redefiniu o termo para "organismos vivos que quando ingeridos exercem efeito

benéfico no balango da microbiota intestinal do hospedeiro".

Outras definigdes foram publicadas a partir dai, porém, a mais aceita
internacionalmente é a de que os probidticos sdo microrganismos vivos que,
quando administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios a
saude do hospedeiro (FAO/WHO, 2001).

No momento do seu consumo, os probioticos devem estar viaveis nos
alimentos e manter sua viabilidade apds contato com acido gastrico e com sais
biliares (KOMATSU; BURITI; SAAD, 2008). Apdés vencerem essa barreira
quimica, os probidticos aderem a superficie intestinal, onde desempenham
influéncia benéfica como efeitos antagbnicos, competicdo e efeitos
imunoldgicos, resultando em um aumento da resisténcia contra patogenos,
devido a estimulagcdo da multiplicacdo de bactérias benéficas em detrimento a
proliferacdo de bactérias potencialmente prejudiciais (PUUPPONEN-PIMIA et
al.,, 2002). No entanto, a manutengdo destas populagdes esta intimamente

relacionada com o tipo de alimento consumido pelo individuo.

Os probidticos sao fornecidos por alimentos processados ou por
suplementos dietéticos contendo bactérias vivas. Queijo, leites fermentados,
sucos e formulas infantis também sao veiculos de probidticos. Os principais
produtos fermentados disponiveis no mercado utilizam lactobacilos,
estreptococos e bifidobactérias que sao os constituintes normalmente

encontrados na microbiota gastrointestinal humana (DAVIS; MILNER, 2009).
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Bebidas de frutas também podem ser utilizadas como veiculo de
probioticos. Champagne; Gardner (2008) avaliaram a capacidade de estirpes
de lactobacilos sobreviverem em sucos prontos para beber, armazenados a
4°C durante 80 dias. O pH da bebida foi 4,2, o que permitiu uma boa
estabilidade das culturas durante o armazenamento. Quatro estirpes foram
selecionadas para verificar suas resisténcias em um simulador de condi¢des
gastrointestinais. Comparando culturas recém adicionadas ao suco com
culturas que se apresentavam a 4 °C durante 35 dias, constatou-se que o
armazenamento refrigerado ndo afetou a viabilidade na presenga de sais

biliares a 0,3% ou de enzimas pancreaticas.

Com o objetivo de assegurar que os alimentos probiéticos disponiveis no
mercado possuam de fato viabilidade no intestino humano, a ANVISA (BRASIL,
2008) determina que a quantidade minima viavel de probidticos deve estar na
faixa de 10® a 10° UFC (Unidades Formadoras de Colénias) na recomendac&o

diaria do produto pronto para consumo.

Para que os probidticos possam ter sua atividade otimizada no
organismo humano, € necessario que haja nutrientes para seu crescimento e
reproducdo, sendo o colén o local onde estas bactérias encontram os
substratos ideais. Estes incluem todos os alimentos ingeridos que n&do foram
absorvidos e que ultrapassam a valvula ileocecal, principalmente os prebidticos
(DAVIDSON; CARVALHO, 2007).

O termo prebidtico refere-se a componentes nao digeriveis que afetam
beneficamente o hospedeiro por estimularem seletivamente a multiplicagdo ou
atividade de bactérias desejaveis no colon, podendo ainda atuar na inibigdo da
multiplicagdo de patdgenos. Estes componentes alimentares atuam mais
frequentemente no intestino grosso, no entanto, podem ter agdo sobre os
microrganismos no intestino delgado (SAAD, 2006; FERREIRA; SILVA, 2010).

Neste contexto, os carboidratos n&o digeriveis como a inulina, a
lactulose e diversos oligossacarideos, estdo entre os componentes que
proporcionam efeito positivo na composicao da microbiota intestinal quando
consumidos associados a microrganismos probiodticos, como Lactobacillus spp.
e Bifidobacteria spp. (FOOKS; GIBSON, 2002; SAAD, 2006).



Os prebidticos estimulam o crescimento de bactérias benéficas no
intestino grosso, modificando favoravelmente a composicdo da microbiota
intestinal e aumentando a atividade metabdlica destas bactérias. Os prebioticos
atuam ainda alterando o transito intestinal, reduzindo metabdlicos toxicos,

prevenindo a diarreia e a obstipacao (SAAD, 2006).

Os produtos finais da fermentacdo de substéncias prebiodticas (acido
latico e os acidos graxos de cadeia curta, em especial o acético, propidnico e
butirico) sdo responsaveis pela reducdo do pH no intestino grosso. Esta
reducdo promove o aumento de bactérias benéficas, por serem resistentes em
meio acido, ao passo que as bactérias patogénicas, sensiveis a acidez, tem
seu numero diminuido. As bactérias benéficas produzem e secretam
bacteriocinas, substancias antibacterianas que exercem efeito sobre a
microbiota patogénica (MELO, 2004).

A combinacdo de culturas probidticas com ingredientes prebidticos
resulta nos alimentos simbidticos (CAPRILES; SILVA; FISBERG, 2005). A
interacao entre estes in vivo pode ser favorecida por uma adaptacdo do
probidtico ao substrato prebidtico anterior ao consumo humano. Isto pode, em
alguns casos, resultar em uma vantagem competitiva para o probiético, se ele
for consumido juntamente com o prebidtico. Alternativamente esse efeito
simbidtico pode ser direcionado as regides “alvo” do trato gastrodigestério
(PEIXOTO; SILVA, 2008).

1.1.2 A Soja

A soja € no Brasil um dos principais itens da produgdo agricola, que
movimentou na cadeia produtiva do agronegdécio, no ano de 2012, cinquenta
bilhdes de dolares (IBGE, 2012). No contexto mundial, o Brasil ocupa a posi¢cao
de segundo maior produtor do gréo, entretanto o principal diferencial em
relacdo aos Estados Unidos e a Argentina, primeiro e terceiro colocados, esta
na disponibilidade de uma maior area potencial para expansdo do cultivo.
Especialistas projetam uma produgéo superior a 105 milhées de toneladas em

2020, o que tornaria o pais o principal produtor do grdo (FREITAS, 2011).

O consumo da soja (Glycine max) processada na forma de derivados
despertou o interesse da populagao e, principalmente dos pesquisadores, néao

s6 por ser considerada uma fonte importante de nutrientes de baixo custo, mas
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por sua associagao a multiplos efeitos que melhoram a saude, mediados por
seus componentes bioativos, como as isoflavonas que s&o substancias
envolvidas em atividades anti-carcinogénicas, na redugdo de perda de massa

0ssea e na diminuigao do colesterol do sanguineo (BARNES et al., 2006).

Apesar de todos os beneficios da soja, seu consumo ainda encontra
rejeicdo. A aceitabilidade do extrato hidrossoluvel de soja pelo consumidor &
limitada por apresentar caracteristicas sensoriais semelhantes as do feijao cru,
devido a presencga de compostos volateis de baixa massa molecular que sao
produtos da ac¢ado das lipoxigenases, que por sua vez, podem ser inativadas por
meio de tratamento térmico adequado. Além disso, o extrato apresenta um
sabor caracteristico de soja e um alto teor de oligossacarideos como a rafinose
e estaquiose, responsaveis pelos fatores de flatuléncia que limitam seu
consumo (OLIVEIRA et al., 2010).

Os produtos da soja vém sendo avaliados como veiculos de culturas
probidticas (GRANATO et al.,, 2010; ULIANA; VENTURINI FILHO; ULIANA,
2012). Os efeitos sinérgicos entre os probidticos e produtos de soja sugerem
que essa combinacado pode exercer efeitos funcionais (WOO et al., 2009). A
presenga de fatores bifidogénicos no extrato de soja, como os oligossacarideos
rafinose e estaquiose, assim, como outros agucares (sacarose, frutose, glicose,
galactose), vitaminas do complexo B e fontes de nitrogénio das proteinas da
soja, fazem do extrato hidrossoluvel de soja um meio complexo e o6timo

substrato para crescimento dos probiéticos (CHOU; HOU, 2000).



1.1.3 Cupuacgu

A produgdo mundial de frutas tem apresentado um crescimento
continuo, sendo a China, a india e o Brasil, os trés maiores produtores, que
juntos, somam 42,3% do total mundial e tém suas producdes destinadas

principalmente ao mercado interno (ANDRADE, 2011).

No Brasil, além da laranja, principal fruta produzida com 18,1 milhdes de
toneladas em 2010, que responde por 42,9% do volume total da Fruticultura,
seguido da banana com 7,0 milhdes de toneladas, que correspondentes a
16,5% do volume das frutas (ANDRADE, 2011), existe uma grande variedade

de frutas de clima tanto tropical quanto temperado.

Entre as culturas de clima tropical, tem-se o cupuaguzeiro (Theobroma
grandiflorum), que pertence a familia Sterculacea. E uma planta tipica da
floresta amazbnica, encontrada no estado silvestre ou cultivada, disseminada
por toda a regidao Norte (COSTA et al., 2003). Seu fruto destaca-se como um
dos principais produzidos na regido amazobnica, pois apresenta intensa
divulgacdo no territorio brasileiro e tem potencial para a industrializagdo de
seus derivados (CARVALHO; PEZOA GARCIA; FARFAN, 2008). Segundo
Bastos et al. (2002) a cultura do cupuacguzeiro cresceu em muitas areas da
Amazobnia brasileira devido ao aumento na demanda de polpa, bastante

apreciada pela populagao.

O fruto é o maior do género Theobroma com caracteristica de baga
drupacea, elipsoidea ou oblonga, tendo as extremidades obtusas ou
arredondadas, com comprimento entre 12 e 25 cm e diametro de 10 a 12 cm,
pesando de 500 a 2500 g (Figura 1a) (LANNES, 2003).



FIGURA 1: Foto ilustrativa do cupuacgu (a) e da polpa (b).

O endocarpo ou polpa (Figura 1b) de coloracdo amarela-clara é acida e

de sabor exdtico, possui aroma intenso e agradavel, pois € rico em compostos
volateis (FRANCO; SHIBAMOTO, 2000), além de alto valor nutricional, onde &

notada a presencga de vitamina C e de minerais como o fésforo e potassio

(Tabela 1).

TABELA 1: Caracterizagao fisico-quimica em 100 g de polpa de cupuagu.

Determinagdes Araujo (2007) | Freire et al. (2009) | TACO (2011)
Umidade (%) 87,1 90,30 86,20
Proteinas (%) 1,71 0,75 1,2

Lipidios (%) 0,63 0,96 1,0
Cinzas Totais (%) 0,82 0,72 1,2
Fibra alimentar (%) nd nd 3,1
Solidos Soluveis Totais 13,6 9,09 nd
Acidez (% &acido citrico) 2,7 1,61 nd
pH 3,58 3,45 nd

Acido Ascérbico(mg) nd 2,65 24,5
Fosforo (mg) nd nd 331
Potassio (mg) nd nd 21

nd- ndo determinado.

Devido ao seu sabor acido, a polpa dos frutos ndao € normalmente

consumida sozinha,

mas € utilizada

na fabricacao

de bebidas

(“vinho do cupuagu” e suco), sorvetes, licores, geleias, conservas e doces

(BASTOS et al., 2002; YANG et al., 2003).
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Em relagdo aos compostos volateis, segundo Boulanger; Crouzet (2000
apud ROGEZ et al., 2004), os principais compostos relacionados ao aroma
floral do cupuagu séo o linalol, a-terpinol, 2-feniletanol, mirceno e linoleno. Em
relagdo ao aroma exotico tipico do cupuacgu, os autores sugerem que estejam
relacionados os diois e o metoxi-2,5-dimetil-3(2H)-furano. Quijano; Pino (2007),
também encontraram o linalol entre os principais componentes aromaticos na

polpa de cupuagu.

O cupuagu é um dos mais importantes frutos tropicais tipicamente
amazobnicos com um grande potencial econémico. No primeiro semestre de
2005, o Brasil exportou 50 mil toneladas de polpa para outros paises
(MINISTERIO DA EDUCACAO, 2007). A demanda crescente para o fruto,
especialmente para a sua polpa, demonstra a necessidade de novas pesquisas

que utilizem esta matéria prima.

1.1.4 Produtos Probiéticos nao Lacteos

Os probidticos séo utilizados principalmente na producdo de leites
fermentados (SANCHEZ et al., 2009) e outros produtos lacteos, como iogurte
(KAILASAPATHY, 2006), sorvete (HOMAYOUNI et al., 2008), queijo
(FRITZEN-FREIRE MULLER; LAURINDO; PRUDENCIO, 2010), e em menor
quantidade para carnes, cereais, legumes e frutas (CHAMPAGNE; GARDNER,
2008; MARTINS et al., 2013).

Outros alimentos nao lacteos que podem ser usados como veiculos para
0os probidticos sdo os sucos de fruta. Estes sao adequados para os
consumidores que sao intolerantes a lactose (PRADO et al., 2008.), e além
disso, contém grandes quantidades de agucares, fundamentais para a
sobrevivéncia dos probioticos durante o armazenamento (DING; SHAH, 2008).
Embora exista escassez de informacado disponivel sobre os fatores que
influenciam a sobrevivéncia dos probioticos nos sucos de frutas comparado aos
produtos lacteos, a maioria dos parametros provaveis incluem as espécies
utilizadas (KAILASAPATHY; HARMSTORF; PHILIPS, 2008), o método de
preparacao das culturas (CHAMPAGNE; GARDNER, 2008), a composi¢ao do
produto (SHAH, 2000), a temperatura e o tempo de armazenamento
(SAARELA et al., 2006a), a presencga de fibra dietética no produto (SAARELA



et al.,, 2006b), os niveis de oxigénio (SHAH, 2000), e o tipo de embalagem
(CHAMPAGNE; RAYMOND; GAGNON, 2008).

1.1.5 Epidemiologia e Etiologia do Cancer

O cancer é uma patologia que se caracteriza por um crescimento
desordenado de uma populagao de células que escapam da regulagdo normal
de crescimento, replicagdo e diferenciacdo e que possuem a capacidade de
invadir tecidos circundantes ou distantes. Essencialmente, as neoplasias
resultam da fungao celular anormal, sendo estas anormalidades decorrentes de
alteragdes na estrutura nucleotidica do DNA (WISEMAN, 2011).

O céancer colorretal (CCR) origina-se primariamente de polipos
colorretais, que séo projecdes ou elevagdes da superficie da mucosa colorretal.
Dividem-se de acordo com a sua histologia em: neoplasicos, hamartomatosos,
inflamatorios e hiperplasicos. Estas alteragbes no epitélio coldnico conhecidas
como lesbdes benignas, evoluem para lesdes malignas, denominados
adenocarcinomas (BODGER, 2000; ROSSI et al., 2004).

Em relagdo ao CCR, a estimativa para novos casos no Brasil, para o ano
de 2014, sdo de 15.070 em homens e 17.530 em mulheres. Estes valores
correspondem a um risco estimado de 15 casos novos a cada 100 mil homens
e 17 a cada 100 mil mulheres. A nivel mundial, o CCR ¢é o terceiro tipo de
cancer mais comum entre homens e o segundo entre o sexo feminino (INCA,
2014).

Este tipo de neoplasia é considerado de bom prognéstico quando
diagnosticada em estagios iniciais. A sobrevida média global em 5 anos se
encontra em 55% nos paises desenvolvidos e 40% para paises em
desenvolvimento. De igual modo a incidéncia, as taxas de mortalidade sao

mais baixas em mulheres do que em homens (INCA, 2014).

A etiologia do CCR tem sido melhor compreendida devido ao
desenvolvimento da genética e biologia celular. Esta etiologia envolve uma
complexa interacao entre fatores genéticos individuais e fatores de ordem
ambiental, principalmente a dieta. O denominado grupo de risco para o
desenvolvimento de CCR inclui: individuos com idade superior a 40 anos com

historico pessoal ou familiar de adenoma ou adenocarcinoma colorretal;
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antecedentes de cancer no trato gastrointestinal, ginecolégico ou na mama;
portadores de doengas inflamatérias intestinais ou doengas genéticas ou
lesdes actinicas colorretais (CAMPOS et al., 2006).

De acordo com o Instituto Nacional do Cancer (INCA, 2014) os fatores
protetores mais importantes no desenvolvimento do CCR sio a atividade fisica
e o consumo de alimentos que contém fibra dietética, ou seja, aqueles de
origem vegetal, tais como: frutas, hortalicas (legumes e verduras) e cereais
integrais. No entanto, sao fatores de risco para esse tipo de cancer: carne
vermelha, carnes processadas (como mortadelas, presuntos, salsichas,
linguigas), bebidas alcodlicas, tabagismo, gordura corporal e abdominal. Por
outro lado, estudos ja mostraram que os alimentos contendo probidticos podem
modular beneficamente a microbiota intestinal do hospedeiro, contribuindo para
a inibicdo da carcinogénese (BEDANI; ROSSI, 2009).

A microbiota intestinal auxilia a producdo de Acidos Graxos de Cadeia
Curta (AGCC). Reconhece-se que os AGCC exercem papel fundamental na
fisiologia normal do colén, no qual constituem a principal fonte de energia para
os enterocitos e colonocitos, estimulam a multiplicacdo celular do epitélio, o
fluxo sanguineo visceral e intensificam a absorcédo de sodio e agua, auxiliando
na reducdo da carga osmotica de carboidrato acumulado. O acido butirico € o
alimento preferido dos colonocitos e é produzido pela agdo da fermentacéo das
bactérias intestinais sobre a fibra dietética, particularmente os prebioticos
(ALMEIDA et al., 2009).

Conforme Coppini et al. (2000), a caréncia de fibras aumenta o tempo de
transito intestinal, elevando a concentragdo do conteudo luminal e permitindo
maior contato de agentes nocivos e carcindbgenos eventualmente presentes na
luz com a mucosa colénica. Dentre estes agentes, os metabdlicos dos acidos
graxos (sais biliares) gerados pelo metabolismo de gorduras e proteinas
animais seriam os elementos determinantes de alteracdes epiteliais, podendo

culminar com o desenvolvimento de células neoplasicas no coldn.

Diante de sua gravidade, salienta-se a importancia de se reconhecer
medidas dietéticas que possam ter influéncia na diminuicdo do risco de

desenvolvimento do CCR, assim como interferéncias terapéuticas em seu

11



tratamento. Dentre estas medidas dietéticas, destacam-se a utilizacdo de
alimentos prebidticos e probidticos (INCA, 2003).

