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RESUMO

Este trabalho objetivou a utilizagdo de concentrado proteico de soro de leite (CPS) para a
formulagdo de um biscoito tipo cookie, a avaliagdo de suas caracteristicas tecnoldgicas e
sensoriais e seu efeito na formacdo e reabsor¢do Ossea de mulheres adultas. As etapas
metodologicas incluiram a formulag@o dos biscoitos com diferentes proporgdes de concentrado
proteico do soro de leite e aveia, sua caracterizagdo fisica, quimica, nutricional e sensorial e um
estudo clinico, avaliando formagao e reabsorcido dssea de mulheres adultas. A analise do efeito
combinado das varidveis individuais (CPS e aveia) sobre as caracteristicas tecnologicas dos
biscoitos foi realizada utilizando-se um delineamento experimental composto rotacional,
envolvendo duas variaveis independentes (CPS e aveia). Foram realizados 11 ensaios, sendo
quatro fatoriais, quatro axiais e trés repeticdes no ponto central. Para os testes sensoriais e
andlises nutricionais, foram selecionadas as trés melhores formulagdes segundo andlise
tecnologica e composicdo centesimal. A formulagdo com melhor resultado nos testes sensoriais
foi a selecionada para o estudo clinico, realizado por 16 dias, onde as participantes ingeriram
quatro biscoitos ao dia neste periodo. Andlises de sangue e urina foram realizadas antes e apds
a ingestdo dos biscoitos para verificar diferencas apds a introducdo dos biscoitos. Os
marcadores bioquimicos osteocalcina e telopeptideos aminoterminas do coldgeno tipo I (NTX)
foram utilizados para avaliar formacao e reabsor¢do Ossea, respectivamente. Os resultados das
analises fisico-quimicas nos biscoitos tipo cookies, mostraram que os biscoitos dos ensaios 2 ¢
o do ponto central apresentam as melhores caracteristicas tecnologicas, com bons resultados no
fator de expansdo, cor e textura. J4 para a composicdo quimica, a formulacdo 8 foi o que
apresentou maior ganho nutricional devido ao alto teor de proteinas. Dessa forma, as
formulagdes selecionadas para as analises nutricionais e a sensorial foram as formulagdes 2, 8
e o ponto central. Nos testes sensoriais, a formulacdo com maior aceitabilidade, preferéncia e
intencdo de compra foi a formulagdo com 15% de CPS e 20% de aveia (ponto central), sendo
esta a selecionada para o estudo clinico. Os resultados das andlises de minerais, aminoacidos e
digestibilidade corrigida pelo escore de aminoacidos mostraram que a formulagdo com 15% de
CPS e 20% de aveia ¢ um produto com elevado valor nutricional. Participaram do estudo
clinico, quinze mulheres com média de idade de 24,8+6,4 anos. Verificou-se que os niveis de
calcio no sangue e na urina ficaram inalterados apos os 16 dias de ingestdo do biscoito. A
concentracdo de osteocalcina no sangue aumentou significativamente apds os 16 dias de
ingestdo, enquanto a excre¢do urindria de NTX tendeu a diminuir apds os 16 dias, apesar da
diferenca nao ser significativa. Nao foi encontrada correlagdo entre NTX e osteocalcina antes
da ingestao do biscoito, mas depois dos 16 dias de ingestdo do biscoito contendo CPS e aveia
encontrou-se correlagdo, com coeficiente de 0,7902 (p<0,001). Conclui-se que o biscoito tipo
cookie contendo 15% de CPS e 20% aveia foi o que apresentou as melhores caracteristicas
tecnologicas e sensoriais, € que 0 mesmo possui um elevado valor nutricional. Sugere-se que a
inclusdo do biscoito na dieta das mulheres traz beneficios ao metabolismo dsseo, em especial a
formagao Ossea.

Palavras-chave: Atributos sensoriais. Formagdo 6ssea. Proteinas do soro de leite. Reabsor¢ao
Ossea.






ABSTRACT

This study aimed to use protein concentrate whey (CPS) for the formulation of a biscuit type
cookie, the evaluation of its technological and sensory characteristics and its effect on bone
formation and resorption of adult women. The methodological steps included the formulation
of biscuits with different protein concentrate proportions of milk and oat serum, physical,
chemical, nutritional and sensory characteristics and a clinical study evaluating bone formation
and resorption of adult women. Analysis of the combined effect of individual variables (CPS
and oats) on the technological characteristics of cookies was performed using an experimental
design comprised rotational involving two independent variables (CPS and oats). 11 trials were
performed, four factorial, four axial and three central points. For sensory tests and nutritional
analysis, the three best formulations second technological analysis and chemical composition
selected. The formulation with better results in the sensory test was selected for the clinical
study, carried out for 16 days, where participants consumed four cookies a day in this period.
Blood and urine samples were taken before and after ingestion of cookies to verify differences
after the introduction of cookies. Biochemical markers osteocalcin and aminoterminas
telopeptides of type I collagen (NTX) were used to assess bone formation and resorption,
respectively. The results of physicochemical analyzes biscuits type cookies, biscuits showed
that the tests 2 and the central point have the best technological characteristics, with good results
in the expansion factor, color and texture. As for the chemical composition, formulation 8
showed the highest nutritional gain due to the high protein content. Thus, the formulations
selected for the nutritional and sensory analysis were the formulations 2, 8 and the center point.
In sensory tests, the formulation with greater acceptability, preference and purchase intent was
the formulation with 15% of CPS and 20% oats (center point), which is selected for the clinical
study. The results of the analysis of minerals, amino acids and the digestibility corrected amino
acid score showed that the formulation with 15% PSC and 20% oat is a product with high
nutritional value. Participated in the clinical study, fifteen women with a mean age of 24.8 +
6.4 years. It was found that calcium levels in the blood and urine were unchanged after 16 days
of ingestion of the cookie. The concentration of osteocalcin in blood rose significantly after 16
days of intake, while urinary excretion of NTX tended to decline after 16 days although the
difference was not significant. No correlation was found between osteocalcin and NTX before
the cookie intake, but after 16 days of taking the biscuit containing CPS and oats was found
correlation, with a coefficient of 0.7902 (p <0.001). It is concluded that the biscuit type cookie
containing 15% of CPS and 20% oat showed the best technological and sensory characteristics,
and that it has a high nutritional value. It is suggested that the inclusion of biscuit on women's
diet is beneficial to bone metabolism, especially bone formation.

Keywords: Sensory attributes. Bone formation. Proteins from the whey. Bone resorption.
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1 INTRODUCAO

O soro de leite ¢ um subproduto da industria de laticinios que representa a por¢ao aquosa
do leite que se separa do coagulo durante a fabricacdao de queijo. Apresenta-se como um liquido
opaco e de cor amarelo-esverdeada (GUIMARAES et al., 2010) e representa de 80 a 90% do
volume total do leite utilizado durante a producdo de queijos, contendo aproximadamente, 55%
dos nutrientes do leite, tais como proteinas soliveis, lactose, vitaminas, minerais € uma
quantidade minima de gordura (ALVES et al., 2014).

O soro ¢ um dos efluentes liquidos que mais contribuem para a alta carga poluidora das
industrias de laticinios devido ao seu elevado conteudo de substancias organicas, associado
principalmente a presenca de lactose e proteinas, o seu poder poluente ¢ considerado alto, com
uma demanda bioquimica de oxigénio que varia de 27 a 60 kg-m~ (PRAZERES et al., 2012).

Este subproduto ja foi considerado uma matéria-prima de aproveitamento oneroso para
a industria de lacteos, porém, cada vez mais, as regulamentagdes ambientais exigem das
industrias de laticinios um plano de tratamento ou reaproveitamento deste soro (GERNIGON
et al.,, 2010 apud ALVES et al. 2014). Na atualidade estdo cada vez mais conscientes das
caracteristicas de sustentabilidade dos produtos que compram e, como resultado, uma questao
chave para as industrias de laticinios é garantir que a produgio leiteira, especialmente queijos,
¢ realizada com sustentabilidade (KIM et al., 2013).

O soro pode ser utilizado na sua forma original para produ¢do de bebidas lacteas. Porém,
considerando o seu alto teor de agua e a finalidade de agregar valor ao produto e a seus
derivados, o soro pode ser concentrado. O produto concentrado ¢ classificado, entdo, de acordo
com o teor de proteina, e pode ter aplicagdes diversas, devido a suas caracteristicas nutricionais
e tecnologicas, que vao do seu uso como ingrediente alimenticio a produ¢ao de medicamentos
(ALVES et al., 2014).

Dentre os produtos derivados de soro comercialmente disponiveis estdo o concentrado
proteico de soro (whey protein concentrate) que é o produto obtido pela remogdo de
constituintes nio proteicos do soro de forma que o produto final seco contenha, em geral, entre
35% e 80% de teor proteico e o isolado proteico de soro (whey protein isolate) que ¢ a forma
comercial mais pura das proteinas do soro e contém entre 80 e 95% de proteina (BRANS, 2006).

O valor bioldgico das proteinas do soro ¢ alto comparado ao de outras proteinas, por
apresentarem em sua composi¢ao alto contetido de aminoacidos essenciais. Além disso, essas

proteinas contém uma alta concentracdo de aminoacidos de cadeia ramificada como leucina,
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isoleucina e valina (MARSHALL, 2004) e, também, mais aminoacidos contendo enxofte, tais
como cisteina e metionina quando comparadas a caseina. Esses aminodcidos sulfurados
apresentam importancia pela sua capacidade de melhorar a fungdo imunoldgica e seu estado
antioxidante (BAUMAN et al., 20006).

As proteinas do soro apresentam quase todos os aminodcidos essenciais em excesso as
recomendagdes nutricionais de consumo da Food and Agriculture Organization (FAO)/World
Health Organization (WHO), com exce¢do dos aminoacidos aromaticos (fenilalanina e
tirosina) que embora ndo estejam presentes em excesso, atendem as recomendacgdes para todas
as idades (HARAGUCHI; ABREU; PAULA, 2006; PAGNO et al., 2009; SGARBIERI, 2004).

As proteinas do soro do leite poderdo exercer varios efeitos benéficos ao organismo,
devido as propriedades funcionais fisiologicas, dentre elas esta a atividade imunomoduladora,
antimicrobiana e antiviral, anticdncer, antiulcera, protecdo ao sistema cardiovascular e
beneficios a atividade esportiva (SGARBIERI, 2004), além dos beneficios ao metabolismo
osseo (IOF, 2006; FAO, 2013).

Um dos mecanismos pelos quais o aumento da ingestdo de proteinas pode ter efeitos
favordveis no metabolismo Osseo ¢ através do aumento dos niveis sanguineos de IGF-1,
considerado composto chave na promocgao da formagdo dssea (RIZZOLI; BONJOUR, 2004).
Os niveis sanguineos de IGF-1 sdo extremamente sensiveis as flutuacdes de ingestdo de
proteinas na dieta. Em um estudo em que adultos receberam suplementos de leite em suas dietas
e, com isso houve um aumento na proteina ingerida, foram verificados aumentos significativos
nos niveis sanguineos de IGF-1 em comparacdo com o grupo controle (HEANEY et al., 1999).
Além disso, estudos sugerem que certos aminoacidos podem promover a absorc¢ao intestinal de
calcio (KERSTETTER et al., 2005). Segundo Toba et al. (2000), a cistatina C, presente no leite,
¢ um dos componentes ativos para a prevencao da reabsor¢do ossea, por inibir a catepsina que
¢ uma protease segregada por osteoclatos, responsavel pela reabsor¢do 6ssea. Outro estudo de
Toba et al. (2001), utilizando concentrado proteico do soro do leite, verificou promogdo da
formacao Ossea e supressdo da reabsor¢ao 6ssea em homens adultos saudaveis.

Para a pesquisa e o desenvolvimento de alimentos, a inova¢do em produtos alimenticios
torna-se cada vez mais desafiadora, 8 medida que procura atender a demanda dos consumidores
por produtos que, concomitantemente, sejam saudaveis e atrativos. O soro de leite constitui um
subproduto de elevado valor nutricional e a procura de tecnologias que visam seu
aproveitamento € necessaria.

A aveia, além do excelente valor nutricional, possui propriedades tecnoldgicas e

sensoriais vantajosas. Pode ser utilizada como ingrediente na panificagdo devido as suas
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excelentes propriedades de absorc¢ao de umidade, que retardam o envelhecimento de paes, bolos
e biscoitos. Além disso, seus derivados tém habilidade de estabilizar componentes lipidicos em
razdo de suas propriedades antioxidantes (SEABRA et al., 2002).

Neste contexto, o objetivo principal € utilizar concentrado proteico de soro de leite no
desenvolvimento de biscoitos tipo cookies, por ser um produto de facil incorporacido de
ingredientes devido a sua praticidade na produgdo e avaliar suas propriedades tecnologicas,
nutricionais e sensoriais, além de investigar seu efeito na remodelagdo o0ssea. Nos objetivos
especificos, enquadra-se a formulacio dos biscoitos com diferentes propor¢oes de concentrado
proteico do soro de leite e aveia, a avaliagdo das caracteristicas fisicas, quimicas e nutricionais
dos biscoitos das diferentes formulacdes, a avaliagdo sensorial através de testes de ordenacao
preferéncia, aceitabilidade global e intencdo de compra e a realizagdo de um estudo in vivo com
mulheres adultas, avaliando formacdo e reabsor¢do dssea, estado nutricional, composi¢do
corporal e ingestao alimentar.

Este estudo estd inserido no projeto “Valoracdo de soro de leite através de processos de
filtragdo por membranas e bioprocessos”, desenvolvido pelo Professor Coordenador Dr. Vandré
Barbosa Brido da Universidade de Passo Fundo, que tem como objetivo desenvolver processos
e produtos para a valoracdo de soro de leite, possibilitando agregar valor a este importante
subproduto da industria de laticinios. Além disso, se enquadra na linha de pesquisa “Qualidade
e propriedades funcionais de alimentos” e no projeto de pesquisa “Avaliacdo de propriedades
funcionais e nutrac€uticas de bioprodutos e compostos”, por ser um projeto de desenvolvimento
de um produto utilizando dois ingredientes funcionais (concentrado proteico do soro de leite e

aveia) e a avaliacdo de seus beneficios a saude humana.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 SORO DE LEITE

A fabricacdo de queijo é um método de transformacido de componentes do leite em
um produto de facil conservacdo, menor volume, alto valor nutritivo, sabor agradavel e boa
digestibilidade (GRANDI, 1983). Neste processo ndo ha conversdo de cem por cento da
matéria-prima leite no produto queijo. Seu rendimento pode variar entre 8,5 e 20% em funcdo
da consisténcia do queijo (DUMAIS, et al., 1991), produzindo assim, além do queijo, um
derivado denominado de soro de leite. Na producdo de 1 kg de queijo tem-se uma produgao
média de 9 litros de soro. Esse contém mais da metade dos solidos presentes no leite original,
incluindo grande parte da lactose, proteinas do soro (20% da proteina total), sais minerais e
vitaminas soliveis (ATRA et al., 2005). Sua composi¢do depende da composi¢do quimica do
leite que varia de acordo com a alimentacdo, reproducao, diferen¢a individual de cada animal e
do clima (ALVES et al., 2014).

