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enddcrino, gastrintestinal, imune, tegumentar, musculo esquelético,
nervoso, reprodutivo, respiratério e urindrio (Bhusnure ez al., 2017;

Low; Tagle, 2017).

Figura 03 — O conceito de human-on-a-chip. Os microssistemas
biomiméticos que representam diferentes 6rgaos podem ser integrados
em um unico microdispositivo e ligados por um sistema circulatério
microfluidico para modelar um processo complexo e dinimico de
absor¢ao, distribui¢ao, metabolismo e excre¢ao de drogas e avaliar de
forma mais confidvel a eficdcia e a toxicidade de um firmaco. Conforme
mostrado neste exemplo, um sistema integrado de microengenharia
imitadores de érgaos (pulmao, coragao, intestino, figado, rim e osso)
podem ser usados para estudar os processos de absor¢ao de aerossol
inalado do pulmio para a microcirculagao (A - vermelho). Mensurar
possiveis eventos de cardiotoxicidade (B - alteragdes na contratilidade
ou condugio cardiaca), transporte e depurag¢io no rim, metabolismo
no figado e contribuigbes de células imunes para essas respostas. As
substancias medicamentosas (C - azul) também podem ser introduzidas
no compartimento intestino para investigar interagao entre firmacos
administrados oralmente e transportadores moleculares e enzimas
metabolizadoras expressas nos védrios érgaos.

Fonte: HUH; HAMILTON; INGBER, 2011. (Adaptado)
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Além disso, esses dispositivos deverdo predizer a seguranca, eficdcia
e os eventos farmacocinéticos de medicamentos e vacinas antes da
administragao em humanos (Huh; Hamilton; Ingber, 2011; Bhushan
et al., 2016).

A vantagem de trabalhar com os érgaos em chips relacionam-se ao
manuseio de material em escala reduzindo, contribuindo também
para a redugdo no volume de reagentes e material em geral (menos
desperdicio), contribuindo também para o aumento do controle de
processos (melhor compreensio das reagoes termoquimicas a nivel
celular), portabilidade de dispositivos, resultando em diminuicio dos
custos de pesquisas e desenvolvimento de medicamentos, por exemplo
(Selimovic; Dokmeci; Khademhosseini, 2013; Bhusnure ez /., 2017).

3

Além disso, hd que se considerar que o fluxo microfluidico ¢é
inteiramente laminar (praticamente nao hd misturas entre os fluxos
de nutrientes e catabdblitos celulares, esta propriedade rara em fluidos
foi alavancada para melhor estudar os comportamentos celulares
complexos como motilidade celular em resposta a estimulos tdcticos
de quimioterapia, diferenciagio de células-tronco, orienta¢io axonica,
subpropagacdo celular de sinalizagio bioquimica e desenvolvimento
embriondrio (Huh; Hamilton; Ingber, 2011; Moyer, 2011).

As perspectivas da aplicagao dessa tecnologia em ensaios nao clinicos,
nos proximos anos poderdo modelar, com mais eficiéncia, doengas e
prever a eficdcia e toxicologia dos érgaos multiplos em tempo real,
melhorando o potencial de diagnéstico e desenvolvimento de novos
tratamentos de doencas raras no futuro (Esch; Bahinski; Huh, 2015).

2 - O IMPACTO DA TECNOLOGIA ORGAN-ON-A-
CHIP NA PESQUISA MUNDIAL

No ano de 2013, as empresas farmacéuticas nos Estados Unidos
gastaram uma cifra aproximada de US$ 50 bilhées de délares, para
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o desenvolvimento de novos medicamentos, em contra partida, o
numero de drogas que chegou ao mercado foi de apenas 27 produtos
apenas. Em média, o desenvolvimento de um férmaco pode custar
cerca de US$ 1,2 bilhoes de ddlares, sendo um custo dez vezes maior
que hd cinco décadas. Caso essa tendéncia continue nos préximos
anos, as empresas farmacéuticas podem nio suportar esses custos
surreais (Pharma, 2015).

Assim, o modelo atual de descoberta e desenvolvimento de
medicamentos apresenta-se bastante ineficaz, e¢ nos ultimos anos,
aumento do estresse financeiro, as tubulagdes que diminuem e as falhas
persistentes na clinica tém criou uma necessidade critica de pesquisa
melhor e mais preditiva ferramentas para aplicagdes de descoberta de

drogas (Coelho, 2013).

Segundo as pesquisas desenvolvidas pelo Instituto Wyss da
Universidade de Harvard, a tecnologia Organ-on-a-Chip, em um
futuro breve, modificard o panorama dos ensaios no clinicos, os testes
em centenas de animais serao evitados, onde os resultados obtidos
poderdo apresentar a mesma qualidade ou mesmo maior (Huh;
Hamilton; Ingber, 2011).

Os principais estdgios ineficientes no processo de desenvolvimento de
medicamentos sao ensaios nio clinicos e clinicos, e cerca de 75% do
custo total do desenvolvimento de medicamentos é consumido nessas
etapas. Levando em consideragéo os ensaios nio clinicos, a taxa de
sucesso de ensaios com uma droga através esse processo é de apenas
34% e o custo incorrido nesta etapa é cerca de 22% do custo total de
desenvolvimento de medicamentos. Somando-se a isso, o niimero de
animais utilizados para testes sio de aproximadamente 150 mil/ano,

os quais sio submetidos a procedimentos dolorosos (Dewan, 2014;
Phrma, 2015).

A anilise dos ensaios clinicos, mostra que as taxas de sucesso para as
Fases I e III sao de cerca de 60% e para a Fase II é de apenas 30%,
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porém o custo incorrido é quase metade (57%) do custo total do
desenvolvimento processo. Mesmo que uma parte disso, no futuro,
seja substituida por 6rgaos em chips, as reducoes de custos serdo
significativas, uma vez que o 6rgao em um chip mimetiza um érgao
vivo, ele pode evitar a necessidade do uso de animais de laboratério e,
por sua vez, fornecer um custo efetivo e alternativa com maior precisao

(Wadhwa, 2016).

No ano de 2030 o custo projetado para o desenvolvimento de
medicamentos chegard a aproximadamente US § 2 bilhées na préxima
década com base na tendéncia atual (Figura 04), os dados foram
compilados com base na coleta de dados do ano de 1970 até 2012
(Phrma, 2013; Middelkamp ez al., 2016).

Figura 04 — Custo esperado para o

desenvolvimento de um novo medicamento.

Desenvolvimento de um novo medicamento
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Fonte: Pharma, 2013
Caso a tecnologia organ-on-a-chip substitua os ensaios nao clinicos,é

razoalvel esperar uma diminuigio nos custos de pesquisa, produgio e
desenvolvimento de medicamentos (Middelkamp ez /., 2016). Por
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mais que a redu¢io de custos ndo seja significativa sob o ponto de
vista econdmico, o impacto sobre a redugio no uso de animais de
laboratério pode sim ser impactante (Coelho, 2013). Observando a
tendéncia em relacio ao uso de animais de laboratério em décadas
passadas, a tecnologia organ-on-a-chip ajudard aos laboratérios de
pesquisa a reducdo na utilizagdo de animais (Nogueira, 2015). O
objetivo do teste de drogas em animais é descobrir as implicagoes da
droga em seres humanos (Middelkamp ez a/., 2016; Bhusnure ez al.,
2017; Low; Tagle, 2017).

Achados, em algumas pesquisas, sugerem que a correlacio entre os
efeitos da droga em animais e seres humanos sao muito baixos, logo
este ¢ um dos motivos pelos quais, as drogas falham durante a fase I
dos ensaios clinicos (Middelkamp ez a/., 2016; Wadhwa, 2016). Sendo
asim, os drgaos em chips podem ser muito tteis em relagio ao aumento
da precisao das respostas (Figura 05), pois podem replicar com uma
faixa menor de erros o metabolismo muito aproximado de um 6rgao
humano (Bhatia; Ingber, 2014).

Figura 05 — Fontes de células para o
desenvolvimento de érgaos em chip.

5 2B Py

CELULAS
PRIMARIAS

Fonte: LUNI; SERENA; ELVASSORE, 2014. (Adaptado)
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3 - O PANORAMA BRASILEIRO PARA O USO DA
TECNOLOGIA HUMAN-ON-A-CHIP

A tecnologia utilizada para o desenvolvimento do chip ¢ da empresa
alema TissUse e o desenvolvimento no Brasil ocorre de parceria com
o Laboratério Nacional de Biociéncias (LNBio), laboratério ligado ao
Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais (CNPEM) e com
apoio do Ministério da Ciéncia, Tecnologia, Inovagdes e Comunicagdes
(MCTIC) e da Rede Nacional de Métodos Alternativos ao Uso de
Animais — RENAMA (Nogueira, 2015; CNPEM, 2016).

H4 quase cinco anos, o Brasil vivenciou a intervengao de ativistas
junto ao instituto Royal no interior do Estado de Sio Paulo, na
ocasiio, o 6rgao foi acusado de maus tratos aos animais (caes, coelhos
e camundongos) que eram utilizados em pesquisas e testes de produtos
farmacéuticos (Nogueira, 2015).

No Brasil, o préprio Conselho Nacional de Controle de Experimentagio
Animal (CONCEA) reconhece 31 métodos alternativos que nio
fazem uso de animais, no entanto, verificou-se a publicacio de duas
Resolugdes Normativas (RN 18 e RN 31), onde sdo reportados apenas
24 métodos alternativos validados, mas uma parte deles ainda cita o
uso de animais (Brasil, 2014).

Até 0 ano de 2019, deverao cessar, no Brasil, cerca de 17 tipos de testes
para medicamentos e cosméticos (Nogueira, 2015). Sendo assim, um
dos primeiros grupos a sinalizar para a substitui¢io de testes com a
animais, para o desenvolvimento de cosméticos, em terras brasileiras,
¢ o Grupo Boticdrio, que usard uma tecnologia organ-on-a-chip, e
tecnologia de pele 3-D, em plataformas microfluidicas, para simular
o comportamento de futuros produtos cosméticos e de beleza no
organismo ou um 6rgdo humano especifico, como por exemplo as

células da epiderme (ITEPECH, 2018).
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Por meio desse sistema, a pele se comunica com o sistema imune do
corpo humano nos testes, ou seja, permitird identificar, precocemente,
possiveis reacdes alérgicas desencadeadas por formula¢oes dos produtos
cosméticos no modelo que mimetiza a pele humana (CNPEM, 2016;

ITEPECH, 2018).

Os primeiros testes funcionais, em laboratério, tiveram inicio ainda
em 2016. Segundo o Grupo Boticdrio, os produtos desenvolvidos a
partir dos sistemas organ-on-a-chip, deverio ser langados em breve

(CNPEM, 2016).

Nio ¢ ponto pacifico dentro da comunidade cientifica a avaliagio da
sensibilizacdo da pele, sendo um tema altamente discutido seja no
cendrio nacional como internacional, assim o Boticdrio investe jd hd
algum tempo em novas técnicas alternativas 7z vitro para a substituicao
de testes em animais no desenvolvimento de novos produtos cosméticos

(ITEPECH, 2018).

4- PERSPECTIVAS DO USO DOS ORGAOS EM CHIPS
NA PESQUISA & DESENVOLVIMENTO

Uma vez que esta tecnologia ainda estd comercialmente em timida
expansdo, por ser ainda inacessivel economicamente para muitos
institutos e universidades, os pesquisadores apontam para o potencial na
redugio de custos do processo de desenvolvimento de medicamentos,
a eliminagao de algumas das etapas, ajudando a acelerar o processo.
Sendo assim, é possivel verificar que o custo dos processos atuais para
o desenvolvimento de medicamentos tem aumentado por décadas,
com elevacio de taxas a cada ano. A plataforma organ-on-a-chip, que é
a integragao de todos os 6rgaos em chips, pode atuar como um corpo
humano real, sobre o qual as drogas podem ser testadas de forma mais
abrangente.
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Porém, ¢ importante também destacar que o conceito de “érgio em
um chip” pode ter mérito limitado, pois apesar do avango cientifico,
em alguns modelos sio propostas aplicagoes muito além do que ¢é
real e cientificamente palpdvel. Existem aspectos de um érgao in situ
que ainda nio foram bem delineados; o funcionamento do sistema
imunoldgico e toda a sua multiplicidade de tipos de células que se
interagem com os dérgios do corpo, a rede de capilares de apenas
micrometro de didmetros que sdo fundamentais para o transporte de
massa para as células do estroma em um 6érgdo, e assim por diante
(Dias; Carvalho, 2017).

De toda forma, hd uma grande aposta da pesquisa mundial para que a
realidade organ-on-a-chip, seja acessivel principalmente contribuindo
com o desenvolvimento da pesquisa mundial.

Umaoutraalternativa paraaotimizagao de tratamentos, principalmente
na drea oncoldgica é a utilizagio de biofirmacos, ou biossimilares,
que trazem uma proposta na reducio dos custos de tratamento de
medicamentos, principalmente os anticorpos monoclonais com
patentes ainda vigentes. Para paises como o Brasil os anticorpos
monoclonais representam um impacto de mais de 43% dos gastos
do Ministério da Saide com a compra de medicamentos para a rede
publica. Além disso, até 2020, sete entre os dez produtos farmacéuticos
mais vendidos no mundo serdo biofirmacos, com destaque para
anticorpos monoclonais, proteinas terapéuticas e vacinas, tendo o
Brasil como um dos principais consumidores mundiais nesse cendrio
(Dias; Carvalho, 2017).

5- OS BIOSIMILARES NO BRASIL E SUAS
IMPLICACOES NO SISTEMA DE SAUDE BRASILEIRO

Para compreender o conceito de um Biossimilar é necessirio primeiro
entender o que ¢ um Biofdrmaco. Um Biofdrmaco ¢ um medicamento
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originado a partir um processo bioldgico, isto é, utiliza maquinaria
celular para a sintese de uma molécula de cardter proteico. Assim por
meio de processos biotecnolégicos um gene é expresso em células ou
microrganismos modificados geneticamente, para posterior isolamento
e purifica¢io (Azevedo, 2013; Vasconcelos, 2016).

Entdo qual seria um exemplo de biofirmaco? Até 1982, toda a
insulina utilizada no mundo era derivada quase que exclusivamente
de péncreas de bovinos e suinos. O cendrio mudou a partir da
identificagio e clonagem do gene da insulina humana, que foi expresso
em Escherichia coli (1978). Desta forma o primeiro biofirmaco
comercializado foi a Insulina. A insulina e suas isoformas comerciais
antes de serem liberadas para comercializagio passaram por ensaios
pré-clinicos e clinicos robustos que atestam sua seguranga e eficicia.
Estes documentos comprobatérios foram necessarios para liberagao de

seu registro nos 6rgaos reguladores de diversos paises (Carter ez al.,
2016; Cline ez al., 2016).

Biossimilares podem ser entendidos como versdes da molécula do
biofdirmaco original com semelhanca demonstrada em estrutura,
funcio, eficicia e seguranca do produto de referéncia. Assim, por
exemplo, um biofdirmaco como a insulina produzida por uma
determinada célula ou microrganismos, terd como biossimilar outra
insulina, também produzida em organismo vivo (Azevedo, 2010;
Dorner & Key, 2015).

O primeiro medicamento registrado é tido como inovador, assim por
exemplo, a insulina Glargina, que é uma insulina andloga de longa
duracio, é um biofdrmaco inovador ou original, registrado no Brasil e
no mundo. Neste ano de 2017, a Anvisa liberou o registro da primeira
insulina biossimilar no Brasil. O nome comercial é Basaglar®, ¢ uma
insulina andloga de longa duracio administrada pela via subcutanea,
foi submetido a comparagio com o biofdrmaco de referéncia, no caso
o Lantus® (insulina Glargina), indicado para o tratamento de diabetes
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tipo 1 e tipo 2 (BRASIL, 2017). Estima-se que o pre¢o de mercado
seja 15 - 30% menor que o medicamento biolédgico referéncia.

Os produtos biossimilares sao os produtos biolégicos registrados pela
via de desenvolvimento por comparabilidade, que ¢ a via regulatéria
utilizada por um produto bioldgico para obtencdo de registro na qual
foi utilizado o exercicio de comparabilidade em termos de qualidade,
eficdcia e seguranca, entre o produto desenvolvido para ser comparével
e o produto biolégico comparador (Azevedo, 2013; Castaneda-
Herndndez ez al., 2014). Assim a insulina Basaglar® foi submetida a
testes de comparabilidade com o medicamento biolégico de referéncia
a Lantus® (insulina Glargina).

No Brasil, a ANVISA regulamenta o registro de biossimilares a partir
da Resolugao da Diretoria Colegiada - RDC 55, de 16 de dezembro
de 2010 , que dispoe sobre medicamentos bioldgicos estd de acordo
com o que ¢ praticado por outras agéncias internacionais, e com
as recomendagoes da OMS (Azevedo, 2010). Na qual, para fins de
registro, ¢ necessario apresentar, dentre outros requisitos, estudos
comparativos entre a copia (biossimilar) e o original (biofirmaco
inovador), com informagées suficientes que fundamentem que nio
hd diferenca significativa que possam alterar a seguranca e eficdcia
(Azevedo, 2013).

5.1 BIOSSIMILARES SAO GENERICOS DOS
MEDICAMENTOS BIOLOGICOS?

Nao! Um biossimilar nio ¢ um genérico de um medicamento
biolégico. Para os genéricos cldssicos, uma documentagio que
demonstre semelhanca quimica e bioequivaléncia em um pequeno
estudo clinico ¢, no geral, suficiente para obter autoriza¢ao dos 6rgaos
reguladores. No entanto, o conceito de desenvolvimento de genéricos
(pequenas moléculas) nio pode ser extrapolado aos biofdrmacos, que
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sao moléculas proteicas de alto peso molecular e sujeitas a modificacio
p6s-traducionais (Gils ez 4/., 2017).

A aprovagio da biossimilaridade nio significa que um dado biossimilar
¢ intercambidvel, isto é, o biofdrmaco inovador pode ser substituido
pelo biossimilar. Os requisitos para que um biossimilar se tornar
permutdvel exigiria ensaios clinicos robustos, o que poderia aumentar
o prego dos medicamentos (Azevedo, 2010; Blackstone; Fuhr, 2010).

5.2 O QUE DIFERENCIA UM GENERICO DE UM
BIOSSIMILAR?

O medicamento genérico possui o mesmo principio ativo, na mesma
dosagem e forma farmacéutica, sendo administrado pela mesma
via, com mesma posologia e indica¢io terapéutica do padrio ouro
(medicamento de referéncia) (Azevedo, 2013; Peres ez al., 2012).
O genérico ¢ intercambidvel com o medicamento de referéncia, ou
seja, pode ser substituir o medicamento de referéncia pelo genérico.
Tendo em vista que o medicamento genérico necessita ser equivalente
farmacéutico (mesmo sal, base ou éster da molécula ativa, na mesma
dosagem e forma farmacéutica) e bioequivalente (biodisponibilidade
semelhante) ao de referéncia , conforme a Lei n° 9.787, de 1999.

Para a aprova¢ao de um biossimilar, a maijoria dos paises exige
estudos pré-clinicos e clinicos que demonstrem comparabilidade
com o medicamento de referéncia. A comparabilidade em relagao
ao produto biolégico comparador (produto biolégico registrado
com a apresentagdo de um dossié completo). O objetivo principal da
comparabilidade é demonstrar que nio existem diferengas significativas
em termos de qualidade, eficdcia e seguranca entre ambos os produtos.
Dessa forma, o produto biossimilar nio precisa estabelecer a eficdcia e
seguranca da molécula, uma vez que estas ji foram estabelecidas pelo
produto biolégico comparador (Dérner; Kay, 2016). A exigéncia para
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determinagao de equivaléncia ou a nio inferioridade em relagio ao
biofdrmaco é determinada sem um padrio ou consenso por cada pais
(Azevedo, 2010; Peres et al., 2012; Azevedo, 2013).

A intercambialidade nio ¢ requisito para registro de biossimilares pelas
agéncias regulatérias, ficando a critério da empresa conduzir ou nao
estudos com esta finalidade. Os Orgios Regulatérios, na sua maioria,
determinam a biossimilaridade, mas nio a intercambialidade. No
Brasil, a Anvisa entende e recomenda que nao sao adequadas multiplas
trocas entre produtos biossimilares e o produto biolégico comparador.
Porque isto torna a rastreabilidade e monitoramento do uso bastante
dificil. Critérios estes, importantes na vigilincia pds-comercializagio.
Nao existe atualmente uma orientaciao da Anvisa sobre substituicao de
quaisquer medicamentos bioldgicos. A possibilidade de substitui¢io de
medicamentos biolégicos deve ser discutida e decidida entre médicos e

pacientes (BRASIL, 2017).

5.3 O QUE DIFERENCIA UM BIOSSIMILAR DE UM
BIOFARMACO?

Para ilustrar a complexidade da produgio e regulamentagio de
biofdrmacos e biossimilares o caso da Genzyme serd apresentado. A
Genzyme é uma empresa farmacéutica americana que desde de 2006
possui autoriza¢io para produgio e comercializa¢io do medicamento
biolégico Myozyme®. O Myozyme® é uma alfa-alglicosidase utilizada
para o tratamento de pacientes portadores da doenca de Pompe, uma
condicio autossdmica recessiva, onde hd uma deficiéncia da enzima
alfa glicosidase dcida. Ocorreu que em 2008, a Gengyme decidiu
otimizar a produc¢do, deixando de utilizar uma facilite de menor
capacidade para outra maior, com uso da mesma autorizagio de
produgio e comercializa¢io concedida para a menor. O FDA rejeitou
seu pedido, alegando que a estrutura dos carboidratos produzidos em
cada escala difere. Dessa forma, o produto da facilite maior requereria
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um novo pedido de licenga para medicamentos biolégicos (Mack,
2008). Como indica o artigo no de Todd Wallack (Boston.com/2008)
a decisao do FDA na época jd sugeria que os érgaos regulatdrios nao
deveriam aprovar quaisquer versdes de medicamentos bioldgicos
sem dados clinicos que comprovassem que os medicamentos sio
seguros e eficaz, se ocorrer qualquer pequena alteragio na proteina
recombinante. Assim o FDA exigiu dados de um maior niimero de
pacientes que comprovassem que a versio produzida na planta maior
é segura e eficaz.

54 O QUE SAO MODIFICACOES POS-
TRADUCIONAIS?

As proteinas estdo sujeitas a modificagbes pés-traducionais, que sio
eventos de processamento covalente que mudam as propriedades
das proteinas por clivagem proteolitica ou por adigido de um
grupamento quimico a um ou mais aminodcidos. Estas modificacoes
estio envolvidas na atividade, localizagao, e interagbes com outras
proteinas. Consequentemente, impactando na farmacodinimica e
farmacocinética dos biofdrmacos e biossimilares (Mack, 2008; Kim ez
al., 2015). Desse modo, mesmo que genes idénticos sejam expressos
nas mesmas células hospedeiras e sofram processos de produgao
similares, estes produtos nio podem ser considerados bioequivalentes
(Tatarewicz et al., 2014).

5.5 IMUNOGENICIDADE DE BIOFARMACOS E
BIOSSIMILARES

No inicio, quando as insulinas de origem bovina e suina foram
utilizadas com finalidade terapéutica, a origem animal dessas proteinas
foi considerada a principal causa da imunogenicidade. O seu grau
de divergéncia com a sequéncia da proteina humana explicaria
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completamente sua imunogenicidade. No entanto, a semelhanca
com a sequéncia humana nao implica necessariamente uma falta de
imunogenicidade. Assim a avaliacdo da imunogenicidade é um passo
chave no desenvolvimento de todos os medicamentos biolégicos
(Pineda et al., 2016).

A imunogenicidade também deve ser avaliada pés-comercializacio,
uma mudan¢a no processo de fabricagio e formulagao resultou em
aplasia de células vermelhas em pacientes que receberam eritropoietina
recombinante (Azevedo, 2010). Isto, fundamenta a preocupagio da
Anvisa e outras agéncias reguladoras quanto a troca constante entre
biossimilares e biofdrmaco durante o tratamento do mesmo paciente
(Peres et al., 2012).

Imunogenicidade ¢é caracterizada pela presenca de anticorpos
anti-firmaco detectados na circulagio de animais ou humanos
apés a administracio de biofirmacos. E importante ressaltar, que
devido A natureza proteica e consequente alto peso molecular, os
medicamentos bioldgicos podem desencadear respostas imunolégicas
com envolvimento de anticorpos especificos. Esses anticorpos anti-
firmaco podem ser classificados de duas maneiras, Neutralizantes ou
Nio-neutralizantes. Os anticorpos anti-firmaco neutralizantes sio
capazes de se ligar ao sitio ativo do biofdrmaco, inibindo sua atividade.
Os nao-neutralizantes nio se ligam ao sitio ativo, mas podem
causar importantes consequéncias clinicas, como diminui¢io da
biodisponibilidade, com consequente redugio da eficdcia terapéutica
(Pascual-Salcedo et al., 2011; Bendtzen, 2012; Tatarewicz et al., 2014).
Outra possibilidade causada pela presenca de anticorpos anti-firmaco
seria o desenvolvimento de casos de reagoes de hipersensibilidade e
sindromes, estas por rea¢io cruzada do anticorpo com proteinas

enddgenas (Wadhwa ez al., 2015).

O epitopo ou determinante antigénico ¢ a menor por¢ao do antigeno
com potencial de gerar resposta imune. Podendo ser interpretado, de
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forma mais simples, como a drea do antigeno no qual o anticorpo
se liga. O epitopo pode compreender uma sequéncia linear, uma
conformagao particular ou um dominio especifico (p. ex. glicosilagao)
(Tatarewicz, 2014).

A complexidade dos medicamentos bioldgicos envolve diversos
fatores, como j4 dito anteriormente uma delas sdo as modificagoes
p6s-traducionais. As modificacoes pés-traducionais podem sofrer
variagdes a depender do tipo de célula em que ocorrerd a producio do
biofdirmaco. Um exemplo é o Cetuximabe, um anticorpo monoclonal
quimérico contra o receptor de fator de crescimento epidermal, que é
aprovado para o tratamento de cAnceres de cabega e pescogo, bem como
coloretal. Em um pequeno ensaio com pacientes em tratamento com
Cetuximabe, cerca de 20% apresentou desenvolvimento de reagoes de
hipersensibilidade, a maioria destes com presenca de anticorpos anti-
cetuximabe. Interessantemente, estes anticorpos estio direcionados a
sitios de glicosilagao na por¢io Fab (regido que se liga ao antigeno) do
anticorpo, portanto uma modifica¢io pés-traducional. O Cetuximabe
¢ produzido em uma linhagem celular murina que expressa uma
enzima responsdvel pela glicosilagio (Chung ez al., 2008). Em outra
linhagem celular a mesma glicosilagao pode nio estar presente.

5.6 E QUAL SERIA A INFLUENCIA DA
IMUNOGENICIDADE NO TRATAMENTO A LONGO
PRAZO?

Sabe-se que a presenca de anticorpos anti-biofdrmaco pode alterar
a farmacocinética e farmacodinimica, bem como causar reacoes
de hipersensibilidade. Mas, de que forma isso poderia impactar no
tratamento do paciente?

O infliximabe é um anticorpo monoclonal quimérico anti-TNF-alfa,
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utilizado no tratamento de diversas doengas autoimunes. O tratamento
com infliximabe pode levar ao desenvolvimento de anticorpos
anti-infliximabe e esses anticorpos determinam se os pacientes irdo
responder ao tratamento ou nio. Em um trabalho (Van der Laken
et al., 2007), foram encontrados anticorpos anti-infliximabe no
soro de pacientes com artrite reumatoide que nao responderam ao
tratamento com Infliximabe. A detecgio destes anticorpos durante o
tratamento poderia contribuir em uma decisio para melhor desfecho
terapéutico, pois diante da presenca do anticorpo anti-infliximabe o
médico e sua equipe poderiam substituir o tratamento, por firmacos
mais adequados (Pascual-Salcedo ez al., 2012).

5.7 QUAL O IMPACTO DOS BIOSSIMILARES NO
SISTEMA UNICO DE SAUDE (SUS)?

Segundo a Onconews, estima-se que cerca de 43% das verbas
destinadas para compra de medicamentos seja gasta com firmacos
biolégicos. E, com os biossimilares possuindo um prego de até 30%
inferior ao medicamento biolégico de referéncia, a redugao dos gastos
serd significativa.

Indubitavelmente, o uso de biossimilares no SUS trard consigo avangos
na terapia, como também melhor aproveitamento dos recursos para a
saide. E outro ponto a se destacar é o desenvolvimento da inddstria
nacional, que tem se preparado com aquisi¢ao de tecnologias e pessoal.
O préprio Ministério da Satde do Brasil tem investido fortemente
na produ¢io de biossimilares no Brasil, por meio de programas de
incentivo especificos, que visam a transferéncia de tecnologia para a
produgio de biossimilares (fonte: biossimilaresbrasil.com).

A incorporagao dos biossimilares no SUS, portanto, certamente trard
uma importante redugio dos custos com tratamento de diversas
doengas. Por outro lado, oferece aos médicos e pacientes um enorme
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leque de opgoes terapéuticas. Conforme estimativas realizadas, a
introducio de Trastuzumabe no SUS poderia diminuir a mortalidade
de mulheres com cincer de mama metastitico HER-2 positivo
(Debiasi et al., 2017). Quantas vidas poderiam ser salvas com esse
medicamento disponivel no SUS?
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INTRODUCAO

O termo inovagio ¢ frequentemente utilizado nos meios cientifico,
académico e comercial/industrial. Isso porque o consumidor, em se
tratando do ultimo meio citado, busca cada vez mais por alimentos
que atendam as suas expectativas e particularidades, bem como suas
condicoes socioecondmicas e de satde. A industria farmacéutica, da
mesma forma, vem buscando identificar novas substincias em produtos
agricolas para que possam ser utilizadas em férmulas farmacéuticas.
Diante dessas exigéncias e para atender as necessidades especificas dos
clientes, as industrias alimenticia e farmacéutica se veem na obrigagao
de inovar e investir em novos ingredientes, principios ativos, produtos
e tecnologias'. Experimentos, estudos e pesquisas sdo aplicados para
que as empresas atinjam seus objetivos e acompanhem as rdpidas
mudanc¢as na demanda, necessidades e no perfil de consumo da
populagao'=.

Nesse sentido, um olhar mais atencioso tem sido dado as leguminosas.
Jé conhecidas pela sua importincia na alimentagao desde a antiguidade,
as leguminosas sao espécies vegetais que contém vagens as quais
armazenam os graos’. Sao fontes naturais de proteinas, vitaminas,
minerais, amido, fibra dietética e compostos bioativos com atividade
antioxidantes, dentre outras fung¢oes bioldgicas. A introdugio de novas
variedades e cultivares e as alteragoes genéticas de leguminosas e seus
respectivos processamentos, como a germinagio e a desidratagdo,
além do maior consumo das tradicionais pelas popula¢oes humanas
tém mostrado beneficios para reduzir o risco de doencas cronicas nao
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transmissiveis, como diabetes mellitus, doengas cardiovasculares, cAncer
e obesidade. Isso, porque, os constituientes nutricionais dessas espécies
atuam controlando a pressao arterial, a glicemia e o estresse oxidativo,
que estao intimamente relacionados as doengas jd citadas*>®.