1.1.6 Probiodticos x Cancer Colorretal

Urbanska et al. (2009) estudaram as propriedades de células
bacterianas probidticas microencapsuladas em uma formulacédo de iogurte em
ratos portadores de linhagem germinativa com mutagcdo no gene APC, ou seja
com pré disposi¢cao para CCR. A administragdo oral diaria do iogurte contendo
L. acidophilus microencapsulado resultou em significativa supressdo da
incidéncia de tumor de coldn, multiplicidade e tamanho do tumor. Além disso,
0s animais tratados exibiram menos neoplasia intra-epitelial com um menor

grau de displasia em tumores.

Um estudo de corte realizado na Holanda demonstrou que a ingestao de
produtos lacteos fermentados nao foi associado de forma significativa ao risco
de desenvolvimento do CCR em uma populacédo de idosos com uma variagao
relativamente ampla no consumo de produtos lacteos. Apds 1 semana de
administracdo, nenhuma associagdo inversa com cancer foi encontrada.
Aparentemente, os estudos de caso controle indicam efeitos protetores

contrarios aos demonstrados pelos estudos prospectivos (RAFTER, 2003).

Os mecanismos precisos pelos quais os probidticos inibem o cancer de
colén podem envolver multiplas vias, incluindo o ciclo celular, espécies reativas
de oxigénio, apoptose, producao de enzimas bacterianas especificas e efeitos

sobre o metabolismo do individuo (ZHU et al., 2011).

Dentre as influéncias dos probiodticos relacionadas ao ciclo celular,
destaca-se a sua relagdo com a biossintese das poliaminas, cations organicos
com multiplas fungdes relacionadas com a multiplicacdo e diferenciacao
celular. As poliaminas desempenham importante papel em praticamente todas
as etapas da tumorogenese colorretal. Portanto, para que a funcionalidade da
célula esteja preservada, torna-se necessario que a quantidade de poliamina
intracelular seja estritamente controlada. A administracéo de probidticos revela-
se como importante meio de controle da sintese de poliaminas (ZHU et al.,
2011).
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Orlando et al. (2009) revelaram que a administracdo de L. rhamnosus
GG induziu uma diminuigdo significativa na biossintese de poliamina em
células carcinogénicas. O efeito antiproliferativo dos microrganismos
probidticos foi observado 24 horas apds o inicio do tratamento. A capacidade
antiproliferativa dos probioticos também foi relacionada a sua habilidade de

aderir a células.

Outras referéncias estao relacionadas a habilidade que os lactobacilos e
as bifidobactérias teriam em diminuir as enzimas [-glicuronidase e
nitroredutase, produzidas por bactérias patogénicas. Estudos em animais
revelaram que o consumo de iogurtes reduziu a atividade dessas enzimas,
indicando possivel mecanismo pelo qual os probidticos podem prevenir o CCR
(DE MORENO DE LEBLANC; PERDIGON, 2005). Em concordancia, estudos
em humanos mostraram que o consumo de Lactobacillus casei Shirota e
Lactobacillus acidophilus também reduziu significativamente a atividade dessas
enzimas (SPANHAAK; HAVENAAR; SCHAAFSMA, 1998). Resultados
similares foram obtidos por Lidbeck et al. (1992), que suplementaram a dieta de
14 pacientes com cancer de coélon com L. acidophilus, aproximadamente
3 x 10" lactobacilos por dia, por periodo de 6 semanas e obtiveram redugo de

14 % na atividade da enzima B-glicuronidase.

Outros estudos demonstraram claramente a capacidade de probidticos
em modificar as atividades enzimaticas bacterianas associadas ao aumento do
risco de desenvolvimento de CCR (OUHNIK et al., 1996), indicando que a
administracado de probidticos é eficaz para a saude intestinal, preservando e
estimulando bactérias benéficas, permitindo que o intestino permaneca

saudavel e diminuindo o risco de desenvolvimento de CCR.

1.1.7 Modelo Animal e Agente Carcinogénico

O desenvolvimento da carcinogénese do célon é caracterizada pelo
desenvolvimento inicial de focos de criptas aberrantes (FCA) (BIRD, 1987), que
sdo lesdes com alteragdes morfolégicas e moleculares caracteristicas na
mucosa coldnica, que apresentam displasia e proliferacdo anormal e podem
ser consideradas lesdes pré neoplasicas (BIRD; GOOD, 2000). Uma cripta
aberrante é, pelo menos duas vezes, maior que as criptas vizinhas normais
(CHENG; LAI, 2003) e seu numero e tamanho se correlacionam diretamente
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com o risco de desenvolver cancer de colon (WARGOVICH et al., 2000), sendo
considerado, um marcador para compostos indutores e inibidores da
carcinogénese colorretal (DEMARZO; GARCIA, 2004; NEWELL; HEDDLE,
2004).

Estudos experimentais empregando modelos animais tém demonstrado
valor inestimavel para testar e aprimorar hipoteses relacionando a dieta com o
cancer colorretal. A prevencdo esta relacionada a regressédo, inibicdo ou
eliminacao de lesdes pré-neoplasicas, com consequente redugao da incidéncia
de céncer (BIRD; GOOD, 2000).

Os roedores, como modelo experimental, sdo mais comumente
utilizados para o estudo do céancer colorretal esporadico induzido pelo uso de
substancias carcinogénicas do célon, como a 1,2 dimetil-hidrazina (DMH) e
azoximetano (AOM) (ROSENBERG; GIARDINA; TANAKA, 2009).

O estudo da patogénese do cancer do célon induzido por substancia
carcinogénica em modelos de roedores apresenta vantagens, uma vez que o0s
modelos sdo altamente reprodutiveis, e podem ser facilmente testados em
animais de diferentes origens genéticas, além da patogénese permitir
reproduzir o CCR humano, pelo menos nas fases iniciais. A elevada frequéncia
de tumores gerados dentro do coélon distal dos roedores, bem como, a
histogénese de multiplos adenomas com subsequente desenvolvimento de
adenocarcinomas, reforca a importancia desta espécie para o estudo do cancer
de colon (ROSENBERG; GIARDINA; TANAKA, 2009).

A indugdo do cancer de colon, por meio do uso da droga DMH, constitui
uma boa ferramenta para explorar a relacdo entre focos de criptas aberrantes
(FCA) e cancer de célon. A DMH induz a multiplicagdo de tumores no célon,
especialmente no sigmoide e reto, podendo também ocorrer ao redor da jungao
duodeno-jejuno. O mecanismo de acao dessa droga provavelmente interfere no
processo de metilagcdo do DNA, via citocromo P450. A DMH é um dos agentes
mais empregados em modelos experimentais de carcinogénese de célon em
roedores (LARANGEIRA et al., 1998).
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2. CAPITULO 1- DESENVOLVIMENTO E OTIMIZAGAO DA FORMULAGAO
DE NECTAR A BASE DE CUPUAGU E PROTEINA DE SOJA UTILIZANDO A
METODOLOGIA DE SUPERFICIE DE RESPOSTA
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RESUMO

A tendéncia mundial de consumo de alimentos saudaveis favorecem o
crescimento do mercado de sucos e néctares de frutas. O objetivo deste
trabalho foi desenvolver um néctar a base de polpa de cupuagu (18,5 %, 20 %,
30 %, 40 % e 41,5 %) e proteina de soja (0,7g, 19, 1,759, 25g e 2,8Q)
utilizando Metodologia de Superficie de Respostas (MSR) como a técnica para
otimizagcao da formulagdo. Foram medidos o pH, sélidos soluveis totais (SST),
acidez total titulavel (ATT) e teor de acido ascérbico (AA) na polpa e nos
néctares elaborados. Realizou-se analises microbioldgicas de coliformes a
35 °C, a 45 °C e salmonela, afim de assegurar a qualidade das bebidas antes
da avaliacdo sensorial, que foi realizada para determinar aceitacdo dos
néctares em relacdo ao sabor, impressao global e intengdo de compra. Os
resultados mostraram na caracterizacdo da polpa, que a mesma encontrava-se
dentro dos padrdes exigidos pela legislagdo. Os néctares elaborados também
apresentaram-se dentro dos padrées microbiolégicos preconizados pela
legislagao vigente. Em relagdo as caracteristicas fisico-quimicas observou-se
que o aumento da concentracédo de polpa de cupuagu provocou um incremento
linear na ATT e no teor de AA com consequentemente reducio do valor de pH.
Os néctares tiveram boa aceitabilidade sensorial, com escores médios acima
de 5,0 para os atributos sabor e impressdo global e acima de 2,0 para a
intencdo de compra, com excessao do ensaio 4. A partir das superficies
obtidas sugeriu-se que o néctar contenha 20 % de polpa de cupuagu e 2,5 g de
proteina de soja, como a melhor propor¢ao destes componentes, pois este
ensaio apresentou caracteristicas fisico-quimicas aceitaveis para um néctar,
além de situar-se entre os termo hedbnicos “gostei ligeiramente e “gostei

moderadamente” para os atributos sensoriais.

Palavras chaves: cupuagu, soja, metodologia de superficie de resposta.
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2.1. INTRODUGAO

O consumo de bebidas ndo alcoodlicas aumentou em todo o Brasil de
acordo com estudo realizado pela consultoria Canadean para a Associagao
Brasileira das Industrias de Refrigerantes e bebidas ndo alcodlicas (ABIR). As
bebidas prontas pra consumo como refrescos, néctares, bebidas a base de
soja, isotbnicos e energéticos, foram as principais responsaveis pelo aumento
observado (ABIR, 2011).

Além disso, o crescente consumo de alimentos saudaveis que oferecem
saude, conveniéncia, inovacdo e sabor favorecem o crescimento do mercado
de sucos e néctares de frutas, atraindo a atengao de agricultores, distribuidores

e industria, que buscam atender a demanda (RENUKA et al., 2009).

Na Regido Amazonica existem espécies de fruteiras domesticadas ou
cultivadas com grande potencial agroindustrial e ainda pouco exploradas.
Dentre essas espécies destaca-se o cupuacgueiro (Theobroma grandiflorum
Schum) e seu fruto apresenta caracteristicas ideais para o aproveitamento
industrial (COSTA et al., 2003), sendo utilizada no preparo sorvetes, sucos,
geléias e diversas sobremesas, processados de forma artesanal, ou seja, em
pequena escala de produgdo (COHEN; JACKIX, 2005). Portanto, €
fundamental a busca de novos produtos que possam agregar valor a polpa do

fruto, como a producao de néctar.

Apesar da variedade de frutas tropicais com sabores exéticos bastante
agradaveis, as bebidas contendo extrato de soja também tornaram-se bastante
populares. O extrato aquoso de soja, € adequado para a elaboracdo de
bebidas mistas, devido ao seu perfil nutricional com proteinas de boa
qualidade, acidos graxos poliinsaturados, fibras dietéticas, além de seu papel
importante na reducao do risco de doencgas cardiovasculares, diabetes tipo 2,
cancer e osteoporose (SILVAN; BENAVENT; CASTILLO, 2014; RINALDONI;
CAMPDERROS; PADILLA, 2012; CHEN et al., 2010; XIAO, 2008).

O extrato de soja também é uma boa alternativa para pessoas que nao
podem consumir produtos lacteos devido a intolerancia a lactose ou alergia a
proteina do leite (XU; CHANG, 2009). A baixa aceitabilidade de produtos
derivados da soja se deve ao sabor de feijao cru, que nao é aceita por grande
parte da populagdo ocidental (OLIVEIRA et al., 2010). Como alternativa,
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bebidas mistas contendo sucos de frutas e extrato de soja, ndo s6 mascaram o
sabor de feijdo cru, mas também combinam as propriedades sensoriais e

nutricionais de ambos os produtos.

Para minimizar a rejeicdo dos consumidores e encontrar a combinagao
otima entre as quantidades de fruta e extrato de soja na elaboragdo de uma
bebida com carateristicas sensoriais adequadas, pode-se utilizar a Metodologia
de Superficie de Resposta (MSR), que baseia-se na variagdo simultanea de
varios fatores (variaveis independentes), previamente selecionados por sua
influéncia nas propriedades do processo (variaveis dependentes ou respostas).
Utilizando técnicas matematicas e estatisticas, os resultados experimentais
indicam uma combinagcdo de niveis dos fatores dentro de uma regiao 6tima
(BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2002). A MSR tem sido empregada
com sucesso para o desenvolvimento de novos produtos alimenticios e
processos ha industria de alimentos (LUO; WANG; SHAHBAZI, 2014;
GRANATO et al., 2010; FARRIS; PIERGIOVANNI, 2009).

Diante disso, o objetivo deste trabalho foi desenvolver um néctar de
cupuagu a adicionado de proteina hidrossoluvel de soja, e avaliar a qualidade
fisico-quimica e sensorial da bebida utilizando a Metodologia de Superficie de

Resposta.
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2.2. MATERIAL E METODOS

Para a elaboragao dos néctares, foram utilizados o extrato hidrossoluvel
de soja desengordurado (Provesol IF) e a polpa de cupuacgu, cedidos pelas
empresas Olvebra® Industrial S/A (Brasil) e Bela Ishia® Ind. e Com. de polpa de
frutas congelada, respectivamente, e sacarose comercial (agucar cristal) para a

corregao dos solidos soluveis totais em 14,5 °Brix no néctar.
2.2.1 Caracterizacao da Polpa de Cupuacu

Inicialmente, foi realizada a caracterizagao fisico-quimica da polpa de
cupuacgu, sendo realizadas as analises de: pH, sdélidos soluveis totais (SST),
acidez total titulavel (ATT) e teor de acido ascorbico (AA), para verificar a
conformidade com a instrugdo normativa n° 01, de 7 janeiro de 2000 (BRASIL,
2000). As determinagdes de pH, SST e ATT foram realizadas segundo
metodologias descritas na AOAC (1997). O AA foi determinado por titulometria,
baseado na reducdo do indicador 2,6-diclorofenolindofenol pelo acido
ascorbico, com o resultado expresso em mg de acido ascoérbico por 100 g de
polpa (ZENEBON;PASCUET; TIGLEA, 2008).

2.2.2 Delineamento Experimental e Elaboragao do Néctar

Para a elaboracdo dos néctares, as proporgcdes de polpa de cupuagu e
proteina de soja foram definidas segundo um planejamento experimental de
Delineamento Composto Central (MONTGOMERY; RUGER, 2009), composto
de 4 pontos fatoriais (niveis * 1), 3 pontos centrais (nivel 0), e 4 pontos axiais
(niveis £ a) totalizando 11 ensaios, os quais foram realizados em ftriplicata, com
excecao do ponto central. As variaveis independentes utilizadas foram: a
concentracdo de polpa de cupuagu (X1) e o teor de proteina do extrato
hidrossoluvel de soja (X2). Os niveis codificados das variaveis e seus valores
reais estdo demonstrados na Tabela 1. E como variavel dependente (resposta)
foi avaliado: pH, ATT, AA, além da aceitacdo sensorial (sabor e impressao

global) e a intengdo de compra do néctar.
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TABELA 1: Matriz do planejamento experimental usando Compdsito Central
sobre as variaveis independentes polpa de cupuagu (%) e teor de proteinas
para a otimizagcao da formulacdo do néctar tendo como resposta a aceitacao
sensorial e a intengdo de compra.

Variaveis Nivets
-a (-1) 0 (+1) +a
Polpa de cupuacu (%) (X1) 18,5 20 30 40 41,5
Teor de proteinas (g) (X2) 0,7 1,0 1,75 2,5 2,8
Variaveis originais Variaveis codificadas Respostas

Ensalos ch;)?JIg(?ud(?’/o) pr(;l;Z?r:adse(g) (X1) (X2) Y

1 20 1,0 -1 -1 \E

2 20 2,5 -1 +1 Y2

3 40 1,0 +1 -1 Y3

4 40 2,5 +1 +1 Yy
5(C) 30 1,75 0 Ys

6 (C) 30 1,75 0 Ys

7 (C) 30 1,75 0 0 Y7

8 41,5 1,75 +a 0 Ys

9 18,5 1,75 -a 0 Yo

10 30 2,8 0 +a Y10

11 30 0,7 0 -a Y11

Para a elaboragcdo do néctar, a polpa de cupuagu, o extrato hidrossoluvel
de soja e a sacarose comercial foram pesados e homogeneizados juntamente
com agua potavel. O néctar resultante de cada ensaio foi submetido a
pasteurizacao empregando 0 bindmio temperatura/tempo de
90 °C/ 60 segundos em tacho aberto de aco inoxidavel revestido com camisa
de vapor. O envase foi realizado a quente (hot fill) em garrafas de vidro de
300 mL com tampas plasticas rosqueaveis, sendo posteriormente resfriadas
por aspersao de agua clorada a 5 ppm e, em seguida, armazenadas em
camara de resfriamento a 4 + 1 °C até a realizacao da avaliagdo microbiolégica,

fisico-quimica e sensorial.

27



2.2.3 Avaliacao Microbiolégica

A qualidade microbiolégica dos néctares para coliformes a 35°C e a
45 °C e auséncia ou presencga de salmonella sp. de acordo com a metodologia
de Silva et al. (2010), foi avaliada imediatamente apds o processamento da
bebida.

2.2.4 Avaliacao Fisico-quimica dos Néctares

As 11 formulagbes obtidas foram submetidas as analises fisico-quimicas
de pH, SST, ATT e AA como descrito no item 2.1. As analises foram realizadas
em triplicata para cada repeticdo dos 11 ensaios, com excecdo do ponto

central.
2.2.5 Avaliacao Sensorial

A avaligao sensorial dos 11 néctares obtidos foi realizada de acordo com
Minim (2013). O teste de aceitacdo foi realizado por 50 julgadores né&o
treinados, utilizando escala hedonica estruturada de nove pontos com termos
variando do “desgostei extremamente” (escore 1) a “gostei extremamente”
(escore 9) para os atributos sensoriais sabor e impressédo global. Na mesma
segao, os julgadores avaliaram a intengdo de compra do néctar utilizando uma
escala estruturada de cinco pontos com termos variando do “certamente

compraria” (escore 5) a “certamente ndo compraria” (escore 1).