O soro de leite pode ser obtido em laboratorio ou em industrias de processamento de
leite por trés operagdes principais: pela coagulagdo enzimatica, resultando na coagulagdo das
caseinas, matéria-prima para a producio de queijos, e no soro doce; pode ser obtido também
pela precipitagdo 4acida no pH isoelétrico das caseinas, resultando na caseina
isoelétrica e no soro acido; e por ultimo, pela separacdo fisica das micelas de caseina por
microfiltragdo, em membranas de 0,1 pum, obtendo-se um concentrado de micelas e as
proteinas do soro (MORIN et al, 2007). E definido como um subproduto da industria de
alimentos, relevante por seu volume e composi¢do nutricional. E composto basicamente de 94
a 95% de agua, 3,8 a 4,2% de lactose, 0,8 a 1,0% proteinas ¢ 0,7 a 0,8% de minerais. Durante
décadas, essa parte do leite era dispensada pela industria, sendo somente a partir da década de
70, que os cientistas passaram a estudar as propriedades dessas proteinas (HARAGUCHI;
ABREU; PAULA, 2006; PAGNO et al., 2009). Acredita-se que aproximadamente 50% de todo
o soro liquido produzido ndo ¢ aproveitado, sendo este nimero ainda maior se forem
consideradas as micro e pequenas empresas (LIRA et al., 2009).

Dentre as alternativas de utilizagdo do soro de leite, podem ser citadas o uso do soro in
natura para alimentacdo animal, fabricac¢ao de ricota, fabrica¢do de bebida lactea, doce de leite,
gelados comestiveis, achocolatados, sorvetes, substrato para fermentagdo e producdo de

aguardente, concentracdo, producdo de soro em pd, separagdo das proteinas e lactose com
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posterior secagem (COSTA et al., 2008; MADRONA; ZOTARELLI; BERGAMASCO, 2008;
FASSIO et al., 2009; ZAVAREZE; MOARES; SALAS-MELLADO, 2010; EDUARDO;
LANNES, 2004; SILVA; BOLINI; ANTUNES, 2004; BARBOSA et al., 2010), as quais
constituem formas de valorizacdo deste derivado lacteo, a0 mesmo tempo contribuindo para a
melhoria do meio ambiente e proporcionando ganhos as industrias, porém cada alternativa, para
ser aplicada, envolve andlise econdmica para sua viabilizacdo, pois, em fungdo do elevado teor
de agua, o uso de soro liacteo em produtos alimenticios convencionais tem sido bastante
limitado, principalmente pelo custo de secagem (BORGES et al., 2001). O valor de mercado
do soro de leite em po ¢ baixo, por outro lado, o concentrado proteico de soro de leite (CPS)
pode atingir valores de mercado de até 20 vezes mais que o soro em po, chegando a
R$120,00/kg.

Os diferentes produtos de soro de leite sdo classificados com base em sua concentragao
de proteinas. O CPS ¢ o produto obtido pela remogao dos constituintes ndo-proteicos do soro,
contém alguma lactose, gordura e minerais, porém, a medida que o teor de proteina aumenta, o
teor de lactose reduz gradativamente. O isolado proteico de soro de leite (IPS) ¢ a forma
comercial mais pura das proteinas do soro e contém quantidades muito reduzidas de gordura e
lactose, podendo ser isenta destes compostos (ANTUNES, 2003; HARAGUCHI; ABREU; DE
PAULA, 2006; PAGNO et al., 2009; BRIAO; TAVARES, 2012).

A concentracdo do soro leva a formagdo de produtos proteicos que podem ser utilizados
como ingredientes, para melhorar as propriedades tecnolégicas e funcionais dos alimentos
(solubilidade, gelificacdo, viscosidade, emulsificacdo, formacao de espuma) (BAUMAN et al.,

2006).

2.1.1 Aspectos economicos da produgao de soro de leite

No Brasil, no 1° trimestre de 2015, a aquisi¢@o de leite por laticinios que estido sob algum
tipo de servigo de inspecdo sanitaria foi de 6,128 bilhdes de litros de leite. Ocorreram quedas
de 6,2% em relag¢do ao trimestre imediatamente anterior ¢ de 1,0% frente ao 1° trimestre de
2014. No ranking nacional da aquisi¢do de leite, Minas Gerais estd na lideranca, seguido por

Rio Grande do Sul e Parana (Tabela 1) (IBGE, 2016).
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Tabela 1. Volume de leite cru adquirido pelos laticinios no 1° trimestre de 2015 no Brasil.

Classe de leite cru adquirido pelos Volume de leite cru adquirido
laticinios (litros por trimestre) 1 000 litros %
Total 6 127 998 100
Até 100 mil 25 867 0,4
Mais de 100 mil a 1 milhdo 309 809 5,1
Mais de 1 milhdo a 10 milhdes 1 594 564 26,0
Mais de 10 milhdes 4197 758 68,5

Fonte: IBGE, Diretoria de Pesquisas, Coordenagdo de Agropecuaria, Pesquisa Trimestral do Leite, 2016.

Segundo a Associac@o Brasileira das Industrias de Queijo (ABIQ), dos 33 bilhdes de
litros de leite produzidos no Brasil anualmente, 32% sdo destinados a fabricag¢do de queijos. Do
total de 1,032 milhdo de toneladas de queijos consumidas no Brasil em 2013 (Figura 1), uma
fatia de 3% foram produtos importados, conforme os dados da ABIQ. Os niimeros so
consideram queijos fabricados por empresas com algum tipo de inspecdo sanitdria (federal,
estadual ou municipal) (ABIQ, 2014).

O consumo per capita de queijos no Brasil deverd alcancar 11 quilos, em média, em
2030, depois de ter avangado 76% entre 2005 e 2013 (Figura 2). Considerando o consumo total,

o avanco foide 8% a 9% ao ano, em média, nos tltimos anos (ABIQ, 2014).

Figura 1. Produc@o total de queijos no Brasil (em mil toneladas).
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Fonte: ABIQ, 2014.



32

Figura 2. Consumo per capta de queijos no Brasil (em quilos).
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Fonte: ABIQ, 2014.

Apesar do elevado volume de soro de leite produzido anualmente no Brasil, o pais
importa um alto volume deste coproduto, pois seu beneficiamento requer a aplicacdo de

tecnologias ainda ndo adaptadas a realidade nacional (ALVES et al., 2014).
2.2 CONCENTRADOS PROTEICOS DE SORO DE LEITE

Entre as técnicas utilizadas para a recuperacdo das proteinas do soro podemos citar a
tecnologia de separacdo por membranas, em especial a ultrafiltracdo, que ¢ utilizada para
recuperar as proteinas soliveis do soro. Os componentes de baixa massa molar como lactose,
sais e agua permeiam através da membrana de ultrafiltragdo, a qual retém as moléculas de
proteina. Muitas vezes a ultrafiltracdo ¢ operada no modo de diafiltracdo e permite uma maior
remocao de sais e lactose. Apds a separagdo e concentragdo, o liquido rico em proteinas pode
ser desidratado em secadores do tipo spray dryers, apresentando-se comercialmente na forma
de um pd seco para utilizacdo como ingrediente da industria de alimentos ou mesmo para
consumo direto (BRIAO; TAVARES, 2012; BRIAO; TAVARES, 2007; CROGUENNEC et
al., 2006).

Os processos de separagdo por membranas, entre eles a ultrafiltracdo, apresentam alta
eficiéncia energética, consumindo pouca energia, ndo necessitam da adicdo de produtos
quimicos e ocupam pequeno espaco fisico. E um método de separacio em plena expansio,
embora ainda pouco utilizado comercialmente no Brasil (BRIAO; TAVARES, 2012; BRIAO;
TAVARES, 2007).
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Segundo Brans et al. (2004), desde 1981, a ultrafiltracdo se tornou uma das técnicas
mais utilizadas para recuperar as proteinas soliveis do soro, além disso o uso da diafiltrag@o,
um modo de operacdo da ultrafiltragdo, onde ocorre a adicdo de 4gua em algumas etapas durante
o processo de concentracdo, foi um fator significativo para a intensificagdo do uso desse
processo na purifica¢do e concentracdo das proteinas.

Os CPS tém uma vasta aplicacdo na industria alimenticia, pois além das propriedades
nutricionais, sdo conhecidos pela versatilidade funcional tecnologica sob a forma de
ingredientes em alimentos. Seu uso estd aumentando extensivamente, conforme tem aumentado
a capacidade tecnologica das industrias para sua producdo. Podem ser utilizados na produgao
de sorvetes, iogurtes, ricota, produtos de panificacdo, carnes, alimentos infantis, produtos de
confeitarias, bebidas lacteas e como suplemento alimentar (ANTUNES, 2003). O CPS pode
ainda ser utilizado para enriquecimento de alimentos com baixo teor de proteinas, melhorando
o valor nutricional destes alimentos, pois suas proteinas sdo de alta digestibilidade e alto valor
biolégico (WIT, 1998).

O sabor amargo e 4cido sdo os atributos mais limitantes do uso de CPS em produtos
alimenticios (QUACH et al., 1999). Para facilitar sua aplicagdo seu sabor deve ser suave, porém
o mesmo ¢ altamente variavel, devido a fonte original de soro de leite, processamento e
armazenamento (MAHAJAN et al., 2004).

As proteinas do soro apresentam propriedades fisicas e funcionais no seu estado nativo,
e também apos tratamento fisico, quimico ou enzimatico, em funcido das varias estruturas
conformacionais que possuem. Sdo moléculas estruturalmente ordenadas e qualquer alterago
na conformacdo leva a desnaturagdo. Algumas causas de desnaturagdo sdo temperatura,
radiacdo ultravioleta, concentragdo salina, alteragdes de pH ou ag¢lo mecadnica. Com a
desnaturagdo, ocorre modificagdo da conformagdo globular das proteinas para a forma linear,
com a perda da estrutura tercidria da cadeia peptidica, e a formagdo de novos enlaces entre
moléculas, que tornam as proteinas quimicamente mais reativas (WALSTRA et al., 2006 apud
ALVES et al., 2014).

Entre as propriedades funcionais do CPS, pode-se destacar a solubilidade,
emulsificacdo, formagdo de espuma e gelificagdo. O CPS ¢ soluvel em uma ampla faixa de pH
(2-10), o que possibilita sua aplicacdo em variados tipos de bebidas para esportistas, com
possibilidade de fornecimento de proteinas em quantidades similares as contidas em uma
refeicdo diaria. A capacidade de absorver agua e as caracteristicas de gelificagdo permitem sua
aplicacdo como ingrediente em produtos assados € em carne processada, melhorando a

consisténcia. Seu poder emulsificante ¢ maior do que do leite desnatado e da caseina, essa
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caracteristica se faz importante na formulacdo de molhos para saladas, cremes artificiais de
café, bebidas nutricionais e sopas. Quando a proteina ndo ¢ desnaturada, apresenta boa
capacidade espumante, caracteristica explorada na fabrica¢do de bolos. Auxilia na ligacdo de
agua e previne a perda de gordura no cozimento (ANTUNES, 2003; USDEC, 2014 apud
ALVES et al,, 2014). A Tabela 2 resume algumas aplica¢des industriais dos concentrados

proteicos de soro.

Tabela 2. Exemplos de propriedades tecnoldgicas e funcionais conferidas a alimentos por concentrados proteicos
de soro de leite.

Propriedade Setor alimentar Percentual Aplicagdes
funcional de proteina
Viscosidade Sobremesas 35 Chocolates, marshmallow,

nougat, barras de cereais, glacé

Solubilidade, Bebidas 35 Bebidas fortificadas com proteinas,
estabilidade bebidas isotonicas, pifia colada,
coloidal bebidas gaseificadas, chas

gaseificados, bebidas para criangas,
sucos, iogurtes, bebidas

substituintes de refei¢oes.

Emulsificacio  Sopas, alimentos 85 Sopas com baixo teor ou zero gordura,
infantis molhos para saladas, queijos fundidos.
Formacgao de Confeitaria 35 Glacé, creme de leite UHT, chantilly,
espuma chocolates aerados.
Gelificacdo Produtos lacteos 65 Iogurte, frozen yogurt, sorvete.
Elasticidade Panificagao 65 Brownie, bolo, cookies, paes, muffins,

massa para pizza, biscoitos, waftles.
Absorcdo de  Produtos de carne 85 Salsicha, bife de hamburguer,

agua e gordura presunto, nuggets € embutidos.

Fonte: Adaptado de USDEC, 2014 apud Alves et al. (2014).
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2.3  PROTEINAS DO SORO DE LEITE E SAUDE

As proteinas do leite compreendem duas fragdes principais: as caseinas (80%) e
as proteinas do soro (20%) (ALVES et al., 2014). As proteinas do soro sdo soluveis em ampla
faixa de pH, apresentam estrutura globular e contém pontes dissulfeto, que conferem um
determinado grau de estabilidade estrutural. As duas principais  fragdes
proteicas do soro sdo f3-lactoglobulina e « -lactoalbumina que estdo presentes em maior
concentracdo, constituem, aproximadamente, 70% das proteinas totais do soro e sdo
responsaveis pelas propriedades funcionais, predominantemente a formag¢do de espuma e a
geleificacdo. Além dessas, sdo encontradas a albumina do soro bovino, imunoglobulina,
glicomacropeptideo e subfragdes, que se apresentam em pequenas concentragdes no leite, como
lactoferrina, lisozima, lactoperoxidase, entre outras (HARAGUCHI; ABREU; DE PAULA,
2006; METSAMUURONEN; NYSTROM, 2009; AIMUTIS, 2004).