Novas maneiras de utilizar as leguminosas na alimentagido humana
tém sido bastante exploradas e pesquisadas nos ultimos anos, voltadas,
principalmente, para a produgio de farinhas”*?
de-bico, lentilha, ervilha e das variedades dos feijoes, como feijao-caupi,
branco, preto, andu (também conhecido como guandu), carioquinha,
fradinho, dentre outras para substituir parcial ou totalmente a farinha
de trigo na elaboragao de produtos alimenticios isentos de gliten

, como as de soja, grao-

(proteina encontrada no malte e em alguns cereais, como cevada,
trigo e centeio)'’. Porém, a elaboragio de produtos de panificagao é
complexa e ainda um desafio, uma vez que o gllten tem a caracteristica
de permitir que as massas absorvam dgua e tenham elasticidade,
coesividade e viscosidade’. Essas propriedades sao fornecidas pelas duas
fracdes proteicas constituintes do gliten, a gliadina e a glutenina'’.
Juntas e na presenca de dgua, favorecidas pelo amassamento, por meio
de ligacoes quimicas e diferentes interacoes entre si e com outros
componentes, elas formam uma espécie de malha ou rede que retém
ar e que faz a massa crescer’. De acordo com Capriles e Aréas'?, devido
essas caracteristicas, hd uma dificuldade na produgao de alimentos sem
gliten, sendo preciso utilizar ingredientes diferentes, como amidos,
emulsificantes e enzimas, ou ainda técnicas de preparo adaptadas, para
que esses produtos apresentem boas caracteristicas tecnoldgicas, como
textura e estrutura e sejam bem aceitos sensorialmente.

Percebendo-se que as leguminosas nio possuem gliten, tem
aumentado o interesse pelo papel das mesmas e das suas farinhas
como agentes terapéuticos na dieta de pessoas com doenca celiaca
(DC). Esta é uma enteropatia cronica do intestino delgado, de cardter
autoimune, que atinge individuos com predisposi¢ao genética que sio
expostos ao gliten, ou seja, que consomem alimentos que o contém'.
Biologicamente, o que ocorre é uma sensibilidade as prolaminas,
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representadas pela fragao gliadina. As prolaminas pertencem a uma
classe de proteinas que nio sio digeridas e por isso desencadeiam uma
reagdo imunoldgica inata e adaptativa no intestino dessas pessoas.
O portador de doenga celiaca tem uma diminuigio na resisténcia
transepitelial, permitindo que os peptideos atravessem a barreira
intestinal e ativem células imunes'.

Por outro lado, por se tratarem de farinhas ricas em amido e que
contém uma média de 17-30% de proteina, com excecio da soja que
tem cerca de 40%'>!¢, suas propriedades podem ser promissoras para
que esse produto possa ser utilizado como excipiente na formulagao
de diversos medicamentos produzidos na inddstria farmacéutica,
principalmente os de forma sélida, como comprimidos e cdpsulas,
que necessitam de substincias complementares para terem o formato
desejado no processo de compressio em mdquinas e equipamentos
adequados e para atuarem com a devida eficiéncia farmacéutica
quando administrados'’; bem como na produ¢io de produtos de
panificagio na industria de alimentos, como paes, bolos e biscoitos
para promover enriquecimento nutricional dessas matérias alimenticias
que ja sdo comercializadas®® ou para atender a uma parcela especifica
da populagao, os celiacos, uma vez que farinhas de leguminosas sao
isentas de glaten.

Deste modo, o presente trabalho teve como objetivo apresentar
uma revisao de literatura sobre o potencial inovador de farinhas de
leguminosas tanto na industria alimenticia, relacionado a producio
de alimentos mais nutritivos e na produgao de alimentos sem gliten
para portadores de DC; quanto para a utilizagio como excipientes, na
inddstria farmacéutica, em formas farmacéuticas sélidas e/ou outros
medicamentos.

MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi realizado a partir de uma revisio de literatura,
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buscando artigos, dissertagdes e trabalhos publicados nas principais
bases de dados, como Biblioteca Virtual de Sadde (BVS), LILACS,
Periédicos Capes, SciELO, PubMed, ScienceDirect, dentre outras.
Legislagoes, livros e outros materiais impressos também foram
consultados.

Os descritores utilizados foram: farinhas, leguminosas, novos produtos,
produtos isentos de gltten, amido, proteinas, doenga celiaca, doengas
crénicas nao degenerativas, inovagio na inddstria alimenticia,
excipientes e industria farmacéutica. A pesquisa compreendeu a
produgio académica e legislacio, publicadas entre os anos de 1994 a
2017.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os trabalhos encontrados pertenceram a dois temas principais e
eles foram assim divididos para orientar a construgio desta revisao
de literatura: Parte I refere-se a inovagio na industria de alimentos
e A elaboragio de produtos alimenticios enriquecidos com farinhas
de leguminosas para suplementacio alimentar ou isentos de gliten
para portadores de doenga celiaca; e Parte II que contempla a presenga
dos compostos bioativos em farinhas de leguminosas e seus efeitos na
satde, assim como o uso do amido e proteinas como excipientes na
inddstria farmacéutica.

PARTE I

Segundo Barros ez al.'®, o setor de produgio de alimentos no Brasil tem
crescido nos tltimos anos. Responsdvel por cerca de 10% do Produto
Interno Bruto (PIB) brasileiro e com uma receita de quase R$ 500
bilhoes, a industria de alimentos tem passado por transformagoes e
buscado a inovagao para suprir a crescente demanda dos consumidores
por novos produtos, mais sauddveis, atraentes sensorialmente, de ficil
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preparo e que sejam adequados e especificos para suas condigoes de
satde.

Freeman e Soete! afirmam que a inovagio envolve quatro etapas
que dardo como resultado a comercializagio de novos produtos ou
o melhoramento daqueles que antes j4 eram comercializados. Essas
etapas sao: atividades técnicas, concepgio, desenvolvimento e gestao. A
inovagio é quando se introduz e se difunde uma invengao no mercado
de algo novo ou que passou por um processo de aprimoramento, dai a
diferenga entre inovagio e inven¢io, uma vez que esta dltima se refere
somente 2 criagio de um produto, processo ou técnica®.

Como jé citado, um dos motivos que fazem com que a industria de
alimentos e bebidas busque a inovagio nos seus produtos é a condigao
de satide dos consumidores, ou seja, as doengas que de maneira direta
ou indireta interferem no modo de vida e afetam na questao de quais
alimentos podem ou nio ser consumidos. Algumas dessas doengas,
exemplos cldssicos e altamente prevalentes na atualidade, sio a
hipertensao, a diabetes mellitus e a intolerancia a lactose. As substancias
e/ou alimentos que devem ser evitados ou restringidos nessas condi¢oes
s40, respectivamente, o sal e demais produtos que contenham sédio
em excesso, como os industrializados; acticar e alimentos adocados; e
lactose e os derivados do leite. Além dessas doencas, e também foco
maior desta revisio tem-se a DC.

A doenga celiaca, também conhecida como enteropatia glaten-
sensivel, espru nao-tropical, esteatorreia idiopdtica e espru celiaco, é
um transtorno multissistémico proveniente da intolerincia ao gltten'?,
mediada por linfécitos T. Acredita-se que a mesma surgiu decorrente de
uma modifica¢io continua da escolha do trigo que apresentasse maior
concentracio de glaten para elaboragio de produtos alimenticios,
e isso fez com que alguns organismos nio se adaptassem da mesma
forma a essas mudancas.

Estudos tém demonstrado alta prevaléncia dessa doenga, tanto em
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criancas como em adultos aparentemente sauddveis. Entretanto, a sua
prevaléncia é muito varidvel de pais para pais, sendo desconhecidos
dados estatisticos oficiais no Brasil. A DC atinge predominantemente
individuos de cor branca, mas no territdrio brasileiro, devido a alta
miscigenagao racial, jd foi descrita em mulatos®'. Ela é caracterizada por
um processo inflamatério que acomete a mucosa do intestino delgado
proximal, promovendo atrofia ou eliminagio das microvilosidades
intestinais, md absor¢do e um quadro variado de sintomas e
manifestagoes clinicas, como diarreia, perda de peso, constipagio e
anemia'®,

Sdo quatro as formas clinicas nas quais a doenca celiaca pode se
apresentar: cldssica, nao cldssica ou também chamada de atipica, latente
e assintomdtica”. A cldssica é aquela que normalmente é descoberta
ainda quando o individuo é bebé, e os sintomas sio diarreia, anorexia,
irritabilidade, vomitos, desnutrigio, falta de apetite e dificuldade
de crescimento. J4 a forma nio cldssica tem a caracteristica de nao
apresentar sintomas digestivos ou, Caso existam, N30 serem muito
expressivos. Além disso, demoram um pouco mais para se manifestar
na crianca. Alguns sintomas isolados e, em sua maioria extra
intestinais, podem indicar a doenga celiaca nessas situagdes, como
dificuldade de crescimento, artrite, constipagao intestinal, osteoporose
e esterilidade??,

O tipo latente ocorre em pacientes que nio tém alteragdes intestinas
¢ apresentam sintomas leves. Esses pacientes nascem com os genes
HLA-DQ2 e HLA-DQ8 e sio identificados por meio de biopsia
jejunal normal, enquanto consomem gliten. Uma das caracteristicas
dessa forma ¢ o fato de que tais pacientes podem apresentar atrofia das
microvilosidades intestinais e recuperar a mucosa ap6s a exclusio do
gliten da dieta’.

A doenga celiaca assintomdtica ou silenciosa, como o préprio nome ji
sugere, nao apresenta sintomas ou os apresenta com menos intensidade
do que os da doenca em sua forma cldssica®®.
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Para a confirmacio e diagndstico da DC ¢ preciso unir resultados
de exames clinicos e laboratoriais'. E imprescindivel realizar uma
anamnese detalhada, para investigar o histérico familiar de doengas;
e reunir os dados encontrados na andlise histopatolégica do intestino
delgado e dos testes soroldgicos, onde serao analisados os marcadores
séricos. Para que se tenha uma confirmacio diagndstica, é de extrema
importincia a realizacdo da bidpsia intestinal, considerada padrio-
ouro para o diagnéstico da doenca celiaca, pois por meio dela é possivel
observar se hd atrofia das microvilosidades intestinais, se as criptas

estao alongadas e se hd aumento dos linfécitos intraepiteliais'®*.

Uma questdo importante e que muitas vezes afeta o diagndstico
encontrado ¢ a retirada antecipada do gliten da dieta. Nesses casos,
pode haver resultado de exame falso-negativo. A orientagao dada pelos
especialistas é que quando o paciente perceber sintomas que indiquem
a DC, que procure um médico para realizar a investigagao diagnéstica
enquanto consome normalmente produtos alimenticios que contém
gliten'.

De acordo com Niewinski'?, o tinico tratamento para a doenga celiaca,
até o presente momento, ¢ a exclusio total do gliten da dieta. Este é
formado por duas fragées proteicas, gliadina e glutenina e é encontrado
no malte e em alguns cereais, como trigo (Triticum aestivum), centeio
(Secale cereale), cevada (Hordeum vulgare) e seus derivados'™'.

Muitos dos produtos comercializados nos mercados, padarias e
lanchonetes sao derivados desses cereais, principalmente da farinha de
trigo. Pensando nisso e buscando uma forma de suprir as necessidades
dos celiacos, as farinhas de leguminosas, como de ervilha, soja, grao-
de-bico, lentilha e feijoes (caupi, branco, preto, andu, carioquinha,
fradinho), dentre outras passaram a ser vistas como uma nova
alternativa para serem utilizadas como matéria-prima para a elaboragao
de produtos de panificagio isentos de gliten. No entanto, Vieira
et al” abordaram em seu trabalho que a producio dessas matérias
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alimenticias com farinhas diferentes, que nio contém as proteinas
gliadina e glutenina que formam o gliten, é ainda um processo
complicado e que exige a adigao de outros ingredientes, anteriormente
nio utilizados, como emulsificantes, enzimas, amidos, hidrocoloides,
proteinas e combinagdes dos mesmos, ou ainda a utilizagio de
outras formas de preparo diferenciadas'®. Isso ocorre porque o gliten
tem a capacidade de fazer com que a pasta absorva 4gua e tenha as
caracteristicas tipicas de viscosidade, elasticidade e coesividade’.
Apesar de todas as dificuldades apresentadas na preparagio das massas,
¢ possivel afirmar que os produtos a base de farinha de leguminosas
surgiriam como proposta inovadora para individuos celiacos, uma vez
que nao contém gliten.

Uma informagio importante e que muitas vezes nao faz parte do
conhecimento dos brasileiros é que a aveia, apesar de seu consumo ser
proibido para celiacos, ndo contém a proteina que causa a intolerincia.
Porém, o processamento dos cereais que é realizado no Brasil nao
impede as contaminag¢oes cruzadas, podendo acontecer na plantacio,
colheita, armazenagem, transporte, fabricagao e embalagem?®.

Para assegurar e proteger o direito dos celfacos, foi criadaa Lein°10.674,
de 16 de maio de 2003 (BRASIL, 2003), obrigando os produtores
a informarem no rétulo das embalagens dos produtos alimenticios
comercializados, sobre a presenca ou nao de gliten. Essa informacio
precisa ser clara e legivel, para que cada consumidor saiba discernir
sobre quais produtos atendem suas necessidades e individualidades®.

Um grande problema envolvendo os alimentos industrializados
isentos de gliten é o preco. Muitas vezes eles custam o dobro ou o
triplo do valor do produto “normal/original”. As familias que possuem
membros com doenga celfaca e tém baixa condigao financeira ficam a
parte das inovagoes do mercado e muitas vezes nio conseguem manter
a dieta totalmente restrita.

O Brasil ¢ considerado, desde os tempos mais antigos, como um

17/05/2019 11:20:08 ‘



‘ pai_2018.indd 397

Avaliagao do potencial inovador de farinhas de leguminosas
na inddstria alimenticia e farmacéutica

397

pais de grandes riquezas e em contradicio, de tamanha desigualdade
social®®. Entre os muitos problemas deste fato, ¢ que a distribui¢io de
renda desigual afeta as relagoes de compras de bens e servigos que sao
necessdrias para suprir as necessidades bdsicas. E nio somente isso,
afeta também o bem-estar das familias?’. Alguns exemplos disso sao as
enfermidades, como a DC, que fazem com que haja uma adaptagao
nos padroes alimentares e muitas vezes a familia ndo tem condigoes
financeiras suficientes para manter as mudangas que devem ser
adotadas e acabam comprometendo todo o tratamento da doenga.

Dentre os produtos agricolas isentos de gliiten tem-se as leguminosas, as
quais fornecem proteinas, carboidratos complexos, fibras alimentares,
vitaminas e minerais que sio fundamentais para uma dieta sauddvel®.

Historicamente, as leguminosas sao consumidas cozidas e seu consumo
na forma de farinhas é considerado mais uma alternativa de sua
ingestdo, principalmente, para uso nas formulagdes de novos produtos
alimenticios. Quando se utilizam farinhas de outras matérias-primas
para substituir a de trigo na elabora¢io de matérias alimenticias, elas
geralmente possuem uma grande quantidade de amido e proteinas de
elevado valor biolégico, assim como fibras e minerais. E por isso que as
farinhas de leguminosas muitas vezes sio as escolhidas’. Além disso, a
substitui¢ao parcial das farinhas de cereais por farinhas de leguminosas
aumenta o teor nutritivo das preparagdes, podendo ser utilizadas como
suplementagao alimentar.

Embora o Brasil esteja passando por um processo de transigiao
nutricional, na qual a obesidade e o sobrepeso vém “tomando o lugar”
da desnutri¢io proteico-calérica, hd ainda muitos casos relacionados as
deficiéncias nutricionais, principalmente, as deficiéncias de proteinas,
calorias e de ferro®.

Os hdbitos alimentares do povo brasileiro comecaram a passar por
essas mudangas a partir do surgimento da industria alimenticia
e tm como marca registrada o grande consumo de produtos
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industrializados/processados, em detrimento de alimentos naturais,
como frutas, hortalicas e legumes, principalmente nas grandes cidades
e metrépoles, nas quais o fast food exerce grande influéncia sobre os
habitos alimentares®. O grande problema desse consumo exagerado
é o valor caldrico elevado e a quantidade de macro e micronutrientes
que nao ¢ satisfatéria para atender as necessidades didrias. Dessa
forma, ¢ importante que a industria busque inovar os alimentos,
tornando-os mais adequados nutricionalmente sem perder a cultura
e regionalidade alimentar. A pesquisa em inovacio poderd contribuir
para agregar valor as leguminosas, possibilitando mais opgoes para
seu uso, gerando emprego e renda para a agricultura familiar, além de
proporcionar melhorias na satide das pessoas.

As leguminosas sao uma das principais fontes de proteinas em paises
em desenvolvimento, como o Brasil, podendo complementar a falta
de proteinas de cereais, raizes e tubérculos®. Aquelas que sao utilizadas
na alimenta¢io humana contém cerca de 17 a 30% de proteina, com
exce¢do da semente de soja cujo teor proteico encontra-se em torno
de 40%>">'. Por apresentarem uma quantidade significativa de
proteinas, produtos alimenticios elaborados a partir de leguminosas
podem ser uma alternativa bastante vidvel para individuos estritamente
vegetarianos. Estes sio definidos como individuos que nio utilizam
nenhum produto de origem animal na sua alimenta¢io®.

Segundo a Tabela Brasileira de Composi¢ao de Alimentos (TACO)
as leguminosas dispéem de uma média de 272Kcal, 17g de proteinas
e 5mg de ferro em 100g'®. Elas podem, entio, ser tteis em deplecoes
musculares, kwashiorkor e marasmo; no combate & fome oculta, jd
que as mesmas nao ofertam calorias vazias; e no combate 4 anemia
ferropriva, disponibilizando o ferro nao heme presente.

Diz-se que o individuo estd anémico quando a quantidade de
hemoglobina (Hb), no sangue, estd abaixo dos valores normais
para idade e género. Na maioria das vezes, a anemia ¢ causada por

17/05/2019 11:20:08 ‘



‘ pai_2018.indd 399

Avaliagao do potencial inovador de farinhas de leguminosas
na inddstria alimenticia e farmacéutica

399

deficiéncia de ferro, sendo assim chamada de anemia ferropriva. Ela é
mais frequente em mulheres férteis, gestantes e criangas. A prevaléncia
de anemia ferropriva é maior em populagdes que sofrem com caréncias
nutricionais, com baixas ingestio ou absor¢ao de ferro. Seja qual for
a causa, quando o sangue tem menores valores de hemdcias ou estas
carregam pouca hemoglobina para entregar a quantidade adequada
de oxigénio aos tecidos significa que houve falha na producio dessas
células vermelhas e o resultado é a anemia®.

A vantagem do uso das farinhas de leguminosas estd no fato de poderem
ser sucedaneas a farinha de trigo, e ao serem utilizadas na produgio de
paes, bolos, rocambole, snacks, macarrio, biscoitos, cookies e outros
produtos de panifica¢do melhorarem significativamente a composicio
de proteinas da dieta, pois apresentam boa quantidade do aminoacido
(AA) metionina, que é complementar ao AA lisina encontrado nos
cereais, aumentando assim a qualidade proteica da refeicio®. Além do
mais, contribuem com fibras dietéticas; vitaminas, minerais e amido,
atuando também na suplementago alimentar®.

O amido é um polissacarideo, de importancia nutricional e industrial,
encontrado em muitas espécies vegetais como carboidrato de reserva.
Nos graos de cereais, por exemplo, ele corresponde de 40% a 90% do
peso seco e nas leguminosas de 30% a 50%*%. Ele ¢ formado por
moléculas de glicose unidas por ligagoes glicosidicas e é estruturalmente
dividido em cadeias de amilose e amilopectina. A amilose é constituida
por unidades de glicose unidas por ligagoes glicosidicas a-1,4, tendo
como resultado uma cadeia linear, ao contrdrio da amilopectina,
que ¢é constituida por moléculas de glicose unidas em a-1,4 e a-1,6,
originando uma estrutura ramificada®.

A aparéncia do amido, quando ele é extraido, é de um pé branco, fino,
insipido e inodoro e que apresenta variagoes de tamanho e formato
dos granulos, baseado na espécie e parte vegetal das quais foi retirado,
que pode ser de raizes, leguminosas, tubérculos ou cereais'’.
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As farinhas de leguminosas, por exemplo, tém um teor elevado de
amido do tipo resistente (AR)’. A fracdo de AR corresponde aquela
que nio tem a capacidade de fornecer glicose ao individuo, ou seja, que
nao ¢ digerida pelas enzimas no intestino delgado, passando apenas por
fermentacdo pela microbiota no célon (intestino grosso), produzindo
gases e dcidos graxos de cadeia curta da mesma forma que as fibras
soltveis. Dai o motivo do amido resistente ser considerado, por alguns
especialistas, como parte integrante do grupo das fibras alimentares®.
Sdo quatro as classificagoes do AR, baseadas na resisténcia do mesmo a
digestdo: granulos de amido resistente, amido fisicamente inacessivel,
amido retrogradado ¢ amido modificado quimicamente®*. J4 o
amido disponivel (AD), ¢ o contrdrio do AR, sendo degradado 2
glicose quando em contato com as enzimas no trato gastrintestinal®.

O amido ¢ muito utilizado nas industrias, principalmente nas do
ramo alimenticio, para alterar ou controlar algumas caracteristicas
dos produtos, como aparéncia, sabor, textura, umidade, consisténcia e
estabilidade. Existem algumas formas de modificar esses amidos, para
que apresentem as caracteristicas necessarias para cada um dos diversos
usos no setor industrial. As principais modificagées sao por métodos
quimicos e fisicos. Estes tltimos sao, basicamente, a pré-gelatinizagao
e o tratamento pelo calor®.

Estudos recentes®*3>3¢

tém buscado entender de que forma as
caracteristicas morfoldgicas, moleculares e estruturais do amido, como
as quantidades de amilose e amilopectina, o grau de cristalinidade
do granulo e o tamanho das cadeias interferem nesses eventos de

gelatinizagao, retrogradacio e recristalizacio.

PARTE 11

As formas farmacéuticas sio constituidas por substincias
terapeuticamente ativas e por excipientes, também chamados de
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adjuvantes. Os fdrmacos sio utilizados em proporgoes varidveis,
sendo necessdria a adigao dos excipientes para formar o medicamento.
Estes, sdo substincias complementares e essenciais. Um excipiente,
para ser utilizado, deve ser atoxico, possuir fluidez, capacidade
de sofrer compressaio e compatibilidade com férmacos e outros
adjuvantes da mesma formulagio farmacéutica®. Dentro de uma
formulacio, os adjuvantes/excipientes exercem fungées significativas,
podendo solubilizar, suspender, aumentar a viscosidade, diluir,
lubrificar, estabilizar, promover fluxo, aglutinar, desintegrar,
incrementar a compacta¢ao, molhar, formar filmes, colorir, flavorizar,
espessar, conservar, emulsionar, modificar a dissolugao, favorecer
a compressibilidade e corrigir caracteristicas organolépticas dos
firmacos®'.

Muitas das fungdes dos excipientes sao aproveitadas em férmulas
farmacéuticas sélidas, mais precisamente em comprimidos, os quais
impoem as maiores dificuldades nas técnicas de obtengio e na
formulagao. Além disso, para obter comprimidos compactos e coesos,
é preciso criar condicoes para que o sistema particulado sélido tenha
predisposicao para aglutinabilidade®”. Desse modo, ¢é necessdrio
empregar os excipientes as formulagoes farmacéuticas, para que os
principios ativos, que muitas vezes atuam em pequenas quantidades,
possam ser utilizados como medicamentos, apresentando formato,
eficiéncia farmacéutica e propriedades tecnoldgicas adequadas®.

Ao longo dos anos, a aten¢io principal da industria farmacéutica
esteve voltada para os principios ativos, ou seja, o estimulo maior
era dado para o desenvolvimento de novas drogas. No entanto,
com o aperfeicoamento da industria percebeu-se que a qualidade
de um produto farmacéutico nio depende apenas de caracteristicas
das substincias ativas e do processo de producio, mas também,
da qualidade dos excipientes, uma vez que estes contribuem no
desempenho do firmaco e sdo fundamentais para garantir a eficicia
do produto farmacéutico, facilitando a administragio e a preservagao
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do principio ativo*’.

Apesar das substincias excipientes possuirem baixa reatividade e serem
consideradas “inertes”, algumas reagbes podem ser desencadeadas
por fatores fisico-quimicos, fazendo com que haja alteracoes no
fdrmaco e/ou perda da sua estabilidade®. Por esse motivo, Sena et a/.*
afirmaram que, mesmo sendo uma descoberta recente, sabe-se que o
uso de substincias complementares pode causar efeitos indesejdveis e
influenciar no perfil de seguranca dos medicamentos.

Dessa forma, ¢ de extrema importincia a realiza¢io de estudos, andlises
e testes de controle de qualidade, para se verificar a compatibilidade
firmaco-excipientes e obter como resultado um medicamento eficaz,
seguro e que nio provoque efeitos adversos sobre a satde®.

Sdo vdrias as substincias que podem ser utilizadas como adjuvantes.
O amido, por exemplo, quando passa por processos quimicos ou
fisicos onde os graos sao rompidos e dilatados e suas propriedades sao
mudadas, passando a ser pré-gelatinizado, apresentando modificagdes
nas suas propriedades de fluxo e tornando-se passivel de uso em
compressio direta, pode ser utilizado como excipiente em formas
farmacéuticas sélidas'”. Os nomes comerciais desse produto podem
ser Starch 1500° (amido parcialmente pré-gelatinizado - 20%),
Lycatab® PGS (completamente pré-gelatinizado) e Pregeflo-CH® (alta
porcentagem de amilopectina)'”*4. Por meio dos diferentes processos,
o amido torna-se 6timo para a industria, possibilitando a aquisi¢ao de
diversas preparacdes e medicamentos. O seu uso ¢é grande, pois ele é
um recurso natural, barato, renovével, versétil e disponivel na natureza
em grandes quantidades®. Além disso, apresenta baixas propriedades
de fluxo, é relativamente estdvel e nao apresenta substincias que
reajam com as que fazem parte das férmulas, ou seja, nio mostra
incompatibilidades com outros componentes adicionados, fazendo
com que esse polissacarideo seja muito aproveitado pela inddstria
farmacéutica'.
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As trés aplicagdes do amido como excipiente farmacéutico sio como
aglutinante, diluente e desintegrante'”*"%. As substncias aglutinantes
promovem aderéncia e aumentam a coesdo nas particulas de p6 no
processo de granulagao. Elas podem ser usadas em forma de solugio
ou dispersio para possibilitar uma melhor distribui¢ao na mistura. A
caracteristica dos aglutinantes usados é que na maioria das vezes sao
compostos com moléculas de cadeias longas; as diluentes sao utilizadas
e adicionadas aos pds para darem o volume desejado a0 medicamento,
sao inertes e geralmente s3o usadas quando as substincias ativas sao
empregadas em quantidades pequenas. Podem ser soluveis, insoltiveis
e mistas; e as desintegrantes facilitam e aceleram o rompimento da
massa sélida em particulas menores quando em contato com a dgua
ou com outros liquidos do organismo. Sdo chamadas também de
substancias desagregantes. Sao de extrema importincia, uma vez que
para que se tenha sucesso terapéutico, é necessirio que os comprimidos

se desintegrem no tempo desejado!”4%%.

Meneguin?, estudando o amido, formulou uma mistura de AR e
pectina, e teve como resultado uma baixa taxa de digestao enzimdtica
no intestino e baixa dissolugiao em meio 4cido, concluindo, assim, que
esse composto tem grande potencial para aplicagdo como revestimento
de medicamentos de forma sélida, com liberacio especifica no
célon. Isso mostra que o amido pode ter outras aplicagdes, além de
aglutinante, diluente e desintegrante.

Na industria farmacéutica o amido de milho é um dos mais utilizados
como excipiente. Possivelmente por possuir caracteristicas préprias
de pH, umidade, estrutura, morfologia, tamanho do granulo e razao
amilose/amilopectina. Os estudos de Daudt*' mostraram que o pinhao
nativo (semente de vdrias espécies de Pinaceaes e Araucariaceaes) dispoe
de um alto teor de amido e que este apresenta caracteristicas fisico-
quimicas bem préximas do amido de milho. Dessa forma, explorar
o pinhdo nativo, também, mostra-se como uma inovagio para a
inddstria farmacéutica.
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Como jd citado, as leguminosas sio fontes naturais de proteinas®*>".

, -

Baseado nisso, e sabendo-se que a industria estd em constante busca
por novas substincias para uso em formas farmacéuticas, uma vez
que os principios ativos sdo cada vez mais complexos e necessitam de

excipientes com maior funcionalidade e performance®

, as proteinas
dessas espécies vegetais poderiam ser exploradas, se adequadas, para o
mesmo fim do amido do pinho. Apesar disso, é preciso levar em conta
que as proteinas sdo as principais responsdveis por reagoes alérgicas,

necessitando de andlises detalhadas para seu uso nas formulagoes®.

Da mesma forma que o amido de milho, as proteinas desse cereal,
conhecidas como zein e/ou proteinas de armazenamento, mostraram
caracteristicas potenciais para uso como novos excipientes para
comprimidos que apresentam liberacio controlada dos principios
ativos, segundo o trabalho de Georget, Barker e Belton®.

A gelatina, obtida do coldgeno animal e composta por fragoes
proteicas purificadas, é outro exemplo de proteina utilizada. Possui
a caracteristica de ser um pé de cor laranja-amarelo claro, inodoro,
com pouco sabor e anfotérico, ou seja, apresenta incompatibilidade
com 4cidos, bases e outras substincias. E ttil na produgio de capsulas

gelatinosas, e como aglutinante e diluente'”*.

51

Segundo Arnum’!, no mercado global de excipientes, as proteinas

correspondem a cerca de 2,2%.

Para que o amido e as proteinas das farinhas de feijao, ervilha, soja,
lentilha, dentre outras sejam utilizados para o fim farmacéutico/
industrial, sdo necessdrios estudos mais aprofundados e andlises da
composi¢io quimica de cada espécie vegetal. Assim, surge como
proposta inovadora o uso das farinhas de leguminosas na inddstria
farmacéutica, com relagio ao estudo investigatério do amido e
proteinas, podendo se estender a outros elementos, como os lipideos
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poliinsaturados e os compostos bioativos.

Vale a pena ressaltar que o Estado da Bahia ¢ o primeiro produtor de
leguminosas da Regiao Nordeste e ocupa o sexto lugar, em produgio,
no Brasil’>. As espécies mais utilizadas e consumidas sio o feijao
comum (Phaseolus vulgaris), a ervilha (Pisum sativum), e alentilha (Lens
esculenta). Ademais, existem diversas variedades de leguminosas que
ainda precisam ser exploradas, a exemplo dos feijoes andu (Cajanus
canjan L.), mangald (Lablab purpureus) e caupi (Vigna unguiculata L.)>?,
que sdo geralmente cultivadas por pequenos produtores no interior do
estado. No momento em que houver maior uso e exploracio desses
recursos naturais, haverd também o fortalecimento da agricultura
familiar.

Além disso, as farinhas de leguminosas germinadas podem ser uma
alternativa muito promissora, precisando também ser mais exploradas
e estudadas, j4 que apresentam um teor ainda maior de vitaminas do
complexo B e vitaminas C ¢ E, dcido g-aminobutirico (responsével por
regular a pressio sanguinea e a frequéncia cardiaca, aliviar a dor e a
ansiedade e aumentar a secregdo de insulina do pancreas), polifenois e
compostos bioativos, que sao extremamente importantes, pois atuam
como efeitos protetores e terapéuticos, mantendo a satide e protegendo
o individuo de doengas cronicas, como diabetes, cincer, obesidade
e doencas cardfacas®®. Esta ultima ocupa, na maioria dos paises
desenvolvidos, o primeiro lugar em causa de mortes. Muitas delas
poderiam ser evitadas com mudangas no estilo de vida de maneira geral,
como na alimentagio e na prdtica de exercicios fisicos’. Além disso, as
leguminosas possuem acentuada fungio antioxidante, antitumoral e
favorecem o catabolismo, condi¢io importante para individuos que
desejam a perda de peso. Podem atuar também na redugao de fatores
antinutricionais e indigestiveis, como os inibidores de protease, dcido
fitico, a-galactésidos, compostos fendlicos e lecitinas, responsaveis por
diminuir a biodisponibilidade mineral®.