As amostras foram codificadas com numeros aleatérios de trés digitos e
apresentadas aos julgadores, de forma sequencial em copos plasticos de
50mL a 8°C. Para a lavagem das papilas gustativas entre a prova das
amostras, foram utilizados agua mineral a temperatura ambiente e biscoito sem

sal.
2.2.6 Analise Estatistica

Os resultados obtidos a partir do planejamento composto central foram
analisados no software STATISTICA for Windows (versdo 7.0; USA), através
de analise de variancia e superficie de resposta, considerando como variaveis
independentes a polpa de cupuagu (%) e a proteina de soja (g) e como
variaveis de resposta, o pH, acidez total titulavel, teor de acido ascorbico,
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sabor, impressdo global e intencdo de compra, que foram descritas pelo
modelo de segunda ordem na equacgéo 1:

§ = Bot+ Brxyt Braxi+ By Xy + Popxi+ Praxsxy equacgéo 1

Onde: y é a resposta prevista, , € uma constante, By, B2, Bi1, £22€ P12
sdo os coeficientes de regressdo, e x1, x2 sdo 0s niveis das variaveis
independentes (MONTGOMERY; RUGER, 2009).
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2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Caracterizagao da Polpa de Cupuacgu

A polpa de cupuagu utilizada neste trabalho foi inicialmente
caracterizada quanto ao de pH, acidez total titulavel (ATT), teor de sodlidos

soluveis totais (SST) e teor de acido ascorbico (AA).

O valor médio encontrado para pH foi 3,09, enquanto Costa (2003) e
Santos et al. (2010) encontraram valores préoximos de 3,34 e 3,42
respectivamente. Ja a ATT em acido citrico foi de 1,52 %, proximo aos valores
encontrados por Freire et al. (2009) (1,61 %), ambas, inferiores a 2,60 %
encontrado por Carvalho (2012). Essa diferenga na ATT, pode estar
relacionada ao tratamento aplicado a polpa, uma vez que Carvalho (2012)
utilizou polpa in natura e neste trabalho utilizou-se polpa pasteurizada
congelada, o que pode ter contribuido para a degradagcdo dos acidos

presentes, logo redugao da ATT.

O teor de sélidos soluveis totais da polpa de 9,17 °Brix foi semelhante as
médias de 9,24° e 9,82 °Brix encontradas por Freire et al. (2009) e Santos et al.
(2010). O teor de sodlidos soluveis totais tende a aumentar com o grau de
maturacdo do fruto, pois, com o amadurecimento o amido € hidrolisado e os
agucares complexos vao se transformando em acgucares simples, com

consequente reducio da acidez.

O teor de acido ascoérbico encontrado para a polpa de cupuacu foi de
26,37 mg/100 g. De acordo com esse valor, 100 g de polpa supre mais de 50 %
da Ingestédo Diaria Recomendada (IDR) para adultos que € de 45 mg (BRASIL,
2005), o que torna a polpa de cupuagu fonte dessa vitamina. Valores proximos
foram encontrados por Vieira; Teixeira; Silva (2000) (33,00 mg/100 g) e pela
TACO (2011) (24,5 mg/100 g). E importante destacar que o teor de AA é
influenciado por varios fatores, dentre eles local de plantio, clima, modo de
cultivo, colheita, armazenamento e variagbes genéticas de cada fruto
(CHITARRA; CHITARRA, 2005).

Brasil (2000) estabelece os seguintes valores minimos para o padrao de
identidade e qualidade de polpa de cupuacu: sélidos soluveis de 9,00 °Brix, pH
de 2,60, acidez total expressa em acido citrico de 1,50 g/100 g e &cido

ascorbico de 18,00 mg/100 g. Portanto, a polpa utilizada neste trabalho
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encontra-se dentro dos padrdes estabelecidos pela legislagdo, pois os valores
encontrados para estas caracteristicas estdo acima dos valores minimos

preconizados.
2.3.2 Estabilidade Microbiolégica dos Néctares de Cupuagu

O tratamento térmico aplicado aos néctares mostrou-se eficiente no
controle microbioldgico (Tabela 2). A auséncia de bactérias do grupo coliforme
a 35°C e a 45 °C e salmonella sp. em todos os ensaios indica que as bebidas

foram processadas em condi¢des higiénico-sanitarias adequadas.

TABELA 2: Médias da contagem do numero mais provavel de coliformes a
35 °C e a 45 °C (NMP/50 mL) e de Salmonella (presenga/auséncia em 25 mL)
nos néctares de cupuagu.

Analises
Ensaios
Coliforme a 35 °C  Coliforme a 45 °C Salmonella
1 <3,0 <3,0 ausente
2 <3,0 <3,0 ausente
3 <3,0 <3,0 ausente
4 <3,0 <3,0 ausente
5 (C) <3,0 <3,0 ausente
6 (C) <3,0 <3,0 ausente
7 (C) <3,0 <3,0 ausente
8 <3,0 <3,0 ausente
9 <3,0 <3,0 ausente
10 <3,0 <3,0 ausente
11 <3,0 <3,0 ausente

Médias das analises em trés garrafas escolhidas aleatoriamente no lote.

Os néctares de cupuacu elaborados no presente trabalho atenderam aos
padroes  microbiolégicos  preconizados pela legislagdo  brasileira
(BRASIL, 2001), para refrescos, sucos e néctares adicionados ou nao de
conservadores e prontos para consumo, que estabelece auséncia de
coliformes a 35 °C/50 mL. Os coliformes a 45 °C e salmonella avaliados neste
trabalho nao apresentam limites especificos na referida legislagdo, porém
foram determinados por serem indicadores de condi¢des higiénicas durante o

processamento do produto. Desta forma, pode-se evidenciar que as boas
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praticas de fabricagdo foram cumpridas durante a elaboracéo e processamento
dos néctares, uma vez que, todos o0s ensaios apresentaram excelente

qualidade microbiologica.

Outros autores também relataram a qualidade microbiolégica em
diferentes néctares ou sucos de frutas com ou sem proteina de soja, apds o
tratamento térmico (MATTIETTO; LOPES; MENEZES, 2007; DAMIANI et al.,
2011; HANSEN et al., 2013)

2.3.3 Caracteristicas Fisico-quimicas dos Néctares

Os resultados médios das caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais
dos néctares elaborados sdo mostrados na Tabela 3. Todas as respostas, com
excessdo dos solidos soluveis totais (SST), apresentaram diferenga
significativa (p < 0,05) entre os ensaios, requisito basico para aplicacdo da

metodologia de superficie de resposta.

O resultado de SST era esperado, uma vez que, o teor de solidos
soluveis foi ajustado por meio de balango de massa, para que todos os ensaios
tivessem 14,5 °Brix, afim de n&o influenciar as respostas na avaliacido

sensorial.

Os valores de pH, acidez total titulavel (ATT) e teor de acido ascoérbico
(AA) diferiram estatisticamente (p < 0,05) entre os ensaios. Pode-se observar
que os ensaios com maiores quantidades de polpa de cupuagu apresentaram
pH menores e consequentemente maiores ATT e teores de AA (Figura 1A, 1B
e 1C).
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TABELA 3: Delineamento experimental usado para a elaboragcédo do néctar e suas caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais.

Variaveis independentes

Variaveis dependentes (Respostas)

Ensaio  pgpa de Teor de ATT A.A.(mg/100g Impressdo  Intengéo de
SST pH Sabor
cupuagu (%) proteinas (g) (% ac. citrico) de néctar) global compra
1 20 1,0 14,2 + 0,36 3,97 £ 0,03 0,354 + 0,02 4,80 + 0,11 6,76 6,46 3,20
2 20 2,5 14,4 + 0,40 4,50 + 0,02 0,382 + 0,02 3,97 £ 0,12 6,40 6,28 3,00
3 40 1,0 14,2 £ 0,35 3,55+ 0,02 0,657 + 0,04 9,70 £ 2,33 5,98 6,08 2,88
4 40 2,5 14,4 £ 0,25 4,10 £ 0,05 0,714 £ 0,03 8,85+ 0,19 4,90 5,14 2,18
5(C) 30 1,75 14,2 £ 0,49 4,06 = 0,03 0,524 + 0,01 6,97 £0,88 5,86 5,64 2,76
6 (C) 30 1,75 14,3 £ 0,29 4,04 £ 0,03 0,529 + 0,02 7,12+ 1,39 5,90 5,88 2,82
7(C) 30 1,75 14,2 £ 0,29 4,10 £ 0,05 0,510 £ 0,02 6,95 + 1,84 5,92 5,98 2,92
8 41,5 1,75 14,4 + 0,37 3,83 £ 0,05 0,713 £ 0,00 9,84 + 1,11 5,60 5,30 2,36
9 18,5 1,75 14,5 £ 0,06 4,41+ 0,03 0,335+ 0,02 3,82 £ 1,07 6,14 6,42 3,08
10 30 2,8 14,5 £ 0,35 4,43 + 0,05 0,583 + 0,02 6,36 + 0,94 6,04 6,04 3,16
11 30 0,7 14,5+ 0,40 3,55 £ 0,07 0,511 £ 0,01 7,61+1,38 6,54 6,62 3,50

C = ponto central; SST = sélidos soluveis totais; ATT = acidez total titulavel; A.A = Acido Ascérbico.
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e proteina de soja (g) sobre o pH (1A), acidez total titulavel (1B) e teor de acido
ascorbico (1C) em néctar a base de cupuagu e proteina de soja.



A anadlise de variancia confirmou que o modelo quadratico foi
significativo para todas as respostas avaliadas, uma vez que, o planejamento
composto central € muito utilizado para ajustar superficies de segunda ordem
(MONTGOMERY; RUNGER, 2009). A resposta pH, foi adequadamente
descrita pelo modelo ajustado (Tabela 4) e explica 99,52 % de todos os dados
de variancia. O percentual de polpa de cupuagu apresentou coeficiente de
regressao linear negativo significativo, comprovando seu efeito na redugao do
pH.

TABELA 4: Modelos ajustados para as respostas pH, ATT e AA em fungao da
polpa de cupuagu (C) e proteina de soja (S) e respectivos coeficientes de
determinacéo.

Respostas Modelo Ajustado R?

y = 4,0108 — 0,0384xC* + 0,0003xC? + 0,7266xS*

H 2
P — 0,0787xS5%* — 0,0016xCxS 0,995
¥ =0,0693 + 0,0160xC* — 0,00002xC? — 0,0647xS*
ATT 0,9976
+ 0,0191xS%* + 0,0009xCxS
y = —1,0557 + 0,3449xC* — 0,0015xC? — 0,4196xS*
AA y * * * x 0,9984

—0,0393x5% — 0,0006xCxS

ATT = acidez total titulavel; AA = acido ascorbico; * Significativo ao nivel de 5% de

probabilidade.

A ATT variou de 0,335 % a 0,714 % de acido citrico, sendo que estes
valores foram observados no ensaio 9 (18,5 % de cupuagu e 1,7 g de proteina
de soja) e no ensaio 4 (40 % de cupuagu e 2,5 g de proteina de soja). A Figura
1B mostra a superficie de resposta, onde é possivel perceber o efeito linear da
polpa de cupuacu, que apresentou coeficiente de regressao linear significativo
positivo (Tabela 4), confirmando o aumento da acidez nos ensaios com
maiores quantidade de polpa. O modelo ajustado explica 99,76 % dos dados
experimentais da ATT.

O teor de AA variou de 3,82 a 9,84 mg de AA / 100 mL de néctar para os
ensaios 9 e 8, ou seja, aqueles com menor e maior percentual de polpa de
cupuacu. Na Figura 1C, é possivel verificar o efeito linear dessa variavel sobre
o AA, ou seja, foi aquela que mais contribuiu para o teor de AA, e que teve o

modelo ajustado com 99,84 % dos dados (Tabela 4).
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2.3.4 Avaliacao Sensorial dos Néctares de Cupuacu

Os escores da aceitagao sensorial dos néctares estdo mostrados na
Tabela 3. Todos os ensaios apresentaram valores médios acima de 5
(Indiferente) para o atributo sabor, com excessao do ensaio 4 (40 % de polpa
de cupuacgu e 2,5 g de proteina de soja), que obteve 4,9. Para a impresséo
global este ensaio rebebeu um escore de 5,14, que também corresponde ao

minimo obtido para este atributo.

Sabe-se que os produtos com escores elevados de aceitagdo tém maior
potencial de sucesso no mercado (DUTCOSKY et al.,, 2006). Granato et al.
(2010) ao avaliarem uma sobremessa a base de suco de goiaba (SG) e
proteina de soja (PS) observaram que os ensaios 1 (22 % SG e 1% PS),
2(22% SG e 2% PS),3(22% SGe 3% PS)e 5 (27 % SG e 2% PS) nao
foram considerados sensorialmente aceitaveis, pois obtiveram médias
inferiores a 5,0. Os ensaios 4 (27 % SG e 1 % PS), 6 (27 % SG e 3 % PS),
7(32% SG e 1% PS), 8 (32% SGe 2% PS), 9(32% SGe 3% PS) e
10 (27 % SG e 2 % PS) obtiveram média hedodnica variando de “Indiferente”

(5,00) a “gostei ligeiramente” (6,00).

Torrezan et al. (2004) ao avaliarem o perfil sensorial de alimento com
soja sabor laranja, observaram que as notas atribuidas as amostras
mostraram-se relativamente inferiores em relagao ao sabor e impressao global
concentrando-se na parte inferior da escala “desgostei ligeiramente” (4,0),

principalmente em relagédo ao sabor.

Por meio dessas informacdes, pode-se considerar neste trabalho que
somente o ensaio 4, ndo seria considerado como potencial para o mercado

consumidor de alimentos a base de soja.

Analisando as superficies de resposta para os atributos sabor e
impressao global, observa-se que ambas apresentam um comportamento
semelhante (Figura 2A e 2B). A polpa de cupuagu apresentou coeficiente de
regresséo linear positivo significativo para os dois atributos (Tabela 5). Assim, o
aumento do percentual de polpa nos néctares provoca menor aceitagao pelos
julgadores, principalmente nos ensaios, com maiores teores de proteina de

soja, dai o seu coeficiente linear negativo.

36



w
=}

28
26
7.0
63 24

69 | 22
b Cl
62 XK _% § 20
40 AN z
4 58 &"QO"II“ 216
4 x v 8"
ARRN o e £
50 "I Y
4l 1.2
=F = 0
> mer
E w5 [ X 08 =26
5, B i
. g 06 158
" - I 52 18 20 2 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42-5:4
PRI S Polpa de cupuaqu (%)
B 30

Teor de proteinas (g)
%

o, @
T oo
=

oo

18 20 22 24 26 28 30 32 34 3% 3B/ 40 42=5’2
Polpa de cupuaqu (%)

| R
A " ..‘.' ~ 2 I
sl T
[ 141

o
! 12 -
'*"'a " R
o T ED 10 34
£ — 32
=3 08 | B3
26 E a8
22 06 - 2:4

B 20 2 24 26 28 30 2 M 336 B 40 Lo,
Polpa de cupuacu (%)

FIGURA 2: Superficie de resposta e contorno do efeito da polpa de cupagu (%)
e proteina de soja (g) sobre o sabor (2A), impressao global (2B) e intengéo de
compra (2C) em néctar a base de cupuagu e proteina de soja.

Para os ensaios com menores concentragdes de polpa, observou-se o

efeito quadratico significativo da proteina de soja, com coeficientes positivos,
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ou seja, houve um aumento dos escores para os ensaios com menores (0,7 g)
e maiores (2,8 g) propor¢cdes de proteina de soja. Resultado diferente foi
encontrado por Valim et al. (2003) na avaliagao sensorial de suco de laranja
contendo extrato hidrossoluvel de soja com diferentes concentragcdes de
proteina e acido citrico. Os autores verificaram, através da metodologia de
superficie de resposta, que a formulacdo que apresentou maior aceitabilidade
com média hedbénica de 7,2, foi a preparada com concentragdes de
0,71 g/100 mL de acido citrico e 1,22 g de proteina /100 mL.

TABELA 5: Modelos ajustados para as respostas sabor,impressdo global e
intencdo de compra em funcéo da polpa de cupuacu (C) e proteina de soja (S)
e respectivos coeficientes de determinacao.

Respostas Modelo Ajustado R?
§ = 7,1174 + 0,0298xC* — 0,0005xC? — 0,7917xS*
Sabor + 0,3290x5% — 0,0240xCxS 0.8971
Impressao § = 7,2159 +0,0258xC* — 0,0004xC? — 0,9569xS* 09508
Global + 0,3976xS%* — 0,0253xCxS ’
Intengao = 2,7749 + 0,1094xC* — 0,00186xC? — 1,04479xS* 09304
de compra +0,3618x5%* — 0,0153xCxS ’

Para a intencdo de compra o menor escore obtido foi de 2,18 para o
ensaio 4 (40 % de polpa de cupuagu e 2,5 g de proteina de soja), enquanto
que, o maior (3,50) foi observado no ensaio 11 (30 % de polpa de cupuagu e
0,7 g de proteina de soja), situando-se entre os termos “tenho duvida se

compraria” e “provavelmente compraria”.

A superficie de resposta mostra duas regides onde os escores de
intencdo de compra foram maiores (Figura 2C). Nos ensaios com menores
quantidades de soja, independente da quantidade de polpa de cupuagu, e nos
ensaios com menores quantidade de polpa e maiores quantidades de proteina

de soja.

O percentual de polpa de cupuagu apresentou coeficiente de regressao
linear positivo significativo (Tabela 5), ou seja, com o aumento da concentragao
desta variavel, ha um decréscimo na intengcdo de compra dos julgadores,
principalmente nos ensaios com maior teor de proteina de soja. A quantidade
de soja, por outro lado, mostrou comportamento linear e quadratico, com seus
coeficientes de regressado significativos. O coeficiente quadratico positivo

aumenta a resposta de intencdo de compra nos ensaios com 0 maximo e
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minimo da quantidade de proteina de soja e menores percentuais de polpa de

cupuagu.

Observando as superficies de resposta para as caracteristicas
sensoriais de sabor, impressao global e intengdo de compra, selecionou-se a
formulacéo correspondente ao ensaio 2 (20 % de polpa de cupuagu e 2,5 g de
proteina de soja), pois verificou-se que a regido 6tima para todas as respostas
esta diretamente relacionada com o percentual de polpa de cupuagu, ou seja
quanto menos polpa, maior a aceitagao pelos julgadores e como a quantidade
de soja apresentou comportamento quadratico, optou-se pela maior quantidade
de proteina de soja, em fung¢ao dos efeitos benéficos da soja a saude (CHEN et
al., 2010; ZOWAIL et al., 2012; SILVAN; BENAVENT; CASTILLO, 2014).
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2.4. CONCLUSAO

Os resultados obtidos na caracterizagao fisico-quimica da polpa de
cupuagu revelaram que a mesma encontrou-se de acordo com a legislagao
para os parametros: pH, sélidos soluveis totais, acidez total titulavel e teor de

acido ascorbico.