A PB-lactoglobulina ¢ o maior peptideo do soro (45 % a 57 %), representa,
aproximadamente, 10% da proteina total do leite e 50% da proteina do soro. Apresenta médio
peso molecular (18,4-36,8 kDa), o que lhe confere resisténcia a acdo de acidos e enzimas
proteoliticas presentes no estdmago, sendo, portanto, absorvida no intestino delgado. E o
peptideo que apresenta maior teor de aminodcidos de cadeia ramificada, com cerca de 25,1%.
Importante carreadora de retinol (pré vitamina A) materna para o filhote, em animais
(HARAGUCHI; ABREU; DE PAULA, 2006). Devido a abundéancia desta proteina no leite
bovino, as propriedades dos concentrados proteicos de soro de leite bovino sdo, na verdade, as
propriedades da B-lactoglobulina (YADA, 2004 apud ALVES et al.,, 2014).

A a-lactoalbumina € o segundo peptideo do soro (15%-25%) do leite bovino, em termos
quantitativos. Com peso molecular de 14,2 kDa, caracteriza-se por ser de facil e rapida digestao.
Contém 123 aminodcidos, tendo o maior teor de triptofano (6%) entre todas as fontes protéicas
alimentares, sendo, também, rica em lisina, leucina, treonina e cistina. A o-lactoalbumina ¢é
precursora da biossintese de lactose no tecido mamario e possui a capacidade de se ligar a certos
minerais, como calcio e zinco, o que pode afetar positivamente sua absor¢do. Além disso, a
fracdo a-lactoalbumina apresenta atividade antimicrobiana contra bactérias patogénicas, como,
por exemplo, Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Klebsiella pneumoniae (KELLEHER
et al., 2003; LONNERDAL, 2003; HARAGUCHI; ABREU; DE PAULA, 2006).

A albumina do soro bovino corresponde a cerca de 10% das proteinas do soro do leite.
E um peptideo de alto peso molecular (66 kD), rico em cistina (aproximadamente 6%), e

relevante precursor da sintese de glutationa. Possui afinidade por &cidos graxos livres e outros
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lipideos, favorecendo seu transporte na corrente sangiiinea (HARAGUCHI; ABREU; DE
PAULA, 2006). As imunoglobulinas s3o proteinas de alto peso molecular (150 -1 000 kDa).
Quatro das cinco classes das imunoglobulinas estdo presentes no leite bovino (IgG, IgA, IgM e
IgE), sendo a IgG a principal, constituindo cerca de 80% do total. Suas principais agdes
biologicas residem na imunidade passiva e atividade antioxidante (LONNERDAL, 2003; HA;
ZEMEL, 2003). As imunoglobulinas e albuminas do soro bovino oferecem prote¢do contra
infecgdes, ja que estimulam a producado de linfocitos (YADA, 2004 apud ALVES et al., 2014).

O glico-macropeptideos (6,7 kDa) é um peptideo resistente ao calor, a digestdo assim
como a mudangas de pH. Curiosamente, muitos autores ndo descrevem o glico-macropeptideos
como um peptideo do soro. Na verdade, ¢ um peptideo derivado da digestdo da caseina-kapa,
pela agdo da quimosina durante a coagulacdo do queijo. Essa fra¢do estd presente em um tipo
de proteina do soro, conhecida como whey rennet. Apresenta alta carga negativa, que favorece
a absorcao de minerais pelo epitélio intestinal, e, assim como a fragdo BLG, possui alto teor de
aminoacidos essenciais (47%) (ETZEL, 2004).

As sub-fracdes ou peptideos secundérios das proteinas do soro sdo assim denominadas
por se apresentarem em pequenas concentragdes no leite. Compreendem as sub-fragdes:
lactoferrina, beta-microglobulinas, gama-globulinas, lacto-peroxidase, lisozima, lactolina,
relaxina, lactofano, fatores de crescimento IGF-1 e IGF-2, proteoses-peptonas e aminoacidos
livres. As subfragdes lactoferrina, lisozima, lactoperoxidase, encontradas no leite humano,
fornecem propriedades antimicrobianas importantes para o recém-nascido, assim como 0s
fatores de crescimento IGF-I e IGF-II, que estdo relacionados com o desenvolvimento do tubo
digestivo (HARAGUCHI; ABREU; DE PAULA, 2006; YADA, 2004 apud ALVES et al.,
2014).

As proteinas do soro podem exibir diferencas na sua composi¢do de macronutrientes ¢
micronutrientes, devido a fatores como a fonte do leite, o método de produgdo, o tipo de queijo
e o processamento (REZAEI et al., 2011). A composicio centesimal do concentrado proteico
do soro do leite ¢ de 414 kcal, 80 g de proteina, 7 g de gordura e 8 g de carboidratos
(HARAGUCHI; ABREU; DE PAULA, 2006).

Em se tratando de aminodcidos essenciais, as proteinas do soro apresentam quase todos
os aminoacidos essenciais em excesso as recomendacdes, exceto pelos aminoacidos aromaticos
(fenilalanina, tirosina) que ndo aparecem em excesso, mas atendem as recomendagdes para
todas as idades. Apresentam elevadas concentracdes dos aminodcidos triptofano, cisteina,
leucina, isoleucina e lisina (SGARBIERI, 2004). Na Tabela 3 encontra-se a composi¢do média

de aminodcidos por grama de proteina do soro do leite, segundo Etzel (2004).
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Tabela 3. Composi¢do média de aminoacidos por grama de proteina.

Aminoacidos (mg) Proteina do soro do leite isolada

Alanina 4,9
Arginina 24
Asparagina 3,8
Acido aspartico 10,7
Cisteina 1,7
Glutamina 3.4
Acido glutdmico 15,4
Glicina 1,7
Histidina 1,7
Isoleucina 4,7
Leucina 11,8
Lisina 9,5
Metionina 3,1
Fenilalanina 3,0
Prolina 4,2
Serina 3.9
Treonina 4,6
Triptofano 1,3
Tirosina 3.4
Valina 4.7

Fonte: Etzel (2004).

Os aminoécidos de cadeia ramificada (BCAA) perfazem 21,2% e todos os aminoacidos

essenciais constituem 42,7%. Segundo Etzel (2004), esses valores estdo acima da média,

quando comparados aqueles de outras fontes protéicas, fornecendo as proteinas do soro

importantes propriedades nutricionais. Em relacdo aos micronutrientes, possui, em média,

1,2mg de ferro, 170mg de sodio e 600mg de calcio por 100g de concentrado protéico.

A qualidade ou balango de uma proteina alimentar além de depender do tipo e da

quantidade de aminoacidos essenciais depende da sua digestibilidade, que representa a medida

da eficacia com que pode ser utilizada pelo organismo. Portanto, além da concentragdo de

aminoacidos devemos ter em consideracdo a sua digestibilidade bioldgica. As proteinas do soro
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apresentam elevada qualidade proteica quando comparada a outras proteinas (YADA, 2004
apud ALVES et al., 2014).

As proteinas do soro de leite sdo altamente digeriveis e rapidamente absorvidas pelo
organismo, estimulando a sintese de proteinas sangiiineas e teciduais a tal ponto que alguns
pesquisadores classificaram essas proteinas como proteinas de metabolizacdo rapida fast
metabolizing proteins, muito adequadas para situacdes de estresses metabolicos em que a
reposi¢do de proteinas no organismo se torna emergencial (SGARBIERI, 2004). Além disso,
possuem componentes aos quais se atribuem algumas propriedades bioldgicas importantes
como aumento da resposta imunologica, anticaAncer, protecdo contra problemas
cardiovasculares, entre outras (BAUMAN et al., 2006).

Atletas, praticantes de atividades fisicas, pessoas fisicamente ativas e até mesmo
portadores de doengas, como intolerantes a lactose, vém procurando beneficios nessa fonte
protéica. Evidéncias recentes sustentam a teoria de que as proteinas do leite, incluindo as
proteinas do soro, além de seu alto valor bioldgico, possuem peptideos bioativos que atuam
como agentes antimicrobianos, anti-hipertensivos, reguladores da fungdo imune, assim como
fatores de crescimento (LONNERDAL, 2003).

Toba et al. (2001) em um estudo com 30 homens adultos saudéaveis, examinou o efeito
da ingestdo da proteina basica do leite por 16 dias. O estudo demonstrou que as proteinas do
soro promoveram a formagdo dos ossos em humanos, estimulando a proliferacdo e a
diferenciacdo dos osteoblastos, aumentando a densidade mineral 0ssea e inibindo a reabsor¢ao
de cdlcio. Toba et al. (2000) demonstraram que a cistatina C, componente do leite, suprimiu a
reabsor¢do dssea, mediada por osteoclastos. Ainda concluiu que a cistatina C inibe a catepsina,
uma protease secretada por osteoclastos que € responsavel pela reabsor¢io 6ssea, considerando
a cistatina como um componente ativo para a prevencao da reabsor¢do dssea.

Estudo realizado por Moreno (2002), realizado em Campinas, SP, comprovou o poder
imunoestimulante e estimulador da sintese de glutationa em 18 criangas entre 1 e 6 anos de
idade, portadoras de HIV. Elas foram suplementadas com concentrado de proteina de soro de
leite ou placebo (maltodextrina) por 4 meses. Observou-se uma elevacao nos niveis de linfocitos
TCD4+, elevacdo da sintese de glutationa eritrocitaria e redugdo na ocorréncia de episddios
infecciosos no grupo suplementado com concentrado de proteina de soro de leite.

A proteina ¢ a parte central de uma dieta completa para adultos. Embora o crescimento
fisico ocorra apenas por um breve periodo da vida, a necessidade de reparar e remodelar a

estrutura muscular e 6ssea continua durante toda a vida. A manutenc¢do da saude do musculo e
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do osso ¢ uma parte essencial do processo de envelhecimento e fundamental para manter a
mobilidade, a saude e os tecidos ativos do nosso corpo (LAYMAN, 2009).

A proteina é também um constituinte essencial do tecido dsseo e, por conseguinte, um
fornecimento adequado pela dieta € essencial (IOF, 2006). A maioria dos estudos de observagado
demonstra uma associacio positiva entre a ingestdo de proteinas e a saude dos ossos. Existem
varios estudos epidemioldgicos, tanto transversais como longitudinais, que relataram uma
associagdo entre proteina dietética e dssea. Estes estudos revelam que os individuos que
consomem mais proteina dietética tém maior densidade mineral dssea. Outros estudos
prospectivos tém observado que individuos com maior consumo de proteina tém taxas mais
lentas de perda 6ssea (PROMISLOW et al., 2002; RAPURI; GALLAGHER; HAYNATZKA,
2003; HANNAN et al. 2000).

Um dos mecanismos pelo qual a proteina dietética pode melhorar a massa o0ssea pode
ser explicado pelo fato que o aumento da proteina dietética é também conhecido por aumentar
niveis de fator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1) circulante, e, inversamente, uma
dieta pobre em proteinas diminui IGF-1. IGF-1 ¢ um mediador chave de crescimento do osso,
mas também possui um papel na resposta do esqueleto com terapia com hormoénio
paratireoidiano (PTH). O aumento da proteina dietética 0,85-1,55g/kg por dia resultou em
niveis de circulagdo mais elevados de IGF-1 em homens e mulheres saudaveis (DAWSON-
HUGHES et al., 2004).

Maior ingestdo de proteinas na dieta estd associada a melhoria na densidade mineral
Ossea e no metabolismo esquelético. Além disso, muitos alimentos ricos em proteinas, como
carnes e laticinios também sdo ricos em fosforo e do potéssio, os quais tém tendem a evitar a
perda de cdlcio na urina. Alguns aminoacidos promovem a absor¢ao de cdlcio, e, desde que a
ingestdo de cdlcio seja adequada, o aumento dietético de proteinas promove melhora na
densidade 6ssea (KERSTETTER et al., 2005).

Evidéncias crescentes sugerem que a recomendacdo de proteinas, segundo a
Recommended Dietary Allowance (RDA), de 0,8g/kg por dia ndo € o ideal para a satde ossea
em pessoas idosas. Dietas com quantidade moderada de proteina, de 1,0 a 1,5g/kg por dia
demonstram estar associadas a homeostase normal de calcio, sem alterar o metabolismo 6sseo
(KERSTETTER et al., 2005).

Estes dados indicam que a duplica¢do da RDA entre 0,8g/kg por dia a 1,5 a 1,6g/kg por
dia, pode resultar em melhor satde dssea e do misculo em individuos idosos. Embora este nivel
¢ aproximadamente duas vezes a recomendagdo da RDA, ainda est4 dentro da faixa aceitavel

de ingestao (10% -35% do total de calorias). Uma recomendag¢do de 1,0 a 1,2 g/kg por dia de
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proteinas (ou aproximadamente 13% -16% do total de calorias) seria ideal para manter o
metabolismo normal de célcio e o balango de nitrogénio, sem afetar a fungdo renal. Muitas
evidéncias cientificas afirmam efeitos benéficos de ingestdo de proteinas para a satde dssea, e
destacam os riscos associados a insuficiéncia de proteinas e desnutricdo (PETERS; MARTINI,

2010).

24 AVEIA

A aveia tem recebido grande atencdo por parte de médicos, nutricionistas, consumidores
e entidades reguladoras devido as suas caracteristicas nutricionais, e principalmente devido ao
seu teor e qualidade das fibras alimentares, que varia entre 7,1 e 12,1%. Esta variacdo ¢ devido
aos métodos de determinacao utilizados e as diferengas entre cultivares. A composi¢do quimica
e a qualidade nutricional da aveia s@o relativamente altas e superiores a dos demais cereais
(GUTKOSKI; BONAMIGO; TEIXEIRA; PEDO, 2007).

As fibras alimentares, baseado na simulagdo da solubilidade intestinal, sdo usualmente
classificadas em dois principais grupos: fibras soliveis e insoliveis. Dentre as fibras soliveis
estdo pectinas, B-glucanas, galactomananas, gomas e oligossacarideos nao digeriveis, incluindo
a inulina. As fibras insoluveis incluem a celulose, hemicelulose e lignina (RODRIGUEZ et al.,
2006).

As B-glucanas, uma das fragdes da fibra alimentar localizadas nas paredes celulares dos
graos, com maior concentracdo na subcamada de aleurona, na camada de aleurona e no
endosperma amildceo adjacente, sdo de grande importancia para a saide humana e tém gerado
interesse devido as respostas fisiolégicas que produzem como fibra alimentar. As fibras
alimentares, em especial as B-glucanas, apresentam propriedades como ingredientes funcionais
e reduzem o risco de doengas cardiovasculares, diabetes, hipertensio e obesidade (GUTKOSKI;
BONAMIGO; TEIXEIRA; PEDO, 2007).