17/05/2019 11:20:09 ‘



‘ pai_2018.indd 406

Pesquisa Aplicada & Inovagao - Volume 2

Benevides et al>* avaliaram o efeito do processamento (tratamento
térmico e germinagdo) nos teores de fendlicos totais (FT), taninos
e atividade antioxidante (AA) do feijio mangald e feijao guandu e
concluiram que houve variagio dos teores de FT e taninos apds os
processamentos e uma correlagao inversa entre os compostos bioativos
e AA depois dos tratamentos térmicos nos grios estudados. E valido
salientar que para as leguminosas as estratégias de germinagio sio
variadas, tais como a esterilizacio, imersio e brotagio. A técnica a ser
utilizada dependerd da semente em uso®.

Deste modo, faz-se necessdrio um olhar cuidadoso para a caracterizagao
fisico-quimica das farinhas de leguminosas em seu estado normal e
germinadas, das variedades tradicionais e das poucas exploradas, como
os feijoes andu, caupi e mangal6, tendo em vista o potencial inovador
para uso nas industrias alimenticias, no que diz respeito a elaboragao
de produtos sem gliten e/ou enriquecidos, bem como o amido e
proteinas das mesmas para a elaboracio de formas farmacéuticas
sélidas e outros medicamentos na inddstria farmacéutica.

CONCLUSOES

O uso de farinhas de leguminosas estd se tornando uma inovagao
na industria alimenticia, uma vez que os produtos que atuam como
suplementagao alimentar, assim como também os produtos que
nao contém gliten, como biscoitos, paes, bolos, rocamboles, dentre
outros estio sendo cada vez mais requisitados no mercado para
atender as necessidades de pessoas que precisam de uma dieta mais
rica nutricionalmente, e por portadoras de doenga celiaca, que sio
intolerantes a proteina do gliten, respectivamente. Além disso, os
constituintes naturais das leguminosas tém mostrado beneficios a
satude, reduzindo a ocorréncia de doencas cronicas (diabetes, doencas
cardiovasculares, obesidade e cAncer). O uso das farinhas de leguminosas
também ¢é promissor para a inddstria farmacéutica, devido ao alto teor
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de proteinas e amido, o qual poderia ser explorado como aglutinante,
diluente e/ou desintegrante, que sao tipos de excipientes normalmente
utilizados na formula¢io de medicamentos, principalmente os de
forma sélida (compridos, pés e cdpsulas).

Outrossim, ¢ valido salientar que pesquisas devem ser incentivadas
e realizadas, visando a caracterizagio fisico-quimica, assim como
ensaios in vitro e biolégico das farinhas de leguminosas tradicionais
e das espécies pouco conhecidas, tanto no estado natural como
germinadas, para que seu potencial seja aproveitado, promovendo,
assim, o fortalecimento da agricultura familiar e, consequentemente,
da economia do pais.
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BIOPROSPECCAO E BIOTECNOLOGIA
VEGETAL NA BUSCA POR NOVOS
FARMACOS

BIOPROSPECCAO

O termo Bioprospecgao é bastante amplo e pode ter diversas definigoes.
Uma defini¢io que é amplamente aceita pela comunidade cientifica é a
que trata da avaliacdo de extratos vegetais, animais e de microrganismos
quanto ao potencial biolégico. Porém, no nosso Grupo de Pesquisas
“Sociedade-Natureza: bioprospecgio, biotecnologia e dinamicas
econdmicas e sociais” usamos a defini¢io onde a Bioprospec¢io vai
além da selecio de extratos ativos, ela avanca para o fracionamento
e a identificacao/elucidacio estrutural das substincias isoladas e a
avaliagdo bioldgica das substincias puras, a fim de comprovar se sao
as responsdveis pela atividade bioldgica do extrato. Desta forma,
pretendemos chegar a novas matérias-primas para as inddstrias
farmacéutica/quimica.

Mesmo com o desenvolvimento nas dreas de sintese organica,
microbiologia industrial e biologia molecular, muitos férmacos
continuam a ser obtidos a partir de fontes vegetais, seja pela
dificuldade de se obter moléculas com a mesma estereoquimica, como
pela inviabilidade econémica de produzi-los sinteticamente (Guerra e
Nodari, 2003; Schenkel ez al., 2003). Devido a esta busca por novos
férmacos, os produtos naturais destacam-se pela diversidade estrutural
e, assim, as plantas sao candidatas impor-tantes para triagem de novas
substincias bioativas. Sabe-se que os produtos naturais representam
uma importante fonte de substincias para o desenvolvimento de novos
medicamentos. Entre 1981 e 2014, apenas 27% dos medicamentos
novos e aprovados nio tinham inspiracio em produtos naturais
(Brandao ez al., 2010; Cragg et al., 2012; Newman e Cragg, 2016).

A bioprospecgao de espécies vegetais inclui vdrias etapas, que
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vio desde a selecio e coleta do espécime vegetal, preparagio dos
extratos, fracionamento dos extratos a fim de isolar as substincias
presentes neles, identificacdo das moléculas (caso sejam conhecidas)
ou elucidagdo estrutural (caso sejam inéditas) e avaliagio bioldgica
das substincias isoladas, a fim de comprovar se sio as responsdveis
pela atividade biolégica do extrato mae (figura 1). Uma vez que as
plantas produzem as substincias ativas em pequenas quantidades, hd
a necessidade de realizar estudos para aumento da escala de produgio.
No nosso laboratério implementamos outras duas linhas de pesquisa,
que sdo o cultivo de tecidos vegetais iz vitro e o isolamento de fungos
endofiticos, visando aumentar a escala de produgao das substancias.

Para poder realmente ter um processo industrial de producao, torna-
se necessdria a colaboragao de empresas, a fim de escolher o melhor
processo, o qual pode ser: sintese quimica, cultivo da planta em campo,
cultivo de tecidos vegetais 7 vitro ou cultivo de micro-organismos in
vitro.

Figura 01- Estratégias de pesquisa para chegar a um medicamento por
meio de estudos de bioprospec¢ao.

Escolha e coleta da planta/ :> Secagem/moagem ou cultivo

animal/microrganismo em meio de cultura apropriado

[ Fracionamentos cromatogrificos ] <: [ Obtencao dos extratos ou chas ]
Identificacao ou elucidacao :> Ensaios bioldgicos in vitro
estrutural para verificar a atividade

U

f Ensaios pré-clinicos (in vivo) ) <: Aumento da escala de producao D
para determinar a toxicidade (biotecnologia, sintese quimica,
em animais de laboratério** cultivo em larga escala,

\ S/ entre outros)*

: J
Ensaios Clinicos fases I, II, I1I* :> Medicamento*

Legenda: *Etapas dependem de colaboragio com indstrias farmacéuticas/quimicas

**Etapa que pode ou nio depender de industria farmacéutica
Fonte: As autoras.
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1.1) SELECAO DA ESPECIE VEGETAL PARA A
PROSPECCAO

O critério de escolha da planta para a bioprospec¢io pode ser baseado
em diferentes abordagens como:

- Sele¢io randomica: as espécies vegetais sio escolhidas de forma
aleatéria, ou de acordo com a disponibilidade da espécie no local
de coleta. Por exemplo em remanescentes de floresta, onde haja
predominincia de individuos de uma mesma espécie, a abundancia
do espécime favorece o estudo da mesma;

- Sele¢io quimiotaxondmica: escolha da planta a ser investigada
considerando informagdes de classifica¢io quimiotaxondémicas. Assim,
a escolha ocorre em fungio da planta pertencer a alguma familia
vegetal ou género reconhecido pela produgao de substincias ativas. A
probabilidade de encontrar substancias bioativas sejam elas inéditas, ou
ja descritas na literatura ¢ bem maior. Uma boa correlagao entre as vias
biossintéticas e os aspectos morfolégicos das subfamilias Ixoroideae,
Cinchonoideae e Rubioideae, pertencentes a familia Rubiaceae, sao
obtidos pela avaliagio dos dados quimicos, aliados aos parimetros
citados por Robbrecht (1988). Cada uma destas subfamilias apresenta
um perfil diferente e tipico para alcaloides inddlicos, iridoides, e
antraquinonas, que sio considerados marcadores quimiotaxondmicos
de Rubiaceae. J4 na subfamilia Antirheoideae nio foi observada uma
ocorréncia padronizada de nenhum desses marcadores quimicos
(Martins e Nunez, 2015);

- Selegao etnofarmacoldgica: a planta é escolhida considerando relatos
do seu uso para fins medicinais. A descrigao de uso de uma planta por
um grupo étnico para tratar alguma doenga pode favorecer o estudo
guiado, o qual pode ou nio validar cientificamente o uso feito pela
populacdo. Neste caso, deve-se obter a autorizagao junto aos érgaos
competentes de acesso ao conhecimento tradicional associado, os
quais sio: Conselho de Gestao do Patriménio Genético — CGEN,
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ligado a0 Ministério do Meio Ambiente — MMA, quando a pesquisa
cientifica envolve acesso a conhecimentos tradicionais associados,
independentemente de haver potencial de uso econémico e a Fundagio
Nacional do Indio — FUNAI, para estudos em dreas indigenas.

Na prospeccio de espécies vegetais ¢ importante salientar que as
plantas apresentam dois tipos de metabolismo (Dewick, 2002):

Metabolismo primdrio: que ¢é universal (ocorre em todos os
organismos), uniforme (¢ fundamentalmente o mesmo para todos os
organismos), conservativo (nao estd sujeito a evolugio) e essencial para
o crescimento e desenvolvimento. O estudo destes metabdlitos estd
concentrado na Bioquimica.

Metabolismo secundério ou especial: singular (Gnico para cada
organismo), adaptativo (estd sujeito a evolugdo), nao essencial para
crescimento e desenvolvimento, porém essencial para a sobrevivéncia
e continuidade da espécie dentro do ecossistema. Os metabdlitos
secunddrios atuam como sinalizadores quimicos que permitem a
planta responder a estimulos ou agressdes ambientais, competicio
entre plantas, defesa contra herbivoros e patégenos, protecio contra
radiagio solar e atracdo de polinizadores. H4 fatores que podem
influenciar na producao e acimulo de metabdlitos especiais:

a) Fatores intrinsecos: uma espécie tem capacidade potencial de
produzir substincias determinada pela carga genética.

b) Fatores ambientais: como temperatura, disponibilidade
hidrica, radiagido UV, nutrientes macro e micro, poluicio
atmosférica, altitude, indugio por estimulos mecinicos ou
ataque de patdgenos, a sintese de certos principios ativos seria o
resultado da luta pela sobrevivéncia que as plantas travam com
insetos e micro-organismos (Gobbo-Neto e Lopes, 2007).

O estudo dos metabdlitos especiais é tradicionalmente parte da
Quimica de Produtos Naturais e mais recentemente da Biotecnologia,
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com o advento das técnicas de culturas de tecidos e de microbiologia.

1.2) COLETA DO MATERIAL VEGETAL

No campo, a espécie em estudo deve ser coletada em grandes
quantidades para a bioprospeccio. E de suma importincia observar
a integridade de seu material (se hd presenca de fungos, insetos ou
injarias), assim como tipo de solo, hibito e habitat da planta. No
caderno de coleta devem-se anotar estas informacoes, juntamente com
a data, a hora e o local da coleta, o nome dos coletores e 0 ndmero da
coleta. Um exemplar fértil (com flores e/ou frutos, se possivel) deve ser
coletado para fazer a exsicata, a qual deverd ser depositada em herbdrio
para registro e servird para identificagao botinica, a qual deve ser feita
por botanico especialista na familia/género. Mesmo que nio esteja
fértil no momento da coleta, deve ser preparada uma exsicata para
depésito em herbdrio, para ter o material testemunha e confirmar a
espécie, sempre que necessario.

1.3) SECAGEM, MOAGEM E PREPARACAO DOS
EXTRATOS

O material vegetal (folhas, galhos, flores, frutos, sementes, cascas...) deve
ésecoaoarlivre, em sala com ar condicionado ou em estufa de circulacao
de ar forgada a uma temperatura inferior a 50 0oC, dependendo do
tipo de material e da quantidade de dgua contida nele. Posteriormente
é triturado em moinho de facas. H4 diferentes técnicas de extragao:
a frio (percolagdo), a frio usando ultrassom, a quente (Soxhler), por
parti¢ao utilizando-se solventes aquosos dcidos ou bdsicos e solventes
organicos imisciveis em dgua. No nosso caso, o érgao a ser estudado é
submetido 4 extra¢io com solventes de polaridade crescente (hexano,
metanol e dgua). Costumamos realizar trés extracoes utilizando banho
de ultrassom por 20 minutos. O diclorometano, um dos solventes de
baixa polaridade, era muito utilizado nesta metodologia de extragio,
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no entanto, devido aos protocolos internacionais que condenam o
uso de solventes clorados, reduzindo sua producio, estes solventes jd
nao devem ser mais utilizados para a preparacio de extratos, assim,
este foi substituido pelo hexano. Apds filtragao, os extratos hexanico e
metandlico siao concentrados em rota-evaporador, e o extrato aquoso
liofilizado (Figura 2). Os extratos sao avaliados quanto a sua atividade
biolégica e os ativos sdo fracionados.

Figura 2: Preparacao de extratos vegetais
utilizando solventes de polaridade crescente.

Coleta e identificacao do material vegetal

1) Secagem
2) Moagem

Material vegetal
seco e moido

ultrassom por 20 minutos
2) Filtracao

1) Extracao com hexano usando
}» 3x
3) Concentracao

Extrato hexanico Material vegetal

usando ultrassom por 20 minutos
2) Filtracao
3) Concentracao

Material vegetal |

1) Extragcdao com metanol }
3

| Extrato metandlico

1) Extragdao com agua (1 x) usando
ultrassom por 20 minutos

2) Filtragao

3) Concentracao

Extrato Aquoso Descarte

Fonte: As autoras.

1.4) FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO

A cromatografia é uma técnica utilizada para a separagio dos
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componentesdeumamistura. Hi diversas técnicas cromatograficas, mas
principais usadas para a separagdo das substincias presentes em extratos
vegetais s30: cromatografia em coluna aberta (CC), cromatografia em
camada delgada comparativa (CCDC), cromatografia em camada
delgada preparativa (CCDP) e cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE). Se houver substincias voldteis usa-se a cromatografia gasosa
(CG). A selegao do método a ser empregado depende do material a ser
utilizado e do objetivo da pesquisa (Collins, 1995).

A primeira andlise realizada com os extratos ¢ a CCDC, para inferir
quais sao as classes quimicas das substincias presentes. Esta andlise
¢ uma investigagdo preliminar que indica a presenca de classes de
metabdlitos secunddrios, gerando informagoes que servirio para a
escolha dos métodos de fracionamento cromatografico. As principais
e mais abundantes classes de metabdlitos secunddrios presentes nas
plantas sdo: terpenoides, flavonoides e alcaloides.

Para a purificagao das substincias podem ser utilizadas a CC, CCDP
ou CLAE, contendo uma fase estaciondria e uma fase mével, onde a
separagao resulta das diferencas de afinidade das substincias arrastadas
pela fase mével devido as diferentes interacoes com a fase estaciondria.
A metodologia adotada para o fracionamento depende do perfil
quimico dos extratos/fracdes observados na anilise por CCDC e
da infraestrutura do laboratério. A combina¢io de vérios métodos
cromatograficos pode ser utilizada para a obtengao de uma substincia
pura.

1.5) CARACTERIZACAO ESTRUTURAL

A identificagao das substancias isoladas é realizada utilizando métodos
espectroscépicos e espectrométricos. Usa-se o termo identificagio
estrutural, quando a substincia ¢ conhecida e a sua identificagio é
feita por compara¢io com dados da literatura. Jd o termo elucidagao
estrutural é usado quando a substincia ¢ inédita e serd descrita pela
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primeira vez na literatura.

O principal método espectroscépico utilizado na atualidade ¢ a
Ressonincia Magnética Nuclear (RMN), usada para analisar os
nicleos de Hidrogénio e de Carbono-treze que constituem as
moléculas presentes nos extratos (Silverstein, Webster, Kiemle, 2005).
A RMN de 1H e de 13C permitem conhecer a natureza e o ambiente
quimico de hidrogénios e carbonos, respectivamente, e as andlises
bidimensionais, permitem conhecer as correlacoes entre carbonos-
hidrogénios, carbonos-carbonos, hidrogénios-hidrogénios, sendo
uma das técnicas mais importantes para a investigagio da estrutura
molecular. H4 outras técnicas a disposi¢io, como infravermelho (IV),
onde pode-se observar a presenga ou auséncia de grupos funcionais;
ultravioleta (UV), a qual permite a observagio de croméforos, que siao
as partes das moléculas que absorvem em determinados comprimentos
de onda (principalmente as que possuem ligagoes insaturadas em
conjugagio).

A principal técnica espectrométrica é a espectrometria de massas (EM)
que fornece a massa molecular da substincia, a qual permite inferir a
férmula molecular e também pode gerar fragmentos, cuja andlise pode
auxiliar na identificagao de fragmentos caracteristicos das moléculas.
Atualmente usam-se muito as técnicas hifenadas, como LC/EM, que
¢ a cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria
de massas, ¢ o CG/EM, que é a cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas.

No nosso laboratério analisamos todos os extratos vegetais e as
fases por RMN de 1H, a fim de ter o perfil quimico do extrato/fase
antes de realizar qualquer fracionamento, o qual junto com a andlise
em CCDC, auxilia na escolha dos métodos cromatogrificos de
fracionamento. Além disso, é uma forma de comprovar se a substincia
que for isolada estava presente no extrato ou se é artefato, produzida
por alguma intera¢io quimica durante o fracionamento.

17/05/2019 11:20:10 ‘



‘ pai_2018.indd 427

Bioprospecgao e biotecnologia vegetal na busca por novos farmacos ¥k

2) BIOTECNOLOGIA VEGETAL: PRODUCAO DE
METABOLITOS SECUNDARIOS EM CULTIVOS
VEGETAIS IN VITRO

Tradicionalmente, a producio comercial das substincias naturais
tem sido realizada pela extracdo de substincias de espécies vegetais
espontineas e cultivadas em plantagdes ou sinteticamente. A obtengao
destas substincias através de extragdes diretas das plantas é essencial
para a descoberta de novos metabdlitos potenciais, mas apresenta
aspectos desfavordveis quando se torna necessirio uma grande
quantidade destas substincias para os estudos clinicos e uma demanda
comercial.

A produgao destes metabélitos de interesse pode ser prejudicada
por fatores fisiolégicos e ambientais aos quais a planta estd exposta,
como o local e época de coleta, idade da planta, alteragdes climdticas,
poluicao, predagio, entre outras interacoes, fazendo com que o
objetivo de produgio comercial em alta escala se torne inconsistente
e ineficiente. Além disso, a destruicio de habitats naturais e coletas
ilegais e indiscriminadas das plantas de interesse podem acabar
acontecendo, tornando-as alvos do extrativismo desenfreado e de
manejo insustentdvel.

Outro fator a ser considerado é que, normalmente, a quantidade
de metabdlitos secunddrios produzidos pelas plantas sao valores
percentuais pequenos quando comparados as outras substincias
extraidas. Por maior que seja o niimero de individuos das plantas a
serem coletadas, numa mesma localidade, ainda assim nio serio
suficientes para atender uma demanda constante e ininterrupta de uma
determinada substincia quimica, principalmente quando a substincia
tem multiusos (Costa, 2012).

Na busca por minimizar estes fatores, que influenciam na variabilidade
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e produc¢io dos metabdlitos secunddrios nas plantas, técnicas como a
produgdo in vitro vém sendo desenvolvidas e aprimoradas, visando
obter uma produgio constante e em grande escala destes metabdlitos.
A cultura de tecidos vegetais iz vitro é uma alternativa eficaz para a
obtencio de substancias, que assegura um controle mais rigoroso do
rendimento e da qualidade da produ¢io das substincias bioativas,
além da conservacio dos recursos genéticos.

As técnicas de cultivo vegetal iz vitro permitem o cultivo de plantulas
ou o isolamento de tecidos ou 6rgaos vegetais em meio nutritivo, em
condigdes assépticas e um ambiente com luz e temperatura controladas.

O uso destas técnicas é possivel por causa da caracteristica de
totipoténcia que as células vegetais possuem. A primeira ideia da
existéncia desta caracteristica foi proposta em 1872, quando o
botanico alemao Vochting, ao pesquisar os fatores que influenciam na
formagao de 6rgaos e na diferenciagio em plantas, relatou que em cada
fragmento de planta, ainda que pequeno, permanecem os elementos
necessdrios para que seja possivel reconstruir todo o organismo, em
condigoes apropriadas (Mantell ez al., 1994). Contudo, somente em
1902 surgiu o primeiro conceito de totipoténcia, quando Gottlieb
Haberlandt formulou a hipétese de que uma célula vegetal somdtica
individualizada teria a capacidade de regenerar uma planta completa
(Hamberlandt, 1902; Krikorian e Berquam, 1969).

A partir dessa época, estudos e pesquisas com cultura de tecidos vegetais
in vitro comegaram a ser desenvolvidos. O primeiro estabelecimento in
vitro com sucesso foi obtido por White, em 1934, com a elaboragao de
um meio de cultura liquido capaz de manter o crescimento de dpices
radiculares de tomateiro (Lycopersicon esculentum) por um periodo
ilimitado (White, 1934). A partir deste relato, o estudo da cultura
de tecidos vegetais in vitro tem crescido substancialmente, tendo
relevante papel no desenvolvimento das ciéncias bdsica e aplicada na
drea agrondmica e biotecnoldgica.
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2.1) ESTABELECIMENTO VEGETAL IN VITRO

As técnicas de cultura vegetal in vitro possuem vérios estdgios e
processos, havendo mudangas em seus protocolos de acordo com as
peculiaridades de cada espécie e tipo de cultura.

Entretanto, para qualquer tipo de cultura, a escolha da planta matriz
a ser estudada, e consequentemente, doadora de seus tecidos e/
ou 6rgaos, ¢ de grande importincia. A planta matriz deve conter as
caracteristicas desejadas, de acordo com o objetivo do cultivo: por
exemplo, nos casos de propagagio de mudas, a planta matriz deve
apresentar as caracteristicas comerciais requeridas, ou no caso de cultivo
para posterior producio de metabdlitos iz vitro, é interessante que a
planta matriz tenha sido estudada quimicamente e seja produtora de
substancias de interesse. Também ¢ de grande importancia selecionar
e cultivar plantas matrizes em condi¢des fitossanitdrias e fisioldgicas
adequadas, com o intuito de se produzir um material sauddvel e capaz
de iniciar uma cultura vidvel e eficiente.

O estado fisioldgico da planta de onde serdo retirados os explantes
(partes vegetais que serdo inoculados iz vitro) tem grande influéncia
no posterior comportamento das culturas. A primeira consideragao
estd relacionada ao estado nutricional da planta e a fase de crescimento
em que se encontra: plantas bem nutridas, sem sintomas de deficiéncia
nutricional e hidrica, em geral, fornecem melhores explantes (Torres ez
al., 1998). Outra considera¢io, nio menos importante, é a condigio
fitossanitdria da planta matriz, que ¢ de grande importincia para o
bom desenvolvimento do explante, pois ird determinar a facilidade
em descontaminar o explante durante os processos de isolamento e
desinfestacao.

Para o estabelecimento in vitro, é essencial que os explantes inoculados
estejam livres de qualquer contaminagdo, assim como os meios de
cultura. No caso dos meios, estes normalmente sao esterilizados com
procedimentos de autoclavagem (temperatura a 121°C - 1 kg.cm-2
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- por 15 a 20 minutos) ou com hipoclorito de sédio. Os explantes
sio submetidos a desinfestagio, e para isso é necessdria a imersio
dos mesmos em agentes quimicos, onde o objetivo ¢ obter explantes
assépticos vivos e isentos de microrganismos contaminantes.

Virias substincias com agio germicida sio utilizadas para fazer
a desinfestagio dos explantes. Os mais comuns sio o etanol e as
substincias a base de cloro, tais como o hipoclorito de sédio e de
calcio (Torres et al., 1998). O cloreto de mercirio também tem sido
empregado nos protocolos de desinfestagio, sempre utilizado em
baixas concentragdes e tempos de exposi¢io menores, por causa de sua
toxicidade.

Sabe-se que o etanol 70% possui caracteristicas germicidas com maior
agao sobre fungos, além de sua a¢do surfactante, que quando aplicado
inicialmente, facilita a agao do hipoclorito de sédio, que possui efeito
principalmente sobre bactérias (Grattapaglia e Machado, 1998; Sousa
etal. 2007). O hipoclorito de sédio, um dos agentes desinfetantes mais
utilizados na industria, ¢ utilizado nos processos de desinfestagao de
explantes vegetais em diferentes concentragoes e tempos, dependendo
do tipo de explante e grau de contaminacio basal. Embora seja pouco
soltivel, o hipoclorito reage com a 4gua produzindo 4cido hipocloroso,
mantendo em solug¢do o fon hipoclorito, sendo estas as formas ativas
oxidantes que atuam sobre os microrganismos. Estas formas ativas
matam os microrganismos por inibicdo de reagdes enzimdticas,
desnaturagio das proteinas e inativagio dos dcidos nucléicos nas
células (Resende ez al., 2009).

Resumidamente, o processo de desinfestacio normalmente ocorre
primeiramente com uma assepsia em bancada com dgua corrente e
detergentes, para a limpeza superficial das partes da planta a serem
utilizadas, e posteriormente os explantes escolhidos sio levados
para cAmara de fluxo laminar, em ambiente asséptico (para evitar a
recontamina¢io do material). Usualmente os explantes sio imersos em
etanol 70% e mantidos sob constante agitacio por alguns segundos
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ou poucos minutos, onde posteriormente siao enxaguados com 4dgua
estéril e imersos em solugio de hipoclorito de sédio e/ou cilcio (as
concentragdes podem variar de acordo com o protocolo) entre 5 a
20 minutos, sob agitagio, e enxaguados com 4gua estéril novamente.
Ao final do processo de desinfestagio, os explantes sao inoculados em
meios de cultura para o inicio do estabelecimento i vitro.

E importante lembrar que, para cada tipo de explante, e cada tipo
de espécie vegetal, o protocolo de desinfestacio deve ser ajustado,
até a obtenc¢do de culturas vivas e assépticas (Zanca, Costa, Nunez,
2016). Normalmente esta etapa do cultivo vegetal in vitro é a mais
demorada e dificil, uma vez que algumas espécies de plantas podem
apresentar microrganismos resistentes ou endofiticos, bastante dificeis
de eliminar sem prejudicar os tecidos vegetais.

2.2) MEIOS DE CULTURA

Apbs os tratamentos de desinfestagio, os explantes sdo colocados em
meios de cultura para o inicio do cultivo iz vitro. O meio de cultura
deve suprir os tecidos e érgaos cultivados iz vitro com os nutrientes
necessdrios para sua sobrevivéncia e desenvolvimento, visando atender
as condigoes do explante de acordo com o objetivo de cultivo. Para
extragoes metabdlicas normalmente sio utilizadas culturas de calos
(massas de células vegetais indiferenciadas) ou culturas de plantulas, e
os meios de cultura utilizados variam de acordo com o tipo de cultivo.

Basicamente, os meios consistem de uma mistura balanceada de
macronutrientes e micronutrientes, carboidratos (como por exemplo
a sacarose ou a glicose, utilizados em uma concentragao de 2 a 3%),
fontes organicas de nitrogénio, vitaminas e reguladores de crescimento
(Quisen e Angelo, 2008). Nio hd uma formulagio padrio, e existem
diversos tipos de meios de cultura utilizados atualmente, mas o
meio MS (Murashige e Skoog, 1962) tem apresentado, integro e em
dilui¢oes, bons resultados para o cultivo de diversas espécies vegetais.
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Outros meios de cultura também sio bastante utilizados, como, por
exemplo, os meios de cultura Wood Plant Medium (WPM) (Lloyd
e McCown, 1980) e meio B5 (meio de Gamborg) (Gamborg ez /.,
1968). O meio WPM usualmente ¢ utilizado para o cultivo iz vitro
de plantas lenhosas, sendo composto por 25% das concentragoes de
fons nitrato e amoénia quando comparado ao meio MS, e apresenta
mais potdssio e um elevado nivel de ions sulfato, fazendo com que
plantas lenhosas tenham melhor desempenho no desenvolvimento iz
vitro (Pasqual, 2001). J4 o meio B5 contém quantidades mais baixas
de sais minerais, e tem sido bastante utilizado para cultivos de calos e
suspensoes celulares.

Os meios podem ser preparados de forma liquida ou semi-sélida
(onde ¢ acrescentado ao meio um agente gelatinoso, como o 4gar). A
consisténcia do meio tem relacio direta com a absor¢ao de nutrientes
pelas células do explante, condicionando diferengas no metabolismo
do mesmo. Normalmente meios liquidos sio mais utilizados na
cultura de calos e nas técnicas de suspensdo celular (culturas em
meios liquidos sob agitagio continua). J4 os meios mais sélidos sao
bastante utilizados para as técnicas de micropropagacio de mudas iz
vitro, onde a utilizagao do dgar nos meios de cultura, além de ajudar a
manter os explantes melhor fixados, também diminui a evaporacio da
dgua, apesar de diminuir a difusio dos nutrientes. Para as técnicas de
cultivo onde o objetivo ¢ a extragao de substincias, normalmente sao
utilizados meios liquidos em suspensio celular.

2.3) REGULADORES DE CRESCIMENTO

A adigao de reguladores de crescimento nos meios de cultura ¢ de
grande importincia, de acordo com o objetivo do estabelecimento
in vitro dos explantes. O tipo de regulador, sua concentragio e sua
combinacio com outros reguladores é essencial para poder, por
exemplo, induzir o desenvolvimento de explantes, formando novos
6rgaos (propagagio), de massas de células indiferenciadas (calos), de
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embri6es somdticos (embriogénese somdtica), a até a germinacio de
sementes 7 vitro.

Osreguladores de crescimento sio substincias sintéticas que apresentam
atividades no desenvolvimento e crescimento das plantas in vitro, e
agem da mesma forma que os hormoénios vegetais naturais, sendo
muitos deles andlogos quimicos dos horménios naturais produzidos
pelas plantas.

As plantas in natura produzem moléculas sinalizadoras, os hormonios,
que sdo responsdveis por processos essenciais no desenvolvimento, e sao
produzidas em concentragoes bastante pequenas. Estas moléculas se
dividem em basicamente seis tipos de horménios: auxinas, giberelinas,
citocininas, etileno, 4cido abscisico e brassinoesteroides (Taiz e Zeiger,
2004). Nas culturas vegetais iz vitro, os tipos mais amplamente
utilizados sdo as auxinas, as citocininas e as giberelinas.

As citocininas possuem a¢io direta no crescimento e desenvolvimento
das partes aéreas das plantas e sao indispensdveis para a quebra de
dominéncia apical e inducio de proliferacio de gemas axilares
(Grattapaglia e Machado, 1998). Entre as func¢oes das citocininas, a
divisao celular é um dos principais eventos controlados por elas. Com
isso, o uso de reguladores deste grupo ¢é essencial na multiplicagao
de brotos e estabelecimento de mudas iz vitro. Das citocininas
comercialmente disponiveis, as mais utilizadas nas culturas iz vitro
s40 a 6-benzilaminopurina (BAP), a 6-furfuril-aminopurina (KIN) e a
6-[4-hidroxi-E-metil-but-#7ans-2-enilamino] purina (Zeatina).

As auxinas compreendem uma grande familia de substincias que tém
em comum a capacidade de produzir crescimento e alargamento celular
(Roca e Mroginski, 1991). Elas atuam na indugao e divisao celular
de células indiferenciadas iz vitro, quando na presenca de citocininas,
e promovem o crescimento de raizes. As auxinas mais utilizadas em
cultivos 7 vitro sio o 4cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), o 4cido

naftaleno acético (ANA), o dcido indol-3-acético (AIA), o 4cido
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indolbutirico (AIB) e o Picloram.

As giberelinas sio reguladores de crescimento que sio capazes de
causar a quebra de dorméncia de sementes ¢ também tem agio no
alargamento celular da parte aérea vegetal, causando, por exemplo,
o estiolamento de caules nas plantas, e tendo agio no crescimento
de caules, folhas e frutos. O dcido giberélico (GA3) ¢ o regulador de
crescimento mais utilizado e eficaz na cultura de tecidos vegetais, e
seu uso na cultura iz vitro tem maior participagio nas técnicas de
germinagoes iz vitro, uma vez que o acido giberélico tem agao sobre a
dorméncia de sementes e diminui o tempo de germinacio.

2.4) CALOGENESE E SUSPENSAO CELULAR

No cultivo iz vitro de células e tecidos vegetais, uma das maneiras de
multiplica¢do ¢ por meio da organogénese indireta, passando pela fase
de calo (massa de células desorganizadas e indiferenciadas). Para ocorrer
a indugio de calo, qualquer tecido vegetal pode ser utilizado como
explante. Entretanto, procura-se utilizar explantes que contenham
maior propor¢ao de tecido meristemdtico ou que apresentem maior
capacidade de expressar a totipoténcia (Grattapaglia e Machado,
1998). Explantes oriundos de tecidos jovens, nao lignificados, sio
mais apropriados para a cultura de calo (Pierik, 1990).

Paraaindugio do processo de calogénese, normalmente a concentragao
e o balango de auxinas e citocininas sio fatores determinantes na
desdiferenciagao celular e no padrio de desenvolvimento in vitro. As
auxinas desencadeiam os processos de desdiferenciagio e rediferenciagio
in vitro, alterando a determinacio e conferindo novas competéncias as
células responsivas dos explantes (Fehe'r ez 4l., 2003). J4 as citocininas
estimulam a divisao celular e podem induzir a embriogénese somdtica
(Mello e Apppezzato-da-Gléria, 2000). Em geral, meios contendo
altas concentragoes de auxina e baixas concentragdes de citocininas
promovem a proliferagio celular resultando na formagio de calos
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(Flick er al., 1983; Grattapaglia ¢ Machado, 1990). Também ¢
possivel a indu¢io de calos somente com a presenca de auxinas nos
meios de cultura, dependendo da produgio de citocininas dentro dos
tecidos vegetais cultivados. O importante ¢ o saldo final entre os dois
reguladores de crescimento, onde o balango entre citocinina e auxina
seja apropriado para a indugao da calogénese. Entre os reguladores de
crescimento mais comumente utilizados no processo de calogénese,
encontram-se as citocininas KIN e BADP, e as auxinas 2,4-D, ANA e
Picloram.

roducao de calos iz vitro pode ser ampliada para a obtencao de
A produgio de cal tro pod pliada p btencio d
grandes massas de células, a partir da técnica de suspensao celular.
suspensio celular é uma técnica eficaz para a obtencio de grandes
A susp lul t ficaz p bten¢io de grand
quantidades de mudas qualificadas e tecidos celulares com baixo custo
e produciao (Matsumoto e Silva-Neto, .
de produgio (Mat to e Silva-Neto, 2003

A cultura de células em suspensio celular é uma técnica que permite
a indugio, propagagio e manutengio de células em meio liquido,
as quais apresentam taxas de divisio muito mais elevadas do que as
cultivadas de maneira convencional (George ez al., 2008).

A suspensio celular é iniciada a partir da transferéncia de calos fridveis
(onde as células de calos encontram-se nio compactadas) para um meio
liquido, sob condicio de agitacio continua. A agitagio ¢ utilizada para
evitar possiveis gradientes nutricionais e gasosos no meio de cultura,
que deve ser constantemente renovado com o mesmo propdsito,
visto que sua composi¢do e caracteristicas podem afetar o padrio de
diferenciagao, lignificagao e/ou alongamento, divisdo, envelhecimento
ou senescéncia na suspensio celular (Arnison e Boll, 1976).

2.5) PRODUCAO DE METABOLITOS IN VITRO

A produgao de metabdlitos iz vitro pode ocorrer a partir do cultivo
de, teoricamente, qualquer tipo de tecido, mas a maioria dos estudos
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atualmente vem utilizando a cultura de raizes, plantulas inteiras e
calos para a produgio de substincias de interesse. A cultura de células
indiferenciadas 7 vitro atualmente é uma das formas mais utilizadas
para se obter metabdlitos secunddrios, onde os calos sio cultivados e
induzidos a produzirem os metabélitos de interesse com a utilizagao
de biorreatores e suspensio celular (Fumagali er 4/, 2008), onde
apresentam um manejo e crescimento de massa mais vantajoso.

As culturas de células de plantas podem produzir grandes quantidades
de metabdlitos secunddrios em curtos periodos de tempo de cultivo
in vitro. Isto é muito favordvel em relagio a produgio pela planta
in natura, para as quais o espago de tempo para o acimulo destes
metabdlitos pode variar de uma estagio para plantas anuais ou diversos
anos no caso das plantas perianuais, como por exemplo, as drvores
(Croteau et al., 2000). Nas culturas de células as taxas de biossintese
podem ser aumentadas, gerando os produtos desejados com maior
teor € em menor tempo (Santos ez al., 2007).

Assim, a cultura de tecidos in vitro e a calogénese sao alternativas
eficazes para obtengio de substincias oriundas do metabolismo
secunddrio, podendo reduzir a exploragio de biomassa de espécies de
interesse diretamente da natureza.

Contudo, as vezes a produgao de metabdlitos secunddrios pode ser
diferente entre as culturas de células e as plantas intactas da mesma
espécie. As culturas de células tanto podem sintetizar os metabdlitos
em concentragdes mais altas ou mais baixas, como podem até deixar
de produzi-los, ou ainda podem produzir substincias diferentes
daquelas encontradas na planta in natura. Entre diversos fatores, a
produ¢io de metabdlitos secunddrios pode ser comprometida em
células morfologicamente desdiferenciadas (calos, suspensoes celulares
e células meristemdticas), pois a sua produgio ¢ normalmente
dependente da presenca de algumas enzimas que, por sua vez,
dependem da fase de desenvolvimento do vegetal (Sierra, 1991). O
sucesso na sintese de metabdlitos de interesse em culturas de tecidos 7
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vitro pode estar diretamente ligado ao meio de cultura e reguladores de
crescimento utilizados para o processo de calogénese. A composicao
dos nutrientes ¢ hormoénios dos meios de cultura mostra-se bastante
importante para a produgao de metabdlitos in vitro.

Muitas estratégias podem ser utilizadas para induzir ou aumentar a
produgio de metabélitos secunddrios. Uma das maneiras, em muitos
casos, ¢ a adicdo de substincias precursoras no meio de cultivo celular,
como por exemplo, o uso de secoiridoides em suspensoes celulares
para a indugido de alcaloides monoterpénicos (Moreno ez al., 1995).
Outra estratégia interessante é a elicitagéo, que representa usualmente
uma das técnicas de maior sucesso. Esta técnica consiste na geracio de
um estresse quimico ou fisico nas células em suspensao para induzir a
producio de metabdlitos secunddrios, que de outra forma nio estariam
sendo produzidos. Isto é geralmente realizado utilizando elicitores
quimicos ou bidticos (quitosanas, micélios de fungos patogénicos,
dcido acetilsalicilico, extratos de proteinas) ou elicitores abidticos ou
fisicos (alteragbes em temperaturas, intensidade de luz, metais pesados,
variagdo de pH, etc.) (Fumagali ¢z /., 2008).

2.6) SECAGEM, PREPARACAO DOS EXTRATOS,
FRACIONAMENTO E CARACTERIZACAO
ESTRUTURAL

Uma vez produzidas as culturas iz vitro, estas podem ser extraidas com
solventes orgnicos e fracionadas como as plantas (itens 1.3 e 1.4). No
caso dos calos, para uma melhor extracio, estes devem ser primeiro
liofilizados, depois macerados em cadinho com pistilo e entao extraidos
com os solventes organicos, como hexano, acetato de etila e metanol.
Os extratos sao analisados por CCDC e também por RMN de 1H e
comparados com os extratos da planta mae. Eles também sdo avaliados
quanto a sua atividade bioldgica e os ativos sdo fracionados (item 1.4).
A identifica¢io/elucidagao estrutural das substincias isoladas ocorre
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da mesma forma que para as obtidas das plantas (item 1.5).

3) PRODUCAO DE METAB(’)I:ITOS ESPECIAIS POR
MICRORGANISMOS ENDOFITICOS

3.1) MICRORGANISMOS ENDOFITICOS:
CONCEITOS GERAIS

Uma importante fonte de substincias ativas sio as plantas, contudo,
a sua producio pode sofrer alteragoes de acordo com a sazonalidade
climdtica e a disponibilidade de nutrientes. Portanto, sao necessdrios
estudos que abordem outras fontes de produtos naturais que possam
ser alternativas para uma producio industrial vantajosa e eficiente (Li ez
al., 2015). Nesse ambito, os estudos com microrganismos endofiticos
s30 muito promissores, pois tratam-se de seres que tém metabolismos
diversificados e sio capazes de produzir uma grande variedade de
substancias bioativas (Calvo et /., 2002; Kusari, Hertweck, Spiteller,
2012).

E impressionante o que os seres microscopicos podem realizar nos
diversos ambientes em que se encontram. A notdvel capacidade de
adaptacio, rdpido crescimento e diversidade metabdlica demonstram
a grande versatilidade e as caracteristicas vantajosas que eles possuem.
Uma delas é a produgio de substincias bioativas que podem ser
empregadas em diversos setores como na medicina, na industria de
alimentos, de tecidos, de detergentes, na biologia molecular e na
agricultura (Demain, 1998; Calvo ez al., 2002; Santos e Varavallo,
2011; Kusari, Hertweck, Spiteller, 2012).

Compondo esse universo microbiano encontram-se os microrganismos
endofiticos, que podem ser definidos como: microrganismos que
na totalidade ou em parte do seu ciclo de vida habitam o interior
de uma planta no espago intra ou intercelular, sem causar danos
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aparentes a hospedeira (Tan e Zou, 2001; Zhang, Song, Tan, 2006;
Kusari, Hertweck, Spiteller, 2012). Esses microrganismos podem ser
procariotos ou eucariotos, e até o0 momento foram isolados de todas
as espécies vegetais, presentes nos diferentes habitat terrestres, desde
o drtico até em desertos (Zhang, Song, Tan, 2006; Chapla, Biasetto,
Araujo, 2013).

A sua localizacio no vegetal é diversa, podendo estar em raizes, folhas,
caules, xilemas, frutas, etc., colonizando de forma intercelular ou
intracelular, sistémica ou localizada. A transmissao do microrganismo
endofitico para o hospedeiro pode ocorrer de forma horizontal
(através do acesso ao vegetal por aberturas naturais como estdmatos,
hidatédios, ferimentos causados pelo crescimento das raizes ou pela
acao dos insetos, etc. ou artificiais como ferimentos derivados das
préticas agricolas) ou de forma vertical, através da transferéncia dos
endéfitos pelas sementes (Zhang, Song, Tan, 2006; Chapla, Biasetto,
Araujo, 2013).

Apesar de estarem por todo o mundo, o desconhecimento sobre o papel
deles no hospedeiro e a nio produgio de estruturas externas visiveis
foram motivos para que as pesquisas com eles fossem intensificadas
apenas a partir da década de 1970, onde as fungées dos endéfitos ¢ a
interagao com o hospedeiro foram descobertas. Essa intera¢io é muito
antiga, e jd foi registrada em fésseis de caules e folhas. Trata-se de uma
associagao que pode sofrer alteragoes de acordo com a viruléncia do
microrganismo, a defesa da planta e o meio no qual eles se encontram.
Um desequilibrio entre esses fatores pode acarretar em doengas
na planta ou quando esses fatores estio em sintonia, os envolvidos
podem desfrutar de uma estratégia de sobrevivéncia (Strobel, 2003).
Nesse caso, os endéfitos obtém protecio e nutrientes oriundos do
hospedeiro, e, em contrapartida, podem produzir substdncias que
aumentam a resisténcia do hospedeiro aos estresses ambientais,
ao ataque de herbivoros, de fitopatdgenos, de parasitas, etc. (Tan e
Zou, 2001; Peixoto-Neto, Azevedo, Aradjo, 2002). Observa-se por
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este lado, que nessa interagio mutualistica, os dois seres trabalham
em conjunto para manter o ambiente equilibrado e favordvel para a
subsisténcia de ambos.

A partir dessa interagao, os endéfitos podem produzir fitorménios que
induzem o crescimento da planta, substincias herbicidas que atuam
contra pragas, além de competirem por espago e nutrientes com os
patdgenos, dificultando a instalagao deles na planta. Apesar da planta
produzir substincias que também atuam nessas dreas, seu ciclo de
vida é muito maior e apresenta poucas variagdes no seu genétipo. Em
contrapartida, os seus predadores e patédgenos por possuirem um ciclo
de vida menor, a cada geragio podem se especializar e desenvolver
mecanismos de escape contra as defesas do vegetal (figura 3). Sendo
assim, as substancias produzidas pelos endéfitos somam-se ao sistema
de defesa da planta, tornando-se de suma importancia para a adaptagio
do vegetal (Carroll, 1988; Santos e Varavallo, 2011).

Figura 3: Interagao endéfito e hospedeiro:

Envelhecimento
Estresse

1

Fonte: Adaptado de Schulz e Boyle (2005)
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3.2) APLICACOES DOS MICRORGANISMOS
ENDOFITICOS

De acordo com as caracteristicas que os endéfitos apresentam
eles podem ser empregados em diferentes dreas. Uma delas é na
agricultura, atuando na promogao do crescimento de plantas, através
dos fitormonios e no aumento da captagio de elementos como
nitrogénio e fésforo pelo hospedeiro. Eles também podem servir como
biocontrole de pragas, desempenhando o papel de antagonistas contra
fitopatégenos ao produzirem substincias herbicidas e antimicrobianas,
aumentando a resisténcia de seu hospedeiro as doengas que levam as
grandes perdas econdmicas na agricultura (Malta ez a/., 2015).

Além disso, endofitos isolados de um determinado hospedeiro podem,
através da biologia molecular, receber genes que codifiquem vitaminas,
antibiéticos, hormonios etc., e posteriormente serem reinseridos na
planta, expressando a substincia de interesse. A opgao de substitui¢io
ou pelo menos de redugao do uso de agrotdxicos pela atuagio dos
endoéfitos pode resultar em uma produ¢io sustentdvel e com menos
impacto para o ambiente e para o produtor (Peixoto-Neto, Azevedo,
Aragjo, 2002; Santos e Varavallo, 2011).

Tratando-se de microrganismos endofiticos, os fungos ocupam um
espago considerado nesse grupo, pois sao os mais frequentemente
encontrados (Kusari, Hertweck, Spiteller, 2012). A estatistica estima
que o nimero deles no planeta pode chegarao total de aproximadamente
1,5 milhdo de fungos distribuidos em 300.000 espécies vegetais
(Petrini 1991; Azevedo e Aratijo 2002; Ganley, Brunsfeld, Newcombe,
2004; Zhang, Song, Tan, 2006; Li ¢z al., 2015). Em seu metabolismo
secunddrio, os fungos endofiticos sao capazes de produzir substincias
com uma grande diversidade de estruturas quimicas pertencentes
as diferentes classes, como: alcaloides, esteroides, xantonas, fendis,
isocumarinas, terpenos, citocalasinas, etc. (Schulz e Boyle, 2005).
Essas substancias podem ser de grande interesse para a quimica de
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produtos naturais, ja que podem ser encontradas atividades biolégicas
de importancia médica.

O estudo dos microrganismos endofiticos pode iniciar a partir das
plantas que jd possuem alguma substancia de interesse biotecnolégico.
O motivo deste direcionamento é que devido 2 interagio intima entre
o hospedeiro com o endéfito, pode ocorrer uma troca de DNA onde
um individuo pode passar a produzir uma substincia originalmente
produzida pelo outro. Esse fendmeno abre caminhos para uma
bioprospecgio de enddfitos que produzam substincias semelhantes
a0 hospedeiro, visando a produg¢io microbiana alternativa & produgao

vegetal (Strobel, 2003; Zhang, Song, Tan, 2000).

Ap6s a descoberta do taxol® em cascas da planta Zaxus brevifolia foi
encontrado outro produtor dessa substincia: o fungo endofitico
Taxomycesandreanae. Atualmente, maisde 19 géneros fungosendofiticos
sio capazes de produzir o taxol® e seus derivados. Strobel (2003)
sugere que em algum momento da co-evolugio desses organismos
possa ter ocorrido uma transferéncia de genes dos microrganismos
para o teixo do pacifico. Por se tratar de um medicamento utilizado
no tratamento de cincer de préstata, ovdrio, mama e pulmaio, cuja
demanda para o mercado é alta, a produ¢io microbiana do taxol® pode
ser uma alternativa vidvel e sustentdvel, visto que o impacto ambiental
gerado a partir da extragdo da substincia nas plantas nao ¢ necessdrio
na prética da “biotecnologia endofitica” (Zhao ez /., 2010; Kusari,
Singh, Jayabaskaran, 2014).

A produgio do taxol pelo vegetal e pelos endéfitos nao é um exemplo
isolado. Tal fato j& foi registrado em Fusarium oxysporum e sua
hospedeira Catharanthus roseus que produzem vincristina e vimblastina
e em Mucor fragilis isolado de Sinopodophyllum hexerum, produtores
de podofilotoxina, ambas substincias que apresentam atividade
anticAncer. Nesse contexto também encontram-se as substincias:
camptotecina, hipericina e diosgenina produzidas pela planta e por
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seus microrganismos endofiticos (Zhao ez al., 2010; Kumar ez al.,
2013; Huang ez al., 2014).

3.3) ISOLAMENTO DE MICRORGANISMOS
ENDOFITICOS

Na pesquisa com os microrganismos endofiticos, o primeiro passo é o
seu isolamento a partir de um determinado hospedeiro. O processo de
isolamento dos microrganismos endofiticos é baseado na desinfecgao
da superficie do material vegetal ¢ no inéculo do tecido vegetal
em meios de cultura. E fundamental selecionar o material vegetal
sauddvel, com auséncia de sinais de herbivoria e de doengas. Apés ser
realizada a coleta, o material deve ser lavado em dgua corrente e com
detergente neutro. Posteriormente executa-se a etapa de desinfecgio,
dentro da cabine de fluxo laminar, onde o material é imerso em
solu¢des de hipoclorito de sédio, dlcool 70% e dgua destilada estéril.
A concentra¢io do hipoclorito de sédio e o tempo de imersdo nas
solugoes desinfetantes podem variar de acordo com a parte vegetal
a ser estudada, de forma que ela nao sofra oxidagao pela agao deles,
mas tenha a superficie livre dos microrganismos epifiticos. Ressalta-se
também a importincia do controle da dgua da dltima imersdo, que
ap6s todo o procedimento deve ser inoculada em placa de Petri para
a observagao da eficiéncia do processo de desinfecgao (Souza er al.,

2004).

Apéds o processo de desinfec¢io, o material vegetal é cortado com
uma tesoura estéril e inoculado em placas contendo meios de cultura.
As escolhas do meio de cultura e da temperatura de incubagao sio
fundamentais para o isolamento dos microrganismos, pois isso pode
acarretar no crescimento de determinada espécie que nio cresceria
em outro meio de cultura ou temperatura. O direcionamento para
o isolamento de fungos ou bactérias é feito nesta etapa, através
de determinados meios de cultura acrescidos de antifingicos ou
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antibiéticos (Souza et al., 2004; Oliveira, 2013).

A partir dessa etapa é necessdrio fazer um acompanhamento continuo
das placas para observar o surgimento dos endéfitos. Na medida em que
eles vao aparecendo é necessdrio retirar o microrganismo e transferi-
lo para uma nova placa de Petri. Esse procedimento ¢é realizado por
diversos dias até que ndo surjam novos microrganismos a partir do
vegetal (Souza, 2000).

A partir dos endéfitos isolados é fundamental escolher pelo menos
duas formas diferentes de preservagio, para que no futuro possa
ser realizada a reativacdo do microrganismo. Esse processo deve ser
realizado de forma cautelosa e a escolha do método é fundamental para
que as caracteristicas morfoldgicas e metabélicas dos microrganismos
sejam preservadas.

A técnica de Castellani é muito utilizada para a preservagao dos fungos,
pois é um método de baixo custo e eficiente. Nessa técnica blocos de
dgar contendo a cultura sao transferidos para frascos contendo dgua
destilada estéril. Outra forma de conservagio é o congelamento do
microrganismo em criotubos contendo um meio de cultura liquido
acrescido de um agente crioprotetor, por exemplo, o glicerol. A cultura
éinserida no criotubo e passa pelo processo de congelamento até -80 oC.
Essas técnicas sao eficientes, mas apenas a técnica do congelamento a
temperaturas inferiores a -80 oC faz com que o metabolismo do fungo
fique inativo, diferente do método de Castellani onde o metabolismo
¢ reduzido mas nao inativado (Passador ez a/., 2010). Nao existe um
método universal de preservagao para todos os microrganismos, por
isso, deve-se avaliar a espécie a ser conservada e os métodos nos quais
ela se manterd vidvel para os estudos posteriores.

Ao avaliar a diversidade de microrganismos endofiticos em vérios
hospedeiros, observa-se que alguns endéfitos podem ser encontrados
em diferentes hospedeiros e outros podem ser exclusivos para
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determinadas espécies ou uma parte especifica do vegetal. Observa-se
também que alguns vegetais apresentam uma maior diversidade de
endéfitos que outros. Segundo Azevedo (1998), uma forma de avaliar
a colonizagdo do vegetal é através do cdlculo da taxa de colonizagio:

“Tc“ (“%”)” = “ “Numero total de isolados > 1” /”Ntmero total de
fragmentos” “ x 100”

3.4) PRODUCAO DE METABOLITOS SECUNDARIOS

Os enddfitos isolados de um determinado hospedeiro podem ser
avaliados quanto ao potencial biotecnoldégico que as substincias
produzidas por eles podem apresentar. Durante o seu ciclo de vida,
os microrganismos produzem substincias indispensdveis para o
seu crescimento (metabdlitos primdrios) e substdncias que nao sio
essenciais para a sua sobrevivéncia, mas fundamentais para a sua
adaptagio no ambiente, os metabdlitos secunddrios (Keller, Turner,
Bennett, 2005).

Os metabdlitos secundérios apresentam baixo peso molecular, estrutura
quimica complexa e diversa, e distribui¢o restrita entre as espécies
(Keller, Turner, Bennett, 2005). Essas substincias podem participar
na diferencia¢do morfolégica dos fungos, bem como na participagao
no aumento da ramificacao de hifas, nas taxas do desenvolvimento
assexual e sexual, no processo de esporulagio e na produgio de outros
metabdlitos secunddrios (Calvo ezal., 2002). Sabe-se que os metabdlitos
secunddrios sao produzidos na fase estaciondria e/ou inicio do declinio
da fase de crescimento do microrganismo, quando hd uma redugao
no crescimento microbiano e escassez de nutrientes (Demain, 1998;
Calvo ez al., 2002). Além disso, eles atuam na intera¢io enddfito-
hospedeiro auxiliando na sinalizacio, defesa e regulagio da simbiose

(Schulz e Boyle, 2005).

Os fungos endofiticos sdo uma rica fonte de metabdlitos secunddrios
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que podem apresentar atividades biol6gicas como: antifingicas,
antibacterianas, antioxidantes, antidiabetes, antivirais, antitumorais,
imunossupressoras, toxinas, hormoénios, pesticidas, dentre outros,
assim como serem pigmentos (Demain, 1998; Calvo ez al., 2002;
Santos e Varavallo, 2011; Ambrose, Christapher, Subhash, 2013;
Chapla, Biasetto, Araujo, 2013). Algumas substancias produzidas por
fungos endofiticos j& encontram-se no mercado farmacéutico, como
¢ o caso da ergometrina, utilizada no tratamento de enxaquecas e da
ergotamina, indicada para o tratamento de hemorragia pds-parto
(Caetano e Peixoto-Neto, 2005; Scott, 2007).

Para obtengio dos metabdlitos secunddrios de um fungo endofitico
pode-se empregar a fermentagio submersa. Nessa técnica, uma
suspensio de esporos ou blocos de dgar contendo o fungo sao inoculados
em um meio de cultura liquido e incubados a uma determinada
temperatura, permanecendo estdticos ou sob agitagio. Ao alcangar
a fase estaciondria, a cultura ¢ filtrada para a separagio do micélio
e do liquido metabdlico. As substincias contidas neles sao extraidas
por meio de solventes organicos, e isoladas por meio de cromatografia
em coluna ou preparativa ou até mesmo por cromatografia liquida de
alta resolucio. Os extratos e substincias obtidas sio criteriosamente
avaliados quanto aos seus potenciais bioldgicos e em paralelo,
investigados quanto a presenca de determinadas classes de substincias.

A obtengio de substincias a partir de microrganismos através
da fermentagio pode ser simples e abundante, ocorre em um
ambiente sem interferéncia de varidveis ambientais, e muita das
vezes é economicamente vantajosa, pois os custos de producio sio
relativamente baixos (Zhao er al, 2010). Outras vantagens sio
observadas quando a produ¢io microbiana ¢ otimizada, gerando um
processo reprodutivel e continuo, compativel com a industria (Kusari,
Hertweck, Spiteller, 2012).

Apesar dos muitos beneficios observados nas fermentagoes, o espago
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em que o microrganismo se encontra ¢ diferente daquele que ele
existia na natureza. Tais diferencas como as auséncias das condi¢oes
ambientais e da interagio do endéfito com o hospedeiro, com
outros endéfitos, com patdgenos e herbivoros, podem influenciar na
producdo das substincias microbianas (Kusari, Singh, Jayabaskaran,
2014). Outro fator a ser destacado é a diminuicio ou até mesmo
extingdo da produgio da substincia de interesse apds serem realizados
vérios repiques do microrganismo (Kusari, Hertweck, Spiteller,
2012). Entretanto, esses entraves podem ser revertidos ou reduzidos
ao utilizar a engenharia genética e tecnologia metabdlica (elucidagao
da via biossintética), para a realizagao da otimizacio da fermentagio,
tornando a produgao microbiana industrial uma realidade (Zhao ez
al., 2010).

3.5) PREPARACAO DOS EXTRATOS, B
FRACIONAMENTO E CARACTERIZACAO
ESTRUTURAL

Apés o periodo de crescimento dos caldos metabdlicos contendo os
micélios, estes devem ser filtrados para separar o liquido da massa
micelial. A massa micelial é seca em estufa a temperatura < 50°C e
extraidas com solventes orgénicos e fracionadas como as plantas (itens
1.3 e 1.4). No caso dos caldos metabdlicos, para uma melhor extra¢io,
observamos que o volume deve ser primeiro reduzido (liofilizados)
para permitir um menor uso de solventes organicos e entao realizar
a particdo liquido-liquido com solventes orginicos, como hexano e
acetato de etila. Os extratos e as fases sio analisados por CCDC e
também por RMN de 1H e comparados com os extratos da planta
mae. Eles também sao avaliados quanto a sua atividade bioldgica e os
ativos sao fracionados (item 1.4). A identificagao/elucidac¢io estrutural
das substincias isoladas ocorre da mesma forma que para as obtidas
das plantas (item 1.5).
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4) CONSIDERACOES FINAIS

Nabusca por obter substincias ativas, diversos estudos de bioprospecgao
de produtos naturais sio realizados ao redor do mundo. Neste capitulo
enfocamos nos estudos realizados pelo nosso grupo de pesquisa, onde
estudamos as plantas, os seus fungos endofiticos e as culturas de tecidos
vegetais. Estamos tentando abordar o conjunto inteiro da planta no
ambiente. Esta abordagem permitiu até o momento o depésito de
duas patentes, uma sobre um alcaloide ativo para células tumorais e
outra sobre oito alcaloides ativos sobre Mycobacterium tuberculosis e
diversos artigos cientificos e comunica¢oes em congressos. Além da
capacitagdo e treinamento de alunos em diversos niveis: Iniciagio
Cientifica, Mestrado, Doutorado e Pés-Doutorado.
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PROCESSAMENTO E ACEITABILIDADE
MERCADOLOGICA DE LEITE
FERMENTADO SIMBIOTICO
ADICIONADO DE INULINA E ALBEDO
DO MARACUJA AMARELO

1. CONSIDERACOES INICIAIS

A expectativa de vida das pessoas vem aumentando com o passar dos
anos e, a0 mesmo tempo, tem crescido a incidéncia de doengas cronicas
nao transmissiveis. Por esses motivos, a populagio tem buscado hébitos
alimentares mais sauddveis e uma alimentag¢ao equilibrada, que supra
as necessidades bdsicas do organismo e previna algumas doengas

(VIDAL et al., 2012).

A busca por uma alimentagao mais sauddvel faz parte da histéria da
alimentacio e nutri¢do, como ¢ descrito por Kopruszynski e Marin
(2001) em seu estudo. Ao surgir no planeta, o homem passou a
observar os animais e percebeu que o consumo ocorria por meio
apenas do que era ofertado pela natureza: frutos, raizes e folhas. Mais
tarde, houve o inicio da prdtica de cagar e pescar, consumindo também
carnes de animais selvagens. Com o passar do tempo, os sentidos do
homem primitivo tornaram-se mais apurados, possibilitando que ele
distinga mais facilmente os novos e desejéveis odores, levando-o a
experimentar e saborear alimentos desconhecidos. Com isso, o sabor e
odor passaram a desempenhar um papel importante no consumo dos
alimentos e na saide do homem primitivo.

Quando se fala em alimento, Maturana (2010) ressalta a relacdo que
existe entre o ato de se alimentar e o prazer, tornando-se a alimentagao
mais que uma forma de sobrevivéncia. O “comer” envolve o “estar
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junto” e o “trocar” com o outro. Além disso, tanto o alimento como
a forma de se alimentar sio considerados também como tradicoes
carregadas de sentidos e emogdes que sdo passadas de geragio em
geracdo. Ao repetir esses ensinamentos, a pessoa nio s6 relembra a
familia, como também tem uma ideia de pertencer a um meio.

A busca crescente por uma alimentagio sauddvel cria oportunidades
para inovagbes que visem, por exemplo, a redugao de substincias
que se desejam evitar; produtos sem aditivos, “naturais’; alimentos
fortificados com vitaminas e sais minerais e alimentos “functional
fresh” (funcionalidade e pureza dos produtos) (LAUSCHNER ez /.,
2016).

Devido ao aumento na expectativa de vida da populagio, aliado
ao crescimento exponencial dos custos médico-hospitalares, cada
vez mais existe a necessidade de vencer novos desafios, através do
desenvolvimento de novos conhecimentos cientificos e de novas
tecnologias que resultem em modificagdes importantes no estilo de
vida das pessoas. A nutri¢io precisa se adaptar a esses novos desafios,
através do desenvolvimento de novos conceitos e produtos alimenticios
(SAAD, 2006). Com base nesta assertiva, o presente capitulo
apresentard o desenvolvimento do LeMar, um leite fermentado sabor
maracujé contendo bactérias probidticas e inulina como potencial
efeito simbidtico.

2. ALIMENTOS FUNCIONAIS

As pesquisas na drea de Nutri¢do e Tecnologia de alimentos tém
buscado investir na produgio de alimentos funcionais, visto que
o interesse por preparagoes sauddveis, que possuam propriedades
nutritivas e que modelem o sistema fisiolégico, tem crescido na

populacio (OLIVEIRA, 2012).

Os alimentos funcionais podem ser definidos como alimentos
consumidos como parte da dieta que, além do fornecimento de
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nutrientes bdsicos, apresente beneficios para o funcionamento
metabdlico e fisioldgico, trazendo melhorias a sadde fisica e mental,
prevenindo doengas cronicas nao transmissiveis como doengas
cardiovasculares, cAncer, hipertensio e diabetes. Sendo assim, uma
dieta rica em alimentos funcionais proporciona um maior bem-
estar ao individuo, dando mais disposi¢io e energia, contribuindo,
assim, para uma melhoria da qualidade de vida (VIDAL ez 4l., 2012).
Além do exposto, elevados custos dos servicos de saide bem como os
avangos na tecnologia de alimentos corroboram com a importincia
do desenvolvimento desses tipos de alimentos. Considerando a
incorporagao crescente da populagio a um estilo de vida sauddvel,
do qual a dieta tem sido pe¢a fundamental, surge o desenvolvimento
de um mercado para esses produtos (ARVANITOYANNIS e
HOUWELINGENKOU-KALIAROGLOU, 2005).

Os produtos ldcteos representam o mais importante grupo pertencente
aos alimentos funcionais, tidos como os primeiros nesta categoria
de alimentos. Os leites fermentados sao os produtos escolhidos pela
inddstria alimenticia como meio de adicionar as culturas probidticas
e os ingredientes prebidticos, sendo comercialmente considerados os
principais alimentos que contém esses compostos (SANCHEZ ez al.,
2009). Esses alimentos sao produtos adicionados ou nio de outras
substancias alimenticias, obtidos por coagulacio e diminui¢io do
pH do leite, ou leite reconstituido, adicionados ou nao de outros
produtos ldcteos, por fermentagao lictica mediante agao de cultivos
de microrganismos especificos, os quais devem ser vidveis, ativos e
abundantes no produto final durante o prazo de validade (GALLINA
etal.,2011).

Em meio aos novos produtos funcionais, os prebidticos e probidticos
vém sendo analisados como ingredientes em diversas preparagoes,
entre elas bebidas ldcteas funcionais. Tendo em vista que a microbiota
intestinal tem papel significativo tanto na satide quanto na doenga, a
utilizacio de produtos com propriedade probidtica e prebidtica pode
favorecer o equilibrio desta microbiota (SAAD, 20006).
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Nos dias atuais, os leites fermentados s3o vistos como um produto
que possui um elevado potencial para o desenvolvimento de novos
produtos, principalmente por estd associado a satde, fator que tem
sido avaliado e explorado pelas industrias de laticinios. Esse fator estd
relacionado com trés caracteristicas: as propriedades tecnoldgicas da
matriz lictea (como aceitar a viabilidade funcional de ingredientes
adicionados ao produto), o aumento da praticidade dos derivados
ldcteos e a relagio que os consumidores fazem dos produtos ldcteos

com o aspecto de boa qualidade nutricional (COSTA ez al., 2013).

Atualmente, existem virios tipos de leite fermentado comercializados.
Quando se pretende elaborar um novo produto, esse surge em
decorréncia de uma versao similar que j4 existe no mercado ou por
meio da incorporagio de melhorias no produto (VALVASSORI,
2010).

3. PROBIOTICOS

Sao considerados probidticos os microrganismos vivos que
proporcionam efeitos benéficos aos individuos quando se faz o consumo
em quantidades adequadas (FAO/WHO, 2001). Ressalta-se como
caracteristicas mais importantes dos probidticos a capacidade para
resistir ao dcido do estdbmago, aos sais biliares e as enzimas digestivas,
a capacidade de aderir 2 mucosa intestinal e produzir substincias que
inibem o crescimento de bactérias indesejdveis (GALLINA ez al.,
2011).

Os probiéticos influenciam positivamente sobre a microbiota
intestinal no que diz respeito aos efeitos antagdnicos, imunolégicos
e de competi¢io, resultando em um aumento da resisténcia contra
patégenos. A utilizagdo de culturas bacterianas probidticas, além
de estimular a multiplicagio de bactérias benéficas, em detrimento
a proliferacio de bactérias potencialmente prejudiciais, refor¢a os
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mecanismos naturais de defesa do hospedeiro (PUUPPONEN -
PIMIA et al., 2002).

463

A utilizagio de probidticos em alimentos é eficaz quando esses sio
capazes de sobreviver as barreiras intestinais como suco gistrico, sais
biliares e enzimas digestivas até chegarem ao local de colonizagio
no trato gastrintestinal onde irdo exercer seus beneficios. Sendo que
quanto aos desafios tecnoldgicos na drea industrial, os microrganismos
probidticos devem se apresentar estdveis e vidveis durante todo o prazo
de validade do produto, para que assim haja o efeito desejado no

organismo (BADARO, 2008).

4. PREBIOTICOS

Prebiético, considerado um oligossacarideo, ¢ o ingrediente de
um alimento que nao ¢ transformado no processo digestivo e
que afeta beneficamente o homem através da estimulagio seletiva
no desenvolvimento e/ou atividade de um ndmero limitado de
microrganismos probidticos no célon (SAAD, 2006). Desta forma,
ele proporciona o equilibrio ¢ manuten¢io da sadde humana, visto
que traz beneficios ao organismo que culminam na melhora da satide
do individuo. Complementarmente, os prebidticos exercem papel
fisiol6gico, proporcionando a absor¢io de cdlcio sendo essencial para
a formagio dos ossos, principalmente nos primeiros anos de vida, e
prevengio de doengas como a osteoporose.

Dentre os ingredientes prebidticos, existe a inulina uma fibra soltivel e
fermentdvel, extraida da raiz da chicéria, que oferece vérios beneficios
nutricionais e tecnoldgicos. Em meio aos beneficios, destaca-se a
influéncia positiva que exerce sobre o sistema digestivo, melhorando o
equilibrio da microbiota intestinal, aumentando de forma expressiva
a quantidade de bifidobactérias, inibindo os patégenos no intestino
e alivio na obstipagio. Como resultado desse processo, o sistema
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digestivo trabalha melhor, contribuindo para o aumento na absor¢io
dos nutrientes ingeridos. Além disso, pode ser utilizada na substitui¢ao
de lipidios, pois estabiliza a 4gua em uma estrutura cremosa, mantendo
a mesma percep¢ao no paladar de gordura. Também melhora a textura

e o sabor (ROBERFROID, 2005).

A jun¢io de prebidticos e probidticos em quantidades variadas,
adotando as mesmas caracteristicas propostas para esses componentes
utilizados de forma separada, constitui os compostos simbidticos

(SOUZA et al., 2010).

Nos tltimos anos, tem ocorrido um grande avango no desenvolvimento
dos chamados produtos probidticos, prebidticos e simbidticos. O
interesse pelos efeitos benéficos 4 satide humana, proporcionado
especialmente por bactérias ou leveduras vidveis, tem provocado um
aumento mundial na comercializacio de produtos que contenham

estes microrganismos (ARAUJO, 2007).

5. ALBEDO DO MARACUJA

Entre os alimentos que possuem propriedades funcionais, destaca-se
a utilizacdo de frutas, ressaltando a importancia do maracujd amarelo,
que ¢ rico em alcaléides, flavondides, carotendides, minerais e
vitaminas A e C, substincias responsdveis por proporcionar um efeito
funcional ao fruto. O potencial do maracujd pode ser atribuido aos
seus componentes (casca, fruto e sementes), sendo destinado as mais
variadas finalidades, cuja agdo antioxidante atribuida aos polifendis,
principalmente os flavonoides, ¢ a mais estudada (ZERAIK, 2010).

O maracujd amarelo tem, dentro de cada regido, um uso relacionado
a cultura popular, associado a beneficios a satide. Esse uso doméstico é
feito tanto na forma de sucos, como também no consumo da farinha
obtida por meio da casca desse fruto, de infusées da mesma ou das
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folhas (COSTA e TUPINAMBA, 2005).
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A casca de maracujd é composta pelo flavedo (parte com coloragio) e
albedo (parte branca) (LABOISSIERE, ez 4/, 2007) rico em niacina
(vitamina B3), ferro, cdlcio, fésforo e fibras soltveis e, sobretudo, em
pectina que forma um gel e ao ser ingerida pelo organismo, reduz a
absor¢ao de lipidios. Esses compostos sio responsdveis por conferir
propriedades benéficas ao ser humano, podendo auxiliar ainda na
preven¢io de doengas cardiovasculares e gastrintestinais, cincer de
colén, hiperlipidemias, diabetes, obesidade entre outras (ZERAIK,
2010). Assim, a casca do maracujd nio deve ser considerada como
residuo industrial, tendo em vista que suas caracteristicas e propriedades
funcionais podem ser utilizadas para a elabora¢io de novos produtos

(CORDOVA et al., 2005).

Considerando o valor nutricional do leite fermentado e a importincia
econdmica da farinha do albedo de maracujd, buscou-se, neste
trabalho, desenvolver uma bebida funcional com efeito simbidtico,
utilizando ingredientes naturais, visando a obten¢io de um produto
com propriedades funcionais.

6. INFORMACAO NUTRICIONAL

Leite fermentado (LeMar) sabor maracujd é um alimento contendo
fibras e rico em célcio, além de conter ingredientes que possuem
propriedades funcionais, como pode ser observado na Tabela 1. Os
ingredientes funcionais contidos no produto podem proporcionar:
aumento na absor¢io de minerais; melhora na digestao de lactose em
individuos lacto-intolerante; regulacio do peristaltismo; aumento da
sensa¢ao de saciedade; redugio nos niveis de colesterol total no sangue;
reducdo no risco de cincer de célon; redugdo nas taxas de glicose no
sangue; inibi¢do na multiplicagio de microrganismos patdgenos.
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Tabela 1 — Informagao nutricional do Leite Fermentado Simbiético

PORCAO DE 100 ml

Valor energético 95,41 Kcal
Carboidratos 14,1¢g
Proteinas 3,02¢g
Gorduras totais 30g
Gordura saturada 1,85¢
Gordura trans Og
Fibra 0,12¢g
Sédio 80,2 mg
Cilcio 113,12 mg

Fonte: Elaboragio prépria

7. ANALISE SENSORIAL

Foram realizados pré-testes para determinar a quantidade adequada
de cada ingrediente na produc¢io final. Inicialmente, realizou-se a
pasteurizagdo de 4L de leite integral UHT separadamente, utilizando
para cada litro de leite 90g de agticar cristal, pasteurizados a 72°C
por 30 segundos, em seguida, resfriados até atingir a temperatura de
45°C. Apés o resfriamento, o leite pasteurizado foi transferido para
erlernmeyers onde adicionou-se 0,5 g da cultura ldtica liofilizada ABT-
4, contendo Streptococcus thermophilus, Bifidobacterium animalis Bb-
12 e Lactobacillus acidophilus La-5. O contetido foi homogeneizado
e colocado em estufa bacteriolégica a 43 °C por 3 horas. Apés, o
produto foi refrigerado por 18 horas para maturagio.

Antes de proceder a saborizagao, o pH do produto foi avaliado em
4,8. Apés adigao de sabor, foi reduzido para 4,6. Esses valores sao
caracteristicos de leites fermentados e estio diretamente relacionados
a sua acidez (CARVALHO ez al., 2015). A saborizacio realizou-se a
partir do acréscimo de 17,5 ml da polpa de maracujd pasteurizada;
1,4g do albedo do maracuji e 1g de inulina, para cada litro de leite
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fermentado. Para ressaltar a coloracio, foi adicionado 2 ml do corante
artificial Tartrazina e amarelo crepisculo. O produto formulado foi

armazenado em garrafas pldsticas e conservado sob refrigeragao.
A Figura 1 representa o fluxograma de produgio do leite fermentado

simbidtico saborizado.

‘ pai_2018.indd 467

Figura 1: Produgio do leite fermentado simbiético
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Fonte: Elaboragao prépria
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O teste sensorial foi realizado no pavilhao de aulas do Centro de
Ciéncias da Satde (CCS), no periodo das 09:00 as 10:30, com o
objetivo de avaliar a aceitagao dos consumidores quanto ao produto.
A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa envolvendo
seres humanos da UFRB, sob o parecer n° 31797114.1.0000.0056,
onde todos participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido (TCLE), deixando claro sua participa¢io voluntdria na
pesquisa.

Os dados obtidos foram interpretados, a partir da escala hedénica de 9
pontos, que apresenta em escala decrescente: (9) gostei extremamente;
(8) gostei moderadamente; (7) gostei regularmente; (6) gostei
ligeiramente; (5) nao gostei, nem desgostei; (4) desgostei ligeiramente;
(3) desgostei regularmente; (2) desgostei moderadamente e (1)
desgostei extremamente.

As varidveis coletadas foram sexo, idade, aceitacao, atitude, sabor, cor,
textura, aroma, consisténcia, avalia¢do geral do produto (comparado
com outros produtos que sdo comercializados) e frequéncia de consumo
para leites fermentados. Para andlise das caracteristicas organolépticas
na escala hedénica, foi considerado que entre 1 e 4 significa rejeicio,
5 significa indiferente e de 6 a 9 aceitagao. Os dados obtidos a partir
do teste sensorial foram tabulados e analisados, utilizando o programa
Excel para construgao dos graficos.

O painel sensorial foi composto por 93 provadores nio treinados,
distribuidos entre discentes, docentes, técnicos e funciondrios
terceirizados da institui¢do, sendo 61,3% (57) do sexo feminino,
26,9 % (25) do sexo masculino e 11,8% (11) nao declararam, como é
representado no Gréfico 1. A faixa etdria dos participantes, em média,
foi de 26 anos.
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Grifico 1: Perfil dos provadores
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Fonte: Elaboragio prépria

Para estimativa da composi¢ado quimica do produto, foi utilizada
a Tabela de Composi¢ao de Alimentos (TACO, 2016) por ser
considerada uma das principais fontes nacionais sobre composigao
dos alimentos, de acordo com anélise indireta apresentada por SILVA
et al. (2003). Na maioria dos casos, foi levada em consideragio a
composi¢ao quimica dos alimentos crus.

8. RESULTADOS ENCONTRADOS

A frequéncia do consumo de leite fermentado pelos participantes
mostrou que 27,95% consomem diariamente; 35,48% consomem de
2/3 vezes por semana; 10,75% consomem apenas 1 vez por semana;
9,67% consomem quinzenalmente; 9,75% consomem mensalmente e
6,45% nunca consumiram, como mostra o grifico 2. Observa-se que
a maioria dos provadores consome leite fermentado de 1 a 3 vezes por
semana.
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Grifico 2 — Frequéncia de consumo
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Fonte: Elaboracio prépria

Os resultados apresentados no grafico 3 mostraram que houve excelente
aceitagao do leite fermentado sabor maracuji, sendo observado que
100% das avaliagoes estavam na drea de aceitacio.

Grifico 3 — Aceitagiao do produto
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Fonte: Elaboragio prépria
O gréfico 4 demonstra que a atitude de compra dos provadores foi de

95,6%, sendo que 3,22% estavam na drea de indiferenca e 1,1 % nao
opinou.
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Griéfico 4 — Atitude de compra
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Fonte: Elaboragio prépria

Algumas caracteristicas dos alimentos devem ser levadas em
consideragao: o tempo para ser percebido o gosto pelo paladar e o
sabor residual que permanece na boca algum tempo apés o alimento
ser ingerido (TEIXEIRA, 2009). No quesito sabor, a porcentagem
foi de 98,92% para a 4rea de aceitagdo, enquanto 1,08% na drea de
rejeicao, conforme pode ser visualizado no gréfico 5.

Grifico 5 — Avaliagdo de sabor
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Fonte: Elabora¢ao prépria
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Quando um consumidor adquire um produto, o primeiro contato
que se tem é o visual, onde se destacam a cor e a aparéncia, essas
sd0 associadas s reagoes pessoais de aceitagao, indiferenca ou rejeigao
(TEIXEIRA, 2009). Observa-se que 97,84% aprovaram a coloragio
do produto, conforme grifico 6. Vale ressaltar que foi utilizado aditivo
na formulagio para proporcionar uma coloragio préxima da cor do
maracujd. Segundo Madureira, 2004, tanto a aparéncia quanto a cor
baseiam-se no aspecto visual do produto, como presen¢a ou nio de
soro na superficie, produgio de gds, cor caracteristica, auséncia de
grumos e homogeneidade do produto. O produto avaliado apresentou
aspecto homogéneo, sem a presenga de grumos, gds, com coloragio
caracteristica.

Grifico 6 — Avaliagao da cor
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Fonte: Elaboracio prépria

Em relagao a textura, 96,77% demostraram aceita¢io, enquanto 2,15%
foram indiferentes e 1,07% rejeitou, como pode ser visto no grafico
7. A textura correta dos produtos que possuem baixo teor de lipidios
pode ser obtida através da escolha de cultura lictica que possui, em
sua composi¢ao, bactérias produtoras de substincias que melhoram
a viscosidade e a cremosidade do produto final (FIORAVANTE,

2001). Esses aspectos ficaram evidentes no resultado final do Leite
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Fermentado sabor maracujd, diferenciando-o dos produtos similares
existentes no mercado atual, contribuindo, dessa forma, para o
elevado nivel de aceitagio do mesmo. Mudangas assim, tanto nos
produtos, quanto nos processos de fabricagdo, sio responsdveis por
assumir grande importancia devido a capacidade de discernimento
dos consumidores ao analisar requisitos que contribuem para alta
aceita¢do de produtos, como qualidade, aparéncia e funcionalidade

dos produtos que adquirem (ABREU, 2012).

Grifico 7 — Avaliagio da textura
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Fonte: Elaboragio prépria

Em relagio ao aroma, obteve 94,5% de aceita¢io das avaliagoes,
2,2% mostraram-se indiferentes e 3,3% na drea de rejei¢ao, conforme
grifico 8. O desenvolvimento tecnolégico, na drea de alimentos, tem
assumido a fun¢io de melhorar a qualidade sensorial dos produtos.
O sabor de um alimento ¢ influido essencialmente pelo aroma. Com
o surgimento de novos alimentos no mercado, o que os distingue sao
as caracteristicas que os diferenciam, garantindo entéo a aceitagio do
produto pelo consumidor.
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Grifico 8 — Avaliaciao do aroma
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Fonte: Elaboragio prépria

A consisténcia, expressa no grafico 9, mostra que 97,8% das avaliacoes
encontram-se na drea de aceitacio, com 1,09% indiferente e 1,09% na
drea de rejeicao. A utilizagao de frutas e seus produtos na elaboragao
de alimentos é uma recomendacio nutricional relacionada a satde,
levando-se em conta as vantagens que esses alimentos fornecem
através das quantidades significativas de vitaminas, minerais e fibras

(OLIVEIRA, 2012).

Grifico 9 — Avaliagio da consisténcia
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Fonte: Elaboracio prépria
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Em relagio a avaliagio geral do produto, 98,9% das avaliacdes
encontram-se na drea de aceitacio e 1,09% foi indiferente, conforme
o grafico 10. Diante desse contexto, percebe-se que o leite fermentado,
mesmo sendo um novo produto, apresentou caracteristicas compativeis
com outros produtos ofertados no mercado.

Grifico 10 — Avaliacao geral
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Fonte: Elaboragio prépria

De acordo com pesquisa realizada por TRENDS (2010), os
consumidores tém buscado valorizar e adquirir as tendéncias e as
recentes exigéncias na produgao alimenticia, passando a dar maior
importincia a sensorialidade e prazer (harmonizagao de bebidas, novas
texturas e sabores, socializa¢do na alimentacgao, reconhecendo que o
alimento é um elo entre as pessoas dentro e fora do lar). O consumo de
alimentos funcionais tem crescido, pois, além de exibirem qualidades
nutricionais e tecnolégicas préprias, obedecem as exigéncias do
consumidor, que est4 4 procura por alimentos inovadores (ARAUJO,
2007). A industria de laticinios vem se destacando nesse aspecto
com o major nimero de produtos funcionais, através da adigao
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de probidticos e prebidticos em alimentos como iogurtes e leites

fermentados (ANTUNES ez a/., 2007; SANTOS et al., 2012).

LeMar é um leite fermentado funcional, fonte de cilcio, contendo
fibras, probidticos e prebidticos, além de ser saboroso e nutritivo, como
pode ser percebido através dos dados obtidos na andlise sensorial.

9. APRESENTACAO DO PRODUTO

Nos tltimos anos, tém ocorrido diversas mudancas no 4mbito alimentar
e nutricional, o que explicam as complexas alterages benéficas e
maléficas, associadas ao comportamento alimentar (RODRIGUES,
2010).

O Marketing Nutricional é considerado um fator importante na
diferenciacio de produtos, tendo aplicagoes na rotulagem nutricional
e de alegacoes. Tem ainda a capacidade de encorajar e direcionar o
consumidor para a adogio de hdbitos alimentares mais sauddveis

(WANSINK, 2005).

Segundo Ishimoto e Nacif (2001), na maioria das vezes, o consumidor
tende a escolher alimentos mais industrializados ou modernizados, por
considerarem mais préticos e adequados a rotina do dia-a-dia. Mas, na
verdade, os aspectos que possuem maior relevancia para a decisao de
compra estdo pautados na conveniéncia do produto e nas inovagoes
em relacio ao nivel tecnoldgico, destacando os aspectos nutricionais
e de satide, como também as caracteristicas organolépticas e o valor
do produto. Os autores ressaltam ainda que o marketing torna-se
abrangente, pois, além de estabelecer meios dos quais o mercado de
oferta comunica-se com o mercado de consumo, estuda também a
influéncia que outros elementos exercem para atrair a atencio do
consumidor, como a cor e embalagem, os quais sdo considerados de
grande importincia, por influenciarem diretamente na decisao de
compra.
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Machado (2009) traz que as tendéncias na industria de alimentos e o
padrio de consumo atual da populagio fizeram surgir um novo cendrio
nessa drea. O autor destaca, em meio a esse contexto, a diferenciacao
entre refeicdes cotidianas e especiais; a maior praticidade quanto a
preparagao dos alimentos; o aumento da refei¢io fora do domicilio;
o aumento de exigéncia de seguranga na compra, em termos de
informagoes e embalagens. Esse autor ressalta ainda sobre a industria
de alimentos, o crescente ritmo de langamento de novos produtos, os
quais sao adaptados as novas tendéncias de consumo.

Figura 2 — Logomarca do Leite Fermentado funcional

Fonte: Elaboragio prépria

O leite fermentado sabor maracujd é pratico, com custo acessivel e
serve como 6tima opg¢ao de lanche visto que atende as necessidades
nutricionais, além de apresentar compostos bioativos, sendo nova
alternativa, fornecendo ao consumidor produto diferente dos
atualmente comercializados.
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10. CONSIDERACOES FINAIS

Conclui-se que o leite fermentado sabor maracujd possui propriedades
funcionais, proporcionando diversos beneficios a sadde humana.
O produto desenvolvido enquadra-se na busca frequente dos
consumidores por um alimento mais sauddvel e saboroso. Tais
caracteristicas foram desenvolvidas e adaptadas as novas tendéncias de
consumo. De acordo com os resultados obtidos neste estudo, conclui-
se que o produto formulado obteve excelente aceitagio e elevado
potencial para comercializagao, sobretudo pela adicio de novos
ingredientes ao leite fermentado.
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1. CONSIDERACOES INICIAIS

A alimenta¢do do homem foi estabelecida por diversos principios,
principalmente na acessibilidade aos alimentos baseada nas escolhas
adequadas, fundamentada na cultura, crengas e regionalidade
(TEIXEIRA et al., 2006). Nos tltimos anos, tem havido uma crescente
expansao do mercado de alimentos funcionais em virtude da maior
conscientiza¢io da populagio a respeito da relagio existente entre
saude e alimentacao (VIDAL et al., 2012).

Atualmente, existe uma grande demanda por alimentos a base
de prebidticos e de soja, tornando-se de interesse a busca por esses
produtos, ampliando a possibilidade de escolha por parte daqueles que
ja sdo adeptos ao consumo de soja, ou também como forma de atrair
novos consumidores dessa classe de alimentos tao importante para a
manuten¢io do estado de saide. Nesse cendrio, o desenvolvimento
de um queijo de soja prebidtico, mostra-se promissor e com potencial
mercadolégico. Com essa assertiva, o estudo apresentard a produgio
de um queijo tipo Tofu Prebidtico condimentado, utilizando a inulina
e a soja como compostos funcionais.

2. ALIMENTOS FUNCIONAIS

Os alimentos funcionais sao aqueles que, além de fornecerem a nutrigao
bdsica, podem, também, promover a saide (UYEDA ez al., 2016).
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Esses tipos de alimentos jd sio uma realidade e muitas empresas de
alimentos desenvolvem suas linhas de produtos tendo a promogio da
satde como principal objetivo. Isso se deve ao fato de que os alimentos
funcionais constituem-se, hoje, como prioridade de pesquisa em todo
o mundo, com a finalidade de elucidar as propriedades e os efeitos
benéficos que estes produtos podem proporcionar a satide e bem- estar

(BELCHIOR, 2004).

Dentre os alimentos funcionais, existem os alimentos sulfurados e
nitrogenados, vitaminas antioxidantes, compostos fenélicos, dcidos
graxos poli-insaturados, fibras, probidticos e prebiéticos (MORAES;
COLLA, 2000).

3. PREBIOTICOS

Os Prebidticos sao carboidratos nio digeriveis, podendo ser fibras
ou oligossacarideos. Esses componentes afetam a homeostasia
corporal por estimularem seletivamente a proliferagao ou atividade de
populagoes de bactérias desejdveis ao trato gastrointestinal, além de
inibir a multiplicagao de patdgenos, garantindo beneficios adicionais

a satde (UYEDA et al., 2016).

A inulina, como um prebidtico, vem sendo utilizada para enriquecer
com fibras alimentares sem alterar muito a viscosidade, aparéncia
e sabor das formulagoes funcionais, além de apresentar efeito
bifidogénico, melhorando a microbiota intestinal. Estudos clinicos
mostraram que doses didrias entre 4 a 20 g de inulina e/ou oligofrutose,
que s3o componentes prebidticos, durante pelo menos duas semanas,
melhoram a microbiota intestinal pelo aumento da populagio de
bifidobactérias e reducio de bacteroides, fusobactérias e clostrideos
(ROBERFROID, 2005). Dentre as fung¢oes tecnoldgicas, a adicio
de inulina em produtos licteos promove mudangas nas propriedades
sensoriais de iogurtes e queijos com baixo teor de gordura (KOCA e
METIN, 2004).
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4. SOJA

Soja é importante fonte de proteinas, fibras, oligossacarideos, vitaminas
e minerais, allém disso, é considerada importante fonte de proteina
vegetal da alimentagdo. Nas culturas orientais, a soja é considerada
tanto como um alimento nutritivo quanto como um agente medicinal.
Pesquisas recentes tém mostrado que dietas ricas em soja ajudam a
reduzir os niveis de colesterol (LDL) no sangue, de 12 a 15%, pois as
isoflavonas da soja sio convertidas, no intestino, a fitoestrégenos que

podem ajudar a reduzir o LDL (SOUZA, et al., 2003; LIU, 2004).

As isoflavonas, subclasse dos flavonoides, sao encontradas em legumes,
principalmente em graos de soja. Embora haja uma grande variabilidade
de composicio de isoflavonas entre os graos de soja, a maioria das
fontes dietéticas contém uma mistura de derivados, baseados em trés
isoflavonas agliconas: genisteina, daidzeina e gliciteina. O consumo
da soja tem sido considerado benéfico, com um efeito potencialmente
protetor contra um nuamero de doengas cronicas. Por exemplo os
estudos epidemioldgicos das ultimas décadas sugeriram efeitos
protetores destes compostos contra um nimero de doencas crénicas
nao-transmissiveis (DCNT), incluindo doenca cardiaca corondria,
cincer de prostata, diabetes, osteoporose, deficiéncia cognitiva,
doengas cardiovasculares e efeitos da menopausa. Apresenta estrutura
e atividade semelhante ao estrégeno humano e sao conhecidas como
fitoestrégenos, podendo proteger o organismo contra doengas do
coragio e possivelmente contra cincer de mama pela agao de estrégenos

bloqueadores (MORAES; COLLA, 20006).

5. TOFU

O desenvolvimento do tofu ¢ a partir dos grios da soja, leguminosa
com alto teor de proteinas, fibras e minerais, o que corrobora com
a prevencdo do cincer de colo uterino e obstipagdo, sendo alimento
bastante utilizado na dieta vegetariana. Atualmente, existe uma
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diversidade de tofu no mercado alimenticio. Os tipos sio diferenciados
por teor de umidade e coagulante utilizado, podendo ser classificados
em: macios, firmes e extra firmes. Sendo que a sua textura, rendimento
e caracteristica sensorial sio afetados conforme a forma de cultivo da

soja, particularidade do grao, processamento e métodos de conservagio
(LI et al., 2013).

6. PRODUCAO DO TOFU FUNCIONAL

A Figura 1 descreve o fluxo de processamento do tofu funcional,
ressaltando as atividades no desenvolvimento do produto.

Figura 1. Fluxograma do processamento de queijo funcional tipo tofu.

Drenagem

Filtragem

| Okara | | Extrato de soja |

Dessoragem e enformagem

| Soro | Tofu

Embalagem

Fonte: Elaboragao prépria, adaptado de Benassi; Varea e Prudencio (2012).
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Para produgio de 1,5kg de tofu, foi necessdrio 1,8kg de graos de soja,
selecionados e lavados em dgua corrente para retirada da sujidade a
temperatura de 30°C.

6.2 MACERACAO

Utilizou-se a técnica de branqueamento, a fim de inviabilizar as
atividades enzimdticas e evitar o odor caracteristico, além de conferir
maciez aos graos. Para tanto, aqueceram-se 6 litros de dgua filtrada 4
temperatura de 100°C, apéds, houve imersao dos graos de soja por um
minuto, em seguida, foram resfriados em dgua a temperatura de 4°C
por 1 minuto. Posteriormente, os graos foram hidratados por 8 horas
a temperatura ambiente.

6.3 DRENAGEM

Retiraram-se as peliculas dos graos macerando-os e descartou-se a
dgua. Esse processo ¢ importante, pois facilita a desintegragao.

6.4 TRITURACAO

Liquidificaram-se os graos drenados com 6,3 litros de dgua filtrada por
3 minutos.

6.5 FILTRAGEM

O produto foi filtrado (extrato de soja) e o residuo sélido (okara) foi
descartado
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6.6 COCCAO

Adicionou-se, em um recipiente de ago inoxiddvel, o extrato de
soja, levando a mistura, em seguida, para cocgio, até que atingisse a
temperatura de 100°C. Retirou-se a pelicula que se formava durante
a cocgao.

6.7 RESFRIAMENTO E HOMOGENEIZACAO

O extrato desojafoiresfriado a temperaturaambiente e, posteriormente,
homogeneizado.

6.8 COAGULACAO

Apés cocgao e homogeneizagio do extrato de soja, adicionou-se
179 mililitros do agente coagulante (limao), objetivando produzir
gel resultante da formagao de rede proteica com retengao de 4gua,
lipidios, entre outros.

6.9 CONDIMENTACAO

Adicionaram-se 45 gramas de orégano, 274 gramas de tomate
seco triturado e sem pelicula, 131 mililitros de azeite extra virgem
saborizado com 29 gramas de alho, 3 gramas de Inulina, 5 gramas de
sal, com posterior homogeneizagio. Reservou-se em ambiente vedado
por 10 minutos.

6.10 DESSORAGEM E ENFORMAGEM

Transferiu-se a massa produzida para a forma de ago inoxiddvel
perfurada, previamente sanitizada. A prensagem foi realizada sob
refrigeragio a 5°C por 24 horas, utilizando pesos de 2 quilos,
distribuidos, uniformemente, sobre a tampa, obtendo-se dois
produtos: soro e tofu.
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6.11 SORO

Foi descartado

6.12 TOFU

Produto sélido de textura firme.

6.13 EMBALAGEM

Utilizagao de filme plastico para embalagem do tofu produzido.

7. INFORMACOES NUTRICIONAIS

Para a estimativa da composi¢ao quimica do Tofu Prebidtico, utilizou-
se a tabela TACO (2004), por ser uma das principais fontes nacionais
sobre composi¢io de alimentos, conforme anilise indireta descrita
por Silva ez al. (2003). A Figurar 2 descreve os valores da composigao
centesimal do produto desenvolvido.

Figura 2. Informagao Nutricional do Tofu Prebiético

INFORMAGCAO NUTRICIONAL
PORGAO DE 100g
Quantidade por porgio

Valor Energético 308 kcal
Carboidratos 83¢g
Proteinas 71g
Gorduras Totais 21g
Gorduras Saturadas 7g
Fibra alimentar 28¢g

Sédio 77mg
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Fonte: Elaboracao prépria.
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8. ANALISE SENSORIAL

O produto foi desenvolvido no Laboratério de Tecnologia de
Alimentos da UFRB durante a disciplina Tecnologia de Alimentos.

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa envolvendo
seres humanos da UFRB, sob o parecer n° 31797114.1.0000.0056.
Todos os participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido (TCLE), deixando claro sua participagio voluntiria na
pesquisa. A andlise sensorial do produto foi realizada no pavilhio de
aulas do Centro de Ciéncias da Satide (CCS), no periodo das 14:00
as 16:00hs. Os provadores foram discentes, docentes, técnicos e
funciondrios terceirizados do CCS que avaliaram o produto através
da escala de 9 pontos, onde: (9) gostei extremamente; (8) gostei
moderadamente; (7) gostei regularmente; (6) gostei ligeiramente;
(5) ndo gostei, nem desgostei; (4) desgostei ligeiramente; (3)
desgostei regularmente; (2) desgostei moderadamente e (1) desgostei
extremamente. Para andlise das caracteristicas organolépticas nas
escalas utilizadas, foi considerado que entre 1 e 4 significa rejeicio,
5 significa indiferente e de 6 a 9 aceita¢do. Os dados obtidos a partir
do teste sensorial foram tabulados e analisados, utilizando o programa
Excel para construgao dos graficos.

9. PERFIL DOS PARTICIPANTES

Foram respondidos 71 questiondrios. Os provadores estavam na faixa
etdria entre 15 e 57 anos; destes, 42 (60%) foram do sexo feminino e
29 (40%) do sexo masculino (grafico 1.

Grifico 1. Perfil dos participantes

@

Nimero
de pessoas

s Feminino

Fonte: Elaboracio prépria.
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E crescente o interesse de consumidores e da industria de alimentos
por produtos funcionais & base soja. Sabe-se que a soja, quando
adequadamente processada, constitui-se em uma excelente fonte
proteica. Entretanto, os seus derivados tém pouca aceitabilidade.
Levando-se em consideragio essa informagio, o produto desenvolvido
apresenta como diferencial a condimentagio por tomate seco e orégano,
visando o aumento da sua aceitagio pelo publico consumidor.
Considerando a aceitagdo do produto (grafico 2), 73,3% aprovaram o
produto, 22,5% rejeitaram e 4,2% sentiram-se indiferentes. Apesar do
contexto cultural, o produto apresentou boa aceitagio. Comprovou-
se também, pelo resultado, que a técnica de branqueamento afetou
positivamente o sabor do produto, aumentando sua aceitagio, além
da condimentacio utilizada.

Grifico 2. Aceitacido do produto
2

20
15

10

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Fonte: Elaboragio prépria.

De acordo com a atitude dos provadores, observou-se que 22 (31%)
nao comprariam o produto, 43 (60,5%) comprariam e 6 (8,5%)
foram indiferentes, conforme gréfico 3.
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Grifico 3. Atitude dos provadores

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Fonte: elaboragio prépria.

De acordo com Behrens e Silva (2004), produtos de soja geralmente
apresentam sabor adstringente, por isso que muitos deles no sio bem
aceitos pelos consumidores. Considerando essa especificidade, o tofu
produzido, apresenta o diferencial de ser condimentado, garantindo
uma boa aceitacio, como mostram os resultados da andlise sensorial
representada no grafico 4, onde 44 provadores (66%) avaliaram
positivamente o produto para o aspecto sabor.

Grifico 4. Referente ao sabor
18

16
14
12

10

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Fonte: Elaboragio prépria
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Um dos principais atributos sensoriais é a cor, estando associada a
muitos aspectos da vida humana, interferindo em decisées, incluindo as
que envolvem os alimentos. O consumidor geralmente espera uma cor
especifica para cada alimento, sendo assim, alimentos nio coloridos sao
associados a produtos com baixo sabor (COBUCCI, 2013). O grifico
5 mostra os dados de aceitagio da amostra para o atributo cor. Percebe-
se que 63,4% dos provadores aceitaram o produto em relagio a cor.
Esse resultado pode ser atribuido a cor rosada do tofu desenvolvido,
atribuida pelo licopeno, um carotenoide presente no tomate, usado na
condimentagio do produto, que influencia positivamente no sabor,
além de tornar o produto mais atrativo ao consumidor.

Grifico 5. Referente a cor
25

20
15

10

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Fonte: Elaboragao prépria.

Embora o hdbito cultural influencie na preferéncia, como demonstrado
anteriormente, nota-se, nesta pesquisa, que o resultado das notas
atribuidas indica que a textura do produto foi pontuado de forma
positiva pela maioria das pessoas, inclusive aquelas que nunca haviam
consumido o produto, tendo 45 pessoas (63,4%) atribuido notas na
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regido de aceitacio (gréfico 6).

No processo de fabricacio do tofu, as fases de corte e dessoragem do
codgulo s3o opcionais, realizadas quando se deseja obter uma textura
mais firme (PRABHAKARAN et 4/., 2006). O resultado observado no
presente produto no que tange a textura corrobora com a afirmacio
desses autores no que tange as fases de processamento e A textura
adquirida. Semelhantemente, Cui et. al (2004) relataram que a textura
do tofu ¢ bastante influenciada pelo processo de desenvolvimento e
pelas caracteristicas do cultivo utilizado, selecio quanto a consisténcia,
pois varia de acordo o hdbito cultural e pessoal do consumidor.

Grifico 6. Referente a textura

18
16
14
12

10

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Fonte: Elaborago prépria.

Para participagao no teste, nao foi necessirio que o individuo fosse um
consumidor habitual de tofu, porém, 50,7% dos provadores afirmaram
seu consumo habitual até uma vez por més. Em contrapartida,
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49,3% afirmaram nunca ter consumido o produto, provavelmente,
influenciando na avali¢do sensorial do produto (grafico 7). Mesmo
assim, embora o consumo de tofu ainda nao seja um hdbito entre
os provadores, observou-se alto percentual na aceitagio do produto
desenvolvido.

Grifico 7. Frequéncia de consumo

40
35
30
25
20
15

Nimero de pessoas

Fonte: Elaboragio prépria

Assim, de acordo com a boa aceitacio do Tofu Prebidtico, a avaliagao
geral do produto 61% de aprovagio (44 pessoas), apresentado no
grafico 8. Além disso, a média dos valores atribuidos foi de 7,33,
apresentando um limite critico aceitdvel, corroborado pelo estudo de
Kuba (2013), em que todas as formulag¢oes obtiveram notas acima de
6. Portanto, o queijo tofu desenvolvido encontra-se dentro da faixa
aceitagio, apresentando potencial de comercializagdo, sobretudo entre
os consumidores de soja.
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Grifico 8. Avaliacio geral

Fonte: Elabora¢io prépria.

11. APRESENTACAO DO PRODUTO

A Figura 3 apresenta a logomarca do produto que foi apresentado para
os participantes da pesquisa durante a andlise sensorial.

Figura 3. Logomarca do produto

TOFU

Condimentado com
Tomate seco e orégano

Fonte: Elabora¢ao prépria.

12. CONSIDERACOES FINAIS

O Nutrivegan Tofu prebiético foi considerado um produto inovador,
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sobretudo por apresentar soja, inulina e condimentos em sua
constitui¢ao. Embora os provadores tivessem baixo consumo de queijo
tofu, o produto desenvolvido obteve boa aceitagio e elevada intengao de
compra pelos avaliadores. Concluiu-se que a inulina e os condimentos
utilizados apresentaram potencial para a utilizagio na elaboragio de
queijo tofu, j4 que o produto elaborado apresentou caracteristicas
nutricionais e sensoriais compativeis com o desenvolvimento de novos
produtos funcionais.
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1. CONSIDERACOES INICIAIS

Depois da respiragio e ingestao de dgua, a alimentagio ¢ a mais
essencial das necessidades humanas, pois, além de ser uma necessidade
biolégica, é um conjunto de sistemas representativos de significados
politicos, sociais, éticos, religiosos e estéticos (CARNEIRO, 2003).
Para Cascudo (2011), a alimentagio serd sempre permanente na
histéria da humanidade e representa, para o povo que consome, a
maneira de viver, temperamento e, principalmente, um ato cerimonial
indispensdvel.

Habito alimentar é descrito por Mezomo (2002) como prética
alimentar realizada pelo individuo. Nas Gltimas décadas, foi possivel
visualizar mudangas nos hdbitos alimentares em diversos paises, o
que reflete a dificuldade dos moldes de consumo e dos fatores que os
determinam. A transformagao desse cendrio afeta significantemente a
qualidade dos alimentos produzidos e industrializados. Na tentativa
de adequar a alimentagao ao ritmo acelerado do dia-a-dia, as escolhas
e os hdbitos de consumo passaram a apontar para alimentos mais
condizentes com o novo estilo de vida, fazendo com que fossem
incorporados hdbitos rdpidos e praticos. Esses, muitas vezes, menos
atrativos ao sentido (paladar) e possuem aporte nutritivo menor do
que no padrio anterior, no qual se prezava por hdbitos naturais e mais
sauddveis de alimentacio (ABREU ez 4/, 2001; SOUZA e HARDT,
2002). Entretanto, nos tltimos anos, os consumidores estio cada vez
mais conscientes da relacio entre satide e alimentacio. Diante desse
fato, muitas inddstrias estio investindo no desenvolvimento de novos
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produtos que contribuem para a satide dos consumidores, como os
alimentos funcionais, apresentando probidticos, compostos bioativos
tais como prebidticos, vitaminas, antioxidantes e compostos fendlicos.

Segundo Raud (2008), desde o inicio do século XXI, os alimentos
funcionais sio a nova tendéncia do mercado alimenticio. Eles
contribuem para a preven¢io de doengas cronicas nio transmissiveis
(DCNT) como cancer, diabetes e doencas cardiovasculares. De
acordo com Angelis (2001), os alimentos funcionais sdo definidos
como sendo alimentos consumidos como parte da dieta que, além
do fornecimento de nutrientes bésicos didrios, apresentam beneficios
para o funcionamento metabdlico e fisiolégico, trazendo beneficios a
sadde fisica e mental e prevenindo as doencas mencionadas. Porém,
para que o alimento funcional cumpra o seu papel de prevencio, é
necessdrio um consumo frequente.

Os alimentos funcionais vém adquirindo uma presen¢a crescente
na industria alimenticia, tendo faturado 2,5 bilhées de délares
em 2003. Segundo Strapasson er al. (2014), no ano de 2007, as
vendas de alimentos funcionais, no Brasil, atingiram cerca de 500
mil ddlares, correspondendo a 1% da venda total de alimentos no
pais. E possivel constatar que os gastos com alimentos funcionais,
atualmente, representam 3% do volume comprado e 7% do gasto
nas compras alimenticias dos brasileiros. Foi registrado um aumento
de 6,7% de volume e aumento de 8% no faturamento no ano de
2013 em comparagdo a 2012, o que demonstra uma potencialidade
de crescimento dessa categoria (KANTAR WORLDPANEL, 2014).
Podemos encontrar, no Brasil, uma variedade de alimentos funcionais
presentes no mercado: leites fermentados, leites enriquecidos com
ferro, vitaminas, bem como ovos e margarinas enriquecidos com dcido
graxo 6mega-3, entre outros.

Nessa perspectiva da crescente busca no mercado por alimentos que
possuam propriedades funcionais, surge a necessidade de desenvolver
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produtos inovadores, utilizando-se como fonte matérias primas
regionais, diferentemente do que é oferecido pela inddstria alimenticia.
Com essa assertiva, o desenvolvimento de um sorvete funcional que
apresenta, na sua composi¢ao, probidticos, compostos flavonoides e
licopeno, destaca-se por contribuir significativamente para a promogio
da satde, auxiliando no balango da microbiota intestinal e na reducio
de riscos cardiovasculares.

2. ALIMENTOS PROBIOTICOS

O trato gastrintestinal (TGI) humano ¢ considerado um
microecossistema cinético, pois proporciona o desempenho normal
das funcoes fisioldgicas do individuo, a menos que microrganismos
prejudiciais e potencialmente patogénicos dominem. Portanto, a
utiliza¢do de uma suplementagio da dieta com probidticos proporciona
equilibrio da microbiota intestinal (SAAD, 2006).

Os probidticos sao uma classe importante de alimentos funcionais. De
acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitiria (RDC N° 2),
os probidticos sao classificados como microrganismos vivos capazes
de melhorar o equilibrio microbiano intestinal, produzindo efeitos
benéficos a satide do individuo (BRASIL, 2002).

A acao benéfica dos probidticos sobre a microbiota intestinal humana
compreende fatores como competicio e efeitos imunoldgicos,
resultando em um aumento da resisténcia contra patégenos. Sendo
assim, o uso de microrganismos probi(’)ticos estimula o crescimento
de bactérias benéficas, em agravo a proliferagio de bactérias
potencialmente prejudiciais, reforcando os mecanismos naturais
de defesa do hospedeiro. Os probidticos devem atender algumas
propriedades para serem considerados eficientes: resisténcia ao meio
dcido e a bile; aderéncia e colonizagio na parede intestinal; produgao
de substincias antimicrobianas; bom crescimento “in vitro” e efeitos

benéficos sobre a satide humana (SANTOS, 2015).
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3. KEFIR

Graos de kefir sao classificados como produtos funcionais probidticos
porque sua composi¢do ¢ rica em microrganismos vivos capazes de
melhorar o equilibrio microbiano intestinal, produzindo efeitos
benéficos a satide do individuo que o consome (SANTOS, 2013).

Kefir é um leite fermentado que tem como resultado a fermentagio
do leite pelos graos de kefir, apresenta uma consisténcia semelhante

ao iogurte, sendo sua caracteristica levemente dcida (SOUZA ez al.,
2003).

A partir do kefir, pode-se obter o soro de kefir (parte liquida) e o
leban (parte sdlida), ambos obtidos pela filtra¢io do kefir, podendo ser
aproveitados como matéria-prima na produgao de bebidas e sobremesas
ldcteas, entre outros produtos elaborados pelas industrias alimenticias.
Os produtos originados dos graos de kefir sao considerados alimentos
leves e altamente digeriveis, com sabor e textura semelhantes ao queijo

quark. (CZAMANSKI, 2003).

Para Santos (2015), por ser um alimento funcional, o Kefir proporciona
inimeros beneficios aos seus consumidores, pois os microrganismos
presentes desempenham efeitos benéficos sobre a microbiota intestinal,
reduzindo a diarréia, a obstipagio e auxiliando no controle dos niveis
de colesterol, além de atividade anticarcinogénica, sintese de vitaminas
do complexo B; prevencio de alergias e infecgoes e ativagio do sistema
imunoldgico, sendo também indicado para portadores de intolerdncia
a lactose primdria, pois ocorre uma degradagio parcial da lactose pelos
microrganismos presentes no leite fermentado.

A Figura 1 demonstra os efeitos terapéuticos do Kefir. Entretanto,
vale salientar que, para obter os efeitos esperados, é necessdrio um
consumo frequente.
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Figura 1: Efeitos terapéuticos do Kefir

& Modulag3o da microbiota intestinal
® Modulagéo do sistema imunol6gico
® Modulagdo da col lemia

@ Prevencdo de alergias e infeccdes

® Prevengao do cancer de colon

@ Aumento da absorgdo de minerais

TGI com Kefir

’ Bactérias probiéticas
o Bactérlas patogenicas

' Enzima lactase

@ QOutros microrganismos

~ TGl sem Kefir

Fonte: SANTOS (2013)

4. SUBSTANCIAS BIOATIVAS

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (RDC Ne 2),
substincias bioativas caracterizam-se por possuir agio metabélica ou
fisiol6gica especifica, sendo identificadas como produtos funcionais
que, mesmo nio sendo nutrientes, fornecem agio protetora para o
organismo. Essas substincias compreendem: os carotenoides, os
fitoesterdis, os flavonoides, os fosfolipidios, os organossulfurados e os

polifendis (BRASIL, 2002).

Segundo Monteiro e Marin (2010), os flavonoides englobam uma classe
importante de pigmentos naturais encontrados com frequéncia na
natureza, unicamente em vegetais nos quais tém funcio antioxidante,
podendo atuar como doador de elétrons ou hidrogénio e possuidor
da capacidade de deslocar ou estabilizar elétrons desemparelhados e
reatividade com oxigénio molecular.

A beterraba destaca-se pelos teores de sais minerais, vitaminas,
compostos fendlicos, flavonoides e antocianinas, além de conter grande
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quantidade de agticares, sendo sua coloragao resultante de pigmentos

denominados betalainas (ARAUJO ez al., 2011; RAMOS, 2015).

Goiaba é um alimento de grande valor nutritivo, sendo rico em
vitaminas A, C e do complexo B, além de conter minerais como
célcio e fésforo. A coloragao rosada da goiaba deve-se aos carotendides
presentes, sendo 80% provenientes do licopeno (PEREIRA, 1995;
CLARETO, 2007). Esses compostos s2o corantes naturais existentes
nas frutas e vegetais responsdveis pela coloragao e efeitos funcionais,
trazendo beneficios a satde, tais como diminuig¢io no risco de doencas
cronicas nio transmissiveis e degeneracdio macular. Em adicio,
pesquisas apontam que o efeito antioxidante do licopeno previne o

cancer de préstata (SGARBIERL; PACHECO, 1999).

5. SORVETE

Alguns autores relatam vdrios mitos sobre a histéria do sorvete
relacionados a bebidas congeladas e gelo que foram populares na
Europa durante os tempos medievais. Nao existe um relato preciso,
apenas que neve e gelo eram utilizados para resfriar e permitir o
congelamento de sobremesas. A produgio de sorvete iniciou-se no
Brasil no ano de 1834, quando dois comerciantes do Rio de Janeiro
compraram gelo vindo dos Estados Unidos e fabricaram sorvetes com

frutas tropicais (SOUZA et. al., 2010).

Nos dltimos anos, o consumo de sorvetes no Brasil demandou um
expansivo crescimento, segundo pesquisa da Associa¢do Brasileira
das Industrias e do Setor de Sorvetes (Abis). O volume saltou de 686
milhoes de litros, em 2003, para 1 bilhdo, em 2016, com destaque
para 2014, quando teve uma alta de consumo de 1,3 bilhdo. O pais
¢ 0 10° maior produtor mundial e o 11° maior consumidor, sendo o
Nordeste a regido com maior nimero de vendas. Somente em 2014,
cada brasileiro consumiu cerca de trés quilos do produto. Atualmente,
o mercado brasileiro de sorvetes estd dividido entre os produtos
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industrializados e os fabricados em escala artesanal (SILVA, BOLINI,
20006).
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Segundo a ANVISA (RDC n. 266), sorvete ¢ classificado como
gelado comestivel sendo um produto alimenticio obtido a partir de
uma emulsio de gordura e proteinas, com ou sem adi¢io de outros
ingredientes e substincias, ou de uma mistura de dgua, aglcares
e outros ingredientes e substincias que tenham sido submetidas ao
congelamento, em condicoes tais que garantam a conservagio do
produto no estado congelado ou parcialmente congelado, durante a
armazenagem, transporte e comercializagio (BRASIL, 2005).

De acordo com Souza (2010), o sorvete varia na sua composicao.
Apresenta, normalmente, 8 a 20% de gordura, 8 a 15% de sélidos nao
gordurosos do leite, 13 a 20% de agticar e 0 a 0,7% de emulsificantes
e estabilizantes.

6. DESENVOLVIMENTO DE SORVETE FUNCIONAL

O processamento do produto foi realizado no Laboratério de
Tecnologia de Alimentos do Centro de Ciéncias da Sadde da UFRB.
Foram realizados trés pré-testes para a realizagio da andlise geral do
produto, incluindo caracteristicas organolépticas como cor, sabor,
textura e aroma. Posteriormente, foi padronizada a elaboragio do
Sorvete Funcional a base de kefir, flavonoide e licopeno sendo
intitulado como SORBE. Para a criacio do sorvete foram utilizados
os seguintes ingredientes: leite UHT integral (1000 ml), agticar cristal
(300g), polpa de goiaba (300g), kefir dessorado (Leban) (200g),
gordura vegetal hidrogenada (30g), estabilizante (10g), emulsificante
(10g) e farinha de beterraba (10g).

A aquisi¢ao dos ingredientes ocorreu em estabelecimentos comerciais
dacidade de Santo Ant6nio de Jesus/BA e, posteriormente, mensurados
em balanca digital da marca Marte BL 3200 H.
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Para estimativa da composi¢io quimica do produto desenvolvido,
utilizou-se a Tabela Brasileira de Composi¢ao de Alimentos (TACO,
2011) por se tratar de uma das principais fontes nacionais sobre
composi¢io de alimentos, conforme andlise indireta descrita por Silva
et al. (2003). Considerou-se, na maioria dos casos, a composi¢io
quimica dos alimentos crus.

O processo de fabrica¢io do sorvete iniciou-se com a adigao de parte
dos ingredientes (leite UHT integral, acticar cristal e estabilizante)
no liquidificador da marca Philips Wallita Power Chop 750 w, no
qual foram liquidificados, por 3 minutos, até a homogeneizagio.
Na sequéncia, a mistura foi adicionada a um recipiente e levada ao
congelador por um periodo de 8 horas. Apds esse processo, a mistura
foi retirada do congelador, triturada e homogeneizada em batedeira
da marca Arno NBCA 50-60HZ, juntamente com Leban (kefir
dessorado), emulsificante, polpa de goiaba, gordura vegetal e farinha
da beterraba, conforme figura 2.

Figura 2: Fluxograma de Produgao do Sorvete Funcional de goiaba e

beterraba
| Beterraba | | Leite Pasteurizado |
A4
| Higienizacao | | Ingredientes K: Actcar Estabilizante
A4
| Desidratacao | | Homogeneizacao |
A4
| Trituracio | | Maturagao | Kefir dessorado
A4

| Farinha de Beterraba :>| Ingredientes K Polpa de goiaba

Gordura vegetal

¢

| Aeracio | Emulsificante

-

| Envase |

-

| Endurecimento |

Fonte: Elaboragao Prépria
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A farinha de beterraba foi produzida no Laboratério de Probidticos da
UFRB (LAPRO) por meio de desidratador, marca Prastic Dryer, por
um periodo de 8 horasa temperatura de 60°C. Apés esse procedimento,
a beterraba foi triturada e, em seguida, peneirada, conforme Figura 3.

Figura 3: Farinha de Beterraba

Fonte: Elaboragio Prépria

Para elaboracio da polpa da goiaba utilizaram-se goiabas vermelhas,
previamente higienizadas, que, posteriormente, foram liquidificadas
e filtradas para separagio da semente e polpa. Apds esse processo,
a polpa foi submetida ao processo de pasteurizagao ripida em uma
temperatura de 72°C por 30s, sendo resfriada até atingir a temperatura

de 42°C.

Os ingredientes foram aerados em batedeira, em velocidade minima,
por 3 minutos, dando continuidade por mais trés minutos em
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velocidade mdxima. Este procedimento foi essencial para reduzir o
tamanho dos cristais de gelo. Dobra-se o volume da preparagao pela
incorporagao de ar que confere maciez ao produto. Posteriormente, o
sorvete foi envasado e congelado.

7. INFORMACAO NUTRICIONAL

No Brasil, o sorvete é uma sobremesa muito consumida. Por esse
motivo é um excelente veiculo para inser¢ao de ingredientes funcionais,
sendo um produto enriquecido nutricionalmente, pois o consumidor
moderno deseja alimentos que supram suas exigéncias de forma
sauddvel e que apresentem alto padrio sensorial (LAMOUNIER ez
al., 2015).

O sorvete probidtico de goiaba e beterraba é um alimento nutritivo,
pois apresenta, na sua composi¢do, macronutrientes que auxiliam na
alimentagao sauddvel, dentre eles carboidratos, gorduras, proteinas e
fibras, que tém a finalidade de fornecer energia, além de garantir a
manutengao dos processos vitais.

E possivel encontrar, na literatura, sorvetes probi6ticos com Kefir em
sua formulagio. Saito et a/. (2013) desenvolveram um sorvete a base
de Kefir onde constataram que Kefir é uma boa alternativa para uso
em produtos alimenticios, sobretudo por apresentar baixa contagem
de bactérias patogénicas devido a baixa acidez do produto fermentado,
além de oferecer bactérias probidticas e cremosidade ao produto.

O sorvete desenvolvido se destaca dos produtos oferecidos no mercado
por possuir microrganismos probidticos, nutrientes, substincias
bioativas e baixo valor calérico (Tabela 1), além de possuir ingredientes
que auxiliam no funcionamento do organismo, sendo livres de corantes
e aromatizantes artificiais. A tabela 2 apresenta informagao nutricional
de um sorvete comercializado no mercado.
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Informagao Nutricional/ Por¢io 100g

Quantidade por porgio

Tabela 1: Informacio nutricional do sorvete probiético
de goiaba e beterraba.
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Valor Energético 78.9 kcal
Carboidratos 13.7g
Proteinas 1.47g
Gorduras Totais 2.3g
Gorduras Saturadas 1.0g
Gorduras Trans 0.27g
Fibra alimentar 0.5g
Sédio 30.2mg

Informagao Nutricional/ Porgio 100g

Fonte: Elaboracio Prépria

Tabela 2: Informacio nutricional de um sorvete industrializado.

Quantidade por porgio

Valor Energético 78.9 keal
Carboidratos 13.7g
Proteinas 1.47g
Gorduras Totais 2.3g
Gorduras Saturadas 1.0g
Gorduras Trans 0.27g
Fibra alimentar 0.5g
Sodio 30.2mg

Fonte: Rétulo de sorvete tradicional comercializado

8. ANALISE SENSORIAL

O desenvolvimento do produto foi realizado no Laboratério de
Tecnologia de Alimentos, no curso de Nutricao da UFRB, durante
a disciplina Tecnologia de Alimentos. O teste sensorial foi realizado
no pavilhio de aulas do Centro de Ciéncias da Saide (CCS), no
periodo das 09:00 as 10:30hs, com o objetivo de avaliar a aceitagio
dos consumidores quanto ao produto. A pesquisa foi aprovada pelo
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Comité de Etica em Pesquisa envolvendo seres humanos da UFRB, sob
o parecer n° 31797114.1.0000.0056, sendo que todos os participantes
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE),
deixando claro sua participagio voluntdria na pesquisa. Os individuos
que experimentaram foram discentes, docentes, técnicos e funciondrios
terceirizados do CCS que receberam amostras de aproximadamente
100g, envasadas em embalagens pldsticas com tampa, juntamente
com questiondrio para avaliacao do produto.

Os dados obtidos foram interpretados a partir da escala hed6nica de
9 pontos que apresenta os termos: (9) gostei extremamente; (8) gostei
moderadamente; (7) gostei regularmente; (6) gostei ligeiramente;
(5) nao gostei, nem desgostei; (4) desgostei ligeiramente; (3)
desgostei regularmente; (2) desgostei moderadamente e (1) desgostei
extremamente. Para andlise das caracteristicas organolépticas na escala
hedénica, foi considerado que entre 1 e 4 significa rejeicao, 5 significa
indiferente e de 6 a 9 aceita¢do. Os dados obtidos a partir do teste
sensorial foram tabulados e analisados, utilizando o programa Excel
para construgdo dos graficos.

Para andlise sensorial, participaram 68 provadores, sendo 29,4% do
sexo masculino e 70,6% do sexo feminino, com idade média media de
24,6 anos, conforme grafico 1.

Grifico 1: Perfil dos provadores
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Fonte: Elaboragio prépria
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Os resultados apresentados no grafico 2 mostram a frequéncia de
consumo de sorvete pelos provadores. Foi observado que 11,76%
consomem diariamente; 25% consomem duas a trés vezes por semana;
19,11% consomem uma vez por semana; 14,70 % consomem
quinzenalmente; 19,11% consomem mensalmente e que apenas
10,29% nunca consumiram. Observa-se que a maioria dos provadores
consome sorvete de uma a trés vezes por semana.

Grifico 2 - Frequéncia do consumo
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Fonte: Elaboragio Prépria

No gréifico 3, no que se refere a aceitagao do produto, observou-se
que 98,52% das avaliagoes estdo na drea de aceitagio, enquanto que
1,47% encontra-se na drea de rejeicao.

Grifico 3 - Aceitacao do produto
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A atitude das pessoas que participaram da andlise sensorial foi
avaliada em 9 aspectos, sendo eles: Comeria isto sempre que tivesse
oportunidade (9); comeria isto muito frequentemente (8); comeria
isso frequentemente (7); comeria disso e comeria de vez em quando
(6); comeria isso se tivesse acessivel, mas nao me esforgaria para isso (5);
nao gosto disso, mas comeria ocasionalmente (4); raramente comeria
isso (3); s6 comeria isso se no pudesse escolher outro alimento (2); s6
comeria isso se fosse forcado (1).

No grifico 4, observa-se que, caso o produto desenvolvido fosse
comercializado, a atitude de compra dos provadores seria de 97,04% e

que apenas 2,94% nao comprariam o produto.

Grifico 4. Intenciao de compra do produto
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Fonte: Elaboragio Prépria

O produto recebeu uma boa avaliagdo em relagio as caracteristicas
sensoriais, conforme grafico 5.

Em relacio ao sabor, 1,47% considerou como nio aceito, 4,41%
estiveram indiferentes e 94,11% se mostraram satisfeitos com o sabor
do produto. No que diz respeito a cor, 1,47% considerou como nao
aceito, a aceitagao foi de 98,52%. No quesito textura, 1,47% foi
indiferente € 98,52% dos provadores demonstraram aceitagio.

17/05/2019 11:20:15 ‘



Novos ingredientes na formulagao de alimentos saudaveis: produgao
de sorvete probidtico de goiaba e beterraba

519

Grifico 5 - Caracteristicas sensoriais do produto
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Fonte: Elaboragio Prépria

No gréfico 6, considerando a avaliacao geral, observa-se que 1,47%
dos provadores no aceitou o produto, 1,47% demonstrou indiferenca
e 97,05% aceitaram, demonstrando excelente aceitagao do produto
desenvolvido.

Grifico 6 - Avaliacio geral do produto
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O Sorvete Probidtico de goiaba e beterraba é um produto inovador
que apresenta diversos beneficios a satide. Em decorréncia desse fato,
pode ser facilmente inserido na inddstria alimenticia, pois é saboroso
e nutritivo, apresentando, na sua composi¢io, compostos funcionais
como kefir, flavonoides e licopeno, sendo um bom aliado para o
consumidor na sua dieta.

9. APRESENTACAO DO PRODUTO

Nas ultimas décadas, foi possivel observar mudangas nos hdibitos
alimentares e nutricionais, o que explica as complexas alteragoes
benéficas e maléficas, associadas ao comportamento alimentar

(RODRIGUES, 2010).

O Marketing Nutricional é apontado como um fator importante
na diferenciacio de produtos, havendo aplicages na rotulagem
nutricional e de alegacoes, tendo a capacidade de encorajar e direcionar
o consumidor para a adogio de hdbitos alimentares mais sauddveis

(WANSINK, 2005).

Em decorréncia de serem produtos de demanda primdria, os alimentos
tém um grande potencial de mercado consumidor. Esse fato faz com
que os setores de produgio, desenvolvimento e industrializagao de
alimentos invistam e pesquisem cada vez mais sobre a publicidade com
o intuito de despertar de forma efetiva os motivos para a aquisicao dos

produtos alimenticios (ISHIMOTO e NACIF, 2001).

A alta demanda e o crescente desenvolvimento da industria alimenticia,
juntamente com a ampla concorréncia que tem se encontrado no
mercado atual tém feito os produtores buscarem, cada vez mais,
aspectos diferentes que valorizem seus produtos. Para isso, existem
diversas formas para diferencia¢do de um produto alimentar, como a
criagio de embalagens criativas, atrativas e ficeis de manipular, fator
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que exerce grande influéncia na compra e no marketing nutricional

(SCAGLIUSI ez al., 2005).

Diante do exposto, foi criada uma logomarca para apresentar o novo
produto, promovendo novas expectativas, informando na imagem
alegacio de um novo produto com diferencial frente aos existentes no
mercado alimenticio.

Figura 4: Logomarca do Sorvete Probiético de
Goiaba e Beterraba Sorbé

Fonte: Elaboragao prépria

10. CONSIDERACOES FINAIS

Diante das mudancas nos hdbitos alimentares do pais, as grandes
inovagoes deverdo ocorrer principalmente na drea de formulagao
de novos ingredientes, aditivos, alimentos funcionais, transgénicos
e embalagens. O lancamento de novos produtos alimentares tem
aumentado notadamente na inddstria alimenticia mundial, por meio
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da globalizac¢io e o aumento das exigéncias e da valorizagao por parte
dos consumidores.

Dentre as inovagoes encontradas em sorvetes, pode-se destacar a adigao
de microrganismos probidticos e substancias prebiéticas. Desta forma,
a industria de sorvetes vem evoluindo nos tltimos anos e apresentando
ao consumidor produtos com caracteristicas diferenciadas como
sorvetes 4 base de frutas. Uma drea ainda com grande potencial de
desenvolvimento ¢ a produgio de sorvetes explorando a relagio entre
o consumo de determinados ingredientes com fatores promotores de
saide e/ou a redugao de fatores de risco para determinadas doengas,
como a adi¢io de microrganismos probidticos e substincias bioativas.

Diante desse contexto, o sorvete elaborado a base de kefir apresenta
uma propriedade diferenciada comparada aos sorvetes obtidos
no mercado, sendo fonte de probidticos, licopeno e flavonoides.
Portanto, de acordo com os resultados obtidos por esta pesquisa,
foi possivel concluir que sorvete probidtico de goiaba e beterraba
apresenta alto indice de aceitabilidade pelos participantes, sendo vidvel
a comercializagio desse produto, além de ser benéfico a sadde com
baixo percentual de gordura e lactose, além de elevado percentual de
fibras quando comparado com sorvete comercial.
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1. CONSIDERACOES INICIAIS

O Brasil, nas tltimas décadas, passou por uma transigao nutricional
na qual os padroes alimentares mais tradicionais, como cereais, raizes
e tubérculos foram sendo progressivamente substituidos por uma
alimentacao mais ocidental, isto é, consumo de alimentos mais ricos
em gorduras e agucares, a qual, aliada & diminuigao progressiva de
exercicio fisico, converge para o aumento no nimero de casos de
sobrepeso e obesidade. Essas mudangas nos padrées de consumo tém
colocado a populagio brasileira em maior risco de doengas cronicas
nio transmissiveis (MARINHO ez 4/, 2007; SARTI, CLARO e
BANDONI, 2011).

Com o0 aumento da obesidade e das doencas associadas a ela, no Brasil,
faz-se necessdrio estabelecer protocolos e orientagdes para a redugao
das deficiéncias nutricionais, ainda presentes, visando a preven¢ao das
doencas cronicas nio transmissiveis. Nesse sentido o Guia Alimentar
para a Populacio Brasileira apresenta medidas preventivas que ocupam
lugar de destaque, ndo s6 em fungio de que a prevencio das doengas
associa-se, também, a melhor qualidade de vida, mas porque, as
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medidas terapéuticas para a obesidade, um dos principais problemas
nutricionais do presente, tém sido de pouca valia (SICHIERI ez 4/.,
2000).

Dentre as recomendacoes, o guia alimentar orienta manter o consumo
didrio de arroz e feijao na propor¢io de 2:1, respectivamente, o que
torna tal combinagao completa em aminodcidos essenciais. Aconselha
também o resgate e a valorizagio da dieta tradicional brasileira,
baseada em preparacoes combinadas de cereais e leguminosas (arroz
e feijoes), frutas, legumes e verdurasl (BRASIL, 2006). Segundo
dados evidenciados pela Pesquisa de Orgamento Familiar (POF), do
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), no periodo
entre 2002/2003 e 2008/2009, houve uma reducio de 40,5% na
participacao do arroz na dieta domiciliar dos brasileiros e de 26,4%
para o feijao (IBGE, 2004).

2. ARROZ

Oarroz (Oryzasativa, L.) éum componente bdsico nadietada populagao
de muitos paises, principalmente nos paises em desenvolvimento.
O Brasil é um dos dez maiores produtores desse cereal, com uma
produgio anual de mais de 13 milhoes de toneladas (FAO, 2013).

O grio de arroz possui alto teor de carboidratos complexos
principalmente amido e constitui-se uma importante fonte de
vitaminas, sendo a maioria do complexo B e minerais como fésforo,
ferro, potéssio e magnésio. A farinha de arroz apresenta composigao
de nutrientes similares ao griao de arroz, sendo um produto versdtil, de
sabor suave, com baixos niveis de sédio (MONKS ez a/., 2013).

A farinha de arroz é obtida a partir do residuo designado “arroz
quebrado”. Provocaria significativa reduc¢do de rendimento na
produgio do grio de arroz polido caso o mesmo fosse processado em
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farinha, a qual pode substituir parcialmente ou totalmente a farinha de
trigo em produtos alimenticios como bolos (MARIANI, ez 4l., 2017).

3. LEGUMINOSAS

As leguminosas de grao Cajanus cajan L. (Guandu), Vigna unguiculata
L. Walp (teijao-Catpi); e Lablab purpureus L. Sweet (Mangalo)
possuem importincia expressiva no cendrio nacional e internacional,
devido a aspectos nutricionais, por constituirem fonte considerdvel
de proteinas, carboidratos, destacando-se pelo alto teor de fibras
alimentares, proteinas, vitaminas e minerais, além de possuir baixa

quantidade de lipidios (AKANDE, 2007).

O feijao guandu possui em sua composi¢ao elevado teor proteico,
semelhante a outras leguminosas. A sua composi¢gao em aminodcidos
¢ semelhante ao feijio comum (Phaseolus vulgaris L.), contendo
principalmente leucina, lisina, fenilalanina, valina, arginina, dcido
aspdrtico e dcido glutimico. Apresenta também teores expressivos de
célcio, ferro, magnésio e fésforo (AZEVEDO; RIBEIRO; AZEVEDO,
2010).

O feijao-caupi ¢ fonte de proteinas e carboidratos, contendo
quantidades consideraveis de fibras, vitaminas minerais (f6sforo,
ferro, potdssio, magnésio, zinco e manganés), bem como pequeno
percentual de lipidios, principalmente dcidos graxos insaturados.
Além disso, é considerado um dos vegetais mais ricos em proteinas,
contendo elevada quantidade de lisina, ainda que seja deficiente nos
aminodcidos sulfurados, metionina e cisteina (FREIRE FILHO ez 4/.,
2011). O mangalé também ¢ fonte de proteinas, carboidratos, fibras e
minerais como fésforo, ferro, potdssio, cobre, zinco e manganés, com
exce¢ao da metionina, essa leguminosa possui bastante aminodcidos
em sua composi¢ao, sendo rico principalmente em lisina (SOUZA ez

al., 1992).
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Pelo fato do feijao ser um alimento rico em lisina, mas limitante
em aminodcidos sulfurados — metionina e cisteina é recomendada a
combinagao com cereais. Esta combinagio se faz necessdria, para que
se obtenha uma dieta com contetido de aminodcidos mais adequados
aos requisitos nutricionais da espécie humana. Quando combinado
ao arroz, por exemplo, forma um aporte de proteinas de maior valor
nutricional, pois o feijao é pobre em aminodcidos sulfurados, e rico em
lisina; e o arroz é pobre em lisina e relativamente rico em aminodcidos
sulfurados (FONSECA ez al., 2000; GUZMAN-MALDONADO
et al., 2000; PIRES ez al., 2006). Assim, um produto alimenticio
elaborado com arroz e feijao fornece uma importante complementagao
protéica.

4. AGRICULTURA FAMILIAR

Apesar daimportinciadaagricultura familiar brasileira, historicamente,
este setor foi sempre excluido das politicas publicas, uma vez que
os recursos estatais eram direcionados para as grandes propriedades
monocultoras de produtos destinados, sobretudo, & exportagio. A
partir dos anos 1990, a agricultura familiar no Brasil comecou a ter
reconhecimento enquanto categoria social e produtiva, através da
formula—¢do de politicas a seu favor. De modo geral, pode--se dizer que
até entao nio havia nenhum tipo de politica publica, com abrangéncia
nacional, para os agricultores familiares (SOUZA-ESQUERDO ez 4l.,
2014).

Atualmente, é evidente a sua importdncia na produgao agricola,
por ser a principal abastecedora de alimentos considerados bdsicos
na alimentagio humana (BRANDAO, 2012) e exercer um papel
crucial no cultivo de alimentos para o mercado interno. O Brasil
corresponde a 17% da producio, ocupando o segundo lugar nesta
conjuntura. Segundo o censo agropecudrio, na Bahia, encontra-
se 15% de toda a populagio rural brasileira, sendo a agricultura
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familiar a responsdvel por 83% da produgao do feijao que chega a
mesa dos baianos, representando grande importincia socioeconémica,
principalmente para o Norte e Nordeste do pais. As leguminosas de
grao sio cultivadas em todos os continentes por grandes e pequenos
agricultores, apresentando produ¢io mundial superior a 20 milhées

de toneladas anuais (FAO, 2010; BRASIL, 2014).

5. PROGRAMA DE ALIMENTACAO ESCOLAR (PNAE)

O Programa Nacional de Alimentagao Escolar (PNAE) é uma das
mais antigas e permanentes interven¢des governamentais federais de
suplementagdo alimentar no 4mbito das politicas social e assistencial
do Brasil. Além disso, ¢ um dos maiores programas de alimentagao
escolar do mundo, com cobertura universal e gratuidade na oferta
de refeigoes, considerado atualmente uma importante estratégia de
Seguranga Alimentar e Nutricional (SAN) (FERIGOLLO ez al.,
2017).

Em 2009, foi aprovada a Lei 11.947 que insere ao PNAE a
obrigatoriedade de se adquirir, no minimo, 30% do valor do repasse
do governo federal ao Distrito Federal, estados e municipios, em
produtos alimenticios oriundos da agricultura familiar (AF) (BRASIL,
2009), preconizando alguns principios tais como o respeito aos hébitos
alimentares sauddveis, bem como os costumes tradicionais incluidas
na cultura e da preferéncia alimentar da localidade, com intuito de
atender as demandas nutricionais dos alunos e auxiliar na ado¢io de
habitos alimentares sauddveis durante sua presenca em sala de aula,
contribuindo para o crescimento, desenvolvimento, aprendizagem do
ensino e rendimento escolar dos mesmos.

O PNAE, a partir das diretrizes atuais, tornou-se um segmento
institucional relevante para aquisicio de alimentos da agricultura
familiar. Essa a¢do requer articulagio entre quem compra (demanda
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de géneros alimenticios para as escolas do municipio) e quem
vende (oferta de alimentos produzidos pelos agricultores familiares)

(SOARES et al., 2015).

A histéria do Programa destaca a substituicio de um padrio que
estimulou a ingestdo e a producio de alimentos processados pela
industria por outro, que pretende estimular a producio e a ingestao de
alimentos oriundos da agricultura familiar. Tal estratégia ajusta-se na
importancia desse segmento produtivo para a Seguran¢a Alimentar e
Nutricional no Brasil (FNDE, 2013).

6. PRODUTOS DE PANIFICACAO

E possivel perceber, na literatura, o desenvolvimento, e a boa aceitagao
no mercado, de produtos que tenham uma substitui¢io parcial ou
total da farinha de trigo, por outras farinhas integrais, objetivando
melhorar o valor nutritivo, atender as necessidades de individuos
portadores de doengas nutricionais e a consumidores que, cada vez
mais, procuram por alimentos mais saudéveis (CESAR ez al., 2006;
LACERDA et al., 2009; LEMOS ez al., 2012; MARTINEZ et al.,
2014). Neste sentido, os alimentos podem ser enriquecidos pela
substitui¢io de farinha de trigo por outras de maior poder nutricional
ou propriedades funcionais, contribuindo para o desenvolvimento de
produtos com qualidade nutritiva elevada (SAYDELLES ez al., 2010).

Os produtos de panificagio, por exemplo, sdo utilizados como fontes
para inclusio de diversos ingredientes. Estes produtos apresentam
elevado consumo pelos individuos devido a qualidade nutricional,
disponibilidade em diversos tipos e custo acessivel, o que os torna
uma boa opgdo para a incorporagio de componentes funcionais. O
desenvolvimento desses produtos com matérias-primas alternativas a
farinha de trigo torna-se cada vez mais motivo de interesse por parte

dos consumidores (ASSIS et al., 2009; CATASSI ez al., 2008).
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Vale ressaltar que o consumo e a comercializagio de bolos no
Brasil vém se destacando dentre os produtos de panificagio. O
desenvolvimento tecnoldgico impulsionou mudangas nas inddstrias
alterando a producio de pequena para larga escala. Trata-se se de um
produto alimenticio assado, elaborado com farinhas ou amidos, agtcar,
fermento quimico ou biolégico, podendo conter em sua composicio
leite, ovos, manteiga, gordura e outros ingredientes alimenticios que

caracterizam o produto (ZAVAREZE ez al, 2010; MOSCATTO, et
al., 2004; BRASIL, 1978).

7. REDE CIENTIFICA E TECNOLOGICA PARA
ESTUDOS SOBRE BIODISPONIBILIDADE EM
ALIMENTOS (REBIAL)

A REBIAL tem por objetivo desenvolver novos produtos bioativos e
validar processos analiticos que visem determinar a bioacessibilidade
de elementos essenciais e potencialmente téxicos em alimentos, em
especial leguminosas de graos tradicionalmente consumidas no
Estado da Bahia. Essas agoes constituiram as atividades de partida
desta rede de pesquisa colaborativa que utiliza os conhecimentos de
Quimica, Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Nutri¢io, Engenharia
de Alimentos, Farmdcia, Biologia e Sadde para aumentar a produgao
cientifica e tecnoldgica dos grupos de pesquisa interdisciplinares que

compdem a REBIAL.

O projeto da rede é certificado pelo Instituto Federal da Bahia (IFBA)
e vinculado as institui¢oes parceiras. Conta ainda com a coordenagao
de lideres de grupos de pesquisa das institui¢oes envolvidas, a exemplo
do Nucleo de Pesquisa em Quimica Analitica da Bahia: Quimica para
a Seguranca e Agregacio de Valor a Alimentos do IFBA; do Grupo
de pesquisa da UFRB, Bioprodutos e Processos Aplicados a Nutrigao
Humana (BIONUTRI); do Nucleo de Biotecnologia e Bioprospec¢ao
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(NBBio) da Escola Bahiana de Medicina e Satide Pablica (EBMSP); do
Centro de Cirurgia Experimental e do Grupo de Pesquisa Alimentos
e Nutricao (GPAN) da Universidade do Estado da Bahia (UNEB).

Diante desse contexto, este capitulo objetiva desenvolver e avaliar a
preferéncia dos consumidores em relagao as formulagdes de bolos com
diferentes percentuais de farinha de feijao-caupi, mangald e guandu.

8. DESENVOVIMENTO DOS PRODUTOS

8.1 Coleta das amostras

Este estudo foi conduzido com amostras de trés leguminosas de grao
(estdgio de maturagao “verde”), coletadas diretamente dos pequenos
produtores da Agricultura Familiar localizados no municipio de
Santo Anténio de Jesus no estado da Bahia “Associagao de pequenos
Agricultores da Sapucaia e Tabocal”. A etapa de pré-tratamento das
amostras envolveu as operagoes de selecao, lavagem e branqueamento
no laboratério de Tecnologia de Alimentos do Centro de Ciéncias
da Sadde (CCS) da UFRB. Apés selecao e lavagem, realizou-se o
branqueamento utilizando a técnica que envolve a exposicao dos
graos a 80°C por 3 minutos e em seguida banhados em dgua resfriada.
Posteriormente, os graos foram armazenados em sacos de primeiro uso
e acondicionados em freezer.

8.2. Obtengio da farinha de leguminosas de grao

Para obtengao da farinha, os graos foram descongelados e submetidos
a secagem em estufa, modelo S150ST- Biuidpolar Equipamentos
Eletro-Eletrénico Ltda, a 50 °C, por 30 horas e posteriormente
triturados em liquidificador doméstico. Os graos triturados foram
separados por peneiras com granulometria de 21 Mesh. As farinhas
foram pesadas e devidamente armazenadas em recipientes plésticos a
temperatura ambiente.

17/05/2019 11:20:16 ‘



‘ pai_2018.indd 537

Inovacao tecnolégica no setor de panificacdo: desenvolvimento de bolos formulados com
farinhas de leguminosas provenientes da agricultura familiar

537

8.3. Formulagao dos bolos

Pré-testes em laboratério foram desenvolvidos e quatro formulagoes de
bolo com porcentuais diferentes (0%, 10%, 20% e 30%) de farinha
de leguminosas utilizando como base uma receita convencional de
bolo de arroz foram selecionados (Tabela 1).

Tabela 1. Formulagées de bolos 0 (padrao), 10, 20 e 30%
de farinha de leguminosas.

Ingredientes Padrio 10% 20% 30%
Farinha de leguminosas (g)* ~  -—--- 29,65 58, 48 87,73
Farinha de arroz (g) 292,44 262, 80 237,95 204,708
Margarina (g) 87,87 87,87 87,87 87,87
Aglicar (g) 150 150 150 150
Ovo (g) 110,12 110,12 110,12 110,12
Leite integral (mL) 189,52 189,52 189,52 189,52
Fermento em pé (g) 5 5 5 5
Sal (g) 0,40 0,40 0,40 0,40

*caupi ou mangald ou guandu

Inicialmente todos os ingredientes foram pesados em balanga
semi-analitica. Para o preparo da massa, foram adicionados ovos,
margarina e agtcar na batedeira planetiria (ARNO) até formar um
creme homogéneo. Em seguida, foram adicionadas a farinha de arroz
e farinha da leguminosa e homogeneizados durante 15 minutos.
Posteriormente, foram adicionados gradativamente leite, sal e fermento
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em po. A massa preparada foi despejada em uma forma de aluminio

untada com margarina e farinha de arroz e assada em forno industrial
pré-aquecido a 180 °C por 1 hora. Em seguida, o bolo foi resfriado e

armazenado em temperatura ambiente até o momento da realizagio
do teste. O fluxograma da produgao do bolo é apresentado na Figura

1.

Figura 1. Fluxograma de produgao de

bolo com farinha de leguminosas.

PESAGEM DOS INGREDIENTES

A4

HOMOGENEIZACAO

4
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4

EMBALAGEM

4

ARMAZENAMENTO

8.4 Anailise Sensorial

A anilise sensorial é um campo muito importante na industria de
alimentos, pois contribui direta ou indiretamente para inGmeras
atividades, como desenvolvimento de novos produtos, controle de
qualidade, reformulagao e reducio de custos de produtos, relagoes entre
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condi¢oes de processo, ingredientes, aspectos analiticos e sensoriais.

No teste sensorial é muito importante a padronizagio das amostras.
Muitas vezes o atributo que se pretende avaliar é influenciado por
outros fatores, como a quantidade de amostra ¢ a cor do produto.
O teste de ordenagao é usado quando o objetivo é comparar vdrias
amostras em relagdo a um simples atributo (como dogura, frescor) ou
para avaliar a preferéncia; neste caso, duas ou mais amostras codificadas
sao apresentadas simultaneamente. Os julgadores sio solicitados a
ordend-las de acordo com sua preferéncia. Como os julgadores sao
nao treinados, nao se deve apresentar mais de quatro/cinco amostras

para serem ordenadas (KONKEL ez al., 2004).

O teste de ordenagio foi conduzido no laboratério de Tecnologia
de Alimentos da UFRB em cabines individuais com 40 avaliadores
nio treinados. Quatro amostras de bolo de cada leguminosa foram
servidas em pratos pldsticos, codificados com quatro digitos. A ordem
de apresentacio foi aleatorizada para cada julgador. Os bolos foram
distribuidos aos 40 julgadores em pratos descartdveis acompanhadas
de um copo de dgua para retirar os residuos da amostra anterior. No
teste de ordenagao dos bolos, as quatro amostras foram servidas juntas
aos analistas, uma em cada prato com a numeracio citada e foi pedido
que fosse marcada na ficha a ordem crescente em relagdo a preferéncia,
sendo da menos preferida para a mais preferida.

Os resultados do teste de ordenagao foram analisados estatisticamente
mediante teste ndo paramétrico de Friedman ao nivel de 5% de
significancia.

8.5 Aspectos Eticos

O estudo foi realizado no Laboratério de Tecnologia de Alimentos
do Centro de Ciéncias da Satde (CCS), no municipio de Santo
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Antbnio de Jesus-Bahia devidamente aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da UFRB, com o numero do parecer 31797114 0000
0056, seguindo os principios cientificos e bioéticos, por envolver a
participagdo de humanos.

9. RESULTADOS ENCONTRADOS

O teste de ordenagio utilizado para analisar a preferéncia das amostras
de quatro bolos a base de farinha de feijao-caupi apresentados aos
julgadores, estd demonstrado na Tabela 2, sendo que os valores
acompanhados da mesma letra nao apresentaram diferencgas entre si
ao nivel de 5% de significancia.

Tabela 2. Teste de ordenagao das formulagées de bolo a
base de farinha de feijao-caupi.

Amostras Totais de Ordenagio
FC 92ab
FC10 782
FC20 115b
FC30 115b

FC = Bolo controle contendo farinha de arroz; FC 10 = bolo contendo 10 % de farinha
de feijao-caupi; FC 20 = bolo contendo 20% de farinha de feijao-caupi; FC 30 = bolo
contendo 30 % farinha de feijao-caupi.

Pode-se observar que FC10 obteve a menor pontuagio no teste de
ordenacio (Tabela 2), ou seja, foi o que obteve maior preferéncia pelos
provadores quando comparados aos bolos contendo 20% e 30% de
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farinha de feijao caupi, diferindo significativamente (p < 0,05) destes.
Entretanto, FC10, FC20 e FC30 nio apresentaram diferen¢a quando
comparadas a FC.

A menor preferéncia dos provadores por amostras com maior teor de
farinha de feijao- caupi evidencia a influéncia do hébito alimentar sobre
a preferéncia do alimento. Nascimento ez /. (2017) desenvolveram
um bolo a base de 20% de farinha de feijao-caupi adicionadas
20% de farinha sem tegumentos e com tegumentos e obtiveram
respectivamente 95% e 91% de aceitagio.

A Tabela 3 demonstra os resultados do teste de ordenagao utilizado
para analisar a preferéncia de quatro amostras de bolos de farinha
de guandu apresentadas aos 40 julgadores, sendo que os valores
acompanhados da mesma letra nao apresentaram diferengas entre si
ao nivel de 5% de significAncia.

Tabela 3. Teste de ordenagao de formulagées de bolo
a base da farinha de guandu

Amostra Totais de Ordenagao
FC 952
FG10 1002
FG20 100a
FG30 100a

FC = Bolo controle contendo farinha de arroz; FG 10 = bolo contendo 10 % de farinha de
guandu; FG 20 = bolo contendo 20% de farinha de guandu; FG 30 = bolo contendo 30 %
farinha de guandu.

Os resultados do teste de Friedman, em relagdo 4 preferéncia do bolo
demonstraram que as amostras nio apresentaram diferencas em nivel
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de 5% de significancia. Isso demonstra que a propor¢ao variando de
10 a 30 % de farinha de feijao guandu nio influenciou na ordenagio
feita pelos provadores.

A Tabela 4 demonstra os resultados do teste de ordenacao utilizado
para analisar a preferéncia de quatro amostras de bolos da farinha de
feijao mangald, apresentadas aos 40 julgadores, sendo que as médias
seguidas de mesma letra, na coluna, nio diferem entre si a 5% de
significAncia pelo teste de Friedman.

Tabela 4. Teste de ordenagao de formulagées de bolo
a base da farinha de mangalé.

Amostra Totais de Ordenagio
FC 922
FM10 92a
FM20 1002
FM30 1162

FC = Bolo controle contendo farinha de arroz;
FM 10 = bolo contendo 10 % de farinha de mangald; FM 20 = bolo contendo 20% de

farinha de mangald; FM 30 = bolo contendo 30 % farinha de mangalé.

De igual modo, a propor¢io variando de 10 a 30 % de farinha de
feijao mangal6 nao influenciou na ordenagao feita pelos provadores

(Tabela 4).

Diante dos resultados, FG30 e FM30 devem ser as farinhas
escolhidos para desenvolver produtos, atendendo a necessidade da
inddstria alimenticia em melhorar o valor nutritivo de alimentos, e
consequentemente aos consumidores que buscam por alimentos mais
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sauddveis.

A tabela de informacio nutricional por andlise indireta das formulagoes
apresenta uma estimativa da composi¢ao quimica dos bolos elaborados
a base de farinha de caupi, guandd e mangal6 (Tabela 5) (Silva, ez al.,
2003).

Tabela 5. Informagao nutricional do bolo controle e bolos a base de
farinha de leguminosas.

Informagio Nutricional/ Porcio 60g (1 fatia)

Quantidade por porgio

Nutrientes FC FC10 FG 30 FM 30

Carboidratos 30g 30g 29g 17 g

Proteinas 3,2g 3,5g 4,0g 41¢g

Gorduras totais 5,78 578 5,9g 58¢g

Gordrjz"::at“' 20¢g 20¢g 20g 19g

Fibras alimentar 04g 09¢g 1,7g 03g
Ferro 0,31 mg 0,41mg 0,40 mg 0,49 mg

Sédio 74 mg 74 mg 74 mg 74 mg
Valor energético 186 kcal 185 keal 184 kcal 139 kcal

FC = Bolo controle contendo farinha de arroz; FC 10 = bolo contendo 10% de farinha de
feijao-caupi; FG 30 = bolo contendo 30% de farinha de guandd; FM 30 = bolo contendo
30% farinha de mangal6.

Osbolosapresentaram semelhangas quanto ao teor dos macronutrientes
e valor energético. No entanto, os bolos com farinha de feijao-caupi
e guandu apresentaram fibras considerdveis correspondendo a 0,9g e
1,7 por porgio respectivamente quando comparados ao bolo padrio e
com farinha de mangald. O bolo com farinha de mangal6 apresentou a
maior quantidade deferro entre os bolos. Os teores de ferro aumentaram
com a adigao das farinhas de leguminosas, principalmente mangalé.
Este incremento é importante, pois a anemia é um grave problema
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de Satde Publica em nosso pais. Estima-se que 50% a 90% de todos
os tipos de anemia no mundo sio decorrentes da caréncia de ferro

(STOLTZEFUS et al., 2003).

A ingestao adequada de fibras apresenta efeitos associados ao tempo
do trinsito intestinal, menor risco para o desenvolvimento de doengas
cronicas nio transmissiveis tais como doenga coronariana, hipertensao,
obesidade, diabetes e cincer de cblon, além da reducio nos niveis
séricos de colesterol, no equilibrio da glicemia em portadores de

diabetes, entre outros (BERNAUD; RODRIGUES, 2013).

Os resultados demonstram que os bolos produzidos com farinha de
leguminosas possuem maior valor nutricional, sobretudo com maior
quantidade de ferro e fibra, podendo ser vidvel a inclusio dos mesmos
na alimentacio dos escolares. Portela ez 2l. (2017), traz em seu trabalho
que a incorporacio de farinhas desses feijoes, agrega valor nutricional
e funcional ao produto, uma vez que, os consumidores estio cada
vez mais exigentes no consumo de produtos sauddveis. Os autores
relatam ainda que para a inddstria é muito importante que a farinha
apresente alta capacidade de absor¢io de dgua, principalmente para o
preparo de sopas, mingaus e pudins instantineos, produtos cdrneos e
de panifica¢do, reafirmando ainda mais a importancia da utilizacio
destas farinhas.

Frota et al. (2010) elaboraram biscoitos e rocamboles, com percentuais
de farinha de feijao caupi variando entre 0, 10, 20 e 30%. Observou-se
que os teores dos minerais como ferro aumentaram significativamente
com a adi¢do de farinha de feijao-caupi, assim como no presente
estudo. Em 100 g de biscoito e de rocambole com 10 % de farinha de
feijao-caupi o teor de ferro foi de 0,97 mg e 0,73 mg, respectivamente.
O teor de lipidio nao aumentou significativamente nos produtos
desenvolvidos. Biscoito e rocambole com 10% de farinha de feijao-
caupi nao apresentaram aumento no teor proteico.
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Cavalcante et al. (2016) avaliaram a composigao centesimal de duas
formulagées de pao de queijo, F1 e F2, contendo 5,6 e 8% de farinha
de feijao caupi em substituigdo ao polvilho, e verificaram um aumento
de ferro, proteina e carboidratos em comparagio com a receita padrio.
Diante dos achados, observa-se que as leguminosas sio ricas em
macronutrientes, micronutriente e aminodcidos importantes para
a manuten¢io do corpo, que quando combinadas ao arroz, podem
formar um aporte de proteinas de maior valor nutricional no produto
desenvolvido.

A prevaléncia da doenga celiaca entre os paises e em populacoes
europeias ou de ancestralidade europeia varia de 0,3% a 1,0%; muitos
casos, provavelmente, permanecem sem diagnéstico. No Brasil, os
dados estatisticos oficiais sdo desconhecidos; estima-se que existam
300 mil brasileiros portadores da doenca, com maior incidéncia na

Regido Sudeste (ARAU]JO et al., 2010).

Vale ressaltar que atualmente, no mercado, ¢ possivel encontrar
produtos isentos de gliten, porém, muitos produtos nio apresentam
boa aceitagio pelos consumidores. Além disso, possuem pouco valor
nutricional (frequentemente sio feitos de farinha refinada, amido ou
fécula) e custo elevado, tornando-se de dificil acesso a populagoes
menos favorecidas economicamente (ZUCCQO; BORSUK;
ARNTFIELD, 2011). Por isso, o aproveitamento da farinha de arroz
nas formulacoes de produtos é uma excelente estratégia para aumentar
o valor nutricional e conferir caracteristicas funcionais aos produtos
isentos de glaten, sem agregar valores elevados ao produto final

(MARIANI ez al. 2015).

10. CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho permitiu verificar que bolos desenvolvidos com farinha
de leguminosas de grao apresentam boas quantidades de nutrientes
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e quantidades significativas de ferro e fibras melhorando o valor
nutricional deste alimento.

De

acordo com os resultados, pode se concluir que é possivel

desenvolver bolos com farinhas de leguminosas de grao, contribuindo

dessa forma com a valorizagio da cultura e o hdbito alimentar local,

promover o fortalecimento da agricultura familiar e incentivo ao

consumo de leguminosas regionais, podendo ser incorporados aos
carddpios da alimentacio escolar atendidos pelo PNAE.
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PROCESSO DE ELABORACAO DE
RACAO ANIMAL MODIFICADA COM
LEGUMINOSA

1. INTRODUCAO

O mercado de producio de ragao animal vem sofrendo severos impactos
ao longo dos anos com as constantes modificagoes de prego das matérias
primas que sao comumente empregadas na fabricagio desse produto,
destacando-se o farelo de soja e o milho, os quais ocupam mais de
70% das formulagdes para roedores de laboratério. Tais ingredientes
podem ser substituidos por outras matérias-primas (sorgo, farelo de
trigo, quirera de arroz, farelo de gliten de milho, girassol, derivados

licteos) (BUTOLO, 2002; BARBOSA & GATTAS, 2004).

As leguminosas constituem um importante grupo de alimentos pois
sao consideradas fontes de nutrientes, tais como proteina, fibras e
minerais essenciais. Apesar da diversidade de matérias primas utilizadas
para elaboragio de ragio animal, ainda sdo escassas pesquisas que
visem o estudo de leguminosas em estddio de maturagio verde como
ingrediente de ragoes animais.

A Bahia ocupa a quarta posicao entre os principais Estados produtores
de feijao no Brasil. Com respeito a produgao de leguminosas, o Estado
da Bahia encontra-se em segundo lugar em drea plantada (CONAB,
2015). A Regiao Nordeste destaca-se como a maior consumidora,
considerando todas as espécies de leguminosas cultivadas, com destaque
para o feijao comum (Phaseolus vulgaris), considerada cultura de escala
e de outras culturas menores como as espécies Vigna unguiculata
(caupi), Lablab purpureus (mangald) e Cajanus cajan (andu) (BAHIA,
2014). Portanto, a Bahia aponta como um dos grandes produtores de
graos de leguminosas (feijoes), produgdo esta, notadamente voltada
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para a agricultura familiar.

Neste cendrio, insere-se a proposta de utilizagio de graos das
leguminosas Mangald (Lablab purpureus), Caupi (Vigna unguiculata) e
o Andu (Cajanus cajan), como ingredientes das formulacoes de ragoes
animais. Essas espécies de leguminosas apresentam produgio oriunda
da agricultura familiar na regiao Nordeste e sdo usadas para consumo
humano e animal na forma de graos. O emprego como ingrediente
da ragdo, seria mais uma alternativa como matéria prima de produto
destinado a alimentagio animal fomentando a agricultura familiar,
gerando emprego e renda para a populagio local.

Considerando o potencial promissor do uso de leguminosas verdes no
processo de produgdo de ragdes para animais, bem como o incentivo
a agricultura familiar no Nordeste brasileiro, o presente trabalho
pretendeu apresentar alternativas de ragdes animais elaboradas com
leguminosas verdes das espécies Vigna unguiculata, Cajanus cajan e
Lablab purpureus, bem como caracterizar as racoes elaboradas e avaliar
a aceitabilidade e viabilidade dessa ragio, considerando modelo
experimental aplicado a roedores.

2. MERCADO DE RACAO ANIMAL: CENARIO

O crescimento do mercado mundial de produgio de carnes nos
ultimos anos tem se mostrado bastante pronunciado, tal fato se deve
a0 aumento do consumo de proteinas nas dietas, o que tem sido
impulsionado, sobretudo pelos paises emergentes, como o Brasil,
Rissia, India e China que obtiveram um incremento do poder
aquisitivo dos seus habitantes (FAO, 2015). Paralelamente, estimula-
se também o mercado de produgao de ragio animal que possui uma
forte expansio.

O Brasil estd entre os maiores produtores e exportadores mundiais
de carnes de ave, bovina e suina. A produgio brasileira de carne deve

17/05/2019 11:20:17 ‘



‘ pai_2018.indd 557

Processo de elaboragao de ragao animal modificada com leguminosa

continuar seguindo um rdpido crescimento na préxima década. A
desvalorizacio do real brasileiro em relacio ao délar, os baixos custos
projetados de alimentagio, a genética animal melhorada, juntamente
com melhor satide e nutricio, combinado com uma demanda crescente

nacional e internacional, devem sustentar a expansio projetada da
producio brasileira de carne (FAO, 2015).

Figura 1: Produgao de carne bovina, suina e de aves no Brasil.

= Carne de Aves Camessuina = Came bovina

0
2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022 2023 2024

Fonte: OECD/FAO (2015), “Panorama Agricola OECD-FAQ?”, estatisticas agricolas da
OECD (base de dados), http://dx.doi.org/10.1787/agr-outldata-en

De acordo com a Figura 1, infere-se, segundo dados da FAO (2015),
que a produgio de carnes de ave serd responsdvel por mais da metade
do aumento projetado na producio de carne, estimulada pelas
demandas interna e externa. A expansio restante do setor de carne
serd compartilhada entre carne bovina e suina.

Esse comportamento de ampliagio do mercado, comparando o
consumo, a produ¢io e as exportacoes da ragio formulada com
soja no Brasil estd representado na Figura 2. O consumo possui um
perfil de crescimento ao longo dos anos, bem como a produgao,
entretanto, a produ¢io possui um aumento ainda mais significativo
quando comparado ao consumo, devido as exportagoes. Todavia,
as exportagdes apresentam uma légica de instabilidade, tendo uma
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estimativa de diminuigao para os anos de 2020 a 2024.
Figura 2: Produgao de ragio de soja, consumo e exportagdes no Brasil.

=== (onsumo == Produgao —— Exportagoes (eixo direito)

2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2074 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022 2023 2024

Fonte: OECD/FAO (2015), “Panorama Agricola OECD-FAQ?”, estatisticas agricolas da
OECD (base de dados), http://dx.doi.org/10,1787/agr-outldata-en

Segundo Moura (2014), os entraves relatados anteriormente
relacionados as oscilagoes de preco das matérias-primas empregadas
na fabricagio de ragio animal, atrelados a crescentes exigéncias
do mercado, incentivam as empresas a aplicarem recursos para o
desenvolvimento e elaboragio de novos tipos de ragao animal. Esses
recursos sao habitualmente destinados a pesquisas que buscam novos
ingredientes e formula¢oes mais vantajosas economicamente, bem
como mais ricas nutricionalmente, apontando para uma alternativa
vidvel e inovadora que atenda aos pré-requisitos da nutrigao animal,
alicercada a uma maior autonomia para os produtores.

As empresas especializadas em produgio de ragao estio investindo
cada vez mais em novos tipos de formulagdes de ragoes comerciais,
com a finalidade de atingir os objetivos da nutri¢ao animal de forma
ampla e eficiente, ou seja, conduzindo a melhoria da composicio
alimentar, ampliagao das matérias-primas disponiveis para a produgio
de alimentagao animal, bem como, possivel diminui¢do de custos

(MOURA, 2014).
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3. RA(;AQ ANIMAL: ASPECTOS NUTRICIONAIS E
TECNOLOGICAS

O termo ragio refere-se a toda alimentacio fornecida ao animal no
periodo de 24 horas, podendo ser um tnico alimento completo,
ou a associagao de diferentes tipos (MOURA, 2014). Os produtos
destinados a alimentagio animal tém seus ingredientes e aditivos
regulados pela Instrucio Normativa 42/2010 do Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento (BRASIL, 2010).

A composicio nutricional da rac¢io, bem como a quantidade a ser
administrada e as suas caracteristicas fisicas, irdo variar em fungio de
uma série de atributos inerentes ao animal, tais como, espécie, género,
idade, estado nutricional e condigdes de estresse e/ou desgaste aos
quais possam ser submetidos. A partir desses fatores inerentes, bem
como da necessidade de aperfeigoamento e melhora da qualidade
global dessas ragoes, a nutri¢do animal surge com o intuito de fornecer
alimentos cada vez mais completos e que atendam as exigéncias
nutricionais dos animais em suas diversas especificacoes, tudo isso

associado juntamente a0 menor custo para o produtor (NOGUEIRA,
2006; MOURA, 2014).

Aliteratura reportaas mais variadas formulagdes de ragoes animais como
por exemplo, a base de semente de algodio direcionada para suinos
(PAIANO ez al., 2014), a base de milheto para codornas (GARCIA
et al., 2012), residuo de batata doce para frangos (PARENTE ez 4.,
2014), associacio de probidticos para dietas de leitoes (AFONSO ez
al.,2013), adigdo de residuo de buriti para ragao em galinhas poedeiras,
(RUFINO et al., 2017).

Para avaliagao da qualidade das ragoes, além de aspectos tecnoldgicos,
sao consideradas varidveis relacionadas ao valor nutricional e a presenca
de contaminantes organicos e inorginicos. Dentre estas varidveis,
pode-se considerar o valor bioldgico da proteina, digestibilidade da
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racdo, biodisponibilidade dos nutrientes, solubilidade proteica em
KOH, fonte comercial dos suplementos, presenca de micotoxinas,
residuos de agrotéxicos e firmacos, dentre outros (CAVALCANTI &
BEHNKE, 2005).

3.1 Ragéo para roedores

Na fabrica¢io das ragoes para roedores, dois principais tipos de processos
sio usualmente empregados: a peletizagio e a extrusio. Segundo
Moura (2014), na peletizagao, o processo de modelagem é composto
por um conjunto de operagdes mecénicas, que consistem em aglutinar
particulas das ragdes fareladas, apds submeté-las a umidade (14-20%),
calor (40-95° C) e forga (2 Kgf/cm?) associada a um tempo (9-24
segundos) em uma peletizadora. Neste processo a ragio é comprimida
contra uma matriz com furagées padronizadas para cada espécie,
juntamente com vapor d’dgua. Normalmente sio utilizados aditivos
aglutinantes, como a bentonita e a dextrina. A qualidade dos pellets
depende diretamente do perfil das matérias-primas, como o seu teor
de fibra, peletabilidade e abrasividade. Para os roedores, o controle da
dureza dos pellets é de grande relevancia pois ¢ fator fundamental para
o desgaste adequado dos dentes incisivos, principalmente ao roer a
racdo. Elevados teores de fibra produzem pellets macios e quebradicos,
principalmente apds autoclavagem, devido sua elevada capacidade

higroscépica (OLIVEIRA ez 4l., 2012).

A ragio extrusada, aquela submetida ao processo de extrusio, consiste
em submeter a ragdo farelada a elevada compressao hidrotérmica, ou
seja, combinagio de tempo (5-10 segundos), alta pressao (30-40 Kgf/
cm?), temperatura (120-200° C) e umidade (20-30%). A eficiéncia
da extrusao depende da quantidade e qualidade do amido presente na
mistura, e das condigdes do processo. No processo ocorre a expansao
e gelatinizagio do amido, o que leva a reducio na densidade e maior

aeragao do produto final (MOURA, 2014).
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Como manejo nutricional nos biotérios prevalece o fornecimento
de racio peletizada. Isto se deve ao fato da forma peletizada reduzir
o desperdicio, facilitando a preensdo e mastigagio do alimento pelo
animal. A peletiza¢io torna o alimento mais denso e, desta forma
reduz, a seletividade e segregagio dos ingredientes tornando o alimento
mais palatdvel, reduzindo as particulas de pé presente no mesmo e

facilitando a ingestao (BEHNKE, 1996; DONZIER, 2001).

4. RACOES ESPECIAIS

A seguir serdo abordados aspectos metodoldgicos e analiticos referentes
a elaboracio das ragoes especiais contendo leguminosas de trés
espécies, em diferentes formulagées, e a caracterizacio fisico-quimica
dos produtos obtidos (ragoes modificadas com leguminosas). Também
serd descrito o protocolo dos ensaios laboratoriais para a realizagao do
protocolo da experimentagio animal.

4. Materiais e Métodos

4.1.1 Amostras

Foram obtidos em feiras populares cerca de 10 kg de feijoes das espécies
Vigna unguiculata L. Walp (caupi), Cajanus cajan L. (andu) e Lablab
purpureus L. Sweet (mangald) no estidio de maturagao verde, de modo
que as amostras fossem oriundas do mesmo lote. Desse modo, amostras
de mangal6 e de andu foram produzidas na Mesorregiao Centro Norte
da Bahia, Microrregiao de Feira de Santana. As amostras de caupi
foram produzidas na Mesorregiao da Bahia do Vale do Sao Francisco,
Microrregiao de Juazeiro. Durante o transporte ao laboratério, as
amostras foram mantidas sob temperatura de refrigeragio em caixas
isotérmicas. Foram adquiridos 40 kg de racdo para ratos (Nuvilab®),
em um distribuidor especifico. A dgua destilada foi utilizada na
elaboracao de todas as formulagoes das racoes.
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4.1.2 Preparagao das ragoes

As ragoes foram preparadas acrescidas com percentuais de 20, 40 e
60% de cada uma das leguminosas verdes (mangal6, caupi e andu),
totalizando desse modo nove formulagoes distintas. Para o cdlculo da
massa dos graos verdes das leguminosas a ser acrescentada, foi subtraida
a umidade, considerando a base seca.

Figura 3: Esquema ilustrativo da elaboragao das racoes especiais.

Racoes

especiais

I I 1

20% 40% 60%

Espécies

I 1

Mangalo Caupi Andu
(Lablad purpureus) (Vigna unguiculata) (Cajanus cajan)

~.

9 Formulacoes

Fonte: os autores
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Os graos das leguminosas foram previamente branqueados por um
periodo de 3 minutos em 4gua fervente e posteriormente resfriados
e armazenados em freezer a -24 °C até o momento do preparo das
ragdes. Desse modo, os graos foram retirados do freezer e mantidos
a temperatura ambiente por 30-40 min. Em seguida, foram pesados
e triturados em liquidificador com auxilio de dgua destilada em
quantidade suficiente para se obter uma massa homogénea. As
massas pesadas variaram em funcio da proporcio da leguminosa na
formulagao, considerando 64% de umidade média, para cdlculo em
base seca. A Figura 4 apresenta o esquema das etapas de preparo da
ragao.

Figura 4: Representa¢ao esquemdtica das etapas
de preparo das ragées especiais.

Etapas

Adicao de leguminosa,
previamente triturada com
agua destilada

/ Trituracdo da racao Nuvilab

Fonte: os autores

A massa de leguminosas obtida foi misturada, em recipiente pldstico,
a farinha obtida pela trituragao da ragio convencional (Nuvilab®), e
misturada até obtengio de uma massa homogénea. A massa obtida
foi prensada manualmente em formas de aluminio, tipo assadeiras,
forradas previamente com papel manteiga, de modo que a massa fosse
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distribuida uniformemente (Figura 5).
Figura 5: Distribui¢do da massa obtida pela mistura da farinha da
ragao Nuvilab® e a leguminosa homogeneizada com dgua destilada.

A

Fonte: os autores

A massa foi cortada em tabletes de tamanhos similares (Figura 6).
As formas foram levadas a estufa com circulagio de ar sob uma
temperatura de 80° C e em seguida, devidamente etiquetadas,
armazenadas em sacos pldsticos, mantidos dentro de caixas pldsticas
lacradas e conservadas em local arejado 4 temperatura de 25° C.

Figura 6: Corte da massa da ragao modificada
antes da secagem em estufa.

i

_

Fonte: os autores

4.1.3 Andlises quimicas

No processo de andlise quimica das ragoes especiais para fins de
determinagdo da composi¢ao centesimal, inicialmente foram separadas
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partes representativas das amostras ¢ em quantidade suficiente para
multiplos ensaios.

O preparo das amostras de ragoes elaboradas a base de leguminosas
constou da retirada de partes representativas das ragoes, seguido
de trituragio, homogeneizacio e quarteamento a fim de se obter
quantidade suficiente de amostras, para as andlises.

Foi determinada a composicio nutricional das ragdes elaboradas com
base na umidade, teor de sais minerais totais, lipidios, proteinas totais
e carboidratos. A determinagao da composi¢ao nutricional foi baseada
nas Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (IAL). Desse modo,
a determinagao da umidade foi realizada por gravimetria, baseada na
perda de elementos voldteis a 105°C. As cinzas foram obtidas apéds
calcinagio de toda a matéria orginica a 550°C. As proteinas foram
determinadas segundo o método Kjeldahl pela determinagio do
nitrogénio total utilizando-se o fator 6,25 para conversao do nitrogénio
em proteinas. A determinagio de lipidios foi realizada segundo o
método Soxhlet, por extragao continua a quente, com éter de petrdleo

(IAL, 2008).

Todas as determinagdes foram realizadas em triplicatas. Os resultados
obtidos foram analisados empregando a Andlise de Varidncia (ANOVA)
ao nivel de 95% de confianca (SKOOG et al., 20006).

4.1.4 Ensaio de palatabilidade

O modelo animal é amplamente utilizado em estudos nutricionais.
Dentre os modelos disponiveis para estudo, os roedores sdo bastante
utilizados porque sio bons simuladores do sistema digestdrio
de humanos, especialmente do trato-digestivo infantil (BOSSO
e ENZWEILER, 2008). Além disso, sio de fcil manipulagio,

manutencio e diversos artigos na literatura cientifica versam sobre
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a sua fisiologia e comportamento, o que facilita a compreensio
e a interpretagio das informagbes oriundas dos experimentos

(CHORILLI ez al, 2009; FARIA & STABILLE, 2007; NRC, 1995;
ANDRIGUETO, 1981). As referidas ragdes quando utilizadas para
outras espécies animais, sugere-se que sejam realizados outros testes
prévios de palatabilidade visando sua inser¢io na dieta regular do
animal, uma vez que a aceitabilidade da racio pode variar entre
diferentes espécies de animais.

Uma vez que para responder de maneira fisiolégica e assim contribuir
para a compreensao dos experimentos cientificos, os animais precisam
estar bem nutridos e, assim sendo, as ragoes utilizadas possuem papel
fundamental neste processo: é preciso considerar as necessidades
nutricionais do animal para que ele esteja em condigdes de ser utilizado
como modelo experimental. As exigéncias nutricionais dos roedores
de laboratério devem ser experimentalmente testadas e validadas,
levando-se em conta as condi¢des nas quais os animais estao mantidos
e sao manipulados. Além disso, a ragdo comercial para roedores de
laboratério deve suprir as demandas efetivas dos animais (MALTA,
PEDROSA-FURLAN, 2011; MOURA, 2014).

Objetivando validar a aceitabilidade da nova formulacio da ragio
pelos animais, foi realizado um teste de palatabilidade com diversas
proporgoes dos graos de leguminosas em relagao a ragao convencional,
ou seja, avaliar se as novas formulacoes produzidas seriam aceitas
pelos animais. Foram realizadas as seguintes medidas: o peso inicial
dos animais, a quantidade de racio ofertada, o residuo deixado pelos
animais na troca e o peso dos animais durante o experimento.

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica de
Uso dos Animais (CEUA) da Faculdade Adventista da Bahia com o
protocolo n2 01.0039.2013.

Os 42 ratos machos wistar (Rattus norvegicus) adultos, com massa
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corporal variando de 190 a 250g, foram mantidos no Biotério da
Faculdade Adventista da Bahia (FADBA), divididos aleatoriamente em
14 grupos com 3 animais cada e mantidos em gaiolas convencionais
(Figura 7), em ambiente com controle de fotoperiodo de 12 horas,
com a dgua e dieta ofertados ad libidum.

Figura 7: Gaiola empregada na experimentagio animal com a ragdo
comercial (foto a direita) e rato wistar sendo pesado (foto a esquerda).

Fonte: os autores

Os parAmetros utilizados na andlise de palatabilidade da ragio foram:
o peso dos animais durante a execugio do experimento (os animais
foram avaliados no dia 0 - inicio do experimento, 7 e 15 dias apds o
inicio) e a relagao entre quantidade ofertada e residuo de racio deixado
apds 48 horas.

Foram testadas diferentes composigoes de ragao baseadas na adigao
da proporgio de 20, 40 e 60% de cada leguminosa estudada. Apés o
periodo de adaptagio de 5 (cinco) dias, os animais foram alimentados
com as ragdes especiais. As formulagoes foram ofertadas a cada 48
horas, numa propor¢ao de 20 g de racio / kg de animal / dia. A
distribuicdo entre os grupos se deu conforme protocolo apresentado
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na Figura 8.

Figura 8: Fluxograma do Protocolo Experimental
do Ensaio de Palatabilidade.

Vigna
unguiculata

Lablab
purpureus
L. Sweet

Cajanus
cajan L

Racao

L. Walp convencional

( ) ( ) ( )
Grupo 1 Grupo 4 Grupo 7
H 20% Vigna + H 20% Cajanus + H Lablab 20% + Rage':g‘?\(l)uz/ﬁab
80% Nuvilab 80% Nuvilab 80 % nuvilab
- J - J - J
( ) ( ) ( )
Grupo 2 Grupo 5 Grupo 8
H 40% Vigna + H 40% Cajanus + H Lablab 40% +
60% Nuvilab 60% Nuvilab 60% nuvilab
- J - J -
( ) ( ) ( )
Grupo 3 Grupo 6 Grupo 9
H 60% Vigna + ' 60% Cajanus + ' Lablab 60% +
40% Nuvilab 40% Nuvilab 40% nuvilab
- J - J - J

Fonte: os autores

4.2 Caracterizagao das ragdes especiais
4.2.1 Avaliag¢io do Rendimento

As ragoes elaboradas com os diferentes percentuais (20, 40 e 60%)
de incorporagio de leguminosa a formulagio, apds a secagem,
apresentaram-se em forma de tabletes quadrados com textura
adequada, assemelhando-se as ragoes comerciais (Figura 9).

Figura 9: Gaiola com os ratos ja tendo
a administracao das racoes especiais.

Fonte: os autores
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A textura descreve o atributo de um alimento que resulta de uma
combina¢ao de propriedades fisicas e quimicas percebidas em
grande medida por trés ou quatro sentidos: os receptores mecinicos,
tateis e, eventualmente, os visuais e auditivos. A textura refere-se as
propriedades reolégicas e estruturais (geométricas e de superficie) dos
produtos. Relaciona-se com a sensibilidade térmica e cinestésica (IAL,
2008).

A textura da ragao para roedores é uma questao critica e que interfere
na nutricdo dos animais. Eles precisam de um alimento que os
permita roer sem que o alimento se desintegre, ou seja, que produza
cisalhamento do alimento apropriado aos hdbitos do animal (FARIA &
STABILLE, 2007). O alimento com textura quebradica dificulta o ato
da alimenta¢do dos animais, uma vez que os mesmos nao conseguem
acessar pequenos residuos, fragmentos ou farelos.

Foi avaliada a perda de massa apds secagem da massa da ra¢ao preparada
conforme ja descrito no item 2.2. O rendimento médio, em % m
m-1, foi obtido durante a produgao das ragoes especiais, considerando
dois lotes de produc¢io (lote 1, produzido em 07/04/2017; lote 2,
produzido em 25/05/2017), conforme apresentado na Figura 10.

Figura 10: Comparagio do rendimento (%m m-1), obtido na
preparagao das ragoes especiais considerando os percentuais de
substituicao 20, 40 e 60%.

80

X

Hlotel MWlote2

60 -

50 +

40 +

30 +

20 -+

o+s503 a5 o =m

10 +

20% 40% 60%

Fonte: os autores
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Na comparagio das diferentes formulagoes, considerando os
percentuais de substituicio (20, 40 e 60%) da ragio convencional
pela massa das trés espécies de leguminosas, foi observada reduzida
dispersao (Coeficiente de variagdo de 1 a 5%) dos rendimentos
percentuais obtidos.

Destaca-se maior rendimento obtido para a formulagio 20%, na
qual é usada maior quantidade de massa de ragio convencional,
quando comparada as demais. Esse resultado decorre do fato da maior
incorporagao de dgua a massa nas formulagdes 40 e 60% devido ao
alto teor de umidade no grao das leguminosas estudadas (64+6%).

4.2.2 Composicao centesimal

Foi determinada a composi¢ao centesimal das amostras das ragoes
especiais elaboradas e da ragio convencional marca Nuvilab®.

Na Figura 11 ¢é apresentada a comparagio da composic¢io centesimal
(% m m-1) para as ragées modificadas com 60, 40 e 20% das trés
espécies de leguminosas (caupi (RCA), andu (RA), mangal6 (RM))
com a composi¢ao centesimal da ragao convencional marca Nuvilab®

(RC).

Figura 11: Composi¢ao centesimal das ragdes especiais com leguminosa
em 60% (a); 40% (b) € 20% (c). Caupi (RCA), andu (RA), mangalé

(RM), e ragdao convencional marca Nuvilab® (RC).

30
£
€ 25 = =
x E3
20 —
15 —
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0
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(a) m %Cinzas m %Umidade %Lipidio O%PTN
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Fonte: os autores

A anilise dos resultados foi realizada empregando ANOVA ao nivel de
95% de confianga. Com relagao ao teor de lipidio, no houve diferenga
significativa entre as ragoes especiais elaboradas com as trés espécies de
leguminosa estudadas, considerando as trés diferentes proporgoes de
incorporagio (p>0,05).

Com relagdo aos teores de proteinas das ragdes elaboradas, as ragoes
elaboradas com andu nao apresentaram diferenga significativa entre
as diferentes porcentagens (p>0,05). As racdes elaboradas com caupi
apresentaram diferenca no teor de proteina (p<0,05) comparando-se
as ragoes 20 e 60%, bem como, 40 e 60%. Este resultado demonstra
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que o teor de proteina presente no caupi influenciou diretamente no
contetido deste macronutriente na ragio, em concentragbes acima de
20%. Na ragio elaborada com mangald, o teor de proteina diferiu
significativamente apenas nas propor¢oes 20% e 40% da leguminosa
na ragdo, ou seja, a quantidade de proteina nessa leguminosa estd
presente em niveis inferiores quando comparada ao caupi.

Comparando-se a composicao centesimal da ra¢ao convencional com
as ragoes elaboradas com adi¢io de leguminosas nas proporgoes de
20%, 40% e 60% (Figura 11), nao foi observada diferenca significativa
entre os teores de proteina, cinzas e lipidios.

No que diz respeito ao teor de umidade das ragoes, as ragoes
elaboradas com andu apresentaram diferenca significativa (p<0,05)
para as propor¢oes 20 e 60 %, e nas de 40 e 60%. A racio elaborada
com caupi, apresentou diferenca significativa (p<0,05) no teor de
umidade entre racoes 20 e 40%, 20 e 60%, bem como, 40 e 60%.
Comportamento similar foi observado para as racoes elaboradas
com mangal6. Esses resultados revelam que as condi¢oes da etapa de
secagem foram relativamente constantes para as racoes elaboradas com
as diferentes espécies de leguminosas.

Referente ao teor de cinzas, as ragoes preparadas com andu e mangalo,
apresentaram diferenga significativa (p<0,05) para 20 e 40%, 20 e
60%, e 40 e 60%. Comportamento adverso foi apresentado pelas
racoes elaboradas com caupi, as quais nao apresentaram diferenga
significativa para considerando as trés proporg¢oes percentuais.

4.2.3 Teste de palatabilidade

Para avaliagio do teste de palatabilidade das novas ragées, foi
considerado como indicador o ganho de peso dos animais. De modo
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geral, pode-se observar que, a partir de 40% de adicio de feijao nas
ragoes, nao houve diferencas significativas (p<0,05) no ganho de peso
dos ratos quando comparado com a ragio convencional. Também
ficou evidente que a medida que se aumentava a propor¢ao de feijao
na ragio, também aumentava a aceitabilidade da mesma.

Deste modo, pode ser observado na Figura 14 que as racoes elaboradas
com mangald apresentaram diferengas significativas (p<0,05) entre a
ragio controle e a ragio contendo 20% do feijao, bem como entre
as ragoes com 20 e 40%. Ficou evidente que a ragio contendo 20
% do feijao mangald nao foi bem aceita pelos animais e que a ragao
contendo 40 % foi aceita, tanto quanto a ragao controle. A ra¢io com
60 % de mangalé também apresentou aceitabilidade semelhante a
ragao convencional.

Figura 14. Ganho de peso dos animais alimentados com ragao
convencional e ragao elaborada com mangalé.
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Fonte: os autores
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Para as racoes elaboradas com andu, apenas a ragio com 20% desse
feijao diferiu significativamente do controle (Figura 15). Apresentando
um comportamento semelhante do grupo alimentado com a ragio
contendo mangald, demonstrando que a propor¢io de 20% de feijao
nao foi bem aceita pelos animais. Quanto as ragoes elaboradas com
40 e 60 % de andu, ambas resultaram em ganho de peso semelhante
a ra¢io convencional.

Figura 15. Ganho de peso dos animais alimentados com ragao
convencional e raciao elaborada com andu.
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Fonte: os autores

As racoes elaboradas com caupi ndo apresentaram diferenca
significativa entre si nem quando comparada com o controle (Figura
16). As ragoes elaboradas com caupi foram aceitas pelos animais nas
trés proporgoes (20, 40 e 60%). Ao fazer uma andlise em paralelo com
a composigao centesimal das novas ragdes, e considerando que o teor
de proteina presente no caupi influenciou diretamente no contetido
desde macronutriente na racio, pode-se inferir que a proteina foi
o nutriente que contribuiu para a uniformidade no ganho de peso
dos animais, para as trés proporg¢oes das ragoes preparadas com feijao
caupi.
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Figura 16. Ganho de peso dos animais alimentados com ragao
convencional e ragao elaborada com caupi.
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Fonte: os autores

5. CONSIDERACOES FINAIS

O processo de elaboragio de ragoes especiais para animais a base
de feijoes verdes, se constitui num processo fécil, inovador e sem a
necessidade de utilizagio de tecnologia de ponta para sua execugio.

As ragdes elaboradas apresentaram valor nutricional equivalente a
ragio comercializada. Especialmente para as ragoes elaboradas com
caupi e mangald, houve incremento de proteinas. Além disso, as
ragdes formuladas atingiram umidade e textura adequada, mantendo
o alimento em condig¢des ideais para a alimentagio de roedores.

Outro fator extremamente importante quando tratamos de
formulagées para alimentagio animal é a aceitabilidade do novo
alimento. A quantidade de consumo didrio de ragio para esses animais
no peso médio de 200 g é de 15 a 20 g de racdo por dia, utilizamos no
experimento a média didria de 20 g de ra¢io e nao houve desperdicio
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da formulagio pelos roedores, o que nos leva a inferir que a ragio
formulada estava palatdvel para os animais.

Sendo assim, a ra¢io especial produzida constitui-se em uma alternativa
que viabiliza a utilizagdo de novas matérias primas na implementagio
da nutrigao animal e que atende as exigéncias atuais do mercado, tanto
no aspecto nutricional como no rigor do controle de qualidade das
ragoes.
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