Os néctares elaborados a partir da polpa de cupuacgu e adicionado de
proteina de soja mantiveram-se dentro dos padrdées microbiologicos aceitaveis
segundo a legislacdo vigente apos o processamento, indicando condigdes
higiénico-sanitarias de processamento satisfatorias e eficiéncia do tratamento

térmico aplicado.

As carcteristicas fisico-quimicas dos néctares elaborados apresentaram
diferencas no pH, acidez total titulavel e teor de acido ascorbico, entre os
ensaios, principalmente pelo efeito linear significativo causado pela

concentracao de polpa de cupuagu.

A avaliagdo sensorial evidenciou que a concentracdo de polpa de
cupuagu foi significativa para a aceitagcdo da bebida, fato observado pelos
maiores escores nos ensaios que continham menores quantidades dessa
variavel, adotando-se como formulagao otimizada o ensaio 2, contendo 20% de

polpa de cupuacu e 2,5 g de proteina de soja.
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3. CAPITULO 2 - NECTAR DE CUPUAGU E PROTEINA DE SOJA COM
ADIGAO DE PROBIOTICOS: CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS,
VIABILIDADE E RESISTENCIA AO TRATO GASTROINTESTINAL

SIMULADO
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RESUMO

A viabilidade de bactérias probioticas veiculadas em matrizes alimentares é de
grande preocupagao, pois um numero significativo de células morre durante o
processamento e armazenamento dos produtos alimentares, e durante a
passagem através do trato gastrointestinal. Este trabalho objetivou desenvolver
um néctar de cupuacgu adicionado de proteina de soja e L. acidophilus LA-3
(T4), L. paracasei BGP1 (T2) e a mistura L. acidophilus LA-3 / L. paracasei
BGP1 (T3), resultando em trés tratamentos, além do controle sem adigdo de
probioticos. O pH, a acidez total titulavel, a cor, o teor de acidos organicos, a
viabilidade celular e resisténcia in vitro as condi¢gdes gastrointestinais foram
monitorados até o 28° dia de armazenamento a 4 +1°C. A aceitabilidade
sensorial foi realizada no ultimo dia de armazenamento. Embora tenha sido
observado um aumento da acidez e a diminuigdo do pH durante as quatro
semanas de armazenamento, a viabilidade das culturas utilizadas foi mantida
em pelo menos 7,0 Log UFC.mL™" em todos os néctares por todo o periodo de
armazenamento. Nao houve diferenga significativa (p > 0,05) entre os
tratamentos para os parametros de cor avaliados. O tratamento T4 apresentou
a menor sobrevivéncia ao final da simulagao gastrointestinal in vitro com 3,35
Log UFC.mL'1, enquanto T, e T3, foram mais tolerantes ao estresse com
contagens de 6,13 e 5,35 Log UFC.mL™", respectivamente. Na avaliagdo
sensorial, os tratamentos controle e T4 tiveram a melhor aceitagao,

possivelmente em decorréncia da menor acidez apresentada.

Palavras chave: néctar de cupuacu, lactobacilos, resisténcia gastrointestinal in
vitro
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3.1. INTRODUGAO

O consumo de bebidas ndo alcoodlicas aumentou em todo o Brasil de
acordo com a Associacao Brasileira das Industrias de Refrigerantes e bebidas
ndo alcoolicas (ABIR). As bebidas prontas pra consumo como refrescos,
néctares, bebidas a base de soja, isotdnicos e energéticos, foram as principais

responsaveis pelo aumento observado (ABIR, 2011).

Para as bebidas de frutas um dos diferenciais que contribuem para a
conquista de novas parcelas do mercado é a utilizagdo de frutas nativas
associados principalmente a possibilidade de consumir algo de aparéncia e
sabor diferentes, e que também apresentem uma identidade, como o exemplo
o umbu do sertdo, o caja da mata (MOTA et al., 2008) e o buriti do cerrado.

O cupuagu, fruta tropical tipica da floresta amazbnica, apresenta
caracteristicas desejaveis para a producao de bebidas saudaveis prontas para
consumo. Além disso, possui sabor exotico e agradavel, é rico em compostos
volateis e sais minerais além de possuir alto teor de pectina (VRIESMANN;
PETKOWICZ, 2009), uma fibra soluvel, que tem demonstrado redug¢do dos
niveis séricos de colesterol e triglicerideos (PIEDADE; CANNIATTI-BRAZACA,
2003; FREITAS; JACKIX, 2005; EUFRASIO et al., 2009).

Os consumidores estdo mais conscientes e preocupados com seu estilo
de vida, o que aumentou a demanda de alimentos que promovam a saude e
bem-estar, tais como produtos funcionais contendo microrganismos probioticos
(MARTINS et al., 2013).

A maioria dos produtos probidticos disponiveis no mercado € de base
lactea como leites fermentados, iogurtes, sorvetes e queijos (KAILASAPATHY,
2006; HOMAYOUNI et al., 2008; SANCHEZ et al., 2009; FRITZEN-FREIRE
MULLER; LAURINDO; PRUDENCIO, 2010), havendo, nos ultimos anos, um
crescente interesse na elaboracdo de produtos probidticos nao lacteos,
principalmente devido ao grande numero de pessoas intolerantes a lactose ou

com dietas restritas em colesterol (MARTINS et al., 2013).

Entre os alimentos ndo lacteos estudados como veiculos de culturas
probidticas estdo os sucos e néctares de fruta (SHEEHAN; ROOS;
FITZGERALD, 2007, CHAMPAGNE; GARDNER, 2008; NICOLESCO;
BURULEANU, 2010; SAW et al.,, 2011; ANTUNES et al., 2013). Estes séo
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adequados para os consumidores que sao intolerantes a lactose (PRADO et al,
2008), aléem de conterem grandes quantidades de agucares, fundamentais para
a sobrevivéncia dos probidticos durante o armazenamento (DING; SHAH,
2008).

Outro substrato bastante utilizado como veiculo de probioticos é a soja.
Produtos de soja, além de serem uma boa fonte de proteina, fibras,
oligossacarideos, minerais e vitaminas, podem ajudar a reduzir a incidéncia de
doencgas cardiovasculares, diabetes tipo 2, o risco de carcinogénese, e levar a
melhoria da saude dssea e alivio dos sintomas da menopausa (BEDANI et al,
2006;. XIAO, 2008; BEDANI et al., 2010.; CHEN et al., 2010).

Diante da demanda dos consumidores por alimentos mais saudaveis,
capazes de trazer beneficios extras a saude, e dos potenciais efeitos benéficos
da soja e dos probidticos, este trabalho propds-se a elaborar um néctar de
cupuacgu adicionado de proteina de soja e probioticos e avaliar as alteragdes
fisico-quimicas, cor, Vviabilidade probidtica e resisténcia ao estresse

gastrointestinal simulado durante o armazenamento refrigerado da bebida.
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3.2. MATERIAL E METODOS

3.2.1 Delineamento Experimental

No Capitulo 1 foram realizados o desenvolvimento e a otimizagéo da

formulacdo do néctar de cupuacgu adicionado de proteina hidrossoluvel de soja.

A partir da formulagéo 6tima (20% de polpa de cupuagu e 2,5 g de
proteinas de soja), foram adicionadas culturas liofilizadas prontas para uso
direto (DVS — Direct Vat Set) de L. acidophilus LA-3 (Sacco® Brasil, Campinas -
SP) e L. paracasei BGP 1 (Sacco® Brasil, Campinas - SP). Foram elaborados o
néctar de cupuacgu adicionado de proteina de soja e L. acidophilus LA-3 (T+), L.
paracasei BGP 1 (T;) e com a mistura das duas culturas probidticas, na
propor¢cao de 1:1 (T3), além do tratamento controle sem adigdo da cultura

probidtica. Foram realizadas 3 repetigcdes para todos os tratamentos.

3.2.2 Preparo e Inoculagao de Culturas Probioticas no Néctar de Cupuacgu
e Proteina de Soja

Para a ativagcdo dos Lactobacillus, os envelopes com as culturas
probidticas liofilizadas foram abertos em condicbes assépticas, pesados e
transferidos para frascos contendo extrato hidrossoluvel de soja
desengordurado 6 % (m/v) estéril (121 °C por 5 minutos em autoclave) e
incubados por 24 horas em repouso a 37 °C (MONDRAGON BERNAL, 2004).
Apo6s o periodo de incubagao, o indculo contendo 10° UFC.mL™" foi adicionado
ao néctar na propor¢ao de 1:9 (v/v). Todas as etapas de manipulacido dos
microrganismos, tanto na forma liofilizada para sua ativagdo, como sua

inoculagao no néctar, foram realizadas em camara de fluxo laminar.

3.2.3 Elaboragdao e Armazenamento do Néctar

Para o processamento do néctar, a polpa de cupuagu, a proteina
hidrossoluvel de soja e a sacarose comercial foram pesadas e
homogeneizadas juntamente com agua potavel. O néctar resultante foi
submetido a pasteurizacdo empregando o bindbmio temperatura/ tempo de
90 °C/ 60 segundos em tacho aberto de ago inoxidavel revestido com camisa
de vapor. O envase do néctar foi realizado a quente (hot fill) em garrafas de

vidro de 300 mL estéreis. Apdés o fechamento com tampas plasticas
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rosqueaveis, as garrafas foram resfriadas por aspersdo de agua clorada a
5 ppm, e ao atingirem a temperatura de 37 °C, os néctares foram inoculados
com as culturas probidticas e em seguida armazenados em camara de

resfriamento a 4 + 1 °C, até a realizagao das analises.

3.2.4 Avaliagao Fisico-quimica e de Cor do Néctar

As amostras dos néctares foram submetidas as analises fisico-quimicas
de pH, acidez total titulavel (ATT) e de cor, nos tempos 1, 7, 14, 21 e 28 dias de
armazenamento refrigerado. As determinag¢des de pH e ATT foram realizadas

segundo metodologias descritas pela AOAC (1997).

A coloracado do néctar foi determinada por colorimetria, em colorimetro
Minolta CR-10 (Minolta Corporation, Osaka, Japan) pela leitura direta de
reflectancia das coordenadas L*, a* e b*, empregando a escala CIELAB, sendo
que L* mede a luminosidade e varia de 0 (preto) a 100 (branco), a* indica a
posicao da cor entre vermelho (+a) e verde (-a) e b* entre amarelo (+b) e azul
(-b). O indice de cor (IC) que mede a cor caracteristica do produto, a
intensidade de cor ou Chroma (c*) e o angulo hue (h°) foram calculados a partir

dos valores de L*, a* e b*, conforme as equacgdes 1, 2 e 3.

IC=1000 x a*/ L* x b* (1)
¢ = [(@*) + (0] " ()
° = arctang (b* / a*) 3)

Para as medigcdes, 10 mL dos néctares foram colocados em uma placa
de vidro transparente de 90 cm de diametro, sendo os valores de L*, a* e b*
para cada amostra, fornecidos a partir da leitura sobre a placa de vidro

contendo o néctar.
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3.2.5 Determinagio dos Acidos Latico e Acético no Néctar

Os teores de acidos organicos no néctar foram determinados nos
tempos 1, 7, 14, 21 e 28 dias de armazenamento a 4 + 1 °C do produto. Para a
analise de acidos latico e acético, as amostras foram preparadas de acordo
com metodologia proposta por Donkor et al. (2005) e Cruz et al. (2010) com
algumas modificagdes. Foram adicionados 0,2 mL de &cido nitrico 155 M e
2 mL de agua deionizada em 6 mL de amostra. A mistura foi centrifugada em
centrifuga Combi — 514R (Hanil Science Industrial CO., Ltd.) a 785 g por
20 minutos. Posteriormente o sobrenadante foi filtrado em filtros de 0,22 uym e
analisado por Cromatografia Liquida de Alta eficiéncia (CLAE) utilizando-se
cromatografo (THERMO mod. ACCELLA PDA). A deteccao dos compostos foi
realizada por detector UV-Vis com comprimento de onda fixado em 210 nm. O

tempo total da analise foi de 20 minutos.

3.2.6 Viabilidade das Culturas Probioéticas no Néctar

Para a enumeragao de L. acidophilus LA-3 e L. paracasei BGP1, as
amostras do néctar foram diluidas em solugdo salina peptonada (0,85 % de
NaCl e 0,1 % de peptona) e semeadas em profundidade (pour-plate) em Agar
MRS (Synth, Brasil). As placas de petri foram incubadas em jarra de
anerobiose (Anaerobac da Probac®) a 37 °C por 72 horas (VINDEROLA;
REINHEIMER, 2000; ZACARCHENCO; MASSAGUER-ROIG, 2004), sendo
posteriormente realizada a contagem e determinado o Log UFC.mL™" de néctar.
A viabilidade celular foi avaliada nos tempos 1, 7, 14, 21 e 28 dias de

armazenamento do néctara 4 + 1 °C.

3.2.7 Resisténcia Gastrointestinal in vitro das Culturas Probiodticas
Adicionadas ao Néctar

A analise foi conduzida empregando-se um modelo in vitro, por meio da
simulagdo de sucos gastricos e entéricos e enzimas do trato gastrointestinal,
adaptado de Liserre et al. (2007) e Buriti; Castro; Saad (2010), com alteragdes

conforme descrito a seguir.

Decorridos os tempos de armazenamento de 1, 7, 14, 21 e 28 dias a
temperatura de 4 £ 1°C, aliquotas de 10 mL do néctar contendo a cultura

probidtica foram homogeneizadas em 90 mL de solugcao de NaCl 0,5 %. Para a
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realizacdo dos ensaios de resisténcia in vitro simulando a fase gastrica, retirou-
se 10 mL da diluicdo anterior em 3 frascos erlenmeyers de 125 mL e adicionou-
se 3 g/ L de pepsina (pepsin from porcine stomach mucosa, Sigma-Aldrich) e
0,9 mg/L de lipase (amano lipase from Penicillium camemberti, Sigma-Aldrich),
respectivamente. Em seguida, ajustou-se o pH para 2,3-2,6 com HClI 1N e
incubou-se a 37 °C/2 h sob agitagdo de 150 rpom em banho-maria (Gyratory
Water Bath Shaker G76D, New Brunswich Scientific CO, Inc. N. J., U.S.A.).

Apos 2 horas, para simular o intestino delgado, ajustou-se o pH para 5,4 -
5,7, utilizando soluc&o de fosfato de sédio pH 12 (150 mL de NaOH 1 N; 14 g
de NaH;PO4.,H20 e aferir com agua destilada para 1 L) contendo bile (bovine
bile, Sigma-Aldrich) e de pancreatina (pancreatin form porcine pancreas,
Sigma-Aldrich) na proporgao de 5 g/L e 1,6 g/L, respectivamente. Reincubou-se
a 37°C/2h sob agitagcdo. Apds 4 horas, para simular o intestino grosso,
ajustou-se o pH para 6,8 - 7,2 utilizando a solugéo de fosfato de sédio pH 12
contendo de bile (7,95 g/L) e pancreatina (0,79 g/L). Reincubou-se a 37 °C /2 h

sob agitagao, totalizando 6 horas de ensaio.

Ao término de cada fase (2, 4 e 6 h) aliquotas de 1 mL foram retiradas e
submetidas a diluicbes decimais em solugdo de NaCl 0,5 % com plagueamento
por profundidade em Agar MRS (Synth, Brasil). As placas de petri foram
incubadas em jarras de anaerobiose (Anaerobac da Probac®) a 37 °C por
72 horas e posteriormente realizada a contagem para a determinagado do
Log UFC.mL™" de néctar.

Os valores de pH de cada amostra em cada fase do ensaio foram
monitorados utilizando pHmetro HANNA INSTRUMENTS, modelo HI 9321.

3.2.8 Avaliagao Sensorial dos Néctares

Para realizar a avaliagéo sensorial o projeto foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal de Vicosa,
conforme parecer no Anexo 1. As quatro amostras de néctar, no 28° dia de
armazenamento a 4 + 1 °C, foram codificadas com numeros aleatdrios de trés
digitos e apresentadas aos julgadores, de forma sequencial em copos plasticos
de 50 mL a 8 °C. O teste de aceitagdo foi realizado por 76 julgadores nao

treinados, utilizando escala hedonica estruturada de nove pontos com termos
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variando do “desgostei extremamente” (escore 1) a “gostei extremamente”
(escore 9) para a impressao global, segundo Minin (2010).

3.2.9 Analise Estatistica

Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as
médias comparadas entre si pelo Teste de Tukey a nivel de 5% de

significancia (p < 0,05), utilizando-se do programa estatistico BioEstat 5.0.
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3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Avaliagao do pH, Acidez e Cor do Néctar

Os valores médios de pH e acidez durante o armazenamento dos

néctares a temperatura de 4 £ 1 °C sdo mostrados na Tabela 1.

TABELA 1: Valores médios de pH e acidez de néctares a base de cupuacu e
proteina de soja adicionados de culturas probidticas.

Tempo de pH Acidez (% éacido latico)
A t
rmai;air;z;;nen © Controle T4 T, Ts Controle T, T, T,

426+ 401+ 392+ 399+ 044+ 053+ 054+ 052+
0,07* 0,03° 0,04° 0,03° 0,01* 002° 004° 004°
398+ 394+ 370+ 379+ 0,52+ 055+ 0,69+ 064+

1

! 0,13 0,04 001° 003" 0,022 004% 0,02° 0,02°
» 382+ 392+ 358+ 364+ 065+ 056+ 080+ 0,78%
027 001% 002° 0,01°° 001% 004% 005° 0,07°°
o 371+ 391+ 345+ 354+ 070+ 056+ 093+ 0,84z
0,32** 001" 001* 0,05° 0,012° 0,01% 0,06° 0,03°°
28 356+ 3,82+ 337+ 344+# 078+ 058+ 106+ 0,92%

0,32**  0,01® 0,01° 0,022 0,012° 0,04 0,09° 0,04°°

Valores expressos em média + desvio padrdo. *° Médias na mesma linha seguidas pela
mesma letra minuscula nao diferem entre si a nivel de 5 % de probabilidade (p > 0,05) para o
tipo de tratamento. T4 = L. acidophilus LA-3; T, = L. paracasei BGP 1; T3 = L. acidophilus LA-3/
L. paracasei BGP 1.

Tanto o pH quanto a acidez apresentaram diferenga significativa entre os
tratamentos (p < 0,05) a partir do primeiro dia de armazenamento. Com relagao
ao pH, os tratamentos com adigdo das culturas probidticas, apresentaram
diminui¢cdes consideraveis, durante todo o periodo avaliado, com exceg¢ao do
T4 que nao apresentou diferenca significativa (p > 0,05) quando comparado ao
controle a partir do 7° dia. Apesar do T4 apresentar uma redug¢ao mais lenta de
pH, verificou-se a influéncia do tempo (p > 0,05) sobre esse parametro

(Figura 1).

O mesmo comportamento foi observado para a acidez titulavel, que
apresentou aumento significativo no decorrer das 4 semanas de
armazenamento (Figura 2). Entretanto, verifica-se que no tratamento T4 os

valores exibidos sdo menores.
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FIGURA 1: Variagcdo do pH de néctares a base de cupuagu e proteina de soja
adicionados de culturas probidticas.

Essa diminuicdo no pH, associada a uma acidez aumentada, é
comumente observada e estd relacionada a producdo e acumulo de
metabdlitos primarios como os acidos latico e acético e secundarios como os
compostos antimicrobianos como acido féormico, benzdéico e bacteriocinas,
resultantes da fermentacdo de carboidratos pelas culturas probioticas
(FARNWORTH et al., 2007; WANG, 2009; MOHRAN et al., 2013). Além disso,
de acordo com Wang (2009), o proteina de soja tem uma baixa capacidade de
tamponamento, devido a composicdo e propriedades fisico-quimicas da
proteina de soja, o que provavelmente contribuiu para a redu¢do do pH dos

nectares no presente estudo.

O acido latico produzido pelas culturas probidticas durante a fermentacao
pode causar a reducdo do pH, resultando em alteracdo na homeostase e
inibicdo da multiplicacdo de diferentes microrganismos patogénicos
(Staphylococcus aureus, Clostridium spp. e Salmonella spp.) e deteriorantes
(Pseudomonas spp.) (DIFTIS; BILIADERIS; KIOSSEOGLOU, 2005).
Possivelmente, a diminuicado do pH contribuiu para a conservacao do produto
desenvolvido neste trabalho, uma vez que este ndo é adicionado de

conservantes.
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FIGURA 2: Variagdo da de néctares a base de cupuacgu e proteina de soja
adicionados de culturas probid6ticas.

Na Tabela 2 sdo mostrados os parametros avaliados para a cor dos
néctares a base de cupuacgu. Verifica-se que ndo houve diferenga significativa
(p > 0,05) entre os tratamentos para todos os paradmetros avaliados. Porém,
verificou-se que o tempo foi significativo (p <0,05) para L* sugerindo que
durante os 28 dias de armazenamento, houve melhoria na aparéncia das
bebidas através do incremento na Iluminosidade ou brilho superficial
(Figura 3A).

TABELA 2: Resultados médios dos parametros de cor em néctares a base de
cupuacu e proteina de soja adicionados de culturas probiéticas.

Tratamentos L* a* b* IC c* h°
Controle 37,89 + 3,30 + 10,99 + 8,12 + 11,54 + 73,88 £
0,34° 0,97° 0,22° 241° 0,102 4,772
T 38,06 + 3,54 + 11,20 + 8,33 + 11,85 + 72,30 £
! 0,08° 1,06 ° 0,23° 2,552 0,082 5,372
T 38,18 + 3,49 + 11,12 + 7,81+ 11,60 £ 73,52 +
2 0,14 ° 1,06 ° 0,25° 2,59° 0,142 5,232
T 38,27 + 3,48 + 11,15 + 8,18 + 11,81 % 72,73 +
3 0,25° 1,142 0,30° 3,03° 0,17° 6,08 °

Valores expressos em média + desvio padrao. 2> Médias seguidas pela mesma letra minuscula
nas colunas nao diferem entre si a nivel de 5 % de probabilidade para o tipo de tratamento.
T,= L. acidophilus LA-3; T, = L. paracasei BGP 1; T;= L. acidophilus LA-3/ L. paracasei BGP 1
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Para os parametros a* e b* também verificou-se a influencia do tempo

de armazenamento (p <0,05), havendo uma diminui¢do dos valores de a*

(Figura 3B), que tende ao verde, e aumento dos valores de b* (Figura 3C), que

tende ao amarelo. Pereira; Maciel; Rodrigues (2011), ao avaliarem uma bebida

probidtica a partir de suco de caju fermentado com Lactobacillus casei, também

observaram a diminuicdo do componente de cor a* e aumento do do b* durante

0 armazenamento do suco por 42 dias.

39,00 - A 7,00 1 B
y = 37,814 +0,0148x y = 4,827 - 0,0505
38,60 - R = 0,9465 6,00 - R2=0,9776
L3820 - 5,00 -
- / o
37,80 - 4,00 -
37,40 - 3,00 -
37,00 T T T T 2,00 T T r r
0 7 14 21 28 0 7 14 21 28
Tempo de Armazenamento (dias) Tempo de Armazenamento (dias)
12,00 +
C
11,60 y = 10,706 + 0,0186
R2=0,7326
11,20 -
K-}

10,80 - /

10,40 -

10,00 T . . .

0 7 14 21 28

Tempo de Armazenamento (dias)

FIGURA 3: Variagdo das coordenadas L* (A), a* (B) e b* (C) de néctares a
base de cupuagu e proteina de soja adicionados de culturas probidticas e
armazenados a 4 + 1 °C por 28 dias.
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O indice de cor (IC) varia entre -20 a +20, sendo que os valores de IC
inferiores a -7 expressam uma coloragdo verde, aumentando em intensidade
com valores mais negativos. Valores compreendidos entre -7 e +7 expressam
tonalidades que compreendem o verde amarelado (entre -7 e 0) e laranja
palido (entre 0 e +7). Os valores superiores a +7 expressam coloragdes laranja,
que aumentam em intensidade com o aumento do IC (JIMENEZ-CUESTAET
al., 1983). Neste trabalho, o IC nao apresentou diferenca significativa (p > 0,05)
entre os tratamentos, assim como nao foi influenciado pelo tempo de

armazenamento.

Ainda em relagdo a cor, também avaliou-se o indice Chroma (c*) que
denota a intensidade da cor e o angulo Hue (h°) representando a tonalidade. O
h® é expresso em graus, sendo que 0° corresponde a vermelho, 90° a amarelo,
180° a verde e 270° a azul (TIBOLA et al., 2005). Verificou-se neste trabalho
que tanto o c* quanto o h® ndo apresentaram diferenga significativa entre os
tratamentos e nao foram influenciados pelo tempo de armazenmanto,

apresentando valores médios de 11,70 e 73, 11° (Tabela 2), respectivamente.

3.3.2 Acidos Latico e Acético no Néctar

A atividade metabdlica das culturas probidticas nas bebidas foi
monitorada quantificando os seus principais produtos metabdlicos, os acidos
latico e acético (Figura 4 e 5). Como pode-se observar, a producédo de acido
lactico foi mais abundante em relagao ao acético, alcangando o mais alto nivel
de 4,43 e 4,10 g.L" para L. paracasei BGP1 e mistura L. acidophilus LA-3/ L.
paracasei BGP1, respectivamente, apds 28 dias de armazenamento. Ja a
quantidade sintetizada na bebida com L. acidophilus LA-3 foi significativamente
menor (p < 0,05) durante todo o periodo de armazenamento a 4 £ 1 °C, assim
como no tratamento controle, que apresentou somente no 7° dia um aumento

(p < 0,05) no nivel desse acido.
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FIGURA 4: Concentracdo dos acidos latico (a) e acético (b) em néctares a
base de cupuagu e proteina de soja adicionado de culturas probidticas durante
o0 armazenamento a 4 + 1 °C. Os resultados sdo médias de duas repeticdes + desvio

padréo.

A producdo de acido é uma caracteristica desejada para esse tipo de
bebida, pois quando a producédo de acido acético é superior ao acido latico,
pode causar um sabor desagradavel no produto, o que nao foi observado. A
producdo de acidos em bebidas fermentadas contendo soja pode variar em
funcdo das culturas utilizadas e substratos adicionados na fermentagéao,
podendo apresentar maiores concentragcdes de acido acético em relagcdo ao
latico (WANG, 2002; YEO; LIONG, 2010; DONKOR, 2007a). Portanto, as
condi¢cbes utilizadas nesse trabalho foram adequadas para obtencdo de um

produto final com um sabor mais agradavel.

De uma forma geral as maiores concentragcdes de acido latico foram
obtidas para os tratamentos T, e T3, que apresentaram maior viabilidade
(Figura 5).

3.3.3 Viabilidade das Culturas Probiéticas Durante 28 Dias de
Armazenamento a4t 1°C

A viabilidade das culturas probioticas € de fundamental importancia para
que seja possivel a verificagdo quanto a legislagao em vigor. Todas as culturas
probidticas adicionadas nos néctares a base de cupuagu e proteina de soja
permaneceram viaveis durante 28 dias de armazenamento como esta

mostrado a Figura 5.
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FIGURA 5: Viabilidade das culturas probiéticas nos néctares a base de
cupuagu e proteina de soja armazenados a 4 £ 1 °C por 28 dias.

A viabilidade de L. acidophilus LA-3 no néctar manteve-se em
8,0 Log UFC.mL™" do primeiro ao 7° dia de armazenamento. Apds o 7° dia de
armazenamento sob refrigeragao, a viabilidade de L. acidophilus LA-3 reduziu
significativamente (p < 0,05), no entanto, essa redugéo foi menor que 1 ciclo

logaritimico, apresentando no 28° dia uma contagem de 7,13 Log UFC.mL™

Nazzaro et al. (2009) avaliaram a capacidade do L. acidophilus
encapsulado e L. acidophilus livre sobreviver por 8 semanas a 4 °C em suco de
cenoura. A encapsulagédo de células aumentou significativamente a viabilidade
ap6s a fermentagdo e armazenamento com valores de 10,6 Log UFC.mL™,

enquanto que as células livres alcangaram valores de 8,3 Log UFC.mL™".

Buriti; Castro; Saad (2010) também verificaram que mousses de goiaba
contendo L. acidophilus LA-5, suplementados com proteinas do soro de leite
apresentaram viabilidade variando de 7,77 - 6,24 Log UFC. g ', durante 28 dias

de armazenamento a 4 + 1 °C.

Valores acima de 6Log UFC.mL™' atendem ao recomendado pela
legislagado brasileira, a qual preconiza que um produto com alegagdes
probidticas deve conter na recomendacdo diaria do produto pronto para
consumo, uma faixa de 8 — 9 Log UFC (BRASIL, 2008). Assim, o consumo
diario de pelo menos 200 mL do néctar, oferece ao consumidor quantidade
suficiente de bactérias probidticas para promover efeitos benéficos para a

saude intestinal (AKALIN et al., 2007; BURNS et al., 2008.)
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Champagne; Gardner (2008) apontaram maiores perdas na viabilidade
de L. acidophilus em relagcdo a L. rhamnosus ao avaliarem durante 35 dias o
efeito do armazenamento a 4 °C em sucos de frutas (abacaxi, maca, laranja,
péra, maracuja e lim&o). Os autores também constataram que L. acidophilus
apesar de apresentar menor estabilidade nos sucos durante o0 armazenamento,
demonstrou a maior resisténcia ao estresse gastrointestinal na fase gastrica,

assim como o observado neste estudo (Tabela 4).

Por outro lado, L. paracasei BGP1 e a mistura de L. acidophilus LA-3/ L.
paracasei BGP1 mantiveram a viabilidade (p > 0,05) durante as quatro
semanas de armazenamento com valores médios de 8,99 e
8,65 Log UFC.mL ", respectivamente. Pimentel; Prudencio; Rodrigues (2011),
ao desenvolverem um néctar de péssego potencialmente simbidtico por meio
da adicao de Lactobacillus paracasei ssp. paracasei como cultura probidtica e
inulina como prebidtico verificaram contagens superiores a 7 Log UFC.mL™"
durante 28 diasa 4 £ 1 °C.

Sheehan; Ross; Fitzgerald (2007) avaliaram a sobrevivéncia de
Lactobacillus em sucos de laranja, abacaxi e cranberry, e observaram que
todas as estirpes sobreviveram por mais tempo em suco de laranja e abacaxi
em comparagao com cranberry. Lactobacillus casei, Lactobacillus rhamnosus e
Lactobacillus paracasei apresentaram contagens acima de 7 Log UFC.mL" em
suco de laranja e abacaxi, respectivamente, por um periodo de 12 semanas de

armazenamento a 4 °C.

Em contrapartida, a baixa viabilidade de culturas probiéticas em sucos
de frutas foi encontrada em outros estudos (DING; SHAH, 2008; MOUSAVI et
al.,, 2011) e diferentes alternativas vém sendo utilizadas para superar os
problemas de sobrevivéncia desses microrganismos, incluindo selecdo de
culturas resistentes a acidez (SHEEHAN; ROSS; FITZGERALD, 2007);
microencapsulacao dos probidticos (NUALKAEKUL et al., 2012; YING et al.,
2013) e adicdo de prebidticos (GODERSKA, CZARNECKA; CZARNECKI,
2007).
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3.3.4 Sobrevivéncia das Culturas Probiédticas

Gastrointestinais in vitro

em Condigoes

Na Tabela 4 esta representada a sobrevivéncia de L. acidophilus LA-3,
L. paracasei BGP 1 e sua mistura (L. acidophilus LA-3/ L. paracasei BGP 1) em
néctar a base de cupuagu e proteina de soja armazenado por 28 dias a
4 +1°C.

TABELA 4: Sobrevivéncia das culturas probiéticas (Log UFC.mL™") em néctar a
base de cupuacgu e proteina de soja, submetidas a resisténcia gastrointestinal

in vitro, durante o periodo de armazenamento a4 + 1 °C.

Tempo de Tempo de simulacéo in vitro (horas)
Tratamento Armazenamento
(dias) 0 2 4 6

1 7,98+£0,02" 742+001™ 435+009™ 470+0,18"

7 8,04 +0,12"° 744+002" 457+0,12"° 465+0,04"°

T 14 7,62+0,04" 6,97+0,03" 3,30+£0,00"° 4,29 +0,02*
21 7,34+£0,16" 6,40+0,09" 3,17+0,09"° 3,96+0,34"

28 7,13+£0,06" 595+0,18"° 3,22+0,16"° 3,35+0,04"°

1 8,79+0,04% 525+0,31°° 4,73+0,11™ 557+0,32"°

7 896+0,12% 563+£020%° 543+008% 6,21+0,36"°

T, 14 9,10+0,22% 598+0,04% 563+£002°% 6,38+0,04"
21 9,09+0,08* 652+0,03" 550+0,50° 6,26 +0,03"°

28 9,04+0,11% 570+0,44" 579+008% 6,130,117

1 835+0,11“® 480+0,18% 457+040™ 503£0,31"

7 863+£0,09“ 532+005% 519+0,03% 576+0,19°

Ts 14 8,80+0,08% 588+003% 568+016% 533+052°°
21 8,82+0,10% 563+039"% 542+0,13% 510+0,26°

28 879+0,28“" 5924007 485+066% 535+028

Valores expressos em média + desvio padrdo. *° Médias seguidas pela mesma letra maiuscula
nas colunas néo diferem entre si (p > 0,05) para o tipo de tratamento no mesmo dia de
armazenamento. *® Médias seguidas pela mesma letra minuscula nas linhas néo diferem entre
si (p>0,05) para o tempo de simulagdo in vitro. T4 = L. acidophilus LA-3; T, =
L. paracasei BGP 1; T3 = L. acidophilus LA-3/ L. paracasei BGP 1.

As populagdes das culturas probiodticas descresceram significativamente
(p <0,05) ap6és as duas horas iniciais do ensaio in vitro, para todos os
tratamentos em todos os tempos de armazenamento, com exceg¢do do
tratamento T4 no primeiro dia, que apresentou uma reducdo de 0,5 ciclo
logaritmico. Alias, nessa fase, verifica-se que o tratamento T apresentou
resultados significativamente superiores de sobreviventes até o 14° dia de

armazenamento. O T, e o Tz alcangaram valores semelhantes somente no 21°
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e 28° dia, respectivamente. Os valores médios de reducao para o T, e T3 foram
de 3,0 ciclos logaritimicos durante o periodo avaliado.

A fase gastrica é considerada critica para os microrganismos probidticos
atingirem o intestino humano e la se multiplicarem (MORELLI, 2007). Muitos
autores atribuem a diminui¢cdo da viabilidade celular de probidticos submetidos
a resisténcia in vitro a danos causados pelo pH baixo (LISERRE et al., 2007;
BOTES et al.,, 2008; THANTSHA et al., 2009). Entretanto, a manutencéo da
viabilidade em condi¢gdes acidas observada no T4 pode ser atribuida a
presenga da pepsina, pois segundo Schillinger et al. (2005) estirpes de
L. acidophilus e L. johnsonii foram mais tolerantes ao suco gastrico simulado
contendo pepsina, quando comparados as estirpes de L. paracasei e

L. rhamnosus.

Essa diferenga na viabilidade entre os tratamentos na primeira fase de
simulacao também pode estar relacionada ao fato do L. acidophilus ser uma
bactéria hidrofébica (KOS et al., 2003), assim, como a formulagado do néctar é
composta por 2,5 g de proteinas de soja e, esses compostos apresentarem
caracteristicas anfipaticas, poderiam, segundo Schar-ammaretti; Ubbink (2003),
levar a uma adesdo especifica a superficie da célula através do lado
hidrofébico, enquanto o lado hidrofilico, exposto em direcdo a fase aquosa,

poderia provalmente determinar a resisténcia observada ao suco gastrico.

Apos a reducdo na fase gastrica, observou-se a manutencdo das
populagdes apos 4 horas de ensaio, fase que simula o intestino delgado para
T3 em todo o periodo e para T, no 1°, 7° e 28° dia. Entretanto, para T4
observou-se uma diminuicdo elevada dos sobreviventes durante o

armazenamento a 4 + 1 °C dos néctares.

Ja na fase que simula o intestino grosso observou-se a manutengao da
viabilidade entre as duas fases entéricas simuladas para a maioria dos
periodos de armazenamento. Entretanto, para T1 no 14° e 21° dia, T, no 1°, 7°
e 14° dia, e T3 no 7° dia, foi observada a recuperacao das culturas, com um

aumento significativo (p < 0,05) na sobrevivéncia.

Ao final da simulagao in vitro verificou-se que o tratamento T, obteve o
melhor desempenho, com os maiores valores de populagdes, ao contrario de
T1.
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Como pode-se perceber, as culturas probiéticas ndo encapsuladas sao
muito instaveis em matrizes vegetais. Blaiotta et al. (2013) avaliaram o efeito do
proteina com fibra n&o digerivel de castanha (Castanea sativa Mill.) sobre a
viabilidade de estirpes probidticas de Lactobacillus em condi¢gdes simuladas do
trato gastrointestinal, e verificaram que todas as estirpes, com exceg¢do de
L. rhamnosus VT1, mostraram um comportamento idéntico, com niveis
populacionais inalterados até 180 minutos. Os autores concluiram que a fibra
melhorou significativamente a tolerancia, principalmente, na fase entérica,
enquanto que o efeito protetor na fase gastrica foi atribuido a composi¢ao de

peptideos.

Ainda em relacdo a sobrevivéncia e viabilidade dos microrganismos
probidticos, Corcoran et al (2005) descobriram que a glicose aumentou a
sobrevivéncia de lactobacilos em condigdes acidas e Mainville; Arcand;
Farnworth (2005) relatam que o procedimento de simulagdo da fase gastrica
em niveis de pH entre 1,5 e 2,5 superestimam reais perdas de viabilidade

gastrica devido a capacidade tamponante de certos alimentos.

A resisténcia de microrganismos probioticos a agcado dos sais biliares,
acido cloridrico e demais enzimas envolvidas no processo disgestivo € um
importante pré requisito para sua inser¢gdo em uma matriz alimentar. No Brasil,
a documentagao referente a comprovagao de eficacia de um microrganismo
probidtico exige a inclusdo de testes de resisténcia da cultura utilizada no
produto a acidez gastrica e aos sais biliares (BRASIL, 2008). Dessa forma, € de
grande importancia a avaliacdo dos efeitos dos processos digestivos na
sobrevivéncia das culturas probidticas nos néctares desenvolvidos neste

trabalho.
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3.3.5 Aceitabilidade Sensorial dos Néctares

Os dados da avaliagdo das amostras de néctar a base de cupuacu e
proteina de soja, adicionado de culturas probidticas foram submetidos a analise

de variancia (ANOVA) e o resultado esta apresentado na Tabela 5.

TABELA 5: Médias de escores para a o teste de aceitacdo dos néctares.

Tratamento Média DMS - Tukey
Controle 5,8°?
T4 6,32
0,55
T, 47"
T3 50P°

2P Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si (p > 0,05) para o tipo de tratamento.
T, = L. acidophilus LA-3; T, = L. paracasei BGP 1; T3 = L. acidophilus LA-3/ L. paracasei BGP 1

Verificou-se que houve diferenga significativa entre os néctares, sendo
que o tratamento controle (sem probidtico) e T1 nao diferiram entre si, sendo os
mais aceitos pelos julgadores. O néctar controle apresentou escore médio
situando-se entre os termos hedénicos “indiferente” e “gostei ligeiramente”. Ja
0 néctar contendo L. acidophilus LA-3, apesar de apresentar-se
significativamente igual ao controle, situou-se entre os termos hedobnicos

“gostei ligeiramente” e “gostei muito”.

A adigdo de culturas probidticas em alimentos contendo soja tem sido
bem correlacionada com a melhoria das caracteristicas sensoriais devido a
fermentacao reduzir o sabor caracteristico da soja (MONDRAGON-BERNAL et
al., 2010), porém, Donkor et al. (2007a), relataram que um iogurte probidtico a
base de soja contendo L. acidophilus LAFTI L10, L. casei LAFTI L26 e
B. animalis ssp. lactis LAFTI B94, foi menos aceito pelos julgadores em relagao

ao iogurte controle sem probidticos.

Os menores escores observados no tratamento controle, T, e T3, podem
estar relacionados a elevada acidez dos néctares (Tabela 1), uma vez que,
muitos julgadores relataram, na ficha de avaliacdo, essa caracteristica das
bebidas.
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3.4. CONCLUSAO

O néctar de cupuagu e proteina de soja mostrou-se um substrato
promissor na veiculacdo das culturas probidticad de L. acidophilus LA-3 e
L. paracasei BGP1. Todos os tratamentos contendo essas bactérias
apresentaram populag¢des dentro do recomendado pela legislagao durante todo
o periodo de armazenamento a 4 + 1 °C. Além disso, em testes in vitro para
verificar a influéncia desta matriz vegetal na sobrevivéncia durante o transito
gastrointestinal obteve-se contagens relativamente elevadas comparada a

literatura encontrada.

Os resultados indicam que o néctar de cupuagu adicionado de proteina
de soja pode ser usado como um produto alimentar funcional adequado para
consumidores em geral, sobretudo aqueles que n&o consomem derivados

lacteos.
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4. CAPITULO 3 - NECTAR DE CUPUAGU E SOJA ADICIONADO DE
PROBIOTICO: EFEITOS IN VIVO EM RATOS WISTAR INDUZIDOS A
LESOES PRE NEOPLASICAS
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RESUMO

Estudos tém mostrado a viabilidade da utilizagdo de microrganismos
probidticos em matrizes ndo lacteas como sucos de frutas, a fim de fornecer ao
consumidor alimentos funcionais, isentos de colesterol, lactose e substancias
alergénicas presentes nas bases lacteas. Objetivou-se neste estudo investigar
os efeitos da ingestdo de bebida a base de polpa de cupuagu e proteina de
soja adicionada de probidticos no desenvolvimento de lesdes pré-neoplasicas
em ratos Wistar. Os animais foram alimentados com dieta comercial e
receberam diariamente, via gavagem, o néctar desenvolvido na quantidade de
3 mL/kg de peso/dia, durante um periodo de 10 semanas. Como agente indutor
da leséo pré neoplasica de colon foi utilizada a 1,2 - dimetilhidrazina. Durante o
periodo experimental, coletou-se as fezes frescas dos animais para as
determinacdes do pH e Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp. Ao final do
experimento, apds a eutanasia, amostras de sangue, fezes do ceco, figado e o
cblon foram preparadas para as determinagdes séricas, de acidos graxos
volateis, indice hepatossomatico e quantificacdo de Focos de Criptas
Aberrantes (FCA), respectivamente. Os resultados sugerem que a ingestao do
néctar probidtico ndo exerceu efeito protetor na formacéo de FCA, uma vez que
nao houve diferenca significativa (p > 0,05) entre os grupos. Os acidos graxos
volateis também diferiram significativamente entre os grupos alimentados com
a bebida, sugerindo que somente a soja e o cupuacgu, influenciaram na
formacédo desses compostos. O pH fecal reduziu apenas a partir da sétima
semana do periodo experimental, enquanto que, a contagem de Lactobacillus
ssp. e Bifidobacterium ssp. ndo apresentaram diferengas significativas (p >
0,05) entre os grupos experimentais durante o periodo avaliado. O colesterol
total, HDL e o LDL n&o diferiram (p > 0,05) nos grupos alimentados com a
bebida em relacdo aos grupos controle. Pode-se atribuir o efeito nao
significativo da bebida nos parametros avaliados nos animais tratados com a

DMH, possivelmente, a duracdo do experimento.

Palavras-chave: cupuacu, probiético, matriz vegetal, FCA, dimetilhidrazina.
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4.1. INTRODUGAO

O cancer de cdélon é uma patologia que se caracteriza por um
crescimento desordenado de uma populagdo de células que escapam da
regulagdo normal de crescimento, replicacdo e diferenciagdo (WISEMAN,
2011). Morfologicamente, pode apresentar-se como alteragées microscopicas
discretas da mucosa, denominadas focos de criptas aberrantes (FCA) ou
lesbes pré neoplasicas, que podem ser induzidas, quimicamente, pela
administracao da droga 1,2-dimetrilhidrazina, em animais experimentais (BIRD,
1987; BIRD, 1995). Devido ao numero total e ao tamanho dos FCA serem
determinados de forma simples, rapida e econdmica, sua avaliagdo constitui
um bioensaio de curto prazo para avaliar o emprego de agentes dietéticos

quimiopreventivos na carcinogénese colorretal (NEWELL; HEDDLE, 2004).

Entre os componentes responsaveis pela saude do intestino destacam-
se o0s prebioticos e os probidticos. Os prebidticos, sdo pertencentes ao grupo
das fibras dietéticas, resistentes a acdo de enzimas digestivas, mas
fermentadas por bactérias intestinais, com a formacdo de substratos que
propiciam protecdo ao intestino (ANDERSON et al.,, 2009). Adicionalmente,
existem dados mostrando a atuacdo das fibras na redugdo de doencas
cronicas, incluindo doencgas cardiovasculares, diabetes e neoplasia de cdélon
em individuos com um consumo adequado das mesmas (KACZMARCZYKA,
MILLERA; FREUND, 2012; BERNAUD; RODRIGUES, 2013).

Os probidticos sao caracterizados por géneros como Lactobacillus spp. €
Bifidobacterium spp., e entre os principais efeitos atribuidos ao consumo de
probidticos estdo: a manutencdo do balango da microbiota intestinal, o
antagonismo do crescimento de patogénicos, o estimulo do sistema
imunoldgico e a reducédo da intolerancia a lactose, que beneficiam a saude
aumentando a protecao contra infecgdes intestinais e a prevencao de diversas
doencgas como o cancer de célon (LOURENS-HATTINGH; VILJOEN, 2001).

Os probidticos sdo utilizados principalmente na elaboracdo de leites
fermentados (SANCHEZ et al., 2009) e outros produtos lacteos, como iogurte
(KAILASAPATHY, 2006), sorvete (HOMAYOUNI et al., 2008), queijo
(FRITZEN-FREIRE et al., 2010), e em menor quantidade para carnes, cereais,
legumes e frutas (CHAMPAGNE; GARDNER, 2008).
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O cupuacgu, fruta tropical tipica da floresta amazdnica, apresenta alto
teor de pectina, comparavel ao do maracuja-amarelo (VRIESMANN;
PETKOWICZ, 2009), uma fibra soluvel, que suprimiu significativamente FCA no
colon de ratos induzidos ao cancer e aumentou de 3 a 5 vezes o conteudo de
acidos graxos de cadeia curta (RAO et al., 1998). Além disso, a pectina tem
demonstrado redugao dos niveis séricos de colesterol e triglicerideos em ratos
e humanos (PIEDADE; CANNIATTI-BRAZACA, 2003; FREITAS; JACKIX,
2005; EUFRASIO et al., 2009,).

O extrato hidrossoluvel de soja também é um substrato que tem se
apresentado com potencial para producdo de novos produtos com apelo
saudavel (GRANATO et al. 2010; ULIANA; VENTURINI FILHO; ULIANA, 2012).
Os produtos da soja vém sendo avaliados como veiculos para probioticos, e
estudos tém indicado uma série de beneficios para a saude. Os efeitos
sinérgicos entre os probiodticos e proteina produtos da soja sugerem que essa
combinagdo pode exercer efeitos benéficos, uma vez que a soja contém
oligossacarideos naturais como a rafinose e estaquiose, considerados como
prebidticos e que estimulam o crescimento de probidticos, além de serem uma
alternativa viavel para pessoas que apresentam alergias e/ou disturbios
alimentares pela ingestdo de leite (KARR-LILIENTHAL, et al., 2005; WOO et
al., 2009).

Assim, este trabalho teve como obijetivo investigar os efeitos da ingestao
de néctar a base de polpa de cupuagu e extrato hidrossoluvel de soja
adicionado de culturas probiéticas no desenvolvimento de lesdes pré
neoplasicas em ratos Wistar, além de avaliar opH e a microbiota fecal dos
animais e quantificar os acidos graxos volateis e Lactobacillus spp. e

Bifidobacterium spp. nas fezes dos animais.
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4.2. MATERIAL E METODOS

No capitulo 1 foram demonstrados o desenvolvimento e a otimizagao da
formulacdo a base de cupuagu e proteina de soja, de acordo com um
planejamento experimental de delineamento composto central, a fim de definir
as concentragdes 6timas de polpa de cupuacgu e proteinas de soja. No capitulo
2, na formulacdo o6timizada contendo 20 % de polpa de cupuagu e 2,5 g de
proteinas de soja, foram adicionadas culturas liofilizadas prontas para uso
direto (DVS — Direct Vat Set) de Lactobacillus acidophilus LA-3 (Sacco® Brasil,
Campinas - SP) e Lactobacillus paracasei BGP 1 (Sacco® Brasil, Campinas -
SP). Assim, foram elaborados o néctar de cupuagu contendo proteina de soja
adicionado de: L. acidophilus LA-3, L. paracasei BGP 1 e com a mistura das
duas culturas probidticas, na proporcao de 1:1. A quantidade média de células
vidveis da bactérias nas bebidas foram: 1x10® UFC.mL", para L. acidophilus
LA-3 isolado e sua mistura (L. acidophilus LA-3 e L. paracasei BGP 1) e 1x10°
UFC.mL", para L. paracasei BGP 1 isolado. Estas bebidas foram

administradas em ratos Wistar induzidos a lesdes pré-neoplasicas.
4.2.1. Animais e Tratamentos

Para o calculo amostral, foram utilizados 10 animais por grupo,
considerando o nivel de significancia de 5 % e poder do teste de 90 %,
admitindo-se que as variaveis estudadas sao instaveis (ARMITAGE e BERRY,
1987). Sabe-se que a confiabilidade dos dados depende do grau de liberdade
do residuo, logo, recomenda-se na analise estatistica experimental um grau de
liberdade (GL) no minimo maior que 12. Assim, em qualquer teste estatistico a
analise de variancia residual estara presente e esta variancia € proveniente da
equacdo: SQ Residuo/ GL Residuo, onde, quanto menor o GL, maior a Soma

do Quadrado do Residuo.

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar, machos, com peso médio de
352+ 1,11 g e 12 semanas de idade, provenientes do Biotério Central do

Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude da Universidade Federal de Vigosa.
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Os animais foram divididos randomicamente em seis grupos, com dez
animais cada. Os grupos denominados G4 e o G, foram controle negativo e
controle positivo, respectivamente, sendo alimentados apenas com dieta
comercial (Presence®) indicada para a alimentacdo de roedores. Os demais
grupos (Gs, G4, Gs e Gg), além da ragdo e agua, receberam as bebidas
desenvolvidas, as quais foram administradas para os animais por meio da
técnica de gavagem, na quantidade de 3 mL/kg de peso/dia, durante o periodo
de 10 semanas. Os animais foram mantidos em gaiolas individuais, em ciclos
claro/escuro de 12 horas e temperatura média de 23 °C e receberam ragao e
agua ad libitum. A dieta e o peso dos animais foram monitorados

semanalmente, ao longo de todo o experimento.
4.2.2 Indugao Quimica de Lesoes Pré Neoplasicas

Na segunda e terceira semana de experimento, os animais dos grupos
G2, G3, G4, G5 e Gg foram submetidos a um total de 4 inje¢des intraperitoneal
de 40 mg/kg massa corporal/aplicacdo de 1,2-dimetilhidrazina (DMH) (Sigma,
Saint Louis, MO, USA), sendo realizadas 2 aplicagdes semanais em dias nao
consecutivos, durante duas semanas. A droga (DMH) foi preparada
imediatamente antes do uso, dissolvida em NaCl 0,9 % contendo 1 mM de
EDTA e 10 mM de citrato de sédio como veiculo, na concentracao final de
10 mg/mL, sendo o pH final ajustado para 8,0 com NaOH 1 N (NEWELL,;
HEDDLE, 2004). Os animais do grupo G4, para serem submetidos ao mesmo
nivel de estresse, receberam nos mesmos dias somente o veiculo, sem a

DMH, como observado no desenho experimental apresentado na Figura 1.

Grupos Experimentais

Gy = Controle (-) G, = Controle (+) G; Gy Gs Ge
Ragéo e agua + ss Ragdo e agua + ss Racgéo e agua + B4 Ragéo e agua + B, Ragédo e agua + B; Rag&o e 4gua + B,
Veiculo DMH DMH DMH DMH DMH
n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10

FIGURA 1: Desenho experimental de ratos Wistar tratados com diferentes
bebidas com e sem inducéo de lesbes pré-neoplasicas. G = Grupo; SS = Solugéo
salina; DMH = Dimetilhidrazina; B4 = Néctar de cupuacu e Proteina de Soja (PS); B, = Néctar
de cupuagu e PS contendo L. acidophilus LA-3; B; = Néctar de cupuacu € PS contendo L.
paracasei; B, = Néctar de cupuacu e PS contendo L. acidophilus LA-3 e L. paracasei.
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Apos o periodo experimental, na 72 semana contada a partir da ultima
aplicacédo da DMH, os animais foram submetidos ao jejum de 12 horas e, em
seguida, dessensibilizados com isofluorano, utilizando aparelho de anestesia
inalatéria. O procedimento de eutanasia foi realizado no Laboratério de
Nutricdo Experimental, em ambiente tranquilo e adequado. Todo o
procedimento foi conduzido em conformidade com os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal, adotados pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal, apés a aprovagdo pelo Comité de FEtica do
Departamento de Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Vigosa,
processo n° 43/2013.

4.2.3 Quantificagao e Categorizagdao dos Focos de Criptas Aberrantes
(FCA)

Apos a eutanasia, o colon foi removido, aberto longitudinalmente pela
banda contra mesentérica, lavado em solugdo tampao fosfato 0,01 M e
colocado em placas de parafina, com a mucosa voltada para cima, tendo as
extremidades fixadas por alfinetes e fixado em formalina de Carson (CARSON;
MARTIN; LYNN, 1973) por 24 horas. Apos a fixagdo, o colon foi medido e
dividido em trés segmentos iguais, identificados como segmentos proximal,
medial e distal, em relagdo ao ceco. Para a contagem de FCA, os segmentos
foram corados em solugdo de azul de metileno a 0,1 %, por dois minutos e
lavados em tampéo fosfato 0,01 M. A contagem das lesdes foi realizada por
microscopia optica com aumento de 10X, de acordo com a técnica de Bird
(BIRD, 1987), por dois observadores de maneira duplo-cega. Os FCA foram
caracterizados por dilatacdes na abertura luminal, epitélio mais espesso e
coloragdo mais intensa quando comparados as vizinhas. A categorizagcéo de
FCA foi baseada na multiplicidade de criptas aberrantes por foco (FCA<3 e
FCA > 3).

4.2.4 Determinacao de Acidos Graxos Volateis nas Fezes

Apbs a eutanasia, as fezes do ceco de todos os animais foram
recolhidas individualmente em eppendorffs e armazenadas a — 80 °C, para
analise posterior dos acidos graxos volateis (acético, propidnico e butirico).
Para a determinacao, o conteudo cecal de cada animal foi extraido com acido

metafosférico a 25 % e analisado por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
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(CLAE) de acordo com a metodologia de Smiricky-Tjardes et al. (2003),
utilizando-se um cromatégrafo (THERMO mod. ACCELLA PDA) acoplado a
detector ultravioleta e coluna C18 (SUPELCO) utilizando-se um comprimento

de onda de 210 nm.
4.2.5 Determinacao do pH Fecal

Para cada grupo experimental, o pH fecal foi determinado a partir da
dissolugdo de 1g de fezes em 10 mL de agua destilada, e medicdo em
pHmetro (ASVARUJANON; ISHIZUKA; HARA 2005). As avaliagdes foram

realizadas no 1°, 14°, 28°, 49° e 70° dia, a partir do inicio do experimento.

4.2.6 Quantificagao de Microrganismos Fecais

As amostras de fezes dos animais experimentais foram colhidas em

tubos estéreis, no 1°, 14°, 28°, 49° e 70° dia, a partir do inicio do experimento.

De cada grupo, foi pesado 1 g de fezes e diluido em 9 mL de solugao
salina estéril. A partir dessa diluicdo (10™") foram realizadas diluicdes decimais
seriadas até 10, por meio da transferéncia de 1 mL da diluicdo anterior para
tubos estéreis contendo 9 mL de solugao salina. O indculo (1 mL) de cada

diluicdo 10 a 107 foi semeado em profundidade no respectivo meio de cultura.

e Para a enumeragao seletiva de Lactobacillus spp.: Foi utilizado o agar
Rogosa SL (Himédia, India), com incubagédo em jarra de anaerobiose a 37 °C,
durante 72 horas (MELLO et al., 2009).

e Para a enumeracao seletiva de Bifidobacterium spp.: Foi utilizado o agar
Bifidobacterium (Himédia, India), com incubagao a 37 °C durante 72 horas, em
jarra de anaerobiose com sistema comercial de geracdo de atmosfera
anaerodbia (Anaerobac, Probac®), modificado por Zacarchenco; Massaguerroig
(2004). Apds 72 horas de incubacgao, foi realizada a contagem e determinado o

Log1o UFC.g™ de fezes.
4.2.7 Analises Bioquimicas

Imediatamente apds a eutanasia dos animais, coletou-se as amostras de
sangue e, para a obtencao do soro, estas foram centrifugadas a 3000 rpm por
10 minutos, o sobrenadante foi coletado e congelado a -80°C. As

determinacdes dos parametros bioquimicos triglicerideos, colesterol total e
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suas fracbes LDL e HDL, foram realizadas utilizando-se kits comerciais
(Bioclin®, Brasil).

4.2.8 indice Hepatossomatico (IHS)

O indice hepatossomatico foi calculado por meio da relagao entre o peso

do figado e o peso corporal do animal, de acordo com a equacgao 1:

IHS = Peso do Figado (g)

x 100 equagao (1)

Peso Corporal (g)

4.2.9 Analise Estatistica

Os resultados foram analisados por meio da analise de variancia
(ANOVA) e as diferencas significativas entre as médias (p < 0,05) pelo teste de

Tukey, utilizando-se o programa BioEstat 5.0.

79



4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Evolugao da massa corporal de ratos Wistar induzidos a lesoes pré
neoplasicas

Os resultados referentes a massa corporal média dos animais, durante
10 semanas do periodo experimental, estdo apresentados na Figura 2.
Verificou-se que todos o0s grupos aumentaram a massa corporal, porém nao
houve diferenga significativa (p > 0,05) entre os mesmos. Na segunda e
terceira semana de tratamento verificou-se uma redugdo na velocidade de
crescimento dos grupos induzidos, provavelmente, em fungao da administragao
do carcindbgeno, uma vez que somente o grupo G; nao apresentou esse
comportamento. Em relagcdo ao consumo alimentar (dados ndo mostrados),
também nao foi observada diferenca significativa entre os grupos (p > 0,05).
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FIGURA 2: Ganho de massa corporal dos grupos avaliados durante o periodo

experimental. G; = Controle Negativo; G, = DMH; G; = Néctar de cupuagu e Proteina de
Soja (PS) + DMH; G, = Néctar de cupuacu e PS contendo L. acidophilus LA-3 + DMH; G5 =
Néctar de cupuacgu e PS contendo L. paracasei + DMH; Gg = Néctar de cupuagu e PS contendo
L. acidophilus LA-3 e L. paracasei + DMH. *Os resultados (médias + desvio padrdo) nao
diferem (p > 0,05) para o teste de Tukey.

Mohania; Kansal; Shah (2013) e Venancio et al. (2013), também
verificaram que o ganho de massa e o consumo alimentar foram menores
durante a administracdo da DMH ao testarem, respectivamente, um alimento
probidtico contendo Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus plantarum em
ratos induzidos a lesdes pré neoplasicas, e os efeitos da polpa de marolo nas
caracteristicas bioquimicas destes animais. Guo et al. (2013), ao avaliarem as

saponinas da soja na progressdo do cancer de colon em ratos induzidos por
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DMH, também observaram que n&o houve diferenga significativa no aumento
de peso entre os grupos e, os animais induzidos com DMH tiveram um
aumento de massa corporal menor em comparagao com 0 grupo que recebeu
injecbes de solugdo salina. Os autores também ndo verificaram diferenca

significativa no consumo alimentar.

Os grupos que receberam diariamente o néctar de cupuagu e PS com ou
sem probiodticos se comportaram de maneira similar aos grupos controle, com
excecdao do grupo G4, que apresentou a partir da quarta semana, um
decréscimo, no ganho de massa corpérea. Os grupos Gs e Gg, também
apresentaram reducao de peso nas ultimas semanas, o que pode ser atribuido
as culturas usadas na formulacédo da bebida, uma vez que, os probiodticos tém
mostrado os efeitos positivos nas desordens metabdlicas e regulagao do peso.
Exemplos disso, foram o uso da estirpe Lactobacillus gasseri SBT 2055, que
mostrou efeito positivo na redugdo da gordura abdominal (KADOOKA et al.,
2010) e a suplementacao de Lactobacillus plantarum strain N14 acompanhada
por uma redug¢ao no tamanho dos adipécitos em ratos (TAKEMURA; OKUBO;
SONOYAMA, 2010).

4.3.2 Numero de FCA e quantificagao de AGV em modelo animal da
carcinogénese colorretal

A multiplicidade das criptas (numero de criptas por FCA), é um
parametro importante que permite avaliar o avanco de FCA (CHENG; LAI,
2003). Ao avaliar a multiplicidade das criptas, observou-se que
independentemente da regido do cdélon, ndo houve diferenga significativa
(p > 0,05) entre os grupos experimentais para a categoria FCA < 3. Entretanto,
para a categoria FCA > 3, houve diferenca significativa para o grupo Gg, que
apresentou um aumento de aproximadamente 50 % de FCA em relagao aos

outros grupos(Figura 3).
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FIGURA 3: Numero médio de FCA no cdélon de ratos wistar dos grupos
experimentais apés 10 semanas de tratamento, categorizados em < 3 ou > 3

FCA. G, = DMH; G; = Néctar de cupuagu e Proteina de Soja (PS) + DMH; G, = Néctar de
cupuagu e PS contendo L. acidophilus LA-3 + DMH; G5 = Néctar de cupuagu e PS contendo L.
paracasei + DMH; Gg = Néctar de cupuagu e PS contendo L. acidophilus LA-3 e L. paracasei +

DMH. Os resultados seguidos de mesma letra minuscula nas colunas nao diferem (p > 0,05)
para o teste de Tukey.

Pretlow et al. (1992) encontraram forte correlagao entre a multiplicidade
de criptas e a incidéncia de tumor. O numero de FCA, com mais de quatro
criptas, foi maior em ratos com tumores, se comparados com 0s que nao
desenvolveram tumores, o que pode tornar essa avaliagdo uma predi¢cado da
incidéncia do cancer de célon. Takayama et al. (2005), verificaram que a
relagcdo de FCA para adenoma e cancer em pacientes com displasia é de 4,2 e
de 10,2, respectivamente. Ja a relagdo para adenoma e cancer, em pacientes
com numero de FCA elevados (= 20 criptas) é de 5,3 e 24,6, respectivamente.
Logo, os pacientes que tém displasias e numero de FCA elevadas, tem um alto

risco de adenoma e posterior cancer.

Modelos que utilizam o carcinogeno DMH sugerem que o numero de
FCA aumenta com o decorrer do tempo. Isso sugere que alguns deles podem
se desenvolver mais rapidamente que outros. Esses focos também podem
sofrer remodelagédo, sendo que os menores (FCA < 3) podem regredir e os
maiores (FCA > 3) apresentam probabilidade de progredirem para o cancer
(BIRD, 1995; RAJU, 2008). Segundo Raju (2008), pode-se reconhecer dois
tipos de criptas tanto em roedores quanto em humanos: convencionais e
displasicos. Os convencionais, durante a carcinogénese do cdélon induzida em

ratos, aparece a partir da oitava semana apds as injecbes do carcindgeno,
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enquanto que, FCA convencionais e displasicos s&o observados com cerca de
12 semanas apés a indugdo. As criptas convencionais sdo mais comuns e
evidéncias sugerem menor probabilidade de progressdo para o cancer,
enquanto que, FCA displasicos sdo menos comuns, porém mais agressivos, e

sdo considerados uma provavel lesao relacionada a progresséo neoplasica.

Dessa forma, a auséncia de diferenga entre os grupos controle (DMH) e
0S grupos que receberam o néctar de cupuagu para FCA < 3, pode-se justificar
em funcdo do curto tempo de tratamento (7 semanas apds a inducgédo). A
diferenca apresentada no Gg, foi devido a maior incidéncia de FCA com 4 e
5 criptas. Por tanto, levando-se em conta o conceito de que essas lesdes
podem regredir ou apenas deixarem de progredir (BIRD, 1995), ndo se pode

afirmar que nesse grupo, o efeito do néctar foi negativo.

Urbanska et al. (2009) estudaram as propriedades de células
bacterianas probioticas microencapsuladas em iogurte em ratos com pré
disposicdo para o cancer colorretal. A administracdo oral diaria do iogurte
contendo L. acidophilus microencapsulado resultou em significativa supresséo

da incidéncia de tumor de colon, multiplicidade e tamanho do tumor.

Liboredo et al. (2013) ao determinarem apds 14 semanas de periodo
experimental, o efeito de probidticos sobre o desenvolvimento de lesbes pré-
neoplasicas no colon de camundongos induzidos com DMH, observaram que o
consumo de lactobacilos e bifidobactérias resultou numa reducgao significativa
do numero total de FCA de 55,7 % e 45,1 %, respectivamente, sendo que, foi
observada significativa redugdo apenas em FCA <3 no grupo tratado com
lactobacilos (52,2 %) em comparagédo com o grupo controle. Os FCA = 3 néao

apresentaram reducao significativa.

Os resultados da quantificagao e categorizagdo, em relagéo a regiao do
intestino, de FCA entre os diferentes grupos experimentais, sdo apresentados
na Tabela 1. O grupo G4 ndo apresentou criptas aberrantes, uma vez que nao
foi tratado com a DMH e, apesar do grupo G3 alimentado com a bebida sem
probidticos ter apresentado um numero menor de FCA, ndo houve diferenca
estatistica significativa (p > 0,01) na contagem de criptas entre os grupos

avaliados.
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TABELA 1: Numero total de FCA e por regido (distal, medial e proximal) do
coélon de ratos Wistar dos grupos experimentais apds 10 semanas de
tratamento.

Numero de FCA por Regiédo do Colon
Grupos | n Distal Medial Proximal Tg(t?,lo\qe
<3 >3 <3 >3 <3 >3
Gy 10 0 0 0 0 0 0 0
G, |10 |288+697 | 23+16°|347+56° | 57+18" | 137+35% | 03£02° | 856+9,6°
Gs |10 | 27,8450 | 46£20° | 310+68° | 86+28* | 85+26° | 03£02° | 814+12,1°
G, |10 | 256£527 | 24%14°|360+52° | 104+44° | 11,9£17° | 03£02° | 866+ 11,7°
Gs |10 |270£58° | 45%14°|371+55° | 95+43* | 76+24° | 02£02° | 859+13,9°
Gs |10 |269+65°|99+32"|297+73° | 135+58° | 74+21° | 03£02° | 87,8+14,4°

G, = Controle Negativo; G, = DMH; G; = Néctar de cupuagu e Proteina de Soja (PS) + DMH; G4
= Néctar de cupuacu e PS contendo L. acidophilus LA-3 + DMH; Gs = Néctar de cupuacu e PS
contendo L. paracasei + DMH; Gg = Néctar de cupuacu e PS contendo L. acidophilus LA-3 e L.
paracasei + DMH. Os resultados (médias + desvio padrdo) seguidos de mesma letra minuscula
nas colunas nao diferem (p > 0,05) e *(p > 0,01) para o teste de Tukey.

Ja foram verificadas evidéncias em modelos experimentais com animais
da administragcdo das proteinas da soja para a protegdo contra o cancer e
doencgas cardiacas. Hakkak et al. (2001), observaram que ratos alimentados
com uma dieta a base de caseina tiveram uma incidéncia de 50 % dos tumores
do colon, em comparagao com 12% em dietas cuja base era de proteina de
soja. Estes resultados sugerem que o consumo de proteinas de soja na dieta

reduz o risco de desenvolver tumores de célon.

A soja apresenta componentes com propriedade anticarcinogénica como
isoflavonas, saponinas, ftalato, inibidores de protease e fitoesterdis (MESSINA,;
BARNES, 1991). Entre esses componentes, a literatura mostra que as
saponinas apresentam atividade antioxidante, protegendo contra o dano celular
no cancer de colon (GUO et al., 2013). Outro anticarcinégeno presente na soja,
€ o fitoesterol, que € um composto vegetal ndo absorvido pelos humanos, logo,
ao ser ingerido alcanga o célon intacto, onde parece exercer efeito protetor por
meio da inibicdo da carcinogénese (YASUKAWA et al., 1991).

Os resultados da Tabela 1, mostram que o néctar de cupuacu e PS ou
sua suplementagéo com culturas probiéticas nao interferiu significativamente (p
> 0,05) no numero total de FCA em relagéo ao controle G, (DMH). No célon
distal e medial, ndo foram observadas diferengcas entre os grupos para
FCA < 3, enquanto no colon proximal, o grupo G4 (néctar de cupuagu e PS
acidophilus LA-3 + DMH),

contendo L. apresentou-se estatisticamente
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semelhante ao grupo controle G, (DMH), com a maior incidéncia de focos para
esta categoria.

FCA > 3 foram observadas em todos os grupos. Na porgdo medial e
distal para FCA > 3, apenas o grupo Gg (néctar de cupuagu e PS contendo L.
acidophilus LA-3 e L. paracasei + DMH) apresentou diferenga significativa
(p < 0,05) em relagéo ao grupo controle G,, com maior incidéncia de focos. Ja,
na porgao proximal, ndo observou-se diferenca significativa entre os grupos,
além de apresentarem os menores valores de FCA > 3. A aparente explicagéao
para essa diferenca, é que a mucosa intestinal na regido distal fica mais tempo
exposta a possiveis carcinogenos e agressdes fisicas, provocadas pelo
enrijecimento fecal (GUYTON; HALL, 2006), assim, uma frequéncia maior de
FCA é observada na regiao distal e medial do célon, tanto em roedores como
no homem (RODRIGUES et al., 2002) com menor propor¢do na regiao
proximal (BIRD; GOOD, 2000).

O seguimento proximal do célon também é responsavel pela maior
producao de acidos graxos volateis (AGV). Sédo produzidos de 100 a 200 mM
de AGV no célon humano diariamente e estima-se que destes, 70 a 140 mM
sejam produzidos no coélon proximal, reduzindo para 20 a 70 mM no célon distal
(COOK; SELLIN, 1998).

Na Figura 4, estdo apresentados os resultados da concentracdo de
acidos graxos volateis. Ndo foram observadas diferengas significativas
(p > 0,05) entre os grupos na concentragado de acido acético e acido butirico.
Entretanto, para o acido propibnico, verifica-se que os grupos alimentados com
0 néctar, apresentaram diferenca em relagdo aos grupos controle (G1 e Gy)

com quantidades muito superiores do acido.
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FIGURA 4: Concentracao de acidos graxos volateis (AGV) de cadeia curta nas
fezes dos animais dos grupos experimentais. G, = Controle Negativo; G, = DMH; G;3 =

Néctar de cupuagu e Proteina de Soja (PS) + DMH; G, = Néctar de cupuagu e PS contendo L.
acidophilus LA-3 + DMH; G5 = Néctar de cupuagu e PS contendo L. paracasei + DMH; Gg =
Néctar de cupuagu e PS contendo L. acidophilus LA-3 e L. paracasei + DMH. Os resultados
(médias * desvio padrdo) seguidos de mesma letra minuscula nas colunas nao diferem
(p > 0,05) para o teste de Tukey.

Uma explicagdo para a baixa quantidade de acido butirico encontrada,
pode estar relacionada ao fato do mesmo, ser a maior fonte de energia para as
células epiteliais do coélon (ALMEIDA et al., 2009), sendo usado
preferencialmente ao acetato e propionato numa proporgdo de 90: 50: 30,
respectivamente (COOK; SELLIN, 1998), confirmando os resultados

encontrados nos grupos tratados com a bebida.

Sabe-se que a producdo de AGV é dependente dos substratos. O
amido, por exemplo, é altamente butirogénico, enquanto que a fermentacao de
outros polissacarideos resulta na producao de acetato e propionato (PRYDE et
al., 2002). Assim, esse resultado é justificado por se tratar de uma bebida a

base de polpa de cupuacgu e PS sem amido na formulacgao.

Por outro lado, a polpa de cupuagu apresenta alto teor de pectina
(VRIESMANN; PETKOWICZ, 2009), que é uma fibra soluvel importante na
manutencado e renovacao do epitélio intestinal, pois pode formar por meio de
fermentacdo, acidos graxos volateis, que estdo envolvidos na regulagdo da
divisdo e morte celular (PIEDADE; CANNIATTI-BRAZACA, 2003). Fukunaga et
al. (2003), ao avaliarem os efeitos da pectina na proliferagao celular intestinal,

producdo de acidos graxos de cadeia curta e populagdo microbiana, verificou
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que a suplementacdo com pectina ndo afetou a microbiota cecal, entretanto, o

conteudo de AGV cecal foi significativamente aumentado.

Ishikawa et al. (2005) examinaram a hipotese da administracao de fibras
e probidticos como L. casei prevenirem o cancer de célon em populagdo com
risco de desenvolvimento de lesdes intestinais, apds remocao de pelo menos
dois adenomas. N&o constatou-se diferenga significativa no desenvolvimento
de novas lesbes no colon entre 2 e 4 anos. Entretanto, apdés 4 anos, a
ocorréncia de lesdes de moderada e elevada intensidade, foi significativamente
reduzida no grupo que recebeu L. casei diminuindo, assim, as chances de
progredir para um cancer de colon. Entretanto, neste trabalho, durante o
periodo avaliado, ndo se pode afirmar que os probidticos contribuiram para o
aumento do pool de AGV, uma vez que nao houve diferenga estatistica

(p > 0,05) entre os grupos que receberam as bebidas com e sem probidticos.

O resultado encontrado no teor de AGV, para os grupos alimentados
com o néctar, também pode ser justificado devido a soja apresentar
oligossacarideos nao digeriveis que sdo conduzidos ao intestino e fermentados
por bactérias anaerdbias, resultando na producdo de AGV. Varios autores
encontraram diferengas na produgdo de AGV entre animais alimentados com
dietas contendo esses acgucares. Sakaguchi; Sacoda; Toramaru (1998)
verificaram maior produg¢ao dos acidos propiénico e butirico no ceco de ratos
alimentados com uma dieta enriquecida com oligossacarideos de rafinose e
Smiricky-tjardes et al. (2003) encontraram resultados semelhantes em porcos

alimentados com dieta a base de farinha de soja.

4.3.3 Analise do pH e microbiota fecal de ratos Wistar induzidos a lesdes
pré neoplasicas

Alguns pesquisadores tém sugerido que um elevado pH intestinal pode
estar relacionado com o aumento do risco de cancer de célon, ao contrario da
acidificagdo que poderia contribuir para prevenir a formagédo de carcindbgenos
(DONGOWSKI et al., 2002; DENIPOTE; TRINDADE; BURINI, 2010;
BROWNAWELL et al., 2012).
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Na Figura 5, pode-se observar que o pH inicial ndo diferiu (p > 0,05)
entre os grupos e a partir da sétima semana de experimento, houve uma
diminuicao significativa (p < 0,05), nos grupos alimentados com a bebida. Esta
reducao do pH intestinal, segundo Macfarlane; Steed; Macfarlane (2008) e
Scott; Duncan; Flint (2008), pode estar relacionada diretamente a fermentacao
de fibras dietéticas, ou seja, a produgédo de AGV. E, como observado na

Figura 4, houve maior producao de AGV totais, nesses grupos.
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FIGURA 5: Evolugéo do pH nas fezes do animais dos grupos experimentais. G,
= Controle Negativo; G, = DMH; G3 = Néctar de cupuacu e Proteina de Soja (PS) + DMH; G, =
Néctar de cupuagu e PS contendo L. acidophilus LA-3 + DMH; G5 = Néctar de cupuagu e PS
contendo L. paracasei + DMH; Gg = Néctar de cupuagu e PS contendo L. acidophilus LA-3 e L.
paracasei + DMH.

Bouhnik et al. (2004) consideraram que o pH fecal pode n&o ser um bom
indicador da acidificacdo intestinal, uma vez que nao observaram alteracdo no
pH fecal de 200 voluntarios saudaveis que ingeriram carboidratos né&o
digeriveis, mesmo com o aumento no numero de bifidobactérias fecais. Burigo
et al. (2007) também nao observaram alteragao no pH fecal, mesmo com o
aumento de bifidobactérias apds a suplementagdo com fruto-oligossacarideos

em pacientes com neoplasias hematoldgicas submetidos a quimioterapia.

Neste trabalho observou-se um comportamento diferente, pois apesar do
pH fecal ter diminuido nas ultimas semanas de experimento, ndo houve
alteracao significativa (p > 0,05), entre a contagem inicial e final de

Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp., como pode ser observado na Figura
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6. Assim, ndo pode-se sugerir que essas bactérias, exerceram efeitos

protetores no intestino dos animais.
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FIGURA 6: Crescimento de Lactobacillus spp. (a) e Bifidobacterium spp. (b) em

fezes dos animais, durante o periodo experimental. G, = Controle Negativo; G, =
DMH; G; = Néctar de cupuacgu e Proteina de Soja (PS) + DMH; G4 = Néctar de cupuagu e PS
contendo L. acidophilus LA-3 + DMH; Gs = Néctar de cupuagu e PS contendo L. paracasei +
DMH; G¢ = Néctar de cupuagu e PS contendo L. acidophilus LA-3 e L. paracasei + DMH.

Os géneros Bifidobacterium spp. e Lactobacillus spp. sdo responsaveis
por efeitos fisiolégicos que melhoram a saude. Apesar do néctar de cupuagu e
PS n&o apresentar efeitos na microbiota dos animais, acredita-se que esses
probidticos, podem inibir o desenvolvimento de lesbes pré neoplasicas pelo
aumento da resposta imune do hospedeiro, degradacdo de agentes
cancerigenos, alteracdo da microbiota intestinal que produz agentes com
potencial carcinogénico, producdo de metabdlitos antitumorais e alteracéo da
atividade metabdlica da microbiota intestinal (LIONG, 2008). Outro mecanismo
pelo qual eles podem beneficiar a saude humana é por reduzirem o pH no
intestino grosso por meio da sintese de acidos graxos de cadeia curta, inibindo
assim o crescimento de bactérias patogénicas (BIOVATI, MATTARELLI, 2006).

4.3.4 Efeito do néctar de cupuacgu e PS sobre os lipideos sanguineos e o
indice Hepatossomatico de ratos Wistar

Os resultados na Tabela 2, demostraram que nos grupos tratados com o
néctar de cupuacu e PS, com ou sem probidtico, houve uma reducdo dos
triglicerideos. Contudo, o efeito da bebida na redugéo do colesterol total, LDL e
HDL, nao foi significativo (p > 0,05).
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Teixeira et al. (2000) observaram um ligeiro aumento no HDL apos a
alimentagdo com soja ou isoflavonas, enquanto Bhathena (2003), verificou uma
pequena ou nenhuma mudanga na redugéo no HDL colesterol. Neste trabalho,
para os valores encontrados nos grupos avaliados nenhuma modificagao

significativa foi observada nesses indices.

TABELA 2: Concentrag6es séricas de Triglicerideos, Colesterol Total, LDL e
HDL e indice Hepatossomatico de ratos Wistar submetidos aos diferentes
tratamentos com néctar probidtico de cupuagu e PS.

G Triglicerideos | Colesterol Total LDL HDL indice
rupos | n
P (mmol.L™) (mmol.L™) (mmol.L™") (mmol.L™") Hepatossomatico (%)
G 8 0,72+0,15° 2,35+0,16° 1,14+0,21% | 0,90 £0,09° 3,05+0,10 *°
G2 8 0,70+0,10° 2,29+0,31° 1,06+0,29% | 0,89 +0,06° 322+0,25°
Gs 8 0,59+0,15° 2,15+0,23° 1,00+0,23% | 0,88 +0,06° 3,10+0,10 *°
G4 8 0,56 +0,10° 2,13+0,33° 1,04+0,19°% | 0,86+0,14° 2,81+£0,20°
Gs 8 0,63+0,11° 2,13+0,15° 1,02+0,13% | 0,85+0,08° 3,00 £0,23*°
Gs 8 0,63+0,13° 2,12+0,22° 1,02+0,16°% | 0,87 £0,12° 2,94+0,31°°

G, = Negativo; G, = DMH; G3 = Néctar de cupuacgu e Proteina de Soja (PS) + DMH; G4 = Néctar
de cupuagu e PS contendo L. acidophilus LA-3 + DMH; G5 = Néctar de cupuagu e PS contendo
L. paracasei + DMH; Gg = Néctar de cupuagu e PS contendo L. acidophilus LA-3 e L. paracasei
+ DMH. Os resultados (médias + desvio padrdo) seguidos de mesma letra minuscula nas
colunas nao diferem (p > 0,05) para o teste de Tukey.

Embora neste trabalho nao tenha sido observada modificagdes no
colesterol nos grupos tratados com probidticos, Park et al. (2007) examinaram
o efeito de uma racao suplementada com L. acidophilus ATCC 43121 liofilizado
nos lipideos séricos de ratos com hipercolesterolemia induzida. Apds 21 dias
de estudo verificou-se uma redugao de 25 e 42 %, nos niveis de colesterol total

e colesterol nao HDL (VLDL+IDL+LDL), respectivamente.

A acdo hipocolesterolemiante dos probidticos também pode ser
potencializada pela utilizagdo de um prebidtico (ZHANG, 2007). As bactérias
probidticas fermentam os carboidratos nao-digeriveis provenientes dos
alimentos no intestino. Os acidos graxos volateis resultantes dessa
fermentacdo possivelmente causam diminuicdo das concentragdes sistémicas
dos lipideos sanguineos, através da inibicdo da sintese de colesterol hepatico
e/ou da redistribuicdo do colesterol do plasma para o figado (PEREIRA,
GIBSON, 2002).

Em relagéo indice hepatossomatico (IHS), observou-se, que nos grupos

que sofreram inducdo com a DMH, somente o G4 apresentou-se
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estatisticamente inferior (p < 0,05) ao grupo controle G,. Logo, n&o pode-se
afirmar que a diferenca observada esta relacionada a aplicagdo da DMH. Além
disso, segundo Gartner e Hiat (2003), quando drogas hepatotdxicas sé&o
administradas, ou uma parte do figado é removida, os hepatécitos proliferam e
recuperam sua arquitetura e tamanho originais, fazendo com que o 6rgao
apresente grande capacidade regenerativa apds injuria. Em roedores por

exemplo, apés a retirada de 75 % do 6rgéao, ele se regenera em 4 semanas.

O IHS também foi avaliado, a fim de comparar com o resultado
encontrado por Machado et al. (2003), que utilizaram uma cultura de L.
acidophilus, para avaliar seu efeito na modulacdo dos niveis de colesterol
sérico em ratos machos Wistar, e atribuiram o aumento do figado, ao consumo
de leites fermentados, os quais podem provocar o desvio de colesterol sérico
para o figado. Esse comportamento nao foi observado neste trabalho, uma vez
que, o grupo G4 (Néctar de cupuagu e PS contendo L. acidophilus LA-3),
apresentou menor IHS. Além disso, para indugao do figado gorduroso, ocorre a
reducao do colesterol plasmatico, o que nao foi observado, pois nao houve
diferencga significativa (p > 0,05) entre os grupos que consumiram o néctar com

as culturas probidticas (G4, Gs e Gg) e 0 néctar sem probidticos (G3z).
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4.4. CONCLUSAO

O consumo da dieta e o peso dos animais nado sofreram altergdes
significativas entre os grupos avaliados.

A ingestdo do néctar adicionado de probidtico ndo exerceu efeito
protetor na formagdo de FCA, uma vez que ndo houve diferenga significativa
entre 0s grupos com e sem probidtico.

Os acidos graxos volateis também n&do apresentaram diferenca
significativa entre os grupos para os acidos butirico e acético. Entretanto, em
relagcdo ao acido propidnico, houve aumento significativo nos grupos tratados
com o néctar quando comparados aos grupos controle, sugerindo que somente
a soja e o cupuagu, influenciaram na formacao desse acido.

O pH fecal apresentou uma diminuicdo apenas a partir da sétima
semana do periodo experimental, enquanto que, a contagem de Lactobacillus
ssp. e Bifidobactérias ssp. ndo apresentaram diferenca significativa (p > 0,05)
entre os grupos experimentais.

Nas determinagbes séricas somente os triglicerideos nos grupos
alimentados com a bebida apresentaram decréscimo significativo (p > 0,05)
quando comparados aos grupos controle, enquanto que, nos valores de
colesterol total, LDL e HDL nao foram observadas alteragdes.

A administracdo da DMH e/ou o consumo do néctar com e sem
probiéticos nao alteraram o indice hepatossomatico dos animais, uma vez que,
somente o grupo alimentado com o néctar adicionado de L. acidophilus LA-3

apresentou-se menor em relagio aos outros grupos.
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5. CONCLUSAO GERAL

Mediante os resultados pode-se concluir que:

v O néctar a base de cupuacgu e proteina de soja apresentou parametros
fisico-quimicos proprios para esse tipo de bebida e obteve aceitabilidade
sensorial, com escores medios acima de 5,0 para os atributos sabor e
impresséo global, considerados satisfatorios por se tratar de uma bebida
contendo soja.

v A metodologia de superficie de resposta permitiu indicar o ensaio com
20 % de polpa de cupuagu e 2,5 g de proteina de soja, como a formulagao
mais aceita, na qual foram adicionadas as culturas probioticas.

v Os néctares adicionados das culturas probiéticas apresentaram aumento
da acidez e diminui¢do do pH durante as quatro semanas de armazenamento,
caracteristico da atividade metabdlica das culturas, entretanto, ndo afetou a
viabilidade das culturas utilizadas, fazendo do néctar uma matriz promissora
para veicular as culturas probidticas.

v Os néctares com as diferentes culturas probidticas ndo apresentaram
diferengas de coloracao entre eles ao longo do periodo de armazenamento.

v O néctar com L. acidophilus LA-3 apresentou a menor sobrevivéncia ao
final da simulagdo gastrointestinal in vitro, enquanto que o néctar contendo
L. paracasei BGP1 e a mistura L. acidophilus LA-3/ L. paracasei BGP1 foram
mais tolerantes ao estresse simulado.

v Na avaliagdo sensorial, 0 néctar controle (sem probiético) e o contendo
L. acidophilus LA-3, tiveram a melhor aceitagdo, possivelmente em decorréncia
da menor acidez apresentada.

v No ensaio in vivo, os resultados sugerem que a ingestdo do néctar a
base de cupuacgu e proténa de soja adicionado de probidtico ndo exerceu efeito
protetor na formacao de focos de criptas aberrantes.

v A quantidade de acidos graxos volateis nas fezes do animais que foram
tratados com os néctares mostraram que a bebida contribuiu para o aumento
na producao destes compostos benéficos ao intestino.

v Os néctares adicionados de culturas probidticas promoveram reducao
significativas nas concentragdes séricas de triglicerideos dos animais tratados

com as bebidas. Por outro lado, ndo modificaram o metabolismo do colesterol.
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A LESOES PRE NEOPLASICAS

Pesquisador: Afonso Mota Ramos

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 24877813.0.0000.5153

Instituicao Proponente: Departamento de Tecnologia de Alimentos
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Ndamero do Parecer: 553.865
Data da Relatoria: 11/04/2014

Apresentagao do Projeto:

Diante da procura dos consumidores por alimentos mais saudaveis, capazes de trazer beneficios extras a
saude, e dos potenciais efeitos beneficos da soja e dos probidticos, este trabalho propde-se a elaborar uma
bebida de cupuacu contendo extrato hidrossoluvel de soja e probidticos, além de avaliar sua funcionalidade,
visando obter um alimento de rapido e facil consumo, capaz de agregar elementos biocéuticos e nutricionais
de grande relevancia a dieta humana e colaborando também para a exaltacdo das frutas brasileiras, ainda
nao utilizadas pela populacéo. Inicialmente sera realizada a caracterizacdo das matérias primas e em
seguida, a otimizagéo da formulacédo da bebida, através de um planejamento experimental. Na segunda
etapa da pesquisa, na formulacdo mais aceita pela analise sensorial, serdo adicionadas culturas liofilizadas
prontas para uso direto de bactérias laticas de L. acidophillus LA-5 e L. paracasei. Para isso, serdo
preparados o néctar de cupuacgu € extrato hidrossoluvel de soja com: L. acidophillus LA-5 (T1), L. paracasei
(T2) e com a mistura das duas culturas laticas, na propor¢do de 1:1 (T3), com 3 repeti¢cdes para cada
tratamento. Essas bebidas serdo administradas por gavagem em ratos wistar induzidos a lesdes pré
neoplasicas por um periodo de 10 semanas, quando serdo eutanasiados com todos os procedimentos
conduzidos conforme parecer do Comité de Etica/UFV processo n®43/2013.

Endereco: Universidade Federal de Vicosa, prédio Arthur Bernardes, piso inferior
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Continuagdo do Parecer: 553 865

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

- Desenvolver um néctar probidtico a base de cupuacgu e extrato hidrossollivel de soja e avaliar seus efeitos
in vivo em ratos wistar apés inducdo de lesdes pré neoplasicas.

Objetivos Secundarios:

- Otimizar a formulacédo da bebida a base de cupuacu e extrato hidrossoluvel de soja;

- Avaliar a viabilidade probidtica dos Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus paracasei na bebida com
cupuacu e o extrato hidrossolluvel de soja, durante o armazenamento refrigerado da bebida pronta;

- Avaliar os efeitos da funcionalidade da bebida na dieta dos ratos em relagcido a evolucéo de lesbes pre-
neoplasicas;

- Avaliar os efeitos morfolégicos do consumo da bebida no intestino de animais com e sem indugéo de
lesdes pre-neoplasicas.

- Avaliar o pH e a microbiota fecal dos animais durante o tratamento com as bebidas probidticas.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Segundo o0s pesquisadores o risco inclui possivel desconforto gastrointestinal por se tratar da degustagéo de
alimento, no entanto sera conduzida de forma a minimizar ac maximo tal risco por meio da pasteurizacio da
bebida, tratamento que elimina todos os micro-organismos patégenos da bebida. Os beneficios citados
refere-se ao fato das informacdes levantadas estarem ampliando 0 conhecimento dos pesquisadores em
relacdo a elaboracdo de uma bebida de fruta com potencial probiédtico

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

A pesquisa os responsaveis tomario o cuidado excluirem pessoas diabéticas ou com intoleréncia a glicose
por conta do aglcar presente na formulacdo do néctar, pessoas que ndo gostem de soja ou de cupuacu, e
menores de 18 anos de idade e que discordarem em assinar o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Os documentos de apresentacao obrigatdria estdo de acordo com as normas do CEP.

Recomendacgoes:

Endereco: Universidade Federal de Vicosa, prédio Arthur Bernardes, piso inferior
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Continuacdo do Parecer: 553.865

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
As pendéncias foram corrigidas e 0os documentos necessario foram anexados.

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

N&o

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Ao término da pesquisa é necessaria a apresentacéo do Relatério Final e apds a aprovacéo desse, deve ser
encaminhado o Comunicado de Término dos Estudos.

Projeto analisado durante a 10° reunido de 2013.

VICOSA, 12 de Marco de 2014

Assinador por:
Patricia Aurélia Del Nero
(Coordenador)
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