Os produtos de aveia sao empregados como ingredientes na industria de alimentos em
funcdo de suas caracteristicas como sabor, textura, capacidade de retencdo de umidade e
solubilidade. Em produtos de panificagdo a adi¢do de aveia afeta a absor¢do de dgua na massa,
o sabor e a textura do produto final. A escolha do tipo de flocos ¢ dependente do resultado final
desejado. Flocos grandes mantém sua forma, enquanto flocos finos originam produtos de menor

textura apds o cozimento (GUTKOSKI; PEDO, 2000).
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2.4.1 Propriedades fisicas e tecnoldgicas das fibras

Além da importancia das fibras alimentares para a alimentacdo humana, a industria de
alimentos utiliza fibras como importante fator tecnoldgico para o desenvolvimento dos
produtos. A incorporagdo de fibras insoltiveis em biscoitos, produtos carneos cozidos, produtos
de confeitaria, bebidas, molhos, sobremesas e iogurtes contribui para a redugdo de calorias,
devido a sua alta capacidade de retengdo de 4gua, dando, portanto, maior volume aos produtos
(LARRAURI, 1999).

Na elaboragao de biscoitos, a inclusdo de flocos de aveia confere crocancia e sabor aos
mesmos (GUTKOSKI; PEDO, 2000). Além disso, a adicdo de aveia influencia
significativamente nas propriedades de massa. De acordo com Villemejane et al. (2013), a
adicdo de aveia influencia na absorcdo de agua e na estabilidade da massa que ¢
consideravelmente reduzida com a incorporagdo de aveia. As caracteristicas tecnoldgicas, apos
o cozimento, também sdo afetadas pela a adicido de aveia nos biscoitos (SUDHA et al., 2007).

A presenga das fibras pode contribuir para a cor e sabor dos produtos, além de aumentar
os beneficios nutricionais devido a incorporacdo de fibras substituindo uma parte da farinha ou
gordura. Alguns trabalhos mostram que a incorporacdo de fibras em produtos de panificagio,
biscoitos e barras de cereais pela adicdo de fibras de cereais, frutas, vegetais e celulose, por
substituicdo de uma parte da farinha ou gordura, traz o acréscimo de beneficios nutricionais na
presenca das fibras (THEBAUDIN et al., 1997).

Algumas propriedades fisicas das fibras, tais como a capacidade de retencdo de dgua,
capacidade de ligacdo de 6leo e distribuicdo do tamanho das particulas consistem em aspectos
importantes para a utilizagdo das fibras em produtos alimenticios (ABDUL-HAMID; LUAN,
2000). Tais propriedades fisicas das fibras possuem relacdo com componentes quimicos,
incluindo a celulose, hemicelulose e lignina (GRIGELMO-MIGUEL et al., 1999).

As propriedades de hidratagdo determinam a concentracdo de fibras a serem utilizadas
em alimentos para que se obtenha uma textura desejavel, sendo descritas pelos parametros
capacidade de retencdo de dgua, que ¢ definida pela quantidade de dgua retida pela estrutura da
fibra sem a aplicagdo de forcas externas, exceto a forga gravitacional e pressdo atmosférica e
capacidade de ligacdo de dgua que consiste na quantidade de agua retida pela estrutura da fibra
apds a aplicagdo de forgas externas/pressdo, ou mais comumente, a centrifugagdo. Estes
parametros ndo sdo relevantes para os polissacarideos soluveis, entretanto, sdo atributos de

polissacarideos insoliveis (THEBAUDIN et al., 1997, RAGHAVENDRA et al., 2004).
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A capacidade de ligagdo de Oleo, parametro também utilizado para determinar a
utilizacdo deste ingrediente em alimentos, pode melhorar a retengdo de dleo pelas fibras, que
normalmente sdo perdidas durante o cozimento. As fibras insoliveis podem reter acima de
cinco vezes a sua massa em 6leo. A agregacao de 6leo no produto confere, portanto, retencao
de sabor, aumentando o rendimento tecnoldgico. Porém, a origem das fibras e o tamanho de

sua particula afetam a sua capacidade de ligacao de 6leo (THEBAUDIN et al., 1997).

2.5 TEXTURA

A textura ¢ um importante atributo percebido pelos consumidores na aceitacdo de
biscoitos. Muitos métodos instrumentais tém sido desenvolvidos para determinagdo das
propriedades de textura de alimentos, sendo o mais comumente utilizado o método de analise
do perfil de textura (HERRERO et al., 2007).

A andlise de perfil de textura ¢ realizada com a utilizacdo de uma sonda afixada em
coluna vertical, que comprime a amostra sobre uma base fixa causando a sua deformacdo. A
sonda do equipamento retorna ao seu ponto de partida inicial e repete o procedimento, o que se
assemelha a agdo de duas mordidas sobre determinada amostra. Como resultado dessa analise,

tem-se a obteng¢do de uma curva TPA (Texture Profile Analysis), conforme apresentada na

Figura 3.
Figura 3. Grafico representativo da analise do perfil de textura.
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Os parametros de textura sdo determinados a partir da Analise do Perfil de Textura,
através da curva TPA e definidos como firmeza, caracterizada como a forca necessaria para
atingir a deformagdo, obtida a partir da maxima forca durante a primeira compressao,
adesividade, definida como o trabalho necessario para superar a forga atrativa entre o alimento
testado e a superficie da sonda, obtida a partir da area do pico negativo de for¢a do primeiro
ciclo de compressio e coesividade, que € a forga entre as ligagdes internas do alimento, obtida
através da razdo entre a area de forca positiva do primeiro e segundo ciclos de compressao; e
elasticidade, razao pela qual o alimento deformado retorna a condi¢ao original apds a remocgao
da forga, obtida através da altura da amostra recuperada entre o fim do primeiro ciclo e o inicio
do segundo ciclo de compressdo (PARK, 2007).

O teste instrumental de textura tem sido desenvolvido para a identificagdo da resisténcia
da amostra a forca de deformagdo. Um dos métodos utilizados para avaliagdo de biscoitos tipo

cookie consiste na avaliacdo da forca de fratura inicial e firmeza (Figura 4).

Figura 4. Representag@o do analisador de textura em amostra de biscoito.

Amostra

Fonte: Acervo do autor (2016).

A substitui¢do de farinhas tradicionais por produtos alternativos com melhor valor

nutricional estd sendo muito estudada, principalmente na formulagdo de biscoitos. A principal
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preocupacdo consiste na manutencdo das caracteristicas sensoriais € de textura, que sao
importantes fatores na aceitabilidade desse produto pelos consumidores.

Alguns autores avaliaram as caracteristicas de textura em biscoitos, sendo os parametros
de for¢a de fratura e firmeza os mais destacados. Gallagher, Kenny e Arendt (2005)
determinaram a firmeza de biscoitos contendo diferentes propor¢des de concentrado protéico
de soro e carbonato de sddio. Singh et al. (2003) determinaram a forca de fratura de biscoitos
preparados com farinha de milho e farinha de batata de trés cultivares. Conforti e Lupano (2004)
investigaram a forca de fratura de biscoitos contendo diferentes concentragdes de mel, suco de
limao e de dois concentrados protéicos de soro. McWatters et al. (2003) avaliaram a firmeza de
biscoitos desenvolvidos com diferentes concentragdes de farinha de trigo, fonio (Digitaria
exilis) e cowpea (Vigna unguiculata). Lee e Brennand (2005) estudaram a influéncia de isolado

protéico de soja em cookies fritos quanto aos parametros de firmeza e fraturabilidade.

26 COR

O aspecto ¢ a cor da superficie dos alimentos sdo os primeiros pardmetros de qualidade
observados pelos consumidores, € por consequéncia, sdo caracteristicas muito importantes para
a aceitabilidade de um produto, antes mesmo de sua degustagdo. A cor da superficie ¢ a primeira
sensacdo que o consumidor percebe e utiliza como ferramenta para a aceitagdo ou rejei¢ao de
um alimento. A observacao da cor permite, entdo, a detec¢do de anomalias ou defeitos presentes
em determinado produto (LEON et al, 2006).

A determinac¢do de cor pode ser realizada através da inspe¢do visual humana ou pela
utilizacdo de um instrumento de medida de cor, denominado colorimetro. A inspe¢do visual
realizada por humanos consiste em uma pratica mais rustica e subjetiva, que implica elevada
variag¢do nos resultados por conta da presenga de alteracdes na iluminacao, além das variagdes
extremas entre um observador e outro. Por outro lado, a analise instrumental de cor € um método
objetivo, no qual padrdes de cor sdo utilizados como referéncia, facilitando a comparagao entre
as amostras. Devido a essas caracteristicas ¢ recomendavel a determinagdo de cor através da
utilizagdo de um instrumento de medida (LEON et al, 2006).

Colorimetros, tais como Minolta Chroma Meter, Hunter Lab e Dr. Lange sdo alguns dos
instrumentos mais utilizados para a determinacdo de cor, entretanto, estes apresentam uma
desvantagem, ja que a superficie a ser medida deve ser uniforme e pequena, dificultando a

analise global da superficie dos alimentos (MENDOZA; AGUILERA, 2004).
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Usualmente, a cor de alimentos tem sido medida através do sistema L* a* b* ou CIELab,
considerado padrio internacional para medidas de cor e adaptado pela Comission Internationale
d’Eclairage (CIE) em 1976 (LEON et al, 2006).

O sistema CIELab ¢ uma aproximag¢do matematica simplificada para um espaco de cor
uniforme composto pelas diferencas de coloragdo percebidas (Figura 5). O pardmetro L*
representa a luminosidade (0 a 100), caracterizando a variacdo de cor do preto ao branco ou do
escuro ao claro. O parametro a* representa a variacdo de cor do vermelho ao verde no eixo
positivo e negativo, respectivamente. O parametro b* representa a variacdo de cor de amarelo

(eixo positivo) a azul (eixo negativo) (DUANGMAL; SAICHEUA; SUEEPRASAN, 2008).

Figura 5. Representagdo dos pardmetros de cor de acordo com o sistema CIELab.

Branco
]'_i

Preto

Fonte: Williams (2002).

Muitos trabalhos que desenvolveram biscoitos com farinhas alternativas determinam os
parametros de cor dos produtos, com o objetivo de identificar variacdes em fungdo da adigdo

de uma nova farinha ou ingrediente.
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2.7  ANALISE SENSORIAL

A andlise sensorial € definida como a andlise de alimentos ou outros materiais por meio
dos sentidos, constituindo-se de uma ciéncia multidisciplinar, que compreende a medicao,
interpretagdo e o entendimento das respostas humanas para determinada propriedade do
produto, percebido através dos sentidos da visdo, olfagdo, paladar, tato e audicdo (PIGGOTT;
SIMPSON; WILLIANS, 1998). A analise sensorial foi definida como disciplina cientifica em
1975 pelo IFT (Institute of Food Tecnology).

Segundo Meilgaard, Civille e Carr (2007) a avaliagdo sensorial pode ser definida como
a medicao e quantificacdo das caracteristicas de um produto, ingrediente ou modelo, sendo estes
percebidos através dos sentidos humanos. Normalmente os atributos observados em um produto
sdo na seguinte ordem: aparéncia, odor/aroma, consisténcia ou textura e sabor. Deve-se
considerar que no processo global de percepcdo os atributos sobrepdem-se, uma vez que, todas
as impressdes surgem quase que simultaneamente.

A andlise sensorial ¢ uma importante ferramenta utilizada para o desenvolvimento de
novos produtos, reformulagdo dos produtos ja estabelecidos no mercado, estudo de vida de
prateleira, determinacdo das diferencas e similaridades apresentadas entre produtos
concorrentes, identificagdo das preferéncias dosconsumidores por determinado produto,
otimiza¢ao e melhoria da qualidade (MEILGAARD; CIVILLE; CARR, 2007).

Segundo Piggot, Simpson e Williams (1998) a andlise sensorial utiliza principios
tracados pela ciéncia dos alimentos, fisiologia, psicologia e estatistica, para que tenhamos
respostas objetivas as propriedades dos alimentos, percebidas através dos sentidos. Técnicas
sensoriais devem satisfazer os requerimentos de todos os métodos mensuraveis, devendo estes
serem corretos, precisos e validos para determinado estudo.

Segundo Guerrero et al. (2000), a selecdo de alimentos ¢ um fendémeno complexo
influenciado por diversos fatores, os quais podem ser classificados como aqueles relacionados
ao marketing, a psicologia e as caracteristicas sensoriais do alimento. O sabor € o fator primario
envolvendo a aceitabilidade e intencdo de compra de uma variedade de categorias de alimentos,
incluindo alimentos funcionais (GRUNERT; BECH-LARSEN; BREDAHL, 2000; VERBEKE,
2006).

O mercado para produtos contendo ingredientes funcionais vem se modificando
continuamente e a competicdo pela conquista do consumidor torna-se cada dia mais intensa

(MENRAD, 2003). Alguns fatores sdo considerados pegas chaves na intengdo de compra pelo
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consumidor, como sabor, qualidade, preco, conveniéncia e efeitos de alimentos funcionais
sobre a saide (URALA; LAHTEENMAKI, 2007).

Para realizagdo de andlise sensorial, empregam-se diferentes métodos de avaliagdo,
visando determinar o perfil sensorial, a aceitacdo e preferéncias acerca de um produto
especifico. Os métodos sensoriais podem ser divididos em dois grupos: métodos
discriminativos e métodos descritivos. Para os métodos discriminativos, a finalidade dos testes
¢ simplesmente indicar se os produtos testados sdo percebidos diferentes, enquanto os métodos
descritivos tém por objetivo identificar e medir a composicdo de produtos ou determinar a
presenca ou intensidade de uma determinada caracteristica (PIGGOT; SIMPSON; WILLIAMS,
1998).

Os métodos discriminativos caracterizam-se por estabelecer se existem diferencas entre
duas ou mais amostras e, em alguns casos, a magnitude dessa diferenca; os métodos descritivos
descrevem qualitativa e quantitativamente as amostras. J4 os métodos afetivos, ou testes com
consumidores, sdo utilizados para mensurar quanto uma determinada populagdo alvo gosta ou
ndo de um produto, determinando preferéncia ou aceitabilidade (MEILGAARD; CIVILLE;
CARR, 2007).

Segundo o Institute of Food Technology/Sensory Evaluation Division (1981) o teste de
preferéncia baseia-se na medida de preferéncia do julgador ou medidas pelas quais se determina
a preferéncia relativa. O teste de preferéncia é normalmente aplicado em comparacdes diretas
entre um produto e outro, com a finalidade de aperfeigoamento ou com produtos competitivos,
forcando uma escolha de um dos itens sobre outro ou outros produtos avaliados
(MEILGAARD; CIVILE; CARR, 2007).

O teste de aceitabilidade ¢ um método afetivo bastante empregado para verificar a
aceitacdo ou rejeicdo de um produto pelos consumidores. Nele s@o utilizadas escalas
categorizadas, que podem apresentar diferentes nimeros de categorias, sendo a mais utilizada
a escala heddnica de nove pontos, ancorada nos extremos pelas expressdes “gostei muitissimo”
e “desgostei muitissimo” (MEILGAARD; CIVILLE; CARR, 2007). Segundo Bergara-Almeida
e Silva (2002) a escala hedonica deve ser estruturada nas expressdes “gostei levemente”,
“moderadamente”, “muitissimo” ou “extremamente”, sendo de facil utilizagdo pelos

consumidores.



48

2.8  DIGESTIBILIDADE CORRIGIDA PELO ESCORE DE AMINOACIDOS

As proteinas dietéticas diferem na sua capacidade para satisfazer a demanda metabdlica
para os nove aminoacidos indispensaveis na dieta e nitrogénio. A digestibilidade ¢ medida pela
absor¢@o de aminodcidos correspondentes ao padrdo de exigéncia fundamental para a qualidade
nutricional de proteinas individuais e misturas de proteinas. No passado, a qualidade da proteina
era medida meramente em experiéncias de crescimento com ratos € expresso em parametros
como PER (Protein Efficiency Ratio) e NPU (Utilizacdo Protéica Liquida). O PER compara a
resposta de crescimento de ratos jovens, alimentados com uma quantidade de proteina de teste,
com a de ratos controle, alimentados com uma quantidade semelhante de caseina, ¢ 0o NPU € o
produto da digestibilidade (digestao e absor¢do) e o valor bioldgico (a quantidade de nitrogénio
utilizados dividido pela quantidade de nitrogénio absorvida). A principal desvantagem destes
métodos € que o padrdo de aminodcidos de ratos ndo € idéntico ao de seres humanos e, portanto,
a unica medida correta de qualidade da proteina ¢ a avaliacdo do balanco de nitrogénio em
humanos. Esta é, no entanto, muito cara para uso rotineiro (SCHAAFSMA, 2012).

Portanto, em 1989, especialistas da FAO/OMS, em uma avaliacdo da qualidade da
proteina concluiram que a qualidade da proteina poderia ser adequadamente avaliada
expressando o conteudo do primeiro aminodcido limitante indispensavel na proteina com uma
fragdo do conteido do aminoacido correspondente em um padrao de referéncia determinada
como ideal e, posteriormente, multiplicando essa pontuacdo de aminodcidos pela
digestibilidade verdadeira fecal (%), conforme medido em um ensaio com ratos
(SCHAAFSMA, 2012).

A digestibilidade ileal baixa da proteina, o que aumenta, assim, o fluxo de nitrogénio
para o colon, aumenta a formacdo bacteriana de compostos tdxicos, tais como amoniaco ¢
fenois. Por estas razdes, o uso da digestibilidade ileal em suinos fistulados, em vez da
digestibilidade fecal em ratos, tem sido proposto como uma melhor abordagem para a avaliagido
de valores de PDCAAS (DARRAGH; HODGKINSON, 2000).

A vantagem da utilizagdo de suinos ¢ também que a fisiologia gastrointestinal desta
espécie assemelha-se mais estreitamente a dos humanos. Deglaire et al. (2009) avaliou a aptidao
de suinos como modelos animais para a previsao de digestibilidade proteica em humanos e seus
resultados apoiam a utilizagcdo de suinos como um modelo para prever as diferencas entre
digestibilidade da proteina, especialmente em relacdo a digestibilidade verdadeira ileal em

humanos.
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Embora digestibilidade corrigida pelo escore de aminoacidos (PDCAAS) ¢ um método
rapido e relativamente barato para a avaliagcdo da qualidade da proteina, ele ainda precisa mais
experiéncias com animais para a medicdo da digestibilidade verdadeira. Considerando-se a
opinido publica negativa sobre o uso de animais para a investigagdo, seria uma vantagem
quando a medi¢do da qualidade da proteina pudesse ser realizada in vitro. A vantagem da
medi¢ao da digestibilidade in vitro é de ser um método que pode imitar as condicdes fisioldgicas
de diferentes espécies animais, de modo que se torna possivel avaliar os coeficientes de
digestibilidade espécie-especificos (SCHAAFSMA, 2012).

Schaafsma (2012) conclui que a medi¢do da digestibilidade verdadeira fecal em ratos
deve ser substituida por uma medicdo da digestibilidade da proteina verdadeira ileal,

preferencialmente em suinos, ou por uma medigdo in vitro.

2.9 REMODELACAO OSSEA

O osso ¢ um tecido metabolicamente ativo que sofre remodelagcdo continua por dois
processos, a formag@o dssea e reabsor¢do Ossea, um fendmeno que nos acompanha ao longo da
vida, sendo fundamental para renovacdo do esqueleto e preservacdo de sua qualidade. A
reabsor¢do ¢ seguida da formagdo Ossea em ciclos constantes orquestrados pelas células do
tecido 0sseo, que incluem osteoclastos (reabsor¢do), osteoblastos (formagdo) e osteocitos
(manuteng@o). Sob condi¢cdes normais, a reabsorcdo dssea e formagdo estdo firmemente
acoplados uns aos outros, sendo que a fase de reabsor¢ao (osteoclastos) leva aproximadamente
10 dias, que ¢ seguida por uma fase de formacao (osteoblastos), que pode durar até 3 meses, de
modo que a quantidade de osso removido ¢ sempre igual a quantidade de osso recentemente

formado (Figura 6) (SEIBEL, 2005).
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Figura 6. Ciclo de remodelaco ossea.
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Fonte: Adaptado de Seibel (2005).

Os anos criticos para a construgdo da massa Ossea sdo durante a infincia e a
adolescéncia. O pico da massa dssea ¢ alcancado em meados dos anos 20. Em seguida, a massa
ossea mantém-se estavel durante o inicio da vida adulta. A perda 6ssea comega apds a idade de
cerca de 40 em ambos os sexos. A Figura 7 mostra uma representacdo de mudancas da massa
6ssea ao longo da vida. Nesta Figura também observamos duas situagdes hipotéticas, uma em
que ¢ obtido um baixo pico de massa Ossea (tracejado cinza) e outra em que a perda de massa
6ssea ¢ mais rapida do que deveria ser (pontilhado verde). Em ambas as situagdes, isso colocaria
uma pessoa em risco de fratura mais cedo. Manter habitos de vida saudaveis, como boa nutrigdo
e exercicios fisicos, ajudam a garantir que os individuvos atinjam seu pico maximo de massa
Ossea e também ajudam a retardar a perda dssea, garantindo a permanéncia na linha ideal (sélido

azul) (IOF, 2006).
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Figura 7. Alteracdes da massa dssea ao longo da vida.

Pico ideal

MASSA OSSEA
Baixo pico
MMaior taxa de -'-_
perda - :
= Zona de risco
"= defratura
| | T T | T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80
IDADE {anos)

Fonte: Adaptado de IOF (2006).

O equilibrio da remodelag@o dssea é alcangado e regulado através da agdo de varios
hormoénios sistémicos (por exemplo, PTH, vitamina D, outros hormdnios esterdides) e
mediadores locais (por exemplo, citocinas, fatores de crescimento). Em contraste, o
crescimento somatico, envelhecimento, doengas Osseas metabolicas, estados de mobilidade
aumentada ou diminuida, muitas intervengdes terap€uticas e outras condigdes sdo
caracterizados por desequilibrios, maiores ou menores, na remodelacdo d0ssea. Enquanto a
estrutura 6ssea e a for¢a sao dificeis de medir in vivo, a massa dssea pode ser avaliada por meio
de técnicas de densitometria. Em contraste com estas medidas, os marcadores moleculares do
metabolismo 0sseo sdo ferramentas Uteis para detectar a dindmica do proprio desequilibrio

metabdlico (SEIBEL, 2005; SARAIVA; LAZARETTI-CASTRO, 2002).
2.10 MARCADORES BIOQUIMICOS DE REMODELACAO OSSEA
Marcadores de remodelagdo Ossea sdo testes de laboratério que medem enzimas

sintetizadas por osteoblastos ou osteoclastos, ou produtos gerados durante a formagdo ou a

degradacdo da matriz ossea e liberados para a circulagdo. A sua determinag¢do no sangue € na
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urina fornece uma analise dindmica e global do esqueleto que complementa a medigao estatica
da densidade mineral dssea ¢ identifica mudangas na remodelagao dssea em intervalos de curto
prazo (GARNERO; DELMAS, 1998).

Embora os marcadores disponiveis atualmente de remodelacdo dssea incluem enzimas
e peptideos nio enzimdticos derivados de compartimentos celulares e ndo celulares do osso,
eles sdo geralmente classificados de acordo com o processo metabdlico. A maior parte dos
indices bioquimicos de reabsor¢do 0ssea esta relacionada a produtos de degradacdo de colageno
tais como hidroxiprolina ou as vérias liga¢des cruzadas de colageno e telopeptideos. Outros
marcadores de reabsorcdo Ossea incluem proteinas de matriz ndo-colagenosa, tais como
sialoproteina dssea ou enzimas especificas dos osteoclastos, fosfatase 4cida tartarato-resistente
ou catepsina K. Em contraste, marcadores de formagao do osso sdo subprodutos da neosintese
do colagéno (propeptideos do colageno tipo I), ou proteinas relacionadas com osteoblastos tais
como osteocalcina (OC) e fosfatase alcalina (AP). Para fins clinicos, por conseguinte, os
marcadores de formacgao ossea distinguem-se dos indices de reabsorcao 6ssea (SEIBEL, 2005).

Os marcadores de formagao ossea refletem a atividade osteoblastica, estando associados
a diferentes estagios de diferenciagdo e maturagdo dos osteoblastos. Assim, fosfatase alcalina
ossea e pro-peptideos do procolageno tipo I sdo marcadores de inicio dos osteoblastos, enquanto
osteocalcina sao marcadores de osteoblastos maduros. Ja os marcadores de reabsor¢do Ossea
incluem a fosfatase acida resistente ao tartarato 5b e os marcadores relacionados com o
colageno. Estes refletem a atividades dos osteoclastos através da avaliagdo dos produtos de

degradagdo do coldgeno tipo I e proteinas ndo colagenosas (Tabela 4).
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Tabela 4. Marcadores bioquimicos de remodelagéo ssea.

Marcadores Amostra
Formacao
Fosfatase alcalina total Sangue
Fosfatase alcalina dssea Sangue
Osteocalcina Sangue
Pro-peptideos aminoterminais do procolageno tipo I (PINP) Sangue
Pro-peptideos carboxiterminais do procoladgeno tipo I (PICP) Sangue
Reabsorcao
Fosfatase acida resistente ao tartarato 5b (TRAP 5b) Sangue
Piridinolina Urina
Desoxipiridinolina Urina
Telopeptideos aminoterminais do coldgeno tipo I (NTX) Urina
Telopeptideos carboxiterminais do colageno tipo I (CTX) Urina, sangue

Fonte: Guafiabens, Peris ¢ Monegal (2015).

Os marcadores mais sensiveis para avaliagdo da formacdo dssea em mulheres com
osteoporose pds-menopausa sdo a fosfatase alcalina total, a osteocalcina e pro-peptideos
aminoterminais do procolageno tipo I (PINP). Enquanto NTX e CTX sdo testes sensiveis entre
os marcadores de reabsor¢cdo Ossea. Atualmente alguns especialistas consideram a fosfatase
alcalina dssea, pro-peptideos aminoterminais do procolageno tipo I (PINP) e CTX para serem
os marcadores de avaliagdo da osteoporose, porém outros, em vez de CTX, preferem a medicao
de pré-peptideos aminoterminais do procolageno tipo I (PINP) e NTX na pratica clinica

(GUANABENS; PERIS; MONEGAL, 2015).

2.10.1 Osteocalcina

Osteocalcina (OC) € a proteina ndo colagena mais abundante no osso e dentina, possui
49 aminoacidos e, embora sua fun¢do especifica ndo seja conhecida, sabe-se que € sintetizada
predominantemente pelos osteoblastos diferenciados, incorporada a matriz 6ssea extracelular e
relacionada a mineralizacdo da matriz ostedide. Seu gene, codificado no cromossoma 1 (1q25-
g31) sofre influéncia direta da 1,25 di-hidroxivitamina D3, que estimula sua sintese. A vitamina
K1 € um co-fator essencial para que ocorra y-carboxilagdo pds-traducional do residuo glutamil,

originando os residuos y-carboxiglutamil. Possui em sua estrutura trés acidos glutdmicos que
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lhe conferem a capacidade de ligar-se ao célcio e isto pode ser importante no processo de
mineraliza¢do da matriz 6ssea ja formada (LEE; HODGES; EASTELL, 2000).

Uma fracdo (10 a 40%) da OC intacta recém sintetizada ¢ liberada na circulacio,
possuindo uma meia-vida curta pois € rapidamente hidrolisada no figado e eliminada pelos rins.
Os fragmentos carboxiterminais sdo clareados do sangue, onde permanecem os fragmentos
aminoterminais intermediarios (20-49aa), sendo esta forma juntamente com a intacta as mais
abundantes na circulagdo. Osteocalcina no sangue reflete a atividade dos osteoblastos medindo
a fragdo de OC recém sintetizada liberada para a circulacdo (LEE; HODGES; EASTELL,
2000).

Podem ser mensuradas por imunoensaios comercialmente disponiveis e especificos para
a forma intacta e/ou fragmentos, com grande variabilidade de resultados quando aplicados a um
mesmo paciente. A molécula intacta representa cerca de um ter¢o da imunoreatividade no
sangue, outra parte estd representada por varios fragmentos pequenos € outro ter¢o por um
grande fragmento. Isto pode conduzir a resultados conflitantes, dependendo do método
utilizado para a sua determinagdo. Considera-se que o melhor ensaio ¢ o que reflete os niveis
circulantes de OC na forma intacta e fragmentos. A OC também ¢ bastante instavel in vitro,
sendo rapidamente degradada em temperatura ambiente. Por este motivo, considera-se um dos
marcadores mais dificeis de manusear (LEE; HODGES; EASTELL, 2000; LOMBARDI et al.,
2012; GUARNERO; DELMAS, 1998).

Garnero ¢ Delmas (1998) descreveram degradacdo de 17% em amostras de sangue
mantidas a temperatura ambiente por 2h, e é provavel que esta degradagdo ocorra também
durante o ensaio. Por isso ¢ recomendado que as amostras sejam mantidas a 4°C imediatamente
apods a venopuntura até a separacio, e o soro ou plasma deve ser congelado até a dosagem (LEE;
HODGES; EASTELL, 2000).

Sua liberagdo respeita um ritmo circadiano com acréfase (momento de pico do sono) as
4 horas e nadir (seu ponto mais baixo) as 17 horas. Possivelmente hd influéncia do ritmo de
secrecdo de cortisol. Entre o pico e nadir, a diferenca ¢ de aproximadamente 15%. Além do
ritmo circadiano, a interpretacdo dos resultados deve levar em conta alteracdes sazonais, dos
ciclos menstruais, carga genética (que pode ser responsavel por até 40% da variacdo deste

marcador), metodologia empregada e condigdes de coleta (HESHMATTI et al., 1998).
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2.10.2 Telopeptideos aminoterminais do coldgeno tipo |

As moléculas interligadoras do colageno tipo I sdo atualmente os melhores marcadores
bioquimicos da reabsor¢do dssea e, portanto, sdo os mais utilizados mostrando boa correlagao
com estudos histomorfométricos (SARAIVA; LAZARETTI-CASTRO, 2002).

Uma molécula de colagéno tipo I é composta por trés cadeias de aminodcidos que
formam uma hélice tripla e extensdes ndo helicoidais triplas em que os grupos amino carboxi e
terminais das extremidades sdo chamados de telopeptideos N e C do colageno do tipo 1. Estes
fragmentos das extremidades da molécula de colageno sdo peptideos liberados no sangue como
produtos da degradagao quando o osso ¢ reabsorvido e contém pontes piridinolina e
deoxipiridinolina. Ambos os marcadores de coldgeno tipo I s@o liberados pela hidrolise
osteoclastica, gerados principalmente pela catepsina K (KWANSA; VITA; FREEMAN, 2014).

Nas ultimas décadas, telopeptideos do colageno tipo I tornaram-se os marcadores de
reabsor¢do Ossea mais utilizados. Além disso, a Fundacdo Internacional de Osteoporose
recomenda usar CTX no sangue como marcador para reabsor¢ido dssea (VASIKARAN et al.,
2011). No entanto, estudos recentes tém demonstrado que a excre¢do urinaria de NTX pode ser
muito util na pratica clinica (BAXTER et al., 2013).

Ao contrario das piridinolinas livres, a avaliagdo dos telopeptideos do coldgeno tipo I
parecem mostrar maior correlagdo com a dindmica do osso. Podem ser dosados no sangue e na
urina, sendo que uma série de ensaios diferentes existem, o que muitas vezes dificulta sua
solicitacdo e interpretacdo pelo clinico. Na urina podem ser dosadas as formas livres de
piridinolinas e deoxipiridinolinas, e as formas ainda ligadas a telopeptideos aminoterminais e
carboxiterminais do coldgeno tipo I (NTX e CTX, respectivamente) (DELMAS et al., 2000).

Como descrito para OC, os marcadores de reabsor¢do presentes na urina também
mostram um ritmo circadiano com pico pela manha e nadir ao entardecer. A diferenca de
aproximadamente 100% dos valores entre estes dois pontos mostra a importincia da
padronizagdo de coleta (pela manhd). Nao sofrem, entretanto, influéncia da dieta (GARNERO;

DELMAS, 1998).






3 MATERIAL E METODOS

A Figura 8 apresenta o fluxograma das atividades experimentais.

Figura 8. Fluxograma das atividades experimentais.
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3.1 CONCENTRADO PROTEICO DE SORO DE LEITE (CPS)

O CPS foi fornecido pelo Laboratorio de Operagdes Unitarias do Centro de Pesquisa em
Alimenta¢do (CEPA) da Universidade de Passo Fundo, através do projeto “Valoragdo de soro
de leite através de processos de filtragdo por membranas e bioprocessos”, desenvolvido pelo
Professor Coordenador Dr. Vandré Barbosa Brido.

A caracterizacdo deste CPS, fornecida pelo Laboratorio de Operagdes Unitarias, € de
89,95% de proteinas, 5,98% de gordura e 2,15% de cinzas. Entre os minerais, possui 1294 mg

de sddio, 2879 mg de potassio, 330 mg de magnésio, 1108 mg de calcio e 417 mg de fésforo.

3.2 APLICACAO DO CPS EM BISCOITOS TIPO COOKIES

3.2.1 Delineamento experimental

A andlise do efeito combinado das variaveis individuais sobre as caracteristicas
tecnologicas dos biscoitos foi realizada utilizando-se um delineamento experimental composto
rotacional, envolvendo duas variaveis independentes (CPS e aveia). A Tabela 5 apresenta os
niveis das varidveis independentes, compreendendo os pontos inferior (-1), superior (+1),
central (0) e axiais (+a e —a). Ensaios preliminares foram realizados para definicdo do ponto
central, antes da aplicagdo do delineamento experimental.

A matriz do delineamento experimental que foi aplicada estd apresentada na Tabela 6.
Serdo realizados 11 ensaios, sendo quatro fatoriais (combinagdes dos niveis -1 e +1), quatro
axiais (+o e —a) e trés repeticdes no ponto central (0).

Paralelamente aos ensaios, segundo o delineamento experimental descrito, foram
produzidos biscoitos com a formulacio controle, sem adi¢do de CPS e aveia, para comparagao

de algumas das propriedades dos biscoitos.

Tabela 5. Variaveis e niveis do delineamento experimental.

Variavel independente Nivel de variacao
-a -1 0 +1 +a,
CPS (%) 0,0 8,8 15 21,2 30,0

Flocos de aveia (%) 0,0 11,7 20 28,3 40,0




59

Tabela 6. Delineamento experimental composto rotacional para duas variaveis e dois niveis.

Formulacdées Codificada Real
Xi X2 Aveia (%) CPS (%)
1 -1 -1 5,9 4,4
2 1 -1 34,1 4,4
3 -1 1 5,9 25,6
4 1 1 34,1 25,6
5 -a 0 0 15
6 +a 0 40 15
7 0 -0l 20 0
8 0 +a 20 30
9 0 0 20 15
10 0 0 20 15
11 0 0 20 15

o = 1,414 para K = 2 (duas variaveis independentes)

3.2.2 Formulagdo dos biscoitos tipo cookie

Os biscoitos foram elaborados de acordo com o método n° 10-50.05 da American
Association of Cereal Chemists-AACC (2010) (Tabela 7). Foram feitas adaptacdes nas
quantidades dos ingredientes agucar, gordura, fermento e adicionado esséncia de limdo. Os
ingredientes CPS e aveia foram adicionados em substitui¢do parcial a farinha de trigo, conforme
delineamento experimental (Tabela 8).

Os biscoitos foram produzidos no Laboratdrio de Panificagdo do CEPA da Universidade
de Passo Fundo (UPF). A gordura hidrogenada, o actcar, o sal e o fermento quimico em pd
foram misturados em batedeira elétrica marca Kitchen Aid por trés minutos em baixa
velocidade e com pausas a cada minuto, para raspagem das paredes do recipiente. A seguir,
nesse mesmo recipiente, foram adicionadas agua destilada, solucdo de dextrose e essa massa
foi misturada em baixa velocidade por um minuto e a média velocidade por um minuto. Apos
este processo, adicionou-se a farinha de trigo, os flocos de aveia e o CPS, essa massa foi
misturada por dois a baixa velocidade, raspando a parede apds cada meio minuto. A mistura
pronta foi dividida em por¢des, laminada na espessura de 13 mm e cortada utilizando matriz de
aco moxidavel de 60 mm de didmetro. Os discos de circunferéncia uniforme foram pesados e

assados a 204 °C por 10 min. Para cada amostra foram produzidas seis unidades de biscoitos



60

tipo cookie, que foram pesados apds uma hora, acondicionados em recipientes e fechados

hermeticamente.
Tabela 7. Formulagdo padrio dos biscoitos tipo cookie.
Ingredientes (g) Quantidade
Farinha de trigo 225,5
Acucar refinado 130,0
Sal 2,1
Gordura vegetal 64,0
Fermento quimico 2,5
Solucao de dextrose* 32,8
Agua destilada* 15,5

* Valores em mL.

Tabela 8. Formulagdo adaptada com adigdo de CPS e flocos de aveia.

Ingredientes Formulacées
(g) 1 2 3 4 5 6 7 8 PC* 12**
Farinha de
) 201,8 138,2 154,0 90,4 191,2 101,0 179,9 112,3 146,1 225,5
trigo
CPS 9,9 9,9 57,7 57,7 33,8 338 0,0 67,7 338 -
Flocos de
) 13,3 76,9 13,3 76,9 0,0 90,2 45,1 45,1 45,1 -
aveia
Agucar 97,5 97,5 97,5 97,5 97,5 97,5 97,5 97,5 97,5 97,5
Sal 2,1 2,1 2,1 2,1 2,1 2,1 2,1 2,1 2,1 2,1
Gordura
44 44 44 44 44 44 44 44 44 44
Solucao de
dextrose (mL) 2,8 2,8 2,8 2,8 2,8 2,8 2,8 2,8 2,8 2,8
Fermento 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
Agua (mL) 15,5 15,5 15,5 15,5 15,5 15,5 15,5 15,5 15,5 15,5
Esséncia 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0

* PC = ponto central (ensaios 9, 10 e 11); ** Formulag@o padrio (controle)
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3.2.3 Analises fisico-quimicas

3.2.3.1 Peso, didmetro, espessura

Para a determinacdo dos parametros de peso, didmetro e espessura foram seguidos os
procedimentos conforme descrito no método 10-50.05 da AACC (2010). A perda de peso dos
biscoitos foi obtida pela variagdo de peso, antes e apds o cozimento. Quanto ao didmetro e a

espessura, estes foram determinados com paquimetro.

3.2.3.2 Fator de expansdo

O fator de expansdo foi obtido pela razdo entre os valores de didmetro e espessura dos
biscoitos, corrigidos pela altitude e pressdo barométrica ao nivel do mar, conforme método 10-

50.05 da AACC (2010).

3.2.3.3 Volume especifico

O volume foi determinado pelo método de deslocamento de sementes de paingo e o
volume especifico calculado pela relacdo entre o volume dos biscoitos assados e a sua massa,
obtida por pesagem em balanca semi-analitica. A determinacdo do volume especifico foi
realizada 24 h ap6s o cozimento dos biscoitos, com trés repeticdes e os resultados expressos em

cm’. gl

3.2.3.4 Cor

A cor foi determinada pelo emprego do equipamento Espectrofotometro de Reflectancia
Difusa (Hunter Lab), modelo Color Quest I, com sensor 6tico geométrico de esfera. O aparelho
foi calibrado com ceramica, realizando-se a leitura por reflexdo e utilizando-se angulo de
observagdo de 10°, geometria e iluminante D65. No sistema Hunter de cor, corrigido pelo
sistema de avaliagdo CIE (Commission Internationale de [’Eclairage ou Comissdo
Internacional de Iluminagdo), os valores L* (luminosidade) variam entre zero (preto) e 100
(branco), -a* (verde) até +a* (vermelho), e —b* (azul) a +b* (amarelo). As leituras foram

realizadas em triplicata.
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3.2.3.5 Textura

A textura do biscoito foi determinada através de um analisador de textura (modelo
TA.XTplus, Stable Micro Systems, Reino Unido), equipado com software Exponent 32,
utilizando o probe HDP/3PB e plataforma HPD/90. Os parametros avaliados foram dureza

(forca maxima) e fraturabilidade (distancia de ruptura).

3.2.3.6 Composigdo quimica

Os teores de umidade, lipidios e cinzas foram determinados de acordo com os métodos
n° 12, 32 e 18 do Instituto Adolfo Lutz, respectivamente (IAL, 2008). A proteina bruta foi
determinada segundo a ISO 1871 (2009). Os teores de fibra alimentar total foram determinados
pelo método n° 991.43 da AOAC (2007). Os carboidratos totais foram calculados por diferenca,
incluindo a fracdo fibra alimentar, segundo Brasil (2003), através da Equagdo 1: E = 100 —
(A+B+C+D), onde A = Proteina B = Gordura C = Umidade D = Cinzas E = Carboidratos e
valor caldrico determinado conforme a Equacdo 2: Valor Caldrico (cal) = (Proteina x 4) +
(Carboidrato x 4) + (Gordura x 9). As andlises foram realizadas em duplicata e os resultados
expressos em porcentagem. Os valores de proteina bruta, lipidios, cinzas, fibra alimentar total
e carboidratos foram expressos em base seca. Estas andlises foram realizadas no Laboratorio de
Fisico-Quimica e no Laboratdrio de aulas praticas do Centro de Pesquisa em Alimentagdo da

Universidade de Passo Fundo.

3.2.4 Analise nutricional dos biscoitos

3.2.4.1 Determinagdo e quantifica¢do de dcidos graxos

As andlises foram realizadas através de cromatografia gasosa, de acordo com o método
n° 1f-96 da AOCS (2002). As amostras foram submetidas a digestdo acida e os lipidios foram
extraidos com hexano de acordo com o método n° 32 (IAL, 2008). Este processo foi seguido de
esterificacdo da gordura, ou seja, metilacdo para producdo de ésteres metilicos, através do
método de Metcalfe et al. (1976) e Hartman e Lago (1973), adaptado e validado no Laboratorio
de Cromatografia do CEPA. Apds as amostras foram analisadas por cromatografia gasosa, em

cromatdgrafo modelo GCMS-TQ 8030. Foram definidos teores totais de: acidos graxos trans,



63

diferentes tipos de isdmeros trans, lipidios saturados, monoinsaturados e poliinsaturados. Esses

valores foram apresentados por 100 gramas de cada amostra analisada.

3.2.4.2 Determinag¢do e quantifica¢do de minerais

As concentragdes de célcio (Ca) e magnésio (Mg) e dos elementos tragos, ferro (Fe),
zinco (Zn), cobre (Cu) e manganés (Mn) foram determinadas por espectrofotometria de
absor¢do atomica utilizando espectrofotdmetro Perkin-Elmer Analyst 300. Oxido de lantanio
foi adicionado as solucdes acidas das cinzas e as solugdes padrdo em proporgao final de 1%
(m/v) para evitar possiveis interferéncias na determinagio de Ca e Mg. Potéssio (K), sodio (Na)
e fosforo (P) foram determinados por fotometria de chama (B262 Micronal) com escala de
leitura de 0 a 150 mg/L. Teores de minerais foram determinados de acordo com o método
985.35 descrito pela AOAC (2005). Os minerais foram quantificados a partir de solugdes

padrao de concentragdes conhecidas.

3.2.4.3 Determina¢do e quantificagcdo de aminodcidos

Os aminodcidos totais foram determinados por HPLC, utilizando cromatografia liquida
de alta eficiéncia de ultra-violeta (HPLC-DAD/UV), antecedida de hidrolise, derivatizagdo e

injecdo automatizadas.

3.2.4.4 Digestibilidade in vitro de proteinas

A digestibilidade da proteina deve ser entendida como sendo a por¢do da proteina que
pode ser hidrolisada pelas enzimas digestivas até aminodcidos e que, portanto, estaria
disponivel biologicamente, desde que ndo houvesse nenhuma interferéncia na absor¢do dos
aminodcidos pelo organismo humano. A digestibilidade das proteinas foi determinada pelo
método de Akeson e Stahmann (1964), através da avaliagdo in vitro da taxa de hidrolise por
associagdes enzimaticas de pepsina e pancreatina, simulando as condi¢des existentes no trato

gastrintestinal.
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3.2.4.5 Determina¢do do escore quimico corrigido pela digestibilidade protéica (PDCAAS)

Para o célculo do escore quimico e do PDCAAS, os valores do contetido de aminoéacidos
foram expressos em mg de aminoacido por grama de proteina e comparados com a
recomendagdo da DRIs para criangas pré-escolares de 1 a 3 anos, padrdo usado porque
ultrapassa os valores de necessidades de aminoacidos de criangas maiores e adultos (FOOD
AND NUTRITION BOARD, 2005). Para o calculo do PDCAAS, tomou-se por base o valor do
escore quimico do aminodcido essencial mais limitante. Calculou-se o PDCAAS multiplicando-
se o escore mais baixo de amino4acido essencial pela digestibilidade da proteina. Para resultado

de PDCAAS igual ou superior a 1,0 foi considerada proteina de boa qualidade.
3.2.5 Analise sensorial

As formulagdes dos biscoitos que foram utilizadas para a realizagdo dos testes sensoriais
foram selecionadas através dos resultados das analises fisicas e quimicas, sendo utilizadas as 3
amostras com os melhores resultados.

O protocolo de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica de Pesquisa com Seres
Humanos da Universidade de Passo Fundo (Parecer n° 1.088.511 — Anexo A) e todos os
consumidores assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido antes da participacao
(Apéndice C).

O critério de inclusdo para o recrutamento do grupo para os testes sensoriais de
ordenacao preferéncia e aceitabilidade global foi definido como: homens e mulheres com idade
superior a 18 anos e inferior a 60 anos, que ndo apresentassem diabetes e nenhuma alergia a
algum ingrediente utilizado na formulacdo dos biscoitos, além da intengdo de consumo de
biscoitos enriquecidos com CPS e aveia.

O recrutamento dos consumidores foi realizado com funciondrios, professores e alunos
da Universidade de Passo Fundo, além de pessoas da comunidade em geral. Foram selecionados
de acordo com a vontade em participar de forma voluntaria, com base no interesse,
disponibilidade de horédrio e vontade de avaliar os biscoitos no dia marcado para o teste
sensorial.

Um questiondrio auto-preenchido com questdes semi-estruturadas foi desenvolvido
(Apéndice E). O questiondrio incluia questdes relacionadas as caracteristicas socioecondmicas

e demograficas (idade, sexo, raga/cor, estado civil e educagdo) e frequéncia de consumo de
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biscoitos. O questionario foi utilizado para estabelecer correlacdes com os dados dos testes
sensoriais.

O experimento foi conduzido no més de agosto de 2015. Os testes de consumidor foram
realizados de acordo com os métodos descritos por Meilgaard, Civille e Carr (2007) para avaliar
a preferéncia, aceitabilidade e intengcdo de compra de amostras de biscoitos enriquecidos com
CPS e aveia.

Os testes de consumidores foram realizados em um unico encontro, porém dois
protocolos foram preenchidos, sendo um com o teste de ordenagdo preferéncia e outro com os
testes de aceitabilidade e intencdo de compra.

No primeiro protocolo, os biscoitos foram avaliados através de teste ordenagdo
preferéncia. As 3 amostras foram oferecidas ao mesmo tempo. O objetivo desse teste foi avaliar
a preferéncia de consumidores de acordo com a incorporacdo de CPS e aveia. A ordem de
apresentacdo das amostras foi determinada através de delineamento experimental de blocos
completos balanceados. As amostras foram apresentadas em pratos plasticos brancos e
identificadas com cddigos de trés digitos. Apos explicacdo oral das regras do teste ordenacgio
preferéncia, os consumidores avaliaram a preferéncia entre trés amostras de biscoitos contendo
diferentes niveis de CPS e aveia, utilizando nota 1 (amostra mais preferida) a 3 (amostra menos
preferida), baseados na impressdo global (Apéndice F). Agua mineral foi distribuida aos
participantes para a limpeza do palato.

Ap0s o teste de ordenagdo preferéncia, os mesmos consumidores participaram dos testes
sensoriais de aceitabilidade e inten¢do de compra das mesmas 3 amostras de biscoito oferecidas
no teste anterior. A avaliagdo da aceitabilidade foi realizada com o emprego de escala hedonica

13

estruturada de 9 pontos, ancorada nos extremos “1 — desgostei muitissimo” e “9 - gostei
muitissimo”. Os atributos avaliados foram aparéncia, sabor, aroma ¢ textura, além da nota
global do produto. Para a inten¢do de compra, foi utilizada a escala de atitude de cinco pontos.
As categorias de respostas variaram de “l — certamente eu ndo compraria” a “5 — certamente eu

compraria” (Apéndice G).

3.3 ESTUDO CLINICO

Foi realizado um estudo intervencional, com ensaio clinico, longitudinal, prospectivo,
ndo controlado. O recrutamento das pessoas foi realizado através de convite a alunos,

funcionarios e professores da Universidade de Passo Fundo. Foram selecionados de acordo com
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a vontade em participar de forma voluntaria, com base no interesse, vontade de consumir o
biscoito por 16 dias e fazer as andlises determinadas no estudo.

O protocolo de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica de Pesquisa com Seres
Humanos da Universidade de Passo Fundo (Parecer n°1.088.511 — Anexo A) e todos os
participantes assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido antes da participacio
(Apéndice D).

O critério de inclusdo para o recrutamento do grupo para o estudo clinico foi definido
como: mulheres com idade igual ou superior a 20 e inferior a 50 anos, que nio apresentassem
diabetes, intolerancia a lactose e nenhuma alergia a algum ingrediente utilizado na formulagao
dos biscoitos. Esta faixa de idade foi estabelecida por ser definida como idade adulta, onde o
metabolismo dsseo esta em equilibrio, com reabsor¢do seguida de formagdo em ciclos
constantes, de modo que a quantidade de osso removido ¢ sempre igual a quantidade de osso
recentemente formado (SEIBEL, 2005). Foram coletados dados socioeconomicos e

demograficos das participantes do estudo (Apéndice H).

3.3.1 Inclusdo do biscoito na dieta

A formulagdo de biscoito utilizada para este estudo foi definida pelo resultado do teste
de ordenacdo preferéncia da andlise sensorial, sendo a mais preferida a formulagdo do ponto
central, contendo 15% de CPS e 20% de aveia.

O niimero de dias de ingestao do biscoito na dieta habitual se baseou no estudo realizado
por Toba et al. (2001), que utilizou isolado proteico de soro de leite como suplemento por 16
dias em homens adultos.

Foram oferecidos 4 biscoitos ao dia em embalagem plastica, vedada e identificada com
as respectivas datas de consumo (Figura 9). A quantidade de biscoito disponibilizada para
ingestdo por dia foi determinada apos andlise da quantidade de proteina da formulagdo por
composi¢do centesimal. Cada biscoito continha 0,66 gramas de proteina, totalizando 2,64
gramas ao dia. O consumo do biscoito iniciou no dia 18/10/15, sendo ingerido diariamente até

02/11/15, sem interrupgoes.
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Figura 9. Biscoitos embalados e identificados para consumo. Passo Fundo/RS, 2016.

Fonte: Acervo do autor (2016).

3.3.2 Composigao corporal

A determinag@o da composi¢do corporal foi feita por bioimpedancia elétrica (BIA). A
BIA foi realizada em aparelho BIODYNAMICS, modelo 310e, conforme recomendacdes do
fabricante. Essa metodologia envolve a passagem de uma corrente elétrica de baixa amplitude
(500 a 800 pA) e alta frequéncia (50kHz) onde, a massa muscular magra e a 4gua corpdrea total
sdo condutores e a gordura corporea oferece resisténcia a passagem dessa corrente elétrica,
sendo mensurados resisténcia, reactancia, impedancia e angulo de fase (FOSTER; LUKASKY,
1996). O exame de BIA foi realizado antes do inicio da ingestao do biscoito e depois de findar
os 16 dias, sendo realizado no Laboratdrio da Avaliagao Nutricional do Curso de Nutrigdo da

Universidade de Passo Fundo.



68

3.3.3 Antropometria e estado nutricional

Para avaliacdo do estado nutricional foram coletadas medidas de peso, altura e
circunferéncia da cintura. A medida do peso foi realizada em balanca digital, marca Welmy,
com capacidade méaxima de 300kg e minima de 1kg. Os participantes foram orientados a
vestirem roupas leves e estarem descalgos. A aferi¢do da altura foi realizada em estadiometro
vertical. A circunferéncia da cintura foi realizada com fita métrica ndo extensivel. A técnica
adotada para a coleta das medidas foi baseada nas recomendacdes propostas pelo Ministério da
Saude para adultos (BRASIL, 2011).

O estado nutricional foi determinado pelo cédlculo do indice de massa corporal (IMC)
que ¢ a relagdo entre o peso e o quadrado da altura (kg/m2), segundo classificagdo proposta pela
Organiza¢ao Mundial da Saude (OMS). Os pontos de corte estabelecidos sdo: baixo peso IMC
<18,5 kg/m?, peso adequado IMC >18,5 a <25 kg/m?, sobrepeso IMC >25 a <30 kg/m’ e
obesidade IMC > 30 kg/m? (WHO, 1995).

Outro parametro que foi utilizado para avaliar o estado nutricional foi a circunferéncia
da cintura (CC). Este indicador afere a localizacdo da gordura corporal. Em adultos, o padrio
de distribuicdo do tecido adiposo tem relacdo direta com o risco de morbi-mortalidade. Os
parametros de classificagdo da CC foram os propostos pela OMS, seguindo os seguintes
critérios para risco de desenvolvimento de doengas: >80,0 cm para homens e > 94,0 cm para
mulheres (WHO, 2000).

As medidas de peso, altura e circunferéncia da cintura foram realizadas no Laboratdrio
da Avaliacdo Nutricional do Curso de Nutricdo da Universidade de Passo Fundo, antes do inicio

da ingestdo do biscoito e depois de findar os 16 dias.

3.3.4 Ingestdo alimentar

A ingestdo de proteina e de calcio foi estimada através de autoregistro alimentar
estimado. Neste inquérito, as participantes foram orientadas a preencher trés autoregistros com
o horério, modo de preparo e a quantidade dos alimentos consumidos em cada refei¢do, de
modo que um dia pertencente ao final de semana e dois durante a semana, antes do inicio do
consumo do biscoito.

As quantidades ingeridas foram estimadas em medidas caseiras pelas participantes e

depois convertidas em gramas para analise. A média de proteina ingerida foi expressa em
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gramas por dia (g/dia) e de calcio foi expressa em miligramas por dia (mg/dia). A analise dos

autoregistros alimentares foi realizada por meio do software de Nutricdo Dietwin®.

3.3.5 Analise da formagdo dssea

A formacdo oOssea foi determinada através do marcador bioquimico osteocalcina. O
método utilizado foi eletroquimioluminescéncia através de plasma congelado. Foram feitas
coletas de sangue antes e apos a ingestdo do biscoito. As coletas foram realizadas no
Laboratorio de Analises Clinicas Escola (LABE), do Curso de Farmacia da Universidade de
Passo Fundo e foram enviadas para analise no Laboratorio Diagndsticos do Brasil de Curitiba,

PR.

3.3.6 Andlise da reabsor¢do dssea

A reabsorcdo Ossea foi determinada pelo marcador bioquimico telopeptideo
aminoterminal do colageno tipo I (NTX). O método utilizado para andlise do telopeptideo
aminoterminal do coligeno tipo I na urina foi enzimaimunoensaio. E uma técnica de
imunoensaio ligado a enzima de inibicdo competitiva (ELISA) que se utiliza de um anticorpo
monoclonal dirigido contra a sequéncia que inclui os NTX isolados na urina. Este anticorpo
monoclonal ndo reconhece os interligados livres presentes na urina (piridinolinas livres).

A coleta de urina foi realizada no Laboratdrio de Analises Clinicas Escola (LABE), do
Curso de Farmdacia da Universidade de Passo Fundo e a andlise do NTX foi realizada pelo

Laboratério Diagndsticos do Brasil de Curitiba, PR. Foram feitas coletas de urina antes e apds

a ingestdo do biscoito.

3.3.7 Doseamento de calcio

Para analise do calcio no plasma e na urina foi utilizado o método direto CPC, com o
reagente CALCIO Liquiform, sistema Labtest. A coleta e analise de sangue e urina foi feita
Laboratorio de Analises Clinicas Escola (LABE), do Curso de Farmacia da Universidade de

Passo Fundo, também antes e apos a ingestio do biscoito.
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3.4 TRATAMENTO DOS DADOS

Para o tratamento dos dados das andlises fisicas e quimicas das diferentes formulagdes
dos biscoitos, utilizou-se a metodologia de superficie de resposta. Esta técnica descreve o
comportamento da varidvel dependente (y) frente as mudangas nas variaveis independentes (xk)
dentro do intervalo estudado (BOX; DRAPER, 1987). A significancia do modelo foi testada
pela andlise de variancia (teste F). Nos modelos ajustados foram eliminadas as varidaveis ndo
significativas permanecendo na equagdo final somente aquelas significativas ao nivel de 5 %
de probabilidade.

Os resultados dos testes de andlise sensorial foram analisados pelo teste ndo paramétrico
de Friedman e os dados foram expressos como média + desvio padrdo (DP). Para os resultados
das andlises nutricionais, realizou-se analise de varidncia. O teste de Tukey para comparacao
entre médias foi utilizado para determinar as diferengas (p<0,05) entre os tratamentos.

Para a andlise dos resultados do estudo clinico, aplicou-se o teste de Wilcoxon para as
varidveis ndo paramétricas e o teste t pareado para as variaveis paramétricas. O coeficiente de
correlagdo entre a excre¢do urinaria NTX e a concentragdo no sangue de osteocalcina foi testado
com uma analise de regressdo linear, diferengas sendo consideradas significantes se p<0,05.

As andlises estatisticas foram realizadas através dos softwares Statistica versdo 8.0 e

SPSS versao 16.0.
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4  RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 BISCOITO TIPO COOKIE
4.1.1 Desenvolvimento dos biscoitos tipo cookie

Foram desenvolvidas 11 formulagdes de biscoitos com diferentes concentragdes de CPS
e aveia, segundo delineamento experimental. Também utilizou-se a formulagdo padrio (sem
adi¢do de CPS e aveia) para comparagdo em algumas analises. Nas Figuras 10, 11 e 12 estdo

apresentadas as 11 formula¢des de biscoitos desenvolvidas.

Figura 10. Biscoitos das formulagdes 1, 2, 3 ¢ 4.

Da esquerda para a direita: F1: 4,4% CPS/5,9%aveia; F2: 4,4% CPS/34,1% aveia; F3: 25,6% CPS/5,9% aveia;

F4:25,6% CPS/34,1% aveia

Figura 11. Biscoitos das formulagdes 5, 6, 7 ¢ 8.

Da esquerda para a direita: F5: 15% CPS/0,0% aveia; F6: 15% CPS/40% aveia; F7: 0% CPS/20% aveia; F8:
30% CPS/20% aveia

Figura 12. Biscoitos das formula¢des do ponto central.

Formulagdes do ponto central com 15% CPS/20% aveia. Da esquerda para a direita F9, F10 e F11.
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As Figuras 10, 11 e 12 mostram as diferentes apresentacdes fisicas obtidas em fungao

das formulagoes desenvolvidas conforme delineamento mostrado na Figura 6.

4.1.2 Avaliagdo tecnoldgica dos biscoitos

4.1.2.1 Avaliagao fisica dos biscoitos

A Tabela 9 apresenta as avaliacdes fisicas dos biscoitos, como perda de peso, diametro,

espessura, fator de expansdo e volume especifico.

Tabela 9. Respostas da avaliacio tecnoldgica de biscoitos utilizando planejamento fatorial 22 para perda de peso,
diametro, espessura, fator de expansio e volume especifico

Ensaio X; X» PP (g) D (mm) ESP (mm) FE VE (mL.g")
1 59 4,4 3,33+0,06 82,08+0,76 73,59+0,37 1,12+0,01 2,30+0,06
2 34,1 44 3,80+0,00 86,24+0,42 62,68+0,46 1,38+0,01 2,43+0,15
3 59 25,6 2,770£0,00 73,68+0,72 89,27+0,42 0,83+0,01 1,87+0,05
4 34,1 25,6 2,53£0,06 71,53+0,61 90,74+0,38 0,79+0,01 1,92+0,01
5 0 15  3,30+0,00 76,80+0,37 82,56+0,45 0,93+0,00 2,14+0,03
6 40 15 3,50+0,10 86,17+0,87 62,49+0,52 1,38+0,02 2,24+0,02
7 20 0 3,27+0,06  81,22+0,90 63,25+0,62 1,28+0,00 1,76+0,09
8 20 30  2,60+0,00 69,85+1,11 92,48+0,28 0,76+0,01 1,73+0,03
9 20 15 3,44+0,12 82,03£2,10 71,66+0,67 1,14+0,03 2,41+0,01
10 20 15  3,3840,03 83,55+0,89 72,44+0,78 1,15+0,01 2,40+0,05
11 20 15  3,30+£0,05 82,99+0,77 72,44+0,76 1,15+0,01 2,40+0,07

x; = concentracdo de flocos de aveia (%); x» = concentragdo de CPS (%); PP = perda de peso; D =
diametro; ESP = espessura; FE = fator de expansio; VE = volume especifico.
Valores médios + DP de determinagdes em triplicata.

Durante o processo de cozimento, a massa predominantemente viscoelastica ¢
transformada em um produto cozido sélido. Neste processo sdo determinadas as propriedades
fisicas do produto final, incluindo dimensdes (didmetro e espessura) e peso do biscoito. Estas
alteragdes sdo determinadas pelo desenvolvimento da estrutura porosa durante o cozimento. A
redugdo do peso do biscoito ocasionada pelo cozimento € conhecida como perda de peso. A
relacdo entre o aumento do didmetro e a espessura apos o cozimento corresponde ao fator de

expansdo (CRONIN; PREIS, 2000).
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A Tabela 10 apresenta a estimativa dos efeitos lineares (L) e quadraticos (Q) das
variaveis CPS (%) e flocos de aveia (%) na perda de peso dos biscoitos (g), ao nivel de 95% de

confianca.

Tabela 10. Estimativa dos efeitos lineares (L) e quadraticos (Q) das variaveis CPS (%) e flocos de aveia (%) na
perda de peso dos biscoitos (g), ao nivel de 95% de confianga

Fator Efeitos p

Média 3,373 <0,001
Flocos de aveia (%)(L) 0,146 0,264
Flocos de aveia (%)(Q) -0,009 0,948
CPS (%)(L) -0,712 0,002
CPS (%)(Q) -0,479 0,018
Flocos de aveia (%) x CPS (%) -0,317 0,111

L = efeito linear; Q = efeito quadratico.

Observa-se que a variavel independente CPS apresentou efeito linear significativo
(p<0,05) sobre a perda de peso dos biscoitos, o que indica que este fator tem maior influéncia
na perda de peso. Quanto maior a concentracdo de CPS nos biscoitos, menor € a perda de peso,
isto significa que, aumentando a concentracdo de CPS de 4,4% para 25,6%, diminui a perda de
peso em 0,71g. A variagdo da perda de peso foi provavelmente devido as diferencas na
concentracdo de proteinas, pela capacidade de absor¢do de dgua. Neste trabalho, o aumento na
concentracdo de flocos de aveia ndo afetou a perda de peso dos biscoitos, comportamento
também encontrado por Assis et al. (2009) e Mauro, Silva e Freitas (2010). Porém, em virtude
das caracteristicas hidrofilicas da fibra, que geralmente retém mais dgua, esperava-se encontrar
resultado diferente, como relatado por Perez e Germani (2007).

De acordo com a analise de varidncia da regressdo (Tabela 11), observou-se que os
dados experimentais se ajustaram ao modelo de segunda ordem, visto que Fcaiculado fO1 superior
20 Fuabelado, com coeficiente de determinacio (R?) igual a 0,91. O modelo matematico empirico
de 2* ordem, obtido est4 apresentado na Equacédo 1. Considerando que o modelo quadratico foi
valido para a varidvel resposta CPS, o mesmo foi utilizado para gerar a superficie de resposta e

confirmar os resultados observados na analise de efeitos estimados (Figura 13).

Perda de peso (g) = 3,373 - 0,356CPS - 0,239CPS? (1)
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Tabela 11. Analise de variancia para perda de peso dos biscoitos

GL SQ QM Fealculado Ftabelado R?
Regressao 5 1,501055  0,300211 11,172644 5,05 0,91785
Residuo 5 0,134351 0,02687
Erro 5 0,134351
Total 10 1,635406

GL = graus de liberdade; SQ = soma de quadrados; QM = quadrado médio (QM=SQ/GL); Valor F =
teste de Fisher; R? = coeficiente de determinagio (%).

Figura 13. Superficie de reposta para perda de peso (g) nos ensaios do delineamento experimental de biscoitos

em fun¢@o do CPS (%) e flocos de aveia (%).
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Fonte: elaborado pelo autor (2016).

O fator de expansdo ¢ a razdo entre o didmetro e a espessura dos biscoitos e ¢ utilizado
para predizer sua qualidade (GAINES, 1993). Aqueles com indice de expansdo muito elevado
ou muito baixo causam problemas na industria, uma vez que resultam em produtos com
tamanho pequeno ou peso muito elevado. A Tabela 12 apresenta a estimativa dos efeitos

lineares (L) e quadraticos (Q) das varidveis CPS (%) e flocos de aveia (%) no fator de expansao

dos biscoitos (g), ao nivel de 95% de confianca.
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Tabela 12. Estimativa dos efeitos lineares (L) e quadraticos (Q) das variaveis CPS (%) e flocos de aveia (%) no
fator de expansdo dos biscoitos (g), ao nivel de 95% de confianca

Fator Efeitos p

Média 1,148 <0,001
Flocos de aveia (%)(L) 0,215 0,012
Flocos de aveia (%)(Q) -0,024 0,731
CPS (%)(L) -0,407 0,001
CPS (%)(Q) -0,160 0,060
Flocos de aveia (%) x CPS (%) -0,149 0,116

L = efeito linear; Q = efeito quadratico.

De acordo com a estimativa dos efeitos lineares e quadraticos, observou-se efeito linear
significativo (p<0,05) sobre o fator de expansdo dos biscoitos para ambas as variaveis. O fator
de expansdo dos biscoitos aumentou com o acréscimo de flocos de aveia, o que significa que
aumentando a concentragdo de flocos de aveia de 5,9 para 34,1%, tem-se aumento de 0,21 neste
fator. Este resultado possivelmente ocorreu devido a presenga da fibra insoluvel presente nos
flocos de aveia, que pode ter ocasionado maior disponibilidade de 4gua na massa, possibilitando
a gelatinizacdo do amido presente na farinha, causando maior expansao dos biscoitos, resultado
relatado por Gutkoski et al. (2007).

O aumento na concentragdo de CPS ocasionou diminui¢cdo no fator de expansio, isto
significa que, aumentando a concentracdo de CPS de 4,4 para 25,6%, diminui o fator de
expansdo em 0,41. Este resultado pode ser explicado pela tendéncia em tornar a massa mais
forte quando da utilizacdo de farinhas adicionadas de fontes proteicas, como o CPS, podendo
prejudicar sua extensibilidade em niveis de substituicdo mais elevados, como obtido por El-
Dash e Germani (1994), utilizando farinha de soja.

Kissel, Prentice e Yamazaki (1975), afirmaram que o fendomeno de expansdo de
biscoitos ¢ primariamente fisico e controlado pela capacidade dos componentes de absorver
agua. Assim, o acréscimo de componentes que possuem maior capacidade de reter agua do que
a farinha de trigo (como € o caso do CPS) resulta em uma competicdo pela dgua livre presente
na massa do biscoito, limitando a taxa de expansao.

De acordo com a andlise de variancia da regressdo (Tabela 13), observou-se que os
dados experimentais se ajustaram ao modelo de segunda ordem, visto que Fcalculado f01 superior
20 Fuabelado, com coeficiente de determinacio (R?) igual a 0,94. O modelo matematico empirico

de 2% ordem, obtido estd apresentado na Equagao 2. Considerando que o modelo quadratico foi
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valido, o mesmo foi utilizado para gerar a superficie de resposta e confirmar os resultados

observados na analise de efeitos estimados (Figura 14).

Fator de expansio (g) = 1,148191 + 0,107361Aveia - 0,203529CPS (2)

Tabela 13. Analise de varidncia para fator de expansido dos biscoitos

GL SQ QM Fcalculado Ftabelado R?
Regressao 5 0,481 0,096 15,703 5,050 0,940
Residuo 5 0,031 0,006
Erro 5 0,031
Total 10 0,512

GL = graus de liberdade; SQ = soma de quadrados; QM = quadrado médio (QM=SQ/GL); Valor F =
teste de Fisher; R? = coeficiente de determinagdo (%).

Figura 14. Superficie de reposta para o fator de expansio (g) nos ensaios do delincamento experimental de
biscoitos em fungéo do CPS (%) e flocos de aveia (%).
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Fonte: elaborado pelo autor (2016).

O volume especifico dos biscoitos ¢ calculado pela razdo entre o volume do biscoito
(mL) e a sua massa (g). Ele ¢ afetado por fatores como a qualidade dos ingredientes usados na
formulagdo da massa, especialmente a farinha e os tratamentos usados durante o processamento
(EL DASH; CAMARGQO, 1982). A Tabela 14 apresenta a estimativa dos efeitos lineares (L) e

quadraticos (Q) das varidveis CPS (%) e flocos de aveia (%) no volume especifico dos biscoitos

(mL.g ), ao nivel de 95% de confianga.
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Tabela 14. Estimativa dos efeitos lineares (L) e quadraticos (Q) das variaveis CPS (%) e flocos de aveia (%) no
volume especifico (mL.g™"), ao nivel de 95% de confianga

Fator Efeitos p

Média 2,400 <0,001
Flocos de aveia (%)(L) 0,079 0,553
Flocos de aveia (%)(Q) -0,126 0,431
CPS (%)(L) -0,246 0,103
CPS (%)(Q) -0,577 0,011
Flocos de aveia (%) x CPS (%) -0,043 0,815

L = efeito linear; Q = efeito quadratico.

A varidvel independente CPS apresentou efeito quadratico significativo e negativo
(p<0,05) sobre o volume especifico dos biscoitos. Este efeito (-0,577) indica que ha um ponto
de maximo. Porém, observa-se que ambas as variaveis (flocos de aveia e CPS) ndo
apresentaram efeito linear significativo sobre o volume especifico dos biscoitos. Sendo assim,
pode afirmar que estes fatores ndo tém influéncia no volume especifico. A média de volume
nas diferentes formulacdes foi de 2,15 cm®.g™!, estando de acordo com os resultados obtidos por
Gutkoski et al. (2003), que obtiveram volume especifico entre 1,97 € 2,21 cm®.g! para biscoitos.

A Tabela 15 apresenta a analise de varidncia para o volume especifico dos biscoitos em
relacdo a adicdