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RESUMO

A Sindrome Metabolica (SM) é um estado pré-diabético associado a um aumento
significativo de risco cardiovascular. A sindrome é caracterizada por uma série de fatores
de risco, relacionados a resisténcia a insulina e a deposicdo de gordura abdominal. A
crescente busca pela implementacgdo de alimentos funcionais na alimentagdo humana, em
particular os probidticos, justifica-se pela gama de beneficios trazidos ao consumidor. O
objetivo deste estudo foi desenvolver uma bebida vegetal simbidtica e estudar seu efeito
benéfico na SM. Para realizacdo dos experimentos foi elaborada e caracterizada a farinha
de inhame quanto suas propriedades fisico-quimicas, microbioldgicas e sua estabilidade
ao armazenamento. A bebida simbidtica foi desenvolvida com polpa de maracuja,
enriquecida com a farinha de inhame e fermentada com Lactobacillus paracasei,
avaliando-se composicdo centesimal e microbioldgica. Foi determinada a resisténcia do
micro-organismo a fluidos simulados do trato gastrointestinal e andlise sensorial foi
realizada através do teste de aceitabilidade e intencdo de compra, bom como a sua vida de
prateleira. O efeito benéfico foi avaliado em camundongos com sindrome metabdlica,
induzidos por dieta hiperlipidica por sete semanas. A bebida apresentou os seguintes
parametros fisico-quimicos e microbiol6gicos: A analise microbiolégica foi realizada para
Coliformes a 45°C/NMP/g e Salmonella sp, nos tempos 0, 7, 14 e 21 dias pos
fermentacdo, afim de verificar a estabilidade biol6gica da bebida. No que diz respeito a
composicdo centesimal os resultados apresentaram-se da seguinte forma em @/100g:
umidade — 91,83; cinzas — 0,16; proteina — 0,33; lipideo — 0,26, carboidrato — 7,21; fibra
alimentar total — 2,45 e valor caldrico total — 32,5. Os resultados para as analises
microbioldgicas foram de auséncia para Coliformes a 45°C e para Salmonella sp em todos
os tempos avaliados. No teste sensorial apresentou os seguintes resultados para o indice
de Aceitabilidade (1A%): aparéncia — 70; qualidade global - 71,83; cor - 75,21; sabor —
73,57 e odor — 72,39. Para o teste de sobrevivéncia a fluidos simulados do trato
gastrointestinal, a bactéria mostrou-se adaptado a bebida e condi¢fes extremas que foram
submetidas durante as simulacGes. Quanto aos resultados no modelo animal de obesidade
induzida por dieta, a bebida simbi6tica aumentou a sensibilidade a insulina e 0 HDL-c e
reduziu niveis séricos de LDL. Desta forma, a bebida simbiotica mostrou boa alternativa
para viabilizacdo do L. paracasei em bebidas vegetais, bem como um efeito benéfico na
SM.

Palavras-chave: Sindrome metabolica. L. paracasei. Simbidticos.



ABSTRACT

Metabolic syndrome (SM) is a diabetic state associated with a significant increase in
cardiovascular risk. The syndrome is characterized by a number of risk factors related to
insulin resistance and the deposition of abdominal fat. The increasing search for the
implementation of functional foods in human food, in particular probiotics, is justified by
the range of benefits brought to the consumer. The purpose of this study was to develop a
symbiotic vegetable drink and study its beneficial effect on SM. For the experiments, the
yam flour was elaborated and characterized by how much its physico-chemical,
microbiological and its Storage stability. The symbiotic beverage was developed with
passion fruit pulp, enriched with yam flour and fermented with Lactobacillus paramarryi,
evaluating centesimal and microbiological composition. It was determined the resistance
of the microorganism to simulated fluids of the gastrointestinal accident and sensory
analysis was performed through the test of acceptability and intent to purchase, as good as
its shelf life. The beneficial effect was evaluated in obese mice induced by diet diet for
seven weeks. The beverage presented the following physico-chemical and microbiological
parameters: Microbial analysis was performed for coliforms at 45 °c/NMP/G and
Salmonella sp, in times 0, 7, 14 and 21 days after fermentation, in order to verify the
biological stability of the beverage . As regards a composition centesimal the results were
presented as follows in G/100g: Humidity — 91, 83; Ashes-0, 16; Protein-0, 33; Lipid-0,
26, carbohydrate — 7, 21; Total Food Fiber — 2, 45 and total caloric value — 32, 5. The
results for as microbiological analyses out of absence for coliforms at 45 °c and for
Salmonella sp at all times evaluated. No sensory test presented the following results for
the acceptability index (ia%): appearance — 70; Overall quality-71, 83; Cor-75, 21;
Flavour — 73, 57 and Odor — 72, 39. For the simulated fluid survival test of the
gastrointestinal accident, a bacterium was adapted to the beverage and extreme conditions
that were submitted during simulations. As for the results in the animal model of diet-
induced obesity, a symbiotic beverage increased the sensitivity to insulin and HDL-C and
reduced serum levels of LDL. In this way, a symbiotic drink showed a good alternative to
making it possible for L. To marry into vegetable beverages as well as a beneficial effect
on SM.

Keywords: Metabolic syndrome. L. paracasei. Symbiotic.
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1. INTRODUCAO

A Sindrome Metabolica (SM) é um estado pré-diabético associado a um aumento
significativo de risco cardiovascular e um prognéstico ruim na doenca cardiaca estabelecida.
Pelo menos trés de cinco fatores de risco devem estar presentes para o diagnostico da SM:
obesidade abdominal, pressdo arterial elevada, triglicerideos elevados, colesterol HDL
reduzido e glicose plasmatica elevada em jejum (GOLDENBERG & PUNTHAKEE, 2013).
Diversos autores tém sugerido que a presenca de obesidade € um importante fator para o
surgimento da SM (CASTRO et al., 2014).

O aumento da prevaléncia de SM tornou-se um problema de satde publica. A sindrome é
caracterizada por uma série de fatores de risco, relacionados a resisténcia a insulina e a
deposicdo de gordura abdominal. Estes fatores de risco estdo interligados por caracteristicas
bioquimicas, fisioldgicas, clinicas e metabdlicas e aumentam diretamente o risco de
desenvolver Diabetes Mellitus 2 (DM2) e doengas cardiovasculares (DCV). A incidéncia da
sindrome pode variar em diferentes populacGes dependendo da etnia, idade, sexo e regido
(urbana ou rural) e de acordo com os critérios de diagndsticos empregados (BHATT et al.,
2015).

Segundo a International Diabetes Federation - IDF (2017), 425 milhdes de pessoas
possuem DM2, dos quais 76% possuem de 20-64 anos, com um acréscimo de 48% até 2045,
valores preocupantes visto que a SM é um estado pré-diabético. Estima-se que atualmente o
Brasil possui 14,6 milhdes de pessoas com intolerancia a glicose, com um aumento de 20%
até 2045, pessoas com SM apresentam intolerancia a glicose, determinado por quantidades
elevadas de glicose sanguinea, mas ndo sendo suficiente para o diagnéstico de DM2, desta

forma considera-se também um estado pré-diabético.

Populacdes em todo 0 mundo estdo cada vez mais sedentarias e consomem quantidades
crescentes de gorduras e agucares, 0 que geralmente esta ligado a alimentos processados
industrialmente. A consequéncia disso foi uma transicao rapida, manifesta como uma redugéo
na desnutricdo e no baixo peso e um aumento no excesso de peso/obesidade (BRASIL, 2014),
contribuindo para o desenvolvimento da SM, que € uma anormalidade metabolica associada
ao sobrepeso e obesidade (RIGBY, 2013).



14

A melhor estratégia contra a SM sdo dietas que consigam reduzir o peso corporal,
diminuir a ingesta de gorduras saturadas e que sejam ricas em substancia bioativas como:

acidos graxos insaturados, vitaminas e flavonoides (STECKHAN et al., 2016).

A crescente busca pela implementacdo de alimentos funcionais na alimentacdo humana,
em particular os probi6ticos, justifica-se pela gama de beneficios trazidos ao consumidor,
dentre os quais podemos citar a prevencgéo da dishbiose (ZOPPI et al., 2001), a diminuicdo dos
quadros de constipacdo e diarreia (VANDENPLAS & BENNINGA 2009; KRAMMER et al.,
2011), além dos beneficios imunolégicos (CALDER & KEW, 2002) e mais recentemente
hipotetizado na prevencdo da obesidade (SCARPELLINI et al., 2010; LECERF, 2011), um
atual problema de saude publica.

Apesar dos beneficios da insercdo de alimentos probidticos na alimentacdo, sua
aplicacdo pratica ndo tem se concretizado de forma homogénea, uma vez que individuos com
intolerdncia ou alergia ao leite, com restricbes no consumo de colesterol ou mesmo
vegeterianos acabam por ndo fazer uso desses alimentos, haja vista ser o leite o principal
veiculo desses micro-organismos benéficos (SCHMIDT & PEREIRA, 2011) e a adicdo de
culturas probi6ticas em produtos ndo-lacteos ser ainda um grande desafio (PRADO et al.,
2008). A formulacdo de bebidas de origem vegetal tem se mostrado uma alternativa viavel
para transpor tais dificuldades (YOON et al., 2006, RENUKA et al., 2008).

O desenvolvimento de off-flavour devido a fermentacéo é mais evidente em bebidas a
base vegetal que nas produzidas com leite e seus derivados (LUCKNOW,; DELAHUNTY,
2004). A escolha de um vegetal tecnologicamente capaz de mascarar tal efeito é um grande
desafio. Segundo Lucknow e colaboradores (2006) uma das maneiras mais eficientes de
mascarar o off-flavour € o uso de sucos de frutas tropicais com sabor marcante, caso do

maracuja.

A fermentacdo de bebidas simbioticas & base de frutas traz ainda o desafio de
manutencdo da viabilidade e funcionalidade durante o tempo de estocagem (MATTILA-
SANDHOLM et al., 2002). Desta forma o uso de cepas probidticas deve ter um respaldo
cientifico, higiénico e tecnologico (FARNWORTH, 2008), caso do género Lactobacillus que
é considerado GRAS (generally reconized as safe) e em especial o L. paracasei que tem sido
amplamente estudado para emprego em alimentos industrializados e vem se mostrando viavel
na producao de bebidas vegetais (SHEEHAN et al., 2007).
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O inhame (Dioscorea cayennensis Lam.) é um alimento regional muito popular no
Nordeste Brasileiro, sendo consumido por grande parte da populagdo apresentando, portanto,
boa aceitabilidade aléem de baixo custo e excelentes caracteristicas nutricionais como alto
valor energético e nutritivo (LEONEL et al., 2006). A analise de sua composicdo centesimal
revela um consideravel teor de fibras alimentares, 0 que sugere a perspectiva da presenca de
prebiodticos em sua composicdo (TACO, 2011). Apesar do destaque ora apresentado existem

poucos estudos a respeito das suas propriedades funcionais e tecnoldgicas.

Apesar de ainda pouco estudada, a farinha do inhame tem se revelado viavel para o
desenvolvimento de produtos para fins especiais como a doenca celiaca, uma vez que ndo
possui gluten (ATZINGEN et al., 2001), para o aumento do teor de fibras de preparacdes
(MOORTHY, 2002) e ainda para conferir propriedades funcionais aos produtos (LIMA,
2002).

Portanto a combinacdo de alimentos regionais de viabilidade tecnolégica e utilizacao
de micro-organismos com seguranca alimentar e reconhecidas caracteristicas funcionais deve

ser capaz de produzir uma bebida funcional vidvel para aplicagdo em grupos especiais.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Sindrome metabodlica

A SM foi originalmente denominada Sindrome Metabdlica X e existe um grande
numero de critérios para o seu diagnostico, incluindo o Grupo Europeu EGIR para o Estudo
da Resisténcia a Insulina (1999), o AACE - Associacdo Americana de Endocrinologistas
Clinicos (2003) e o IDF (2006), mas a Primeira Diretriz Brasileira sobre a Sindrome
Metabolica (IDBSM, 2005) escolheu os critérios do National Cholesterol Education
Programme - Adult Treatment Panel 111 (2001). Estes critérios para o diagnostico incluem os
distarbios da glicemia relacionados a resisténcia a insulina (RI); indice de Massa Corporal
elevado; triacilglicerdis elevados e HDL baixo (lipoproteina de alta densidade); e hipertenséo
arterial (GANHOU et al., 2015).

Foi descrita pela primeira vez em 1923 por Kylin et al. como uma associacdo de gota
com hipertensdo e hiperglicemia. Em 1947, Vague demonstrou a ligacdo entre a obesidade
abdominal e desarranjos metabolicos no DM2 e doencas cardiovasculares (DCV). A
importancia da resisténcia a insulina (Rl) no DM2 foi estabelecida por Reaven em 1988,
enquanto ele nomeou o grupo de fatores de risco para DCV e sindrome do DM X. Alguns
anos mais tarde, em 1992, a obesidade central foi adicionada como um componente central na
definicdo e na entidade e foi renomeada como sindrome de resisténcia a insulina (IRS)
(KAUR, 2014).

A SM tornou-se uma questdo de saude global de grande preocupacdo. Segundo 0s
critérios da IDF, a prevaléncia nos Estados Unidos é de 33 a 39%, com um ndmero
significativo de mulheres, enquanto a Europa é marcada por consideravel diversidade, a
prevaléncia varia de 18 a 30% (AGUILAR et al. 2105; O’NEILL & O’DRISCOL, 2015),
como também difere em género e idade, ja que abaixo dos 50 anos é ligeiramente maior nos
homens, revertendo-se apos essa idade para mostrar uma preponderancia feminina (PUCCI et
al. 2017).

De acordo com a Pesquisa Nacional de Saude e Nutricdo (NHANES) 2003-2006, a
carga dessa condigdo € maior em homens que em mulheres antes dos 60 anos, com uma
frequéncia de 41 e 34%, respectivamente; no entanto, a diferenca de sexo diminui com o

avanco da idade devido ao fato de que a prote¢do cardiometabdlica diminui nas mulheres apos
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a menopausa, enquanto o papel dos horménios sexuais nas mulheres diminui em relacdo a
distribuicdo da gordura corporal (KUK & ARDEN, 2010).

A SM ¢é o termo comumente utilizado para um conjunto de fatores clinicos e
metabolicos que aumentam o risco de diabetes mellitus tipo 2 (DM2), doenca arterial
coronariana (DAC) e acidente vascular cerebral. Os fatores de risco inter-relacionados
incluem obesidade central, dislipidemias, hipertenséo e resisténcia a insulina (WEISS et al.
2013).

Em pessoas com SM, o risco de desenvolver DM2 € cinco vezes maior e o risco de
acidente vascular cerebral (AVC) e infarto do miocéardio (IM) é trés vezes maior do que em
individuos normais/saudaveis (ALBERTI et al. 2005). Durante a dltima década, a SM
também foi associada a outras condic@es clinicas, como esteatose hepatica e doenca hepatica
gordurosa ndo alcodlica (DHGNA), hipogonadismo, sindrome dos ovarios policisticos (SOP),
apneia obstrutiva do sono, deméncia vascular, doenga de Alzheimer e carcinomas,
especialmente cancer de pancreas e colorretal (GRUNDY, 2008; UZUNLULU et al. 2016).

H& consenso na literatura recente de que existem pelo menos cinco critérios que
definem a presenca de SM: obesidade, RI (glicemia de jejum> 100 mg/ dL) triglicerideos
elevados (> 150 mg/ dl) e HDL baixo (<40 mg/dL no sexo masculino ou <50 mg/dL no sexo
feminino), hipertensdo arterial (PA> 130-85 mmHg) e pré-inflamatorio e pro estado
trombdtico. As pessoas que tém trés ou mais dos critérios listados acima sdo consideradas
portadoras da sindrome (BONOMINI et al. 2015; COFFMAN & RICHMOND-BRYANT,
2015).

Assim, atualmente a presenca a SM é definida pela presenca de trés dos cinco critérios

referidos na Tabela 1.
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Tabela 1. Defini¢bes de sindrome metabdlica com o uso mais frequente por diferentes

instituicoes.

A Definicéo
Parametro 515 (1998) INCEP ATP | bE (2005) AHA/NHLBI harmonizada
clinico 111 (2001) (2005)

(2009)
10G, EGJ, DM2
Re3|s_ten0|a a ou d_wmpmgaq da N N N0 Nio
insulina sensibilidade a
insulina
e>2 dos gf?glzﬁo Associagdo de>3  Associag¢do de >3
seguintes = dos seguintes dos seguintes
seguintes
Definicédo
. H: cintura/anca H: PA> H europeus: PA especifica para
Obesidade 0,90 102 cm >94 cm H: PA 2102 cm cada pais e
populacéo
M: cintura/anca ) M europeias:
085elouiMC> EPAZS pasgoeme> MPAz88em
30 Kg/m2 2 dos seguintes
Dislipidemia TG2150 192130 m/dl 1G> 150 me/diou TG > 150 mg/dl
aterogénica mg/dI terapéutica sob terapéutica ou sob terapéutica
H: TG = 150 _ H:C- HDL<  H:C- HDL<40 H:C- HDL <40
mg/dl e/ou H: C- HDL 40 mg/dl ou sob  mg/dl ou sob mg/dl ou sob
C- HDL <35 < 40 mg/dl o - o
terapéutica terapéutica terapéutica
mg/dl
M: TG 2 130 , M:C- HDL< M:C- HDL<50 M:C- HDL <50
mg/dl e/ou M: C- HDL 50 mg/dl ou sob mg/dl ou sob mg/dl ou sob
C- HDL <39 <50 mg/dl o - A
terapéutica terapéutica terapéutica
mg/dI
I?()Sn?mH ou TAS > 130 mmHg TAS > 130 mmHg
Elevagio > 130/85 g ou TAD ou TAD
. >140/90 mmHg TAD
tensional mmHg ~85 mmHa ou >85 mmHg ou sob  >85 mmHg ou sob
- 19 terapéutica terapéutica
sob terapéutica
Alteracdo
metabolismo > 110_Mg/d| >100 mg/dl ou > 100 mg/dl ou > 100 mg/dl ou
N I0G, EGJ, DM2  (incluindo A L .
glicidico DM2) sob terapéutica  sob terapéutica sob terapéutica

C-HDL: colesterol HDL; DM2: diabetes mellitus tipo 2; EGJ: elevacéo da glicemia jejum; H: homens; IMC: indice de massa

corporal; IOG: intolerancia oral a glicose; M: mulheres; PA: perimetro abdominal; TAS: tenséo arterial sistélica; TAD: tensédo

arterial diastélica; TG: triglicerideos. Fonte: TIMOTEO, 2018.

A patogénese da SM é complexa, sendo a interacdo de mdltiplas vias de interacéo,

variacdes genéticas e fatores ambientais, incluindo a ingestdo de uma dieta altamente caldrica

e a falta de exercicio (KAUR, 2014). A etiologia exata da sindrome metabdlica ainda néao foi
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completamente elucidada, mas vérios estudos relataram uma forte associacdo de SM com
resisténcia a insulina, estresse oxidativo, inflamagdo, obesidade, disfuncdo endotelial e
doengas cardiovasculares (WISSE, 2004; WEN et al., 2015). No entanto, apesar da
importancia da obesidade, as vezes os pacientes com peso normal podem ser resistentes a
insulina e ter a sindrome (KATZMARYK et al., 2003).

O principal componente da SM ¢ a resisténcia a insulina (IR), dai o nome alternativo
de “sindrome da resisténcia a insulina”. A IR ¢ a capacidade diminuida dos 6rgaos alvo, como
o figado, musculos esqueléticos e tecidos adiposos, de responder aos niveis normais de
insulina (BUSE et al., 2003).

A insulina regula uma variedade de processos bioldgicos, agindo em seus receptores
de superficie celular nos sitios sensiveis a insulina, enquanto a ligagao do receptor de insulina
inicia uma série de eventos que levam a fosforilacdo do receptor de insulina, seguido por
proteinas de substrato receptor de insulina (IRS) e ativacdo de duas importantes vias de
transducdo pos-receptor, PI3K (fosfatidilinositideo 3 quinase) Akt (proteina quinase B)
mTOR (alvo molecular para rapamicina) e Ras-MAPK (proteina quinase ativada por
mitdgeno) sinalizando a cascata (BOUCHER et al., 2014).

A Akt ativada é responsavel pela translocacéo de transportadores de GLUT4, captagdo
de glicose pelas células e inativacdo da enzima glicogénio sintase quinase, um potente
inibidor da enzima glicogénio sintase, promovendo a sintese de glicogénio nas células (IJUIN;
TAKENAWA, 2012).

Essa cascata de eventos leva a acdo hepatica deficiente de insulina, atividade
transcricional alterada dos fatores nucleares, aumento na producdo hepética de glicose e
sintese de triacilglicerdis e citocinas pro-inflamatorios (NAIMI et al., 2007). A R1 do tecido
adiposo resulta em supressao prejudicada da lipdlise na presenca de altos niveis de insulina
com aumento da liberacdo de acidos graxos livres (AGL) no sangue, o que favorece a
gliconeogénese hepatica e a intolerancia a glicose (GINSBERG et al., 2005; GASTALDELLI
etal., 2017).

O tecido adiposo € um o0rgdo envolvido diretamente na homeostase dos lipidios
corporais e que é metabolicamente flexivel, podendo passar de um estado de armazenamento
de &cidos graxos para um estado de liberacdo destes, de acordo com as necessidades

metabolicas. Com efeito, o tecido adiposo subcutaneo é considerado “saudavel” e o tecido
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adiposo visceral, pelo importante componente inflamatério associado, com producdo de
citocinas e adipocinas, condiciona todo um estado desregulado sistémico responsavel por
muitas das complica¢es da SM (CAMARGO et al., 2014).

O tecido adiposo é o 6rgdo endocrino metabolicamente ativo mais abundante no corpo
e uma fonte de hormdnios como adiponectina, IL-6 e TNF-a. Entre estes, a adiponectina,
codificada pelo gene ADIPOQ, exerce um potente efeito sensibilizador de insulina, enquanto
as citocinas pro-inflamatdrias, interleucina 6 (IL-6) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
contribuem para o desenvolvimento de inflamacdo em individuos obesos (USMAN; JAFRI,
2014; ABU-FARHA et al., 2014).

Como a SM esta associada a obesidade central e a disfuncao adiposa, as adipocinas
sdo fortes candidatas para prever o futuro desenvolvimento de RI, DM2 e consequentemente
da sindrome (UZMA et al., 2018).

A adiponectina estd envolvida no metabolismo da glicose, na gliconeogénese hepatica,
na oxidacdo de acidos graxos e na sintese de éxido nitrico, atuando através do receptor
1 ADIPOQ (R1), aumenta a ativacdo de AMP e translocacdo de transportadores de GLUT 4,
favorecendo a captacdo de glicose pelos musculos esqueléticos (YAMAUCHI et al. 2007),
também promove o reparo vascular melhorando a fungdo e o numero de células progenitoras
endoteliais (YOON et al. 2006), a secrecdo de adiponectina é reduzida na SM devido a R,
estresse oxidativo, adiposidade excessiva e inflamacdo (FISMAN & TENENBAUM, 2014),

como é demonstrado na figura 1.
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Adipose tissue inflammation
& insulin resistance

1 Acquired factors:
Genetic fact sedentary life
AETHC JaeCONS " HYPOADIPONECTINEMIA o style, high caloric
Various SNPs intake, smoking
Reduced ADIPOQRI1 Altered endothelial
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content 'lnﬂammation &
\ atherosclerosis

lAngiogenesis &impaired
tissue repair response

Jllnsulin sensitivity —insulin resistance —»
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Fonte: ZAFAR et al. 2018

ADIPOQR, receptor de adiponectina; AMP, monofosfato de adenosina; CPT1, carnitina-
palmitoiltransferase; NFK-B , fator nuclear kappa B; NO, oOxido nitrico; PPAR-Y, receptor ativado por
proliferador de peroxissoma gama; SNP , polimorfismo de nucleotideo Unico; V-CAM , molécula de adeséo

celular vascular.

Figura 1. llustracdo esquematica associando hipoadiponectinemia com resisténcia a insulina e
desfechos clinicos adversos.

Se a capacidade de armazenamento é excedida, surgem depdsitos em localizagGes
ectdpicas e que condicionam a resisténcia periférica a insulina, um dos principais mecanismos
fisiopatoldgicos envolvidos na SM. A resisténcia a insulina, por sua vez, causa hiperglicemia
com consequente glicosilagdo de diversas proteinas vulnerdveis, entre elas as
apolipoproteinas, e motiva perturbagdes da sua funcdo e alteragbes dos niveis lipidicos
sistémicos (SENEFF, 2011).

Esta sindrome representa uma importante combinacéo fisiopatologica do metabolismo
humanos e para estudos em modelos animais. A presenca de SM leva a um aumento do risco

de diabetes tipo 2 e doenca cardiovascular, na forma de aterosclerose coronéria ou periférica e
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insuficiéncia cardiaca. Além disso, esta associada a algumas outras complicacfes sistémicas
que afetam diferentes Orgaos e sistemas, como esteatose hepatica e cancer. Os pacientes com
SM aumentaram a mortalidade por todas as causas e reduziram o tempo de vida em
comparacdo com a populacgdo geral (GUIZE et al. 2007; ZAMBON et al. 2009).

Assim, é reconhecido que a SM esta associada ao envelhecimento precoce (NUNN et
al. 2009), que € de importancia predominante considerando a crescente epidemia mundial de
sindrome metabdlica (HAFFNER & TAEGTMEYER, 2003). Desta forma, a descricdo dos
mecanismos bioquimicos que ligam as alteraces da sindrome metabolica ao tempo de vida é
importante.

O processo de envelhecimento ¢ alterado ou acelerado quando doengas metabdlicas e
cardiovasculares estdo presentes e o risco de doengas aumenta com a idade. Muitas condicdes
predisponentes que aumentam a prevaléncia durante o envelhecimento, como obesidade,
resisténcia a insulina, inflamacé&o, alteragdes na atividade do eixo supra-renal do hipotalamo-
hipofise, estresse e hipertensdo também contribuem para aumentar a prevaléncia da sindrome
metabolica. Envelhecimento, o desenvolvimento de resisténcia a insulina e doenca
cardiovascular parece ser acelerado na sindrome metabdlica (GUARNER et al. 2005; FADINI
et al. 2011; REN et al. 2010).

Em um estudo, observou-se o papel do estresse oxidativo nas interacdes
fisiopatologicas entre os fatores constituintes da SM. No entanto, embora algumas das
caracteristicas constituintes da sindrome sejam conhecidas por compartilhar mecanismos
patogénicos comuns de danos, o impacto da predisposicdo hereditaria e a regulacdo da
expressao génica, bem como o papel do ambiente e do habito alimentar na determinacdo da
oxidacdo desencadeada pelo processo inflamatério parecem ser determinantes no
aparecimento da sindrome (SAHAF et al. 2005).

Alguns estudos demonstraram que o consumo de dietas ricas em grédos refinados é
capaz de induzir hiperglicemia aguda a curto prazo e desencadear a liberagéo de citocinas
inflamatdérias. Em contrapartida, dietas ricas em grdos integrais podem diminuir o
aparecimento de radicais livres e citocinas inflamatorias como a IL-6, IL-8 e TNF-a
(GIUGLIANO et al. 2006). Estudos de intervencdo encontraram uma diminui¢do nos
marcadores inflamatdrios quando foram incluidos o consumo de dietas do mediterraneo,
baseada no consumo de alimentos frescos e naturais, ou na adesdo de diretrizes dietéticas
quando a SM estava envolvida (AHLUWALIA et al. 2013).



23

Do contrério, dietas pobres em antioxidantes naturais e fibras de frutas, legumes e
grdos integrais, podem causar a producdo excessiva de citocinas inflamatdrias, parecendo
provavel que a dieta tem potencial para mediar um grande efeito na SM (STECKHAN et al.
2016).

O TNF-a e a IL-6 sdo citocinas com atividades enddcrinas, autdcrinas e parécrinas e
Cuja expressdo génica esta aumentada em adipocitos, macrdéfagos e linfécitos nos individuos
obesos (MOHAMMADI et al. 2017). A interleucina-6 (IL-6) é uma citocina pro-inflamatéria,
envolvida no desenvolvimento da hiperinsulinemia e na SM, pois desempenha papel
importante no metabolismo de carboidratos e lipidios por aumentar a lipdlise, com inibicdo da
lipase lipoprotéica (LPL) e aumento da liberacdo de acidos graxos livres e glicerol, e reducéo
da expressdo do substrato do receptor de insulina-1 (IRS-1) e GLUT-4 nos tecidos muscular e
hepético. Em mulheres com IMC > 28,3 kg/m?, niveis deste marcador foram quatro vezes
maior que o de mulheres com IMC inferior, levando a risco relativo quatro vezes para a
hiperinsulinemia (REXRODE et al. 2003).

O TNF-a atua localmente nos adipécitos e reduz a sensibilidade a insulina por
diferentes mecanismos, incluindo (a) inibicdo da ativacdo do substrato-1 do receptor de
insulina, (b) diminuigéo da expressdo de PPAR-y nos adipoécitos e (¢) diminui¢do da afinidade
desses receptores para uma classe de medicamentos chamados tiazolidinedionas (DALZIEL
et al. 2002; NAVARRO-GONZALEZ & MORA-FERNANDEZ, 2008)). O TNF-a diminui a
vasodilatacdo mediada por oxido nitrico e esta envolvido na patologia vascular da sindrome
metabolica, na aterosclerose e na doenca arterial coronariana (PICCHI et al. 2006; VIKRAM
et al. 2011).

Um estudo com individuos saudaveis demonstrou correlacdo entre a IL-18 e 0s
componentes da SM: glicemia, circunferéncia da cintura, niveis séricos de triacilglicerdis e de
HDL, pressao sistdlica, pressdo diast6lica, além dos niveis séricos de insulina, IMC e 0s
marcadores inflamatorios IL-6 e PCR (p < 0,001). Neste estudo, quanto mais componentes da
SM os individuos apresentaram (0, 1, 2 e > 3), maiores eram o0s valores da 1L-18 (255, 279,
315, 356 pg/L), respectivamente (p < 0,001). Desse modo, niveis elevados de IL-18 sdo

associados com a SM de uma forma independente da obesidade e da RI (HUNG et al. 2005).

Considerando a importancia do controle dos fatores de risco e da estratificacdo desses
fatores de risco em termos de associacdes entre os componentes da SM, é importante delinear
fatores prognosticos, adotando-os como uma ferramenta de uso diério na prevengdo de DCV.
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Além da andlise dos parametros tradicionais antropométricos, bioquimicos e de estilo de vida,
deve-se levar em consideracdo marcadores inflamatdrios. Esses marcadores estdo associados a
morbidade cardiovascular e possui associacdes robustas com muitos componentes da SM.
Também deve-se considerar que a adogdo de medidas de intervencdo deve comegar na
infancia, para que novos habitos durem até a idade adulta, aumentando assim ndo sé a
expectativa de vida, mas também a qualidade de vida (BARBALHO et al. 2015).

2.2 Probioticos, prebioticos e simbidticos

Probidtico ¢ uma palavra derivada do grego que significa “em favor de vida”. Sdo
considerados probidticos, micro-organismos vivos capazes de melhorar o equilibrio
microbiano intestinal, produzindo efeitos benéficos a salde do individuo (HARDY et al.,
2013; ANVISA, 2018).

N&o bastando ser um micro-organismo vivo, o probidtico deve ainda possuir as
seguintes caracteristicas: a. estabilidade ao acido gastrico e aos sais biliares; b. capacidade de
aderéncia a mucosa intestinal; c. capacidade de colonizacdo do TGI humano; d. capacidade de
producdo de compostos antimicrobianos; e. desempenho de atividade metabdlica no intestino
humano (RAIZEL et al., 2011).

Apesar de se apresentarem 16 espécies de micro-organismos com capacidade
probiotica, apenas possuem alegacdo de propriedade funcional aprovada pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) os que seguem: Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus casei shirota, Lactobacillus casei variedade rhamnosus, Lactobacillus casei
variedade defensis, Lactobacillus paracasei, Lactococcus lactis, Bifidobacterium bifidum,
Bifidobacterium animallis (incluindo a subespécie B. lactis), Bifidobacterium longum e
Enterococcus faecium. E uma recomendacdo do mesmo 6rgdo que o consumo desses
probioticos esteja associado a uma alimentacdo equilibrada e habitos de vida saudaveis
(BRASIL, 2008).

As bactérias do género Lactobacillus estdo distribuidas em varias cavidades do trato
gastrointestinal e integram uma importante parte da microbiota; a sua utilizacéo é afetada por
diversos fatores ambientais como: pH, disponibilidade de oxigénio, nivel de substrato
especifico, presenca de secrecdes e interagGes bacterianas. Como possuem propriedades
potencialmente probidticas, uma das bactérias desse género, a L. acidophilus e L. casei, tem

sido abundantemente usada pelos laticinios para a produtividade de leites fermentados e



25

outros derivados lacteos. Esse género degrada amidalina, celobiose, frutose, galactose,

lactose, glicose, maltose e manose (RAIZEL et al., 2011).

Algumas espécies de Lactobacillus, dentre elas L. paracasei, foram isoladas de
subprodutos de processamento de polpa de frutas, apresentando tolerdncia a diferentes
condicBes &cidas, concentracdes de sais biliares, bom crescimento em meios de crescimento
laboratorial e comestivel, bem como capacidade de inibir bactérias patogénicas distintas
(GARCIA et al. 2016).

Alguns géneros de bactérias intestinais, como o Lactobacillus e o Bifidobacterium, os
quais sdo os mais utilizados pelas industrias, estdo de modo direto associados como impulso
da resposta imune pelo crescimento da producdo de anticorpos, ativacdo de macrofagos,
proliferacdo de células T, producéo de interferon e outros beneficios (VARALLO; THOME;
TESHIMA, 2008).

Com efeitos nutricionais, fisiolégicos e antimicrobianos para o organismo, VAarios
mecanismos de acdo tém sido propostos para a atuacdo dos probidticos em beneficio do
hospedeiro. Esses agentes demonstraram eficicia na prevencdo e no tratamento de diversas
condi¢cBes médicas, particularmente no tratamento das patologias gastrointestinais, além da
prevencdo e tratamento de outras aplicagdes clinicas (OLIVEIRA et al. 2017).

Dentre estas aplicagBes clinicas podemos citar o controle do colesterol sanguineo,
onde os probidticos podem reduzir em 1% a concentracdo de colesterol sérico e esta
vinculado com reducdo estimada em 2 a 3% do risco de coronariopatias. Os mecanismos
propostos da atividade hipocolesterolémica das bactérias laticas sdo: a inibicdo da absorcédo
exogena de colesterol pelo intestino delgado, supostamente pela associacdo deste composto e
dos acidos biliares a parede celular bacteriana; a separacdo dos acidos biliares por acao
bacteriana, anulando a reabsor¢éo deste composto; e a reacdo de desconjugacéo, a qual libera
aminoacidos no meio e acidos biliares, que reduzem a absorcdo de colesterol pelo aumento da
excrecdo fecal destes (ANTUNES et al., 2007).

Haja vista que a hipercolesterolemia esta diretamente ligada aos problemas de doencas
como infarto e aterosclerose, e que o excesso de LDL-colesterol na circulagcdo sanguinea
lesiona os vasos apds oxidacdo pelos radicais livres, facilita o depdsito de lipidios nesses

canais aumentando o risco de doengas cardiovasculares (MOROTI et al., 2009).
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Com relacdo a doencas inflamatdrias crbnicas do intestino e outras situacOes
gastroenteroldgicas, como a doenga de Crohn, a colite ulcerosa e para a inflamacéo cronica da
bolsa ileal; obtém-se resultados satisfatérios com o uso de probio6ticos na sindrome do
intestino curto e na alergia alimentar, supostamente pela reducdo da permeabilidade intestinal
e pelas suas caracteristicas anti-inflamatérias (VARALLO et al. 2008).

Quando ocorre um desequilibrio na microbiota intestinal normal, por meio de doencas
ou da ma alimentacdo, as condi¢cdes de competicdo desaparecem e modifica-se 0 ambiente,
criando um meio que propicia a proliferacdo de microrganismos transitorios e outros
patogénicos sobreviventes. Esse desequilibrio da microbiota intestinal é chamado de disbiose,
uma condicao de competicdo bacteriana, ocorrendo um aumento das bactérias patogénicas e a
diminuicdo das benéficas (SANTOS & VARAVALLO, 2011).

A disbiose é um problema grave, por isso deve ser muito bem investigada e tratada
(ALMEIDA et al., 2009). Muitos fatores afetam a composi¢cdo da microbiota intestinal, entre
eles, a idade do individuo, requerimento nutricional e estado imunolégico, pH estomacal,
estresse, uso de antibidticos, drogas imunossupressoras, anti-inflamatorios, pilulas
anticoncepcionais, laxantes, tempo de transito intestinal, interacGes entre 0s componentes da
microbiota intestinal e presenca de material fermentavel no intestino (SARON et al., 2005;
FAGUNDES, 2010).

A disbiose intestinal tem tratamento, que consiste em uma reeducacdo alimentar e
suplementacdo com o uso diario de probioticos, que terdo um papel importante na composicao
da microbiota intestinal, diminuindo e até eliminando os sintomas do desequilibrio das
bactérias intestinais (CONRADO et al. 2018).

Pesquisadores demonstraram que a bactéria probidtico Lactobacillus ramnosos (107
UFC) foi eficaz na alteragdo de efeitos colaterais associados a antibioticos, & distenséo
abdominal e a flatuléncia. Em voluntérios saudaveis, 16 tomaram aleatoriamente eritromicina
com ou sem L. ramnosos durante um periodo de uma semana, e houve redugéo significativa
da diarreia no grupo que ingeriu o probidtico. Ainda que o mecanismo pelo qual os
probioticos tém acdo no cancer do célon ainda ndo tenha sido esclarecido, algumas hipoteses
seriam: supressdo do carcindgeno pré-carcindgeno por ligagdo; diminuigdo do pH intestinal,
variando a atividade da microbiota e a solubilidade da bile; variacbes do tempo de transito

intestinal, retirando substancias mutagénicas mais eficientemente; estimulacdo do sistema
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imune; bloqueio ou remogdo; supressdo de bactérias com atividade enziméatica (PIMENTEL,
2011).

Muitos beneficios a saude tém sido associados ao consumo do Lactobacillus paracasei
subsp. paracasei, incluindo atividade antimicrobiana, propriedades antimutagénicas,
anticancerigenas e antioxidante, além da estimulacdo do sistema imunolégico (PIMENTEL,
CRUZ; PRUDENCIO, 2013).

Um estudo demonstrou que L. paracasei produziu efeito antiproliferativo contra
células HT29 e CT26, modelos in vitro para adenocarcinoma, demonstrando que Seus
produtos de fermentagdo sdo importantes no tratamento de cancer de colo retal (CHIA-YUAN
& TZU-MING, 2018).

Bertazzoni Minelli et al. (2004) demonstraram a alta resisténcia de cepas de L.
paracasei ao estresse gastrointestinal e, adicionalmente, constataram a sua capacidade de
aderéncia as células do epitélio intestinal. Estudos in vivo apontaram para as possiveis
atividades de imunomodulacdo e modulacdo do colesterol atribuidas ao L. paracasei. Lin et
al. (2004) e Chiu et al. (2006) relataram que este mesmo probiotico reduziu os niveis de
colesterol em ratos hipercolesterolémicos. Medici et al. (2004) estudou a capacidade
imunomoduladora do L. paracasei incorporado em queijo fresco, demonstrando que este
micro-organismo foi capaz de aumentar o nimero de células produtoras de imunoglobulina A
em camundongos.

A Figura 2 demonstra alguns mecanismos de acdo dos probidticos no ambiente
intestinal. Esses mecanismos incluem (1) competicdo por ingredientes alimentares usados
como substratos de crescimento, (2) bioconversdo de, por exemplo, acucares em produtos de
fermentacdo com propriedades inibitérias, (3) producdo de substratos de crescimento, por
exemplo, EPS ou vitaminas, para outras bactérias, (4) antagonismo direto por bacteriocinas,
(5) excluséo competitiva para sitios de ligacao, (6) melhora na funcéo de barreira, (7) reducédo
da inflamacéo, alterando, portanto, as propriedades intestinais para facilitar a colonizagéo e
permanéncia, e (8) estimulagdo da resposta imunolégica inata (mecanismos subjacentes
desconhecidos). CEI, células epiteliais; CD, células dendriticas; T, células-T (O’TOOLE;
COONEY, 2008).
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Figura 2: Diagrama ilustrando mecanismos de acdo potenciais ou conhecidos dos probioticos

A terminologia Prebidtico foi introduzida pelos cientistas Gibson e Roberfroid em
1995 no artigo intitulado “Dietary modulation of the human colonic microbiota: Introducing
the concept of prebiotics” publicado no reconhecido The Journal of Nutrition (GIBSON;
ROBERFROID, 1995). Desde entdo, varios estudos a fim de se identificar novas matérias
primas prebidticas vém sendo conduzidos (SABATER-MOLINA et al., 2009; CAMPOS et
al., 2012).

A acdo primaria é estimular seu crescimento e/ou ativar o metabolismo de algum
grupo de bactérias beneficas no trato intestinal. Assim, os prebidticos atuam intimamente
relacionados aos probidticos como "alimento™ das bactérias probidticas (DENIPOTE et al.,
2010).

De maneira geral, ndo deve ser metabolizado ou absorvido durante sua passagem pelo
trato digestivo superior; deve servir como substrato para uma ou mais bactérias intestinais
benéficas (estas sdo estimuladas a crescer e/ou a tornarem-se metabolicamente ativas); possuir

a capacidade de alterar a microflora intestinal de uma maneira favoravel a saude do
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hospedeiro; induzir limen sistémico ou intestinal dos efeitos benéficos do hospedeiro
(FLESCH et al., 2014).

Usualmente sdo usados trés critérios para a determinacdo de um prebiético: 1.
Resisténcia a acidez gastrica, a hidrolise enzimatica do TGl humano e a absorcéo
gastrointestinal; 2. Possibilidade de fermentacdo pela microflora intestinal; 3. Estimulagéo
seletiva do crescimento e atividade das bactérias intestinais que contribuem para a saude e 0
bem-estar (ROBERFROID, 2007).

Alguns acUcares ndo absorviveis, fibras, oligossacarideos e alcoois de acucar séo
classificados como prebidticos. Destes, os fruto-oligossacarideos sdo polissacarideos que
demonstraram bons efeitos prebidticos, servindo como substrato especifico de algumas
espécies de Lactobacillus e Bifidobacterium , reduzindo assim a quantidade de outras
bactérias como Bacteroides, Clostridium e coliformes (DENIPOTE et al. 2010).

Prebidticos podem ser encontrados naturalmente em sementes e raizes de algumas
plantas, como chicdria, cebola, alho, alcachofra, espargos, cevada, centeio, soja, grdo-de-bico
e tremoco. Também pode ser extraido por cozimento ou por acdo enzimatica ou
alcodlica. Existem também oligossacarideos sintéticos obtidos por polimerizacdo direta de
dissacarideos, alguns polissacarideos da parede celular de levedura e fermentacdo (USAMI et
al. 2011).

As substancias prebioticas estimulam o crescimento do numero de bactérias intestinais
benéficas, cujo metabolismo também atua reduzindo o pH, aumentando a quantidade de
acidos organicos. Especula-se que os oligossacarideos também possam atuar estimulando o
sistema imune pela reducdo indireta da translocacdo intestinal por patégenos, o que
determinaria infecgdes apos atingir a corrente sanguinea (PARK & FLOCH, 2007).

Simbidticos sdo alimentos que possuem em sua formulagdo componentes prebidticos e
probidticos simultaneamente. No intestino humano a interagé@o entre as bactérias e hospedeiro
caracteriza uma relagcdo simbidtica, que pode ser otimizada mediante intervencdo nutricional

ou farmacoldgica com o uso de probidticos ou prebioéticos (RAIZEL et al., 2011).

A associacdo destes dois ingredientes funciona como um fator multiplicativo,
resultando numa acdo sinérgica e mais eficiente que culmina numa melhor colonizacdo do

trato intestinal e, portanto, no aumento dos beneficios esperados. A adaptacdo do micro-
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organismo probidtico ao substrato prebidtico anterior ao consumo, garante a exceléncia da
formulacdo (SCHREZENMEIR; VRESE, 2001; BIELECKA et al., 2002).

Entre as funcdes das cepas simbidticas, 0 aumento da resisténcia contra patdgenos é o
mais bem caracterizado. O uso de culturas probidticas exclui micro-organismos
potencialmente patogénicos que sdo inibidos pelo crescimento da producdo de &acidos
organicos (lactato, propionato, butirato e acetato) e bacteriocinas, potencializando os
mecanismos naturais de defesa. A modulacdo da microbiota intestinal por micro-organismos
probidticos ocorre por meio do mecanismo denominado “exclusdo competitiva” e as cepas
que influenciam beneficamente nesses casos sdo Bifidobacterium bifidum, Lactobacillus
rhamnosus, Saccharomyces boulardii e Lactobacillus plantarum (GIL & BENGMARK,
2006).

Outro fator relevante € a barreira intestinal clinica, uma vez que pacientes desnutridos
geralmente apresentam perdas no equilibrio da barreira intestinal. A microflora intestinal é um
importante constituinte da defesa da barreira intestinal, promovendo resposta imune local e
nivel sistémico, com intensa resposta inflamatéria. O uso de simbidtico otimiza o sistema
imune intestinal e promove o controle da flora, diminuindo a incidéncia de infeccdo por
probiédticos, aumentando os linfdcitos circulantes e as citocinas, que estimulam a fagocitose.
Os prebioticos, por sua vez, aumentam a liberacdo de altos niveis de acido lactico e,

consequentemente, promovem a reducao do pH do célon (FOOKS & GIBSON, 2002).

O uso de simbidticos, entre outros beneficios, pode aumentar o nimero de
bifidobactérias, controle glicémico, reducdo do colesterol sanguineo, equilibrio da flora
intestinal saudavel que auxilia na reducdo da constipacdo e/ou diarreia, melhora a

permeabilidade intestinal e estimula o sistema imunolégico (WILLIAN et al. 2006)

2.3 Produtos simbidticos de origem vegetal

Sabe-se que o alimento simbiotico é aquele que contém em sua formulacgdo a adigéo de
componentes prebidticos e probidticos. A maioria dos produtos obtidos com essa
caracteristica é de origem lactea, entretanto estudos recentes vém trazendo uma nova
perspectiva de aplicacdo que inclui dentre outros, o uso de bebidas a base de frutas e vegetais
(SOCCOL et al., 2007; CESPEDES et al., 2013).
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O uso de alimentos de origem vegetal justifica-se, dentre tantos beneficios, pela
possibilidade de atender a distintos grupos populacionais como o0s vegetarianos e individuos
intolerantes ou alérgicos a componentes lacteos, como também a possibilidade de oferta de
uma bebida isenta de colesterol e rica em vitaminas e minerais, inerentes do proprio fruto
(SOCCOL et al., 2010).

Outras raz0es que apontam para o desenvolvimento de bioprodutos de origem vegetal
sdo os reconhecidos beneficios do consumo regular de frutas e verduras e ainda por questdes
econémicas e sazonais, otimizando o consumo regular ao longo do ano, ao passo que se
aproveita toda matéria prima que poderia ser perdida se ndo houvesse processamento
(SCHMIDT; PEREIRA, 2011).

Sucos e néctares podem ser adicionados de ingredientes prebioticos e probioticos,
sendo possibilitada ainda a formulacdo de uma terceira classe de produtos: o simbidtico.
Achados recentes demonstram que a fermentacdo induzida pelos micro-organismos
probidticos, tende a modificar em demasia a caracteristica organoléptica do suco (off-flavour),
0 que sugere o reconhecimento da formulacdo de um novo produto a base vegetal e ndo a
manuten¢do das terminologias “suco, ou néctar” (LUCKOW et al.,, 2006; SCHMIDT;
PEREIRA, 2011).

O inhame (Dioscorea sp.) apresenta caracteristicas alimentares importantes, pois trata-
se de um alimento rico em carboidratos, apresentando um excelente valor energético. Possuli
ainda baixo indice glicémico e bom teor de fibras, bem como, é fonte de vitaminas e minerais
(FOSTER-POWELL et al.,2002; LEONEL et al., 2006; TACO, 2011).

Estudos demostraram que o inhame € fonte de diversos componentes funcionais, como
a mucina, a alantoina, a colina, fitoesterdis e polifenoloxidases, além de alcaldides como a
dioscorina. A dioscorina € componente funcional com atividade antioxidante e
imunomoduladora (HOOKER, 2004; JHENG et al., 2012; HAN et al., 2013). A presenca de
saponinas esteroidais como a diosgenina e a protodioscina também tem mostrado o inhame
com possivel efeito anti-hiperlipidémico (KWON et al., 2003; SON et al., 2007; PAN et al.,
2013).

A cultura do inhame também é de extrema importéncia para o Brasil, que produz
quase 100 toneladas do tubérculo por ano, com destaque para as regifes Sudeste e Nordeste
(IBGE, 2009). Dados do Censo Agropecuario Brasileiro do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE) indicam que no Nordeste Brasileiro a producdo ultrapassa de 39 mil

toneladas por ano, sendo, portanto, um negocio agricola promissor, visto ainda a perspectiva
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de exportacdo, que hoje engloba menos de 1% da produgéo total. (SANTOS; 1996, IBGE,
2009).

O maracuja (Passiflora edulis Sims) € reconhecido popularmente por apresentar
propriedades calmantes. O fruto maduro é consumido principalmente na forma de suco,
entretanto é um fruto bastante usado para confeccdo de compotas e geleias. A fruta é bastante
apreciada devido ao seu sabor e aroma agradaveis, além de ser uma boa fonte de vitaminas A
e C (EMBRAPA, 1994; 2013; FAO, 2013).

O grande desafio na formulacdo de bebidas vegetais simbidticas encontra-se, portanto
na dificuldade de agregar a funcionalidade a manutencdo do sabor culturalmente reconhecido
como agradavel dos sucos de fruta. Estratégias para driblar tal dificuldade seriam segundo
Luckow e colaboradores (2006), mascarar o sabor indesejavel com o uso de sucos de sabor
marcante; b. Estimular o consumo frequente da bebida pelo consumidor, o que possivelmente
acarretaria numa adaptacdo ao novo sabor; c. Incutir no consumidor a mudanc¢a do sabor a

agregacao funcional, que culmina em beneficios a saude.
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OBJETIVOS

3.1 Geral

Desenvolver bebida vegetal funcional e estudar efeito benéfico na sindrome metabdlica.

3.2 Especificos

Elaborar e determinar as caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas da farinha
do inhame (FI);

Avaliar a estabilidade ao armazenamento da Fl;

Elaborar bebida simbidtica a base de polpa de maracuja, adicionadas da FI e

fermentada com Lactobacillus paracasei;
Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas da bebida funcional;

Determinar a resisténcia dos micro-organismos a fluidos simulados do trato

gastrointestinal;

Realizar teste de aceitabilidade e intencdo de compra da bebida simbidtica;

Estudar o tempo de vida em prateleira da bebida simbiotica;

Induzir Sindrome metabolica em camundongos obesos devido a dieta hiperlipidica.

Avaliar a atuagdo da bebida simbidtica em camundongos com sindrome metabolica.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencao da farinha do inhame

Para a obtencédo da farinha do inhame foi usada a metodologia descrita por Ventura e
Fontoura (1994) com algumas modificacGes. As etapas de obtencdo foram: selecdo, lavagem,
sanitizacdo, descascamento, fatiamento, resfriamento, branqueamento, secagem, trituragéo,
pulverizacdo, tamizacdo e armazenamento. Apés selecdo, os tubérculos foram pesados,
medidos e entdo submetidos a lavagem com abrasdo em agua corrente com o intuito de retirar
as sujidades. Seguiram pelo processo de sanitizacdo e entdo descascados. Apds fatiamento (1-
2 mm) e resfriamento (10-12°C), as fatias foram branqueadas em agua a 90-95°C por 3
minutos e seguiram pelos processos de secagem a 70°C por 4 horas, trituracdo e pulverizacdo
em moinho a uma velocidade de 17.000-19.000 rpm. A tamizacéo foi realizada em peneiras
com abertura das malhas a 80 mesh acopladas a um vibrador e agitadas, e a farinha foi entédo

armazenada.

4.2 Caracterizacao fisico-quimica e microbiolédgica da farinha

As analises fisico-quimicas foram realizadas segundo as normas analiticas do Instituto
Adolfo Lutz (IAL, 2008) e compreenderam: umidade, acidez, pH, cinzas, extrato etéreo,
proteinas, glicidios totais, amido e fibra alimentar total. A atividade de agua foi obtida por
medicdo direta em analisador de atividade de agua (LabTouch-aw — Novasina). Todas as
analises foram realizadas em triplicata e os valores médios obtidos expressos em g/100g.

O valor energético total (VET) foi calculado através do somatério das calorias
oferecidas pelos macronutrientes, a saber, 4 Kcal/g para carboidratos (C) e para proteinas (P)

e 9 Kcal/g para lipidios (L). Para tanto foi usada a seguinte equacao:

VET=(Cx4)+(Px4)+(Lx9)

Adequando-se a legislacdo vigente para padrfes microbiolégicos de alimentos
(BRASIL, 2001) foram realizadas as analises microbioldgicas descritas na Tabela 2, de
acordo com as metodologias descritas pela Association of Official Analytical Chemists
(AOAC, 2002).
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Tabela 2 — Anélises microbioldgicas realizadas na farinha de inhame.

Analise Referéncia Técnica Expressao dos
AOAC, 2002 resultados

Coliformes a 45°C 966.24 Tubos multiplos NMP/g

Estafilococos coagulase 965.55 Enumeracao, isolamento e UFC/g

positiva confirmagéo.

Bacillus cereus 980.31 Enumeracéo, isolamento e UFC/g

confirmacéo

Salmonella sp/25g 967.26 Enriguecimento seletivo, Presenca/
isolamento e identificacdo auséncia
bioguimica

4.3 Estabilidade de armazenamento

A farinha de inhame, armazenada em potes esterilizados de vidro com tampas
rosqueadas, foi mantida em auséncia de luz e em sala em temperatura ambiente (35°C) por até
180 dias. Nos tempos 0 — 30 — 60 — 90 — 120 — 150 — 180 as amostras foram coletadas de
forma aleatdria e entdo submetidas ao controle microbiol6gico e quimico, que consistiu das
analises de coliformes a 45°C/g, bolores e leveduras, estafilococos coagulase positiva/g,

Salmonela sp/25g, Bacillus cereus/g, umidade e atividade de agua (Aw),

4.4 Formulacgéo da bebida simbiotica

A bebida de maracuja, onde a concentracdo da polpa obedeceu aos critérios
determinados pela Legislacdo Brasileira para sucos tropicais no que diz respeito a adequacéo ao
limite dos solidos solUveis (°Brix) preconizado pelo Ministério da Agricultura Pecuéaria e
Abastecimento em sua Instru¢cdo Normativa n°12 de 2003, que prevé o valor minimo de 6
°Brix, utilizando-se um refratdmetro, obtendo-se um percentual de 31% de polpa de fruta e
69% de agua, sem adicdo de acucar. A bebida vegetal foi submetida a um tratamento térmico
de 72°C por 5 minutos, logo depois seguiu imediatamente para um banho de gelo a 10°C, com
a finalidade de resfriar a bebida até 35°C.

O fluxograma seguido para a elaboragdo das bebidas funcionais pode ser visualizado

na Figura 3.
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Figura 3. Fluxograma de obtencédo da bebida vegetal funcional.

45  Ativacao, viabilizacdo e adicdo da cepa a bebida

L. paracasei foram adquiridos do Laboratdrio de Controle de Qualidade de Alimentos
da Faculdade de Nutricdo da Universidade Federal de Alagoas, e inoculados em meio BHI
para serem ativados. Para verificar a viabilidade das cepas foi realizada a contagem em meio
Agar rogosa e em seguida as cepas foram mantidas em estufa a temperatura & 37°C por 48
horas (BALDUINO et al. 1999). A cultura iniciadora de L. paracasei foi adicionada a bebida
na concentracdo de 8 log UFC. mL™ (108), segundo critérios designados pelo regulamento
técnico da ANVISA (2008). Apbés a fermentacdo, as bebidas foram acondicionadas em
geladeira a 4°C.

4.6  Avaliacdo da vida de prateleira da bebida funcional

A bebida foi submetida a avaliagdo do nimero de bactérias viaveis, pH e acidez apos
0, 7, 14, 21 e 28 dias da sua fermentacdo. Para analise de bactérias vidveis as amostras foram
diluidas em solucéo salina (0,9% NaCl, pH 7,0) em série até 10° e aliquotas de 100ul e
inoculadas em placas de Petri estéreis e adicionadas de Agar rogosa. As placas foram

incubadas a 37°C por 48 horas, as colénias contadas e os resultados expressos em log
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UFC.mL. As andlises de pH e acidez seguiram as determinacOes das Normas Analiticas do
Instituto Adolfo Lutz (2008).

4.7 Teste de aceitabilidade e intencdo de compra da bebida simbidtica

Foi realizado o teste de aceitabilidade da bebida utilizando-se a escala hedonica de 9
pontos cujos limites seguiram a seguinte classifica¢do: 01 para “desgostei extremamente” e 09
para “gostei extremamente”. As amostras foram apresentadas em painel sensorial de forma
aleatodria e codificadas a um minimo de 50 provadores ndo treinados (MEILGARD, 1988). E
para o teste de intencdo de compra foi utilizado uma ficha resposta com escala estruturada de
5 pontos, oscilando de 1= certamente compraria a 5= certamente ndo compraria (ABNT,
1998).

No que diz respeito aos aspectos éticos para realizacdo dos testes do projeto foi
submetido ao Comité de Etica em Pesquisa e obteve aprovacio através do Certificado de
Apresentacdo para Apreciacdo Etica (CAAE) numero: 15312113.2.0000.5208. Todos 0s
provadores voluntarios foram esclarecidos e assinaram um termo de consentimento livre e

esclarecido.

4.8 Analise da sobrevivéncia do L. paracasei a fluidos simulados do trato gastrointestinal

Apo6s o processo desenvolvimento da bebida, a sobrevivéncia do probidtico na bebida
simbiotica apds andlise sensorial foi avaliada através de simulacdes das fases da digestdo
(gastricas e entéricas), de acordo com as metodologias descritas por Liserre et al., 2007 e

Santos et al., 2011, com modificagdes.

4.8.1 Fase Gastrica (12 Etapa)

Amostras das bebidas foram tratadas com HCI (1N) e o pH ajustado para 1,4-1,9.
Solugdes de pepsina e lipase foram adicionadas as amostras e os frascos foram incubados a

37°C, com agitacéo de cerca de 150 rpm, durante 2 h.

4.8.2 Fase Entérica 1 (22 Etapa)

O pH das amostras foi ajustado para 4,3-5,2 com o0 uso de uma solugédo alcalina,
produzida com 150ml de 1 N NaOH, 14 g de POsH2Na2H0O (Synth) e &gua destilada até 1L.
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Bile e pancreatina foram adicionadas, e as amostras foram incubadas a 37°C por 2h sob

agitacao.

4.8.3 Fase Entérica 2 (32 Etapa)

O pH foi aumentado para 6,7-7,5 usando a mesma solugéo alcalina da fase anterior. As
concentragdes de bile e pancreatina foram ajustadas e as amostras foram incubadas
novamente a 37°C por 2h sob agitacdo.

A contagem do L. paracasei em triplicata nos tempos 30, 120, 240, 360 minutos. Todos

os resultados foram apresentados com log UFC/g.

4.9 Determinacdo da composicao centesimal da bebida simbiédtica

Para a determinacdo da composicdo centesimal da bebida simbiotica foram realizadas
as analises descritas no item 4.2 no 28° dia de armazenamento da bebida.

4.10 Analise estatistica

Os dados obtidos foram avaliados com o programa SPSS for Windows Evaluations
Edition-14.0 (SPSS. INC., 2005) por andlise de variancia (ANOVA) e foi aplicado o teste de
comparacdo de médias de Tukey. Para os graficos dos testes de tolerancia a glicose, tolerancia
a insulina e perfil lipidico, foi utilizado o programa estatistico GraphPad Prism 5 for Windows
por analise de variancia (ANOVA) e teste de comparacdo de médias Bonferroni. Os
resultados foram considerados significativos quando p< 0,05.

4.11 Caracterizacao dos animais

Camundongos Swiss machos com idade entre 04 e 08 semanas foram alocados em
ambiente controlado com ciclo claro: escuro (12h/12h), temperatura controlada em cerca de
22°C e alimento e &4gua ad libitum.

Os animais passaram por um periodo de adaptacdo de 4 semanas, e em seguida foram
alocados em quatro grupos diferentes de dieta sem tratamento. O grupo “A” e “B” receberam
racdo padréo para roedores (carboidratos: 80%; proteinas: 15,5%; lipideos: 4,5%) e &gua, e 0S
grupos “C” e “D” receberam dieta rica em gordura (carboidratos: 49.5%; proteinas: 15,5%;
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lipideos: 35%) pelo mesmo periodo de tempo, a fim de que se tornem camundongos obesos e

resistentes a insulina.

Apos 4 semanas em dieta padrdo e dieta hiperlipidica os grupos A, B, C e D foram
tratados da seguinte maneira:

Controle sem bebida (SB): grupo controle sem tratamento (eutréficos): n=14

Controle com bebida (CB): grupo controle com bebida simbidtica (eutréficos): n=14

Obesos sem bebida (SB): grupo obeso sem tratamento: n=15

Obesos com bebida (CB): grupo obeso com bebida simbidtica: n=15

As bebidas simbidticas foram trocadas semanalmente e agitadas 3x por semana em
dias alternados.

Este experimento foi autorizado pelo Comité de Etica para Utilizagio de Animais sob
namero 01/14 CEUA/UPE, os animais foram anestesiados com tiopental (10ul/g) por via
intraperitoneal para realizacdo de laparotomia total, seguindo-se a eutanasia com

deslocamento cervical.

4.12 Teste de tolerancia a insulina (ITT)

Apos 08 horas de jejum, foi obtida a glicemia de jejum dos animais avaliados. Logo
apos a insulina (1,5 U/Kg) foi injetada intraperitonealmente e amostras de sangue foram
coletadas pela veia da cauda dos animais nos tempos 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos para a
determinacdo da glicemia, utilizando glicosimetro (Optium Xceed, Abbott, Libertyville, IL,
USA). A velocidade constante do decremento da glicose (KITT) foi calculada usando a
formula 0,693/t12. O tu2 da glicose foi calculado a partir da curva da analise dos minimos

quadrados da concentracdo da glicose sérica durante a fase de decaimento linear.

4.13 Teste de tolerancia a glicose (GTT)

Apos 08 horas de jejum, os camundongos receberam injecéo intraperitoneal de uma
solucgéo de glicose (1 g/Kg) e a glicemia foi medida antes da injecéo e apds 15, 30, 60, 90 e
120 minutos a partir de amostras de sangue coletados a partir da veia da cauda de cada

camundongo, utilizando glicosimetro (Optium Xceed, Abbott, Libertyville, IL, USA).
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4.14 Dosagem do perfil lipidico

Determinou-se as concentragdes de colesterol total, triglicerideos e colesterol-HDL, do
plasma dos camundongos através do método enziméatico colorimétrico por kit comercial
(Labtest — Brasil), e os valores do LDL-colesterol foram obtidos por meio da equagdo de
Friedewald (1972) (LDL-C = ColT- HDL-C — {Trig/5}).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

No periodo de selecdo do inhame para desenvolvimento da farinha, foi utilizado uma
maior uniformidade do tubérculo com média de comprimento, circunferéncia e peso de 30,5
cm, 28,4 cm e 2,05 Kg, respectivamente. As amostras foram adquiridas na Central de
Abastecimento de Alimentos de Macei6 (CEASA/AL), sendo recebido de diferentes
municipios alagoanos, dentre eles: Arapiraca, Vicosa e Cha Preta.

A média dos resultados das analises do inhame in natura e da farinha obtida mostram
uma reducdo da umidade do tubérculo, concentrando os valores dos nutrientes presentes em
100 gramas da matéria prima (Tabela 3).

A farinha de inhame apresentou excelente composicdo nutricional. Observa-se que é
rica em carboidratos, apresentando um alto teor de amido e fibras. Também € evidente um

alto valor energético, sendo pobre em lipidios.

Tabela 3: Composicéo centesimal do inhame in natura convertido em farinha.

Anélises Inhame in natura Farinha de inhame
g.100 g* 0.100 g*

Umidade 81,47 3,28
Cinzas 0,42 451
Proteina 0,77 8,55
Lipidio 0,17 0,59
Carboidrato 17,18 81,50
Fibra Alimentar Total 2,24 10,4
Amido 15,58 75,1
AcuUcares - totais e - Tr*
redutores
Valor Energético Total 73,33 365,51
(Kcal)
pH 6,29 5,83
Acidez 0,73 2,19

* Tragos
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A avaliacdo da vida de prateleira da farinha foi realizada para garantir a seguranca de
sua utilizacdo na bebida vegetal simbidtica de maneira a ndo existir uma possivel
contaminacéo que dificultaria a fermentacdo do probiotico.

A anélise dos resultados obtidos até 180 dias de experimento demonstrou que a farinha
de inhame atendeu todos os critérios dispostos pela RDC n° 12 de 2 de janeiro de 2001 da
ANVISA, indicando um controle eficiente da contaminacdo durante o processamento da
farinha, além de fornecer garantia quanto a qualidade higiénico-sanitaria do produto (Tabela
4).

Tabela 4: Caracterizacdo microbiolégica da farinha de inhame armazenada por 180 dias.

Valores de
Anélises Resultados referéncia
Microbioldgicas Dias (RDC 12 de
2 de janeiro
0 30 60 90 120 150 180 de 2001)
Coliformes a 45°C/ <0,03 <0,03 <0,03 <0,03 <0,03 <0,03 <0,03 10?
NMP/g
Bolores e <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 *
Leveduras
UFClg
Estafilococos Negativo  Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo  Negativo *
coagulase
positiva/g
Salmonella sp/25g Auséncia  Auséncia Auséncia  Auséncia  Auséncia  Auséncia  Auséncia Auséncia
Bacillus cereus/g Negativo  Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo  Negativo 3x103

UFC/g: Unidades Formadoras de Col6nia por grama.
NMP/g: Nimero Mais Provavel por grama.
* Nao € exigido pela legislacdo

As caracteristicas da farinha de inhame durante o armazenamento podem ser
visualizadas na Tabela 5, que demonstram a estabilidade da mesma. O resultado dos valores
médios de umidade e atividade de dgua da farinha durante 180 dias de armazenamento,
demonstrando que foi atendido a legislacdo brasileira para os padrbes de armazenagem, que
preconiza 0 maximo de 14% como limite superior para o resultado de umidade (BRASIL,
1978; BRASIL, 2011).
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Tabela 5: Umidade e atividade de &4gua da farinha armazenada por 180 dias.

Dias
Anélises
0 30 60 90 120 150 180
Umidade % 3,31 3,41 5,49 5,58 5,71 5,88 5,94

Atividade de 4gua 0,304 0,359 0,364 0,371 0,388 0,392 0,407
(Aw)

Umidade e Atividade de agua, relacionam-se com o teor de agua disponivel para
crescimento de micro-organismos deteriorantes e patdgenos, desta forma justifica-se a
utilizacdo dos métodos para avaliacdo da estabilidade a longo prazo. Assim, a farinha de

inhame mostrou-se fisicamente estavel durante o armazenamento de 180 dias.

Cabe ressaltar que todas as analises foram avaliadas comparativamente ao que esta
estabelecido para farinha de mandioca, por também tratar-se de um tubérculo e devido a FI

ndo apresentar legislacdo propria

Apbs fermentacdo da bebida simbidtica foram realizadas as andlises de vida de

prateleira, com os resultados apresentados na Figura 4.
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Figura 4. Variacdo do pH e contagem de L. paracasei (LogCFU.mL™) durante o periodo de
armazenamento. Os valores em asteriscos (*) ndo indicaram diferenca estatistica no teste de
Tukey (p>0,05).

Pode-se observar a variacdo do pH da bebida simbidtica com aumento progressivo da
acidez até o tempo 7 dias, seguindo-se de uma maior estabilidade desta acidificacdo de forma
a ndo apresentar diferenca estatistica no decorrer do tempo (14, 21 e 28), permanecendo quase
que constante. Na curva de crescimento apresentada na figura acima podemos observar que
ndo houve diferenca estatistica dos valores de bactérias viaveis, 7,61, 6,49, 7,03, 6,38 e 6,46
LogUFC.mL™, respectivamente. Mostrando um efeito positivo no crescimento do L.
paracasei na bebida simbidtica durante o periodo de armazenamento, apresentando valores
muito proximos entre os tempos 7 e 28 (UFC > 10%.mL™). A curva enfatiza que a bactéria
apresentou excelente estabilidade ao meio &cido durante todo o periodo, bem como o numero
de micro-organismos Vvidveis para exercer efeitos positivos no hospedeiro, caracteristicas
essenciais dos probidticos (FOOKS & GIBSON, 2002; SHEEHAN et al. 2007).

A composicdo centesimal da bebida simbiotica apresentou-se de acordo com a Tabela
6. Podemos observar que a bebida simbidtica apresentou um bom teor de fibra alimentar,
10,4%, de acordo com Brownawell e colaboradores (2012), para que um alimento seja
considerado uma boa fonte de fibra deve fornecer no minimo 10% da fibra dietética
recomendada. Além disso observa-se um baixo teor lipidico, demonstrando seu potencial para
utilizacdo em dietas com teor reduzido de gordura.

Tabela 6: Composicéo centesimal da bebida funcional no 28° dia de armazenamento.

Analises Bebida funcional (g/100g)
Umidade 3,28
Cinzas 4,51
Proteina 8,55
Lipidio 0,59
Carboidrato 81,50
Fibra Alimentar Total 10,4

Valor Energético Total (Kcal) 365,51




45

O indice de aceitabilidade e o teste de intencdo de compra estdo descritos conforme a
Tabela 7. Foram feitos por 50 provadores ndo treinados, com 80% correspondendo ao sexo

masculino, seguindo-se o recrutamento de forma aleatdria e por conveniéncia.

Tabela 7: Indice de aceitabilidade e intencdo de compra da bebida funcional sabor maracuja

enriquecida de farinha de inhame.

atributos Indice de aceitabilidade (%)
Cor 75,21

Aparéncia 70

Aroma 72,39

Sabor 73,57

Qualidade global 71,83

Intencéo de compra 66,4

De acordo com os resultados apresentados pode-se observar que o produto apresentou
boa aceitacdo global, pois apresentou valor acima de 70% de IA, os voluntarios relataram
através de observacdes nos formularios de avaliacdo que se mostraram surpresos pelas
caracteristicas apresentadas tendo em vista que a proposta da bebida ser atipica no mercado,
afirmando que houve uma surpresa positiva. Outras bebidas vegetais como bebida de frutas
mistas, caju e maga tém sido consideradas como uma boa alternativa para o desenvolvimento
de bebidas simbidticas CHAMPAGNE & GARDNER, 2008; PEREIRA et al, 2011,
ELLENDERSEN et al. 2012). No que diz respeito a intencdo de compra o resultado obtido
dos 50 provadores foi de 66,4%, demonstrando que a bebida possui potencial de venda em

uma projecéo para o mercado consumidor.
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A avaliagdo de sobrevivéncia in vitro a fluidos simulados do trato gastrointestinal

estdo apresentados conforme a Figura 5.
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Figura 5: Resisténcia do L. paracasei a fluidos simulados do trato gastrointestinal in vitro.

As contagens meédias de L. paracasei obtidas nos tempos 0 e 28 dias foram o0s
seguintes: 7,48, 6,57, 6,18 e 5,00 LogUFC.mL* para tratamentos de Controle, Pepsina, Bile
2h e Bile 4h na preparacdo de bebidas (D-0), respectivamente, e 6,15, 4,68, 4,90 e 4,20
LogUFC.mL? para tratamentos de Controle, Pepsina, Bile 2h e Bile 4h no 28° dia de
armazenamento (D-28), respectivamente. A analise estatistica mostrou que todos o0s
tratamentos em ambos os periodos diferiam significativamente do controle (#), 0 mesmo
aplica-se para a bilis 2h e 4h (*) tratamentos. A contagem em d-28 foi menor do que na d-0

para todos os tratamentos (0) (p <0, 5).

A maioria dos produtos fermentados demonstram baixa viabilidade celular apos a
administracdo oral, porque as bactérias ndo sobrevivem ao ambiente &cido do estbmago
(KLAYRAUNG et al., 2009). A bilis liberada no intestino delgado também dificulta a
viabilidade dos probidticos porque a sua membrana celular rica em lipidios é destruida.
Apesar da diminuigdo das células viaveis de L. paracasei, mostrou-se adaptado a bebida e

condigdes extremas que foram submetidas durante as simulagdes.
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Para a avaliacdo do ganho de peso dos animais, a pesagem foi realizada semanalmente

como demonstra a Figura 6.
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Figura 6. Evolucdo de peso dos animais durante o experimento. (0) indica diferenca
significativa (p<0,05) em relacdo ao controle SB, antes do tratamento. (*) indica diferenca
significativa (p<0,05) em relacdo ao obeso CB. (#) indica diferenca significativa (p<0,05) em

relacdo ao obeso SB no teste de Tukey, ap6s o tratamento.

A evolucdo dos pesos dos animais foi monitorada semanalmente ap6s oferta da dieta
hiperlipidica. De acordo com o gréafico observa-se que 0s grupos que receberam a dieta
hiperlipidica tiveram um maior ganho de peso a partir da segunda semana, com diferenca
significativa (p<0,05) a partir da quarta semana entre obeso CB e o controle SB, antes mesmo
de iniciar a oferta da bebida simbidtica. Ao final do experimento, apos a oferta da bebida, o
ganho de peso dos grupos obesos continuou sendo maior que os controles, com diferenca

significativa entre o grupo obeso CB e o0s demais.

White e colaboradores (2013) também observaram o desenvolvimento da obesidade
induzida por dieta hiperlipidica em camundongos Swiss, em 10 semanas de consumo. Pietro
et al. (2018) também obtiveram um maior peso corporal dos camundongos quando utilizaram
dietas ricas em gordura por um periodo de 12 semanas. A ingestdo de gordura dietética
desempenha um papel bem reconhecido no risco cardiovascular e no desenvolvimento de
doencas cardio-metabolicas, como aquelas incluidas no conceito de sindrome metabolica
(SEGARRA et al., 2011).
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Ao final da 42, inicio da oferta da bebida simbidtica, e da 112 semana, foram realizados
os testes de tolerancia a glicose (GTT) e insulina (ITT) e da glicemia em jejum (GJ). A figura

7 apresenta o resultado da glicemia em jejum.
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Figura 7. Glicemia em jejum dos animais por 12hs. Em A apresentam-se os valores de
glicemia na 42 semana e B no final do tratamento. (*) indica diferenca significativa (p<0,05)

em relacdo ao obeso CB no teste de Bonferroni.

A Figura 8 apresenta o grafico do teste de tolerancia a glicose (GTT) realizado apds

jejum de 12hs, na 42 e 112 semana, e suas respectivas areas sob a curva.
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Figura 8. Valores de glicemia mensurados nos tempos 0, 15, 30, 60, 90 e 120 ap0s inicio do
teste, e da area sob a curva (ASC) obtidos no teste de tolerancia a glicose (GTT). Em A, (%)
indica diferenca significativa (p<0,05) do obeso CB com os controles e (#) indica diferenca
entre o0 obeso SB e o controle CB, dos resultados da 42 semana. Em B, (0) indica diferenca
significativa entre o obeso SB e o controle CB. Em C, (*) indica diferenca significativa do CB
com os demais grupos, e (#) indica diferenca entre 0 obeso SB e 0s grupos controle,
resultados da 42 semana. e D, (0) indica diferenca significativa entre os obesos no teste de

Bonferroni, no final do tratamento.

A figura 9 apresenta o resultado da taxa de decaimento da glicose (KITT), resultante
dos testes de tolerancia a insulina curto (ITT de 30°) realizados na 4* e 11* semana, nos
animais em jejum de 12hs.

A B
10+ 104

o
.|

%*min-1
%*min-1




50

Figura 9. Indice de decaimento da glicose (KITT) dos grupos obesos e controles. A glicemia
foi mensurada no tempo 0 (basal) e nos tempos 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos apds injecédo
intraperitoneal de insulina regular. Em A, (*) indica diferenca significativa (p<0,05) entre o
grupo obeso CB e os grupos controles, e (#) indica diferenca significativa entre o obeso SB e
o controle CB, resultados obtidos na 4% semana, no teste de Bonferroni. Em B, (0) indica
diferenca significativa entre o obeso SB e o controle CB, na 112 semana, no teste de

Bonferroni.

Outros parametros avaliados no presente estudo reforcam o desenvolvimento da SM,
além do peso corporal dos animais, como a hiperglicemia em jejum, intolerancia a glicose e a
resisténcia a acdo da insulina, de acordo com os graficos 7, 8 e 9, respectivamente. No que
concerne a glicemia de jejum, é bem estabelecida a relacdo entre a obesidade e 0 aumento dos
niveis glicémicos apds inducdo por dieta hiperlipidica (BUETTNER et al., 2006; FRALOUB
et al., 2011). White e colaboradores (2013) observaram que 10 semanas de inducdo por dieta
hiperlipidica em camundongos foram suficientes para determinacdo da obesidade associada a

hiperglicemia de jejum, intolerancia a glicose e resisténcia a insulina.

Estudos com camundongos mostraram intolerancia a glicose e resisténcia a insulina
apos tratamento com dieta hiperlipidica durante 5 meses (GALLOU-KABANI et al., 2007),
enguanto gque no presente estudo tanto a resisténcia a insulina quanto a intolerancia a glicose
estdo presentes no primeiro més de dieta hiperlipidica, de acordo com as Figuras 8A, 8C e 9A,

respectivamente.

A inflamacgdo pode provocar prejuizo na sinalizacdo da insulina celular, contribuindo
com a resisténcia a insulina e desenvolvimento do diabetes mellitus tipo 2 (DM2). Tal
alteracdo no metabolismo passa a ter influéncia sobre o tecido adiposo, relacionando-a com o
desenvolvimento da obesidade (WOTING; BLAUT, 2016).

Em modelos animais de obesidade, o fenémeno de resisténcia a a¢do da insulina e
intolerancia a glicose tem sido bem caracterizado, com uma intima associagdo entre
resisténcia e a génese da obesidade (VELLOSO, 2006). O que também foi evidenciado no
presente estudo quando avaliamos a curva do GTT e a area sob a curva do KITT na 42
semana, demonstrando uma maior resisténcia a insulina dos grupos obesos quando

comparados aos controles (Fig.9A) e pela intolerancia a glicose (Fig. 8A).
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A dieta tem uma influéncia marcante na microbiota intestinal, gerando diferentes
enterotipos (ARUMUGAM et al., 2011) com uma composicdo previsivel (FAITH et al.,
2011) de acordo com o tipo de dieta consumida. Scott e colaboradores (2013) demonstraram
que a ingestdo de gordura na dieta € um fator importante que influencia o padrdo da
microbiota intestinal, afetando o balango energético corporal, levando ao desenvolvimento da
obesidade, inflamacéo associada a obesidade e resisténcia a insulina, fatores associados a SM.
O presente estudo demonstrou, com a oferta da bebida simbidtica, enriquecida com farinha de
inhame e L. paracasei, uma melhora significativa na sensibilidade a insulina do grupo obeso
CB quando comparado ao obeso SB (Fig. 9B) ao final da 112 semana. Este resultado pode
estar associado ao aumento da producdo de AGCC’s (4cidos graxos de cadeia curta),
subprodutos oriundos da fermentacdo do probidtico utilizado na bebida simbiotica (L.
paracasei). Os AGCC’s estimulam a liberacdo de GLP-1 (glucagon-like peptide) pelas células
intestinais, melhorando a captacédo de glicose e sensibilidade a insulina.

Aoki e colaboradores (2017) estudaram o efeito das cepas Bifidobacterium animalis
spp lactis e B. longum na prevencdo da SM em camundongos alimentados com dieta
hiperlipidica e apds sete semanas de tratamento verificaram melhora significativa sobre a
tolerancia a glicose. O presente estudo também verificou uma melhora significativa da
tolerancia a glicose apresentado na Figura 8, quando comparamos os valores de glicemia da 42

semana e da 11 semana, evidenciado pela diminuicdo da area sob a curva.

Moya-Péres, Neef e Snaz (2015) também identificaram melhora no perfil metabdlico
de camundongos induzidos a obesidade por dieta hiperlipidica combinada a administracdo de
probiédticos, demonstrando que a modulacdo da microbiota intestinal melhorou a tolerancia a

glicose.

Uma dieta hiperlipidica em camundongos altera a integridade da mucosa intestinal,
exacerbando a SM por meio da inflamacdo adiposa (CANI et al., 2009), desta forma a
utilizacdo de probidticos na modulacdo da microbiota intestinal é considerada uma estratégia
emergente para o controle do peso corporal e da sensibilidade a insulina (ZANG et al., 2015),
0 que também foi evidenciado no presente estudo demonstrado pelo aumento da sensibilidade
a insulina no grupo de camundongos tratados com a bebida simbiotica (Fig.9B).



52

A figura 10 apresenta os resultados do perfil lipidico do soro (colesterol total, triglicerideos,

HDL e LDL), dos grupos controle e obesos, apos a ingestdo da bebida simbiotica.
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Figura 10. Perfil lipidico dos grupos controle e obesos pos-tratamento. (*) indica diferenca
significativa (p<0,05) entre 0s obesos e 0 grupo controle CB para os niveis de colesterol total,
(#) indica diferenca significativa entre o obeso CB e o controle CB para os niveis de HDL e
(o) indica diferenca significativa entre obeso SB e controle CB para os niveis de LDL,

utilizando-se o teste de Bonferroni.

Quanto aos lipidios séricos os resultados obtidos no presente estudo indicam um
aumento significativo no HDL-c do grupo obeso CB, acompanhado de uma reducdo nos
niveis de LDL-c. Entre os efeitos benéficos decorrentes do consumo de probidticos destacam-
se: a reducdo do LDL-c e o aumento do HDL-c (ROSSI, 2001). Em estudo conduzido por
Manzoini e colaboradores (2008) somente niveis de HDL-c foram positivamente alterados,
guando avaliou perfil lipidico em modelo animal com dieta hiperlipidica utilizando alimentos
funcionais. Xiao e colaboradores (2006) investigaram o efeito de um iogurte contendo

probidtico nos lipidios séricos em modelo animal e verificaram que apos trés semanas de
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estudo os niveis de LDL-c foram reduzidos. Tanto a reducéo do colesterol da lipoproteina de
baixa densidade (LDL) quanto o aumento do colesterol da lipoproteina de alta densidade
(HDL) podem resultar em beneficio cardiovascular significativo, tanto em termos de reducéo
de eventos como também, em grau variavel, lesdes ateromatosas. LDL e HDL tém papéis
opostos na regulacdo do colesterol corporal e, em teoria, tanto a reducdo da deposicao
(reducédo de LDL) como o aumento da remoc¢édo (aumento de HDL) podem melhorar a doenca
vascular (SIRTORI; CESARE, 2006).
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A utilizacdo do suco de maracujé enriquecido com farinha de inhame se mostrou uma
boa alternativa para viabilizacdo do L. paracasei em bebidas simbiéticas de origem vegetal,
além de servir como alternativa para individuos intolerantes ou alérgicos a componentes

lacteos.

A bebida simbi6tica mostrou efeito benéfico em animais obesos induzidos por dieta
hiperlipidica com melhora da sensibilidade a insulina e na relagdo HDL/LDL, podendo ser

utilizada como adjuvante no tratamento de distdrbios cardio-metabdlicos.
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Resumo: “BEBIDA VEGETAL PROBIOTICA ENRIQUECIDA COM
FARINHADE INHAME”. A presente patente de invencdo se refere a uma
bebida vegetal probidtica enriquecida com farinha de inhame, com
atividade antioxidante e de manutencdo da microbiota intestinal, isenta de
colesterol e rica em vitaminas e minerais. O processo de obtencdo da
bebida envolve a obtencédo da farinha de inhame, a obtencéo de suco de
fruta tropical, ativacdo e viabilidade da cepa probiética e obtencdo da
bebida vegetal probidtica. A bebida vegetal foi caracterizada em sua
composicdo centesimal e microbioldgica apresentando o0s seguintes
resultados: umidade - 3,28; cinzas - 4,51; proteina — 8,55; lipideo — 0,59;
Carboidrato — 81,50; fibra alimentar total — 10,4; amido — 75,1; acUcares
totais e redutores — tragos; valor calérico total — 365,51; pH — 5,83 e acidez
— 2,19. Os resultados da andlise microbiol6gica da farinha nos tempos de
armazenamento 0, 30, 60, 90, 120, 150 e 180 apresentaram-se da
seguinte maneira: Coliformes a 45°C/NMP/g - < 0,03 em todos os tempos
avaliados; Bolores e leveduras UFC/g - < 10 em todos os tempos;
estafilococos coagulase positiva/lg — negativo em todos os tempos;
Salmonella sp/25g — Auséncia em todos os tempos; Bacillus cereus/g —
negativo em todos os tempos avaliados. A bebida apresentou os seguintes
parametros fisico-quimicos e microbioldgicos: A analise microbioldgica foi
realizada para Coliformes a 45 °C/NMP/g e Salmonella sp, nos tempos 0,
7, 14 e 21 dias p06s fermentacao, afim de verificar a estabilidade bioldgica
da bebida. No que diz respeito a composi¢do centesimal os resultados
apresentaram-se da seguinte forma em g/100g: umidade — 91,83; cinzas —
0,16; proteina — 0,33; lipideo — 0,26, carboidrato — 7,21; fibra alimentar
total — 2,45 e valor caldrico total — 32,5. Os resultados para as analises
microbiolégicas foram de auséncia para Coliformes a 45 °C e para
Salmonella sp em todos os tempos avaliados. No teste sensorial
apresentou os seguintes resultados para o Indice de Aceitabilidade (IA%):
aparéncia — 70; qualidade global - 71,83; cor - 75,21; sabor — 73,57 e odor
— 72,39. Para o teste de sobrevivéncia a fluidos simulados do trato
gastrointestinal, a bactéria mostrou-se adaptado a bebida e condi¢des
extremas que foram submetidas durante as simula¢des. Por fim, esta
bebida vegetal probidtica pode ser consumida por vegetarianos e
individuos intolerantes ou alérgicos a componentes lacteos.
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“BEBIDA VEGETAL PROBIOTICA ENRIQUECIDA COM FARINHA DE INHAME”

RELATORIO DESCRITIVO

Campo da Invencao

[001] A presente invengdo esta inserida no campo da ciéncia e tecnologia de
alimentos. A presente invencado se refere a uma bebida vegetal simbidtica enriquecida com
farinha de inhame, com atividade antioxidante, manutencdo da microbiota intestinal, isenta

de colesterol e rica em vitaminas e minerais.

Antecedentes da Invencdo

[002] A busca atual pela saude e bem-estar envolve uma série de questdes holisticas
e a nutricdo ocupa parte importante neste cenario. A reduc¢do do risco de doencas aliada a
uma qualidade de vida aponta cada dia mais para uma alimentacdo saudavel e equilibrada,
embasados numa vasta ciéncia que ao longo do seu desenvolvimento evidencia mais
fortemente a necessidade do consumo de alimentos in natura em detrimento daqueles
industrializados. Novas demandas a industria de alimentos tém surgido, entre elas, as
necessidades de populacdes especificas como vegetarianos, intolerantes a lactose, alérgicos
a proteina do leite e pessoas que sentem desconforto ao consumir produtos lacteos. Diante
disso, novos produtos, que contemplem esta demanda precisam ser desenvolvidos, como
por exemplo, férmulas de bebidas e produtos fermentados por probidticos que ndo utilizam
o leite como base de suas formulacdes, apresentam-se como alternativas em potencial.
Tém-se utilizado tanto para alimentos de origem vegetal como grdos, leguminosas e

sementes, assim como as frutas (CESPEDES M et al., J Food Sci. 78: 756-62, 2013).

[003] A crescente busca pela implementacdo de alimentos funcionais na alimentacao
humana, em particular os probidticos, justifica-se pela gama de beneficios trazidos ao
consumidor, dentre os quais podemos citar a prevencdo da disbiose (ZOPPI et al., Cur Th R
Clin Exp 62(5): 418-435, 2001), a diminuicdo dos quadros de constipacdo e diarreia
(SCARPELLINI, E et al., Inter Emerg Med 5(1): S53-S56, 2010; KRAMMER, H.J et al.
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Coloproctol 33: 109-113, 2011), além dos beneficios imunolégicos (CALDER, P.C., & KEW, S. B
J Nut 28(1): 165-5176, 2002) e mais recentemente hipotetizado na prevengao da obesidade
(SCARPELLINI, E et al., Inter Emerg Med 5(1): S53-S56, 2010; LECERF, M.J. Phytotherp 9: 106-
112, 2011), um atual problema de saude publica.

[004] Os probidticos sdo bactérias que promovem a saude e sdo conhecidos pela sua
caracteristica de competir com bactérias patogénicas, como membros da familia
Enterobacteriaceae e Clostridium difficile e principalmente bactérias dos géneros
Lactobacillus e Bifidobacterium. S3o ainda capazes de combater gastroenterites e outros
disturbios gastrointestinais, de estimular a resposta do sistema imune e de melhorar

absorgdao de minerais (CHALUVADI, S. et al. Beneficial Microbes 3(3): 175-187, 2012).

[005] O uso de cepas probidticas deve ter um respaldo cientifico, higiénico e
tecnoldgico (FARNWORTH, E.R. J Nut 138: 1250S-1254S, 2008), caso do género Lactobacillus
que é considerado GRAS (generally reconized as safe) e em especial o Lactobacillus paracasei
gue tem sido amplamente estudado para emprego em alimentos industrializados e vem se
mostrando vidvel na producdo de bebidas vegetais (SHEEHAN, V et al., Innovat F Sci Emerg

Technol 8(2): 279-284, 2007).

[006] Os probidtico com alegacdo de propriedade funcional aprovada pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) sdo: Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei
shirota, Lactobacillus casei variedade rhamnosus, Lactobacillus casei variedade defensis,
Lactobacillus paracasei, Lactococcus lactis, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium

animallis (incluindo a subespécie B. lactis), Bifidobacterium longum e Enterococcus faecium.

[007] O espectro das atividades dos probidtico incluem efeitos nutricionais,
fisioldgicos e antimicrobianos. Trés formas de acdo dos probidticos sdo descritas: 1.
Supressdao de bactérias vidveis: acredita-se que os micro-organismos probidticos sejam
capazes de produzir compostos com atividade antimicrobiana, o que suprimiria o nimero de
micro-organismos patogénicos vidveis além de facilitar a competicdo por nutrientes e por
sitios de adesdo. 2. Alteracdo do metabolismo microbiano: esta acdo se daria pelo aumento
ou diminuicdo da atividade enzimatica. 3. Estimulo da imunidade do hospedeiro: através do
estimulo ao aumento dos anticorpos e da atividade dos macrdfagos (SAAD, S.M.I. Rev Bras

Cienc Farm 42:1, 2006).
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[008] Recentemente, as bactérias probidticas foram estudadas como um método
potencial para prevenir doencas infecciosas oportunistas devido a sua capacidade de
estimular o sistema imunoldégico (WICKENS et al., Infect Immun 79(4): 1546 — 58, 2008),
varias cepas de Lactobacillus foram investigadas como potenciais bactérias probidticas
capazes de inibir a viruléncia de agentes patogénicos e estimular o sistema imunoldgico
(AOUDIA N et al., Food Microbiol 53: 51 — 9, 2016). Alguns estudos demonstraram que
Lactobacillus pode interagir com células de Candida em biofilmes mistos e inibir o
crescimento de C. albicans (MATSUBARA VH et al., Appl Microbiol Biotechnol 100(14):6415-
26, 2016). Além disso, outros estudos demonstraram que diferentes cepas de lactobacilos
podem modular as respostas inatas e adaptativas do sistema imunoldgico, impedindo a
iniciacdo e a progressao das células cancerosas (ABEDIN-DO A et al., Immuno 7(12):1307-29,
2015). Outros estudos mostraram que certas cepas de lactobacilos eram capazes de modular
a expressao de varios genes envolvidos na regulacdo do sistema imune (GROUNTA A et al.,

PLoS One 11(9):e0161263, 2016).

[009] Apesar dos beneficios da insercdo de alimentos probidticos na alimentacao, sua
aplicagdo pratica ndao tem se concretizado de forma homogénea, uma vez que individuos
com intolerancia ou alergia ao leite, com restricdes no consumo de colesterol ou mesmo
vegetarianos acabam por ndo fazer uso desses alimentos, haja vista ser o leite o principal
veiculo desses micro-organismos benéficos e a adicdo de culturas probidticas em produtos
nao-lacteos ser ainda um grande desafio (PRADO, F.C et al., Food Res Int 41(2): 111-123,
2008).

[010] O inhame (Dioscorea sp.) é uma amildcea bastante cultivada, sendo produzido a
mais de 2000 anos em regides de clima tropical e subtropical. Existem cerca de 600 espécies
do tubérculo, é uma planta de constituicdo herbacea, trepadeira, da familia das
Dioscoredceas e produtora de rizoforos alimenticios de alto valor energético e nutritivo,
tendo larga aceitacdo pelas diversas camadas da sociedade brasileira (OLIVEIRA, E.J et al.,
Rev Bras Frut 35(2): 485-492, 2013). No mundo a area cultivada é de mais deum milhdo de
hectares, entretanto, no Brasil o inhame é uma cultura de pequenos produtores, utilizada no
consumo direto LEONEL, M. et al., Cienc Tecnol Alim 26(2): 459-464, 2006). E conhecido
mundialmente como “Yellow Guinea Yam” ou “Twelve months yam”, mas no Brasil é

denominado Inhame-da-Costa, Card-da-costa ou simplesmente Inhame, como é mais
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conhecido na regido Nordeste. A planta é comumente utilizada na forma cozida, assada ou
no preparo de saladas.

[011] Estudos remotos e atuais evidenciam que o inhame é uma excelente matéria
prima, tanto sob aspectos nutricionais, sendo considerado um tubérculo de qualidade
superior quando comparado aos demais, quanto como matéria prima promissora no
emprego industrial (KIM S.H. et al., J Dairy Sci 94(4): 1705-12, 2011; SHITTU T.A. & OLAITAN
O.F J Food Sci Technol 51(2): 359-64, 2014) e ainda como alimento funcional.

[012] Evidéncias reportam a dioscorina, uma proteina de estocagem presente no IN,
como componente funcional com atividade imunomoduladora (HOOKER E. | J Toxicol 23: 49-
54, 2004; JHENG Y.J et al., Protein Express Purific 85(1): 77-85, 2012). Estudo de LIN P.L. et
al., J Agricult Food Chem 10(11): 4606-13, 2009), investigando a acao da dioscorina extraida
de diferentes espécies de IN (Dioscorea alata e Dioscorea japonica) sobre as atividades do
sistema imunoldgico de ratos, evidenciaram que as dioscorinas de ambas as espécies
levaram ao aumento da fagocitose de células RAW 264.7, sendo melhor para a D. alata. O
aumento da proliferacdo de células linféides também foi evidenciado, entretanto a D.
japonica apresentou maior capacidade de estimulacdo que a D. alata. Testes in vivo apds
ingestdao do IN evidenciaram um efeito modulador tanto a nivel de mucosa, quanto
sistémico (LIU Y.H. et al., J Agricult Food Chem 14(19): 9274-9, 2009).

[013] O efeito antioxidante do IN também tem sido associado a presenca de
flavonéides em sua composicdo. Alguns estudos observaram se a fragao rica em flavondides
(FRF) do Dioscorea bulbifera Linn. era capaz de exercer efeito protetor em ratos frente a
agressao provocada pelo isoproterenol (ISO), farmaco usado como modelo para inducdo de
infarto do miocardio (IM). Os resultados do estudo evidenciaram que a administracdo da FRF
na proporcao de 150mg/kg, 35 dias antes da agressdo com o ISO, foi eficiente na modulagéo
da peroxidacdo lipidica provocada pelo IM, diminuindo os radicais livres e melhorando o
status das enzimas mitocondriais de energia, sugerindo um forte efeito protetor da FRF do
IN contra danos cardiovasculares (JAYACHANDRAN KS et al.,, Current Pharm Biotechnol
11(8): 887-94, 2010).

[014] O desenvolvimento de produtos alimenticios tendo como base raizes tropicais,
de tradigao de cultivo e apelo cultural como o inhame, tem obtido o interesse dos

produtores rurais e industriais, pois possibilita o incremento de toda a cadeia produtiva,



76

sendo importante para o fortalecimento da sustentabilidade. A utilizacdo da farinha do
inhame tem se revelado vidvel para o desenvolvimento de produtos para fins especiais como
a doenga celiaca, uma vez que nao possui gluten (ATZINGEN, M.C.B.C.V. & SILVA, M.E.M.P.
Nutrire 22:33-48, 2001), além de atribuir outras propriedades nutricionais e funcionais, pelo
seu teor de minerais e vitaminas, assim como pelo seu conteido de fitoquimicos, como

antocianinas, saponinas e polifendis, além do teor de fibras.

[015] Ainda que pouco estudada, a farinha do inhame tem se revelado promissora
para o desenvolvimento de produtos para fins especiais, caso da doenca celiaca, uma vez
que ndo possui gluten (ATZINGEN, M.C.B.C.V. & SILVA, M.E.M.P. Nutrire 22:33-48, 2001),
para o aumento do teor de fibras de preparacdes devido a sua composicdo quimica (ZARATE,
N.A.H.; & VIEIRA, M.C. Pesq Agropec Trop 34(1):61-63, 2006) e ainda para conferir
propriedades funcionais aos produtos (JHENG Y.J et al., Protein Express Purific 85(1): 77-85,
2012).

[016] Segundo a Food and Agriculture Organization, o maracuja é reconhecido
popularmente por apresentar propriedades calmantes. O fruto maduro é consumido
principalmente na forma de suco, entretanto é um fruto bastante usado para confeccdo de
compotas e geleias. A fruta é bastante apreciada devido ao seu sabor e aroma agradaveis,
além de ser uma boa fonte de vitaminas A e C. O Brasil é o principal produtor e consumidor
da fruta, o aroma e a acidez sdao muito pronunciados, o pH varia de 2,8 a 3,3, e é
amplamente aceito e comumente usados em sucos, engarrafamentos e fabricacdo de

iogurte.

[017] Somado ao anteriormente exposto, atualmente a escolha alimentar transpds a
barreira do sabor e aceitabilidade. Com o avanco cientifico-tecnoldgico e com a constatacao
de beneficios a salde trazidos por determinados grupos de alimentos, os consumidores tém
feito de suas escolhas um estilo de vida em prol da saude e bem-estar (KANMANI et al.,
ECOCROP 1: 5369, 2013). Diante desta nova perspectiva a biotecnologia tem se ocupado em
desenvolver produtos que possuam além das caracteristicas bdsicas da nutricdo, como a
presenca de macro e micronutrientes, propriedades funcionais para a prevenciao ou
tratamento de acometimentos a saude, inibindo a instalacdo de algumas doencas, como a

obesidade (MEIRA, S.M et al., J Dairy Res 79(1):119-27, 2012).
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[018] Alguns autores relatam a realizacdo de experimentos para elaboracdo de
bebida probidtica a base vegetal, como com suco de abacaxi (SHEEHAN, V et al., Innovat
Food Sci Emerg Technol 8(2): 279-284, 2008), de laranja (LUCKOW, T et al., Appetite 47(3):
315-23, 2006), de beterraba, tomate e cenoura (PRADO, F.C et al., Food Res Int 41(2): 111-
123, 2008). Os autores relatam que esta nova classe de produtos seria o futuro dos

alimentos probiéticos, apesar dos maiores desafios tecnoldgicos encontrados.

[019] Alguns documentos de patente ja utilizaram o L. paracasei, a exemplo da
patente US6835376, que descreve o uso de L. paracasei para preparacdo de um suporte
ingerivel e uma composicdo contendo o mesmo na prevencdo de diarreia provocada por

bactéria patogénica.

[020] A patente BR112016023754-4 refere-se ao uso de L. paracasei para manter ou

aumentar a diversidade da microbiota intestinal em um individuo que tem disbiose.

[021] A patente ES2320920T3 refere-se a um iogurte probidtico, a um método para o

referido produto e ainda ao uso de bactérias acido laticas, uma delas o L. paracasei.

[022] A patente PI0501200-7 se relaciona com o processo para obtencao de bebida

energética a base de dgua de coco e suco de maracuja e mel.

[023] A patente P10703244-7 se relaciona com o processo tecnoldgico para produgdo

de uma bebida fermentada a base de agua de coco com propriedades probidticas.

[024] A presente patente de invencdo difere das acima citadas por tratar do
desenvolvimento de uma bebida vegetal probidtica enriquecida com farinha de inhame, o

micro-organismo utilizado é o Lactobacillus paracasei, e a fruta o maracuja.

[025] A presente invencdo apresenta a vantagem pela possibilidade de ser utilizada
por grupos populacionais como os vegetarianos e individuos intolerantes ou alérgicos a
componentes lacteos, por ndo apresentar nos seus constituintes derivados lacteos. Como
observado no estado da técnica pelos documentos de patente aqui apresentados, ela se

apresenta como nova e, portanto, é passivel de protecao.

Descricao da Invencao
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[026] A presente invencdo se refere a uma bebida vegetal probidtica enriquecida
com farinha de inhame, com atividade antioxidante, manutencdo da microbiota intestinal,
isenta de colesterol e rica em vitaminas e minerais. O processo de obtencdo da bebida é
melhor compreendido nas seguintes modalidades: i. Processo de obtencdo da farinha de
inhame; ii. Processo de obtengdo da polpa de maracuj3; iii. Processo de obtenc¢do da bebida
vegetal; iv. Processo de ativacdo e viabilidade da cepa probidtica; e v. Processo de obtencao

da bebida vegetal probidtica.

[027] Na primeira modalidade, é descrito o processo de obtencdo da farinha de
inhame que consiste nas seguintes etapas: sele¢ao, lavagem, sanitizacao, descascamento,
fatiamento, resfriamento, branqueamento, secagem, trituracdo, pulverizacdo, tamizacdo e
armazenamento. Apds selecdo, os tubérculos foram pesados, medidos e entdo submetidos a
lavagem com abrasdo em agua corrente com o intuito de retirar as sujidades. Seguiram pelo
processo de sanitizacdo e entdo descascados. Apds fatiamento (1-2 mm) e resfriamento (10-
12 °C), as fatias foram branqueadas em agua a 90-95 °C preferencialmente por 3 minutos e
seguiram pelos processos de secagem preferencial a 70 °C por 4 horas, trituracdo e
pulverizagdo em moinho a uma velocidade de 17.000-19.000 rpm para uma maior agilidade
no processo, esta velocidade pode ser diminuida a rotacdes menores como 1750 rpm que o
efeito serd o mesmo, sabendo-se que o tempo de obtencdo serd mais longo. A tamizagao foi
realizada em peneiras com abertura preferencial das malhas a 80 mesh (0,177mm)
acopladas a um vibrador e agitadas. As farinhas foram ent3do armazenadas. Esta
granulometria se faz necessaria para que nao exista interferéncia sensorial na bebida pronta

para 0 consumo.

[028] Na segunda modalidade para obtencdo da polpa de maracujd, as frutas foram
pesadas em balanca, lavadas em agua corrente e submetidos a sanitizacdo. Em seguida os
frutos foram enxaguados em agua, cortados e retirada a polpa em seguida homogeneizado,
por exemplo, em liquidificador. O sumo obtido foi peneirado preferencialmente em peneira
de 20 mesh para eliminacdo de partes ndo comestiveis. E possivel utilizar outras frutas
tropicais para a formacdo da bebida vegetal probidtica enriquecida com farinha de inhame.

Também é possivel utilizar outras apresentacdes de suco tropical, como por exemplo os
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sucos concentrados de fruta, desde que respeitem o minimo exigido de sdlidos soltveis em

°Brix.

[029] Na terceira modalidade, a bebida de maracuja, onde a concentragdo da polpa
obedeceu aos critérios determinados pela Legislacdo Brasileira para sucos tropicais no que
diz respeito a adequacgao ao limite dos sélidos soluveis (°Brix) preconizado pelo Ministério da
Agricultura Pecuaria e Abastecimento em sua Instrucdo Normativa n°12 de 2003, que prevé
o valor minimo de 6 °Brix, utilizando-se preferencialmente um refratdbmetro, obtendo-se um
percentual de 31% de polpa de fruta e 69% de agua, sem adicdo de acglcar. A bebida vegetal
foi submetida ao processo de pasteurizacdo, 72 a 75°C de 15 a 20 segundos, sendo
preferencialmente de 72 °C por 5 minutos, e seguiram imediatamente para um banho de
gelo de 8 a 12 °C, sendo preferencialmente 10 °C, com a finalidade de resfriar a bebida de 30

a 40 °C, preferencialmente até 35°C.

[030] Na quarta modalidade para ativacao e viabilidade do Lactobacillus paracasei,
que foi obtida através da Fundagdo Oswaldo Cruz — INCQS (N° 00222) em forma liofilizada,
tornando-se necessaria sua ativacdo, que foi realizada a partir de sua inoculacdo preferencial
em caldo MRS (deMan, Rogosa and Sharpe) e manutencdao em estufa com temperatura de
30 a 40 °C por até 72 horas, preferencialmente a 37°C por 72 horas sob anaerobiose para
entdo ser ativado. Para verificacdo da viabilidade da cepa foi realizado o procedimento de
diluicdo em tubos multiplos de 1073 até 107, preferencialmente nas diluicdes 10>, 10 e 1077.
Foi inoculado, também sob anaerobiose, 1 mL do substrato na diluicdo maxima pela técnica
de profundidade e em meio MRS Agar e entdao submetido a estufa em temperatura de 30 a
40 °C, preferencialmente 37°C. A contagem das unidades formadoras de col6nia em placas
procedeu-se apds 48 horas. Apds verificacdo da viabilidade, a cepa foi mantida em estufa a
temperatura a 30 a 40 °C, preferencialmente 37°C até utilizacdo. E possivel utilizar outras
espécies de Lactobacillus previstos pela ANVISA que possuam alegacdao de propriedade
probidtica, como exemplo os L. acidophilus, L. casei shirota, L. casei variedade rhamnosus, L.

casei variedade defensis, L. casei, entre outros.

[031] na quinta modalidade para obtencdo da bebida vegetal probidtica enriquecida
com farinha de inhame foi desenvolvida a partir do acréscimo da farinha de inhame, 1,5 a

5% (p/v), mas preferencialmente 2% (p/v) e de L. paracasei 1 a 3%, preferencialmente 2%
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(v/v), a bebida de maracuja. Em seguida a bebida foi colocada em estufa com temperatura
de 30 a 40 °C, preferencialmente de 37°C, por 48 horas para iniciar o processo fermentativo,
a fim de favorecer e garantir o desenvolvimento do probidtico até 108 UFC/mL. Apds a
fermentacdo, as bebidas foram acondicionadas sob refrigeracdo sendo prontas para a

ingestao.

Exemplo 1: Caracterizacdo fisico-quimica e microbioldgica da farinha de inhame

[032] A farinha de inhame foi submetida a composicdo centesimal e analise
microbioldgica para verificar sua qualidade fisico-quimica e viabilidade, além dos testes de
estabilidade, onde a farinha foi armazenada em potes estéreis de vidro com tampas
rosqueadas, foi mantida em auséncia de luz e em sala em temperatura entre 28 e 37 °C por
180 dias. Nos tempos 0, 30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias, a fim de avaliar a sua qualidade
total, as amostras foram coletadas de forma aleatdria e entdo submetidas a avaliacdo
microbioldgica e quimica, que consistiu da pesquisa de coliformes a 45°C/g, bolores e
leveduras, estafilococos coagulase positiva/g, salmonella sp/25g, bacillus cereus/g, umidade
e atividade de dgua. No que diz respeito a composicdo centesimal da farinha obteve-se os
seguintes resultados (g/100g) de: umidade - 3,28; cinzas - 4,51; proteina — 8,55; lipideo —
0,59; Carboidrato — 81,50; fibra alimentar total — 10,4; amido — 75,1; acUcares totais e
redutores — tragos; valor calérico total — 365,51; pH — 5,83 e acidez — 2,19. Os resultados da
analise microbioldgica da farinha nos tempos de armazenamento 0, 30, 60, 90, 120, 150 e
180 apresentaram-se da seguinte maneira: Coliformes a 45°C/NMP/g - < 0,03 em todos os
tempos avaliados; Bolores e leveduras UFC/g - < 10 em todos os tempos; estafilococos
coagulase positiva/g — negativo em todos os tempos; Salmonella sp/25g — Auséncia em
todos os tempos; Bacillus cereus/g — negativo em todos os tempos avaliados. De acordo com
os resultados apresentados a farinha de inhame apresenta-se viavel microbiologicamente no
periodo de 180 dias bem como apresentou excelente composicao centesimal quando
comparada a outros tipos de farinhas. A estabilidade fisica da farinha de inhame durante o
armazenamento foi avaliada nos tempos 0, 30, 60, 90, 120, 150 e 180, para umidade e
atividade de agua, obtendo-se os seguintes resultados: umidade - 3,31; 3,41; 5,49; 5,58;
5,71; 5,88 e 5,94, respectivamente; atividade de dgua - 0,304; 0,359; 0,364; 0,371; 0,388;
0,392 e 0,407, respectivamente. Desta forma, a farinha de inhame mostra-se estavel

fisicamente durante armazenamento.
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Exemplo 2: Caracterizacdo fisico-quimica, microbioldgica da bebida e vida de

prateleira

[033] A bebida vegetal foi caracterizada em sua composicdo centesimal com as
analises de umidade, proteina, lipideo, cinzas, fibras, os carboidratos totais foram
determinados por diferenca, bem como o valor calérico total. A andlise microbioldgica foi
realizada para Coliformes a 45 °C/NMP/g e Salmonella sp, nos tempos 0, 7, 14 e 21 dias pds
fermentacdo, afim de verificar a estabilidade biolégica da bebida. No que diz respeito a
composicdo centesimal os resultados apresentaram-se da seguinte forma em g/100g:
umidade — 91,83; cinzas — 0,16; proteina — 0,33; lipideo — 0,26, carboidrato — 7,21; fibra
alimentar total — 2,45 e valor caldrico total — 32,5. Os resultados para as andlises
microbioldgicas foram de auséncia para Coliformes a 45 °C e para Salmonella sp em todos os
tempos avaliados. Desta forma pode-se observar que a bebida vegetal probidtica
enriquecida com farinha de inhame apresentou baixos indices de proteina, lipidio e valor
energético total, o carboidrato apresentou nivel considerdvel, um resultado esperado uma
vez que a base da bebida é feita por fruta e farinha de inhame ambos considerados fontes
de energia pelo carboidrato. Observa-se que a quantidade de fibras na bebida é expressiva ja
gue a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria define que um produto liquido pronto para
consumo como fonte de fibra deve ter sua por¢ao 1,5g, assim pode-se alegar que o referido

produto desta patente auxiliard o funcionamento do intestino.

Exemplo 3: Avaliacdo sensorial da bebida vegetal probidtica enriquecida com farinha

de inhame.

[034] Foram realizados testes afetivo e de intencdo de compra. As amostras de
bebidas foram apresentadas em cabine sensorial a 50 provadores nao treinados. Para
avaliacdo da aceitacdo foi utilizada uma escala hedbnica de 9 pontos cujos limites
apresentardo a seguinte classificacdo: 1 para “Desgostei muitissimo” e 9 para “Gostei
muitissimo”. A atitude quanto a intencao de compra serd avaliada através de uma escala de
5 pontos cujos limites apresentardo a seguinte classificacdo: 1 para “Certamente ndo
compraria” e 5 para “Certamente compraria”. O perfil sensorial da bebida elaborada foi
verificado através dos parametros: aparéncia, sabor, odor, cor e qualidade global. Com as

notas obtidas de cada parametro foi construido um indice de Aceitacdo (1A%), tendo como
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ponto de corte de 70%. No que diz respeito aos aspectos éticos para realizacdo dos testes
do projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa e obteve aprovacdo através do
Certificado de Apresentacdo para Apreciacdo Etica (CAAE) nimero: 15312113.2.0000.5208. Todos
os provadores voluntdrios foram esclarecidos e assinaram um termo de consentimento livre e
esclarecido. Desta forma os resultados sensoriais obtidos foram os seguintes descritos em |IA
(%): aparéncia — 70; qualidade global - 71,83; cor - 75,21; sabor — 73,57 e odor — 72,39. De
acordo com os resultados apresentados pode-se observar que o produto apresentou boa
aceitacdo global, pois apresentou valor acima de 70% de IA, os voluntdrios relataram através
de observagdes nos formuldrios de avaliagdo que se mostraram surpresos pelas
caracteristicas apresentadas tendo em vista que a proposta da bebida ser atipica no
mercado, afirmando que houve uma surpresa positiva. No que diz respeito a intencdo de
compra o resultado obtido dos 50 provadores foi de 66,4%, demonstrando que a bebida

possui potencial de venda em uma projecao para o mercado consumidor.

Exemplo 4: Andlise de sobrevivéncia do L. paracasei a fluidos simulados do trato

gastrointestinal.

[035] A sobrevivéncia do probidtico da bebida vegetal apds analise sensorial foi
avaliada através de simulacdes das fases da digestdo (gastrica e entérica), a resisténcia ao
acido e a pepsina (Simulacdo da fase gastrica) foi verificada diluindo a bebida em solucao
fisioldgica 1:9 (solugdo salina a 0,85%) e adicionadas em solugdo acida de pepsina (3 g/L; pH
2,5). As amostras foram incubadas a uma temperatura de 37 °C (temperatura corporal) por
120 minutos sob agitacdo de cerca de 150 rpm. Os testes foram realizados em triplicata
frente a um controle, que consistiu na incubacdo da bebida na mesma diluicio sem a
presenca do dacido ou da enzima. Para verificacdo da resisténcia da cepa ao processo
digestivo simulado, sua viabilidade foi testada através da incubacdo da amostra em meio
MRS a uma temperatura de 37 °C por 72 horas sob anaerobiose. A resisténcia aos sais
biliares (simulacdo da fase entérica) a bebida também foi diluida na proporcdo de 1:9 em
solugdo fisioldgica (solugdo salina a 0,85%) e adicionadas em solugdo bdsica de bile bovina (3
g/L; pH 7,5), procedendo-se da mesma forma que o teste anterior. As contagens médias de
L. paracasei obtidas nos tempos 0 e 28 dias foram os seguintes: 7,48, 6,57, 6,18 e 5,00

LogUFC.mL? para tratamentos de Controle, Pepsina, Bile 2 h e Bile 4 h na preparacdo de
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bebidas (D-0), respectivamente, e 6.15, 4.68, 4.90 e 4.20 LogUFC.mL-1 para tratamentos de
Controle, Pepsina, Bile 2 h e Bile 4 h no 282 dia de armazenamento (D-28), respectivamente.
A maioria dos produtos fermentados que apresentam baixa viabilidade celular apds
administragdo oral porque as bactérias ndao sobrevivem ao ambiente acido do estdmago
(KLAYRAUNG S et al., Int J Pharm. 370(1/2): 54-60, 2009). A bile liberada no intestino
delgado também dificulta a sobrevivéncia do probidtico porque a sua membrana celular rica
em lipidios é destruida. Apesar da diminuicao das células vidveis de L. paracasei, mostrou-se

adaptado a bebida e condicdes extremas que foram submetidas durante as simulagdes.
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REIVINDICACOES

“BEBIDA VEGETAL PROBIOTICA ENRIQUECIDA COM FARINHA DE INHAME”
caracterizado por um processo de obtenc¢do da farinha de inhame, seguido da
obtencdo de poupa de fruta, misturadas com agua para obtencdo da bebida
vegetal, sendo na dita bebida, inoculado com Lactobacillus, seguido de

processo fermentativo para obtencao da bebida vegetal probidtica.

“BEBIDA VEGETAL PROBIOTICA ENRIQUECIDA COM FARINHA DE INHAME”, de
acordo com a reivindica¢do 1, caracterizado por pela farinha de inhame ter

granulometria de 80 mesh, pois afeta as propriedades sensoriais do produto.

“BEBIDA VEGETAL PROBIOTICA ENRIQUECIDA COM FARINHA DE INHAME”, de
acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado pela poupa de fruta tropical

compreender maracuja.

“BEBIDA VEGETAL PROBIOTICA ENRIQUECIDA COM FARINHA DE INHAME”, de
acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado pelo processo de inoculacdo do
micro-organismo consistir de unidades formadoras de colénia em no minimo

108.

“BEBIDA VEGETAL PROBIOTICA ENRIQUECIDA COM FARINHA DE INHAME”, de
acordo com a reivindicacao 1, caracterizado pelo Lactobacillus compreender o

Lactobacillus paracasei.

“BEBIDA VEGETAL PROBIOTICA ENRIQUECIDA COM FARINHA DE INHAME”
caracterizado por um produto a base de bebida vegetal oriunda de uma
mistura de farinha de inhame, suco de fruta tropical enriquecida com

Lactobacillus.
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RESUMO
“BEBIDA VEGETAL PROBIOTICA ENRIQUECIDA COM FARINHA DE INHAME”. A presente

patente de invencao se refere a uma bebida vegetal probidtica enriquecida com farinha de inhame,
com atividade antioxidante e de manutenc¢do da microbiota intestinal, isenta de colesterol e rica em
vitaminas e minerais. O processo de obtencdo da bebida envolve a obtengdo da farinha de inhame,
a obtencdo de suco de fruta tropical, ativacdo e viabilidade da cepa probidtica e obtencdo da bebida
vegetal probidtica. A bebida vegetal foi caracterizada em sua composicdo centesimal e
microbioldgica apresentando os seguintes resultados: umidade - 3,28; cinzas - 4,51; proteina —
8,55; lipideo — 0,59; Carboidrato — 81,50; fibra alimentar total — 10,4; amido — 75,1; acgUcares totais
e redutores — tragos; valor calérico total — 365,51; pH — 5,83 e acidez — 2,19. Os resultados da
analise microbioldgica da farinha nos tempos de armazenamento 0, 30, 60, 90, 120, 150 e 180
apresentaram-se da seguinte maneira: Coliformes a 45°C/NMP/g - < 0,03 em todos os tempos
avaliados; Bolores e leveduras UFC/g - < 10 em todos os tempos; estafilococos coagulase positiva/g
— negativo em todos os tempos; Salmonella sp/25g — Auséncia em todos os tempos; Bacillus
cereus/g — negativo em todos os tempos avaliados. A bebida apresentou os seguintes pardmetros
fisico-quimicos e microbiolégicos: A andlise microbiolégica foi realizada para Coliformes a
45°C/NMP/g e Salmonella sp, nos tempos 0, 7, 14 e 21 dias pds fermentagdo, afim de verificar a
estabilidade biolégica da bebida. No que diz respeito a composicdo centesimal os resultados
apresentaram-se da seguinte forma em g/100g: umidade — 91,83; cinzas — 0,16; proteina — 0,33;
lipideo — 0,26, carboidrato — 7,21; fibra alimentar total — 2,45 e valor calérico total — 32,5. Os
resultados para as andlises microbioldgicas foram de auséncia para Coliformes a 45°C e para
Salmonella sp em todos os tempos avaliados. No teste sensorial apresentou os seguintes
resultados para o Indice de Aceitabilidade (IA%): aparéncia — 70; qualidade global - 71,83; cor -
75,21; sabor — 73,57 e odor — 72,39. Para o teste de sobrevivéncia a fluidos simulados do trato
gastrointestinal, a bactéria mostrou-se adaptado a bebida e condi¢Ges extremas que foram
submetidas durante as simulagées. Por fim, esta bebida vegetal probiética pode ser consumida por

vegetarianos e individuos intolerantes ou alérgicos a componentes lacteos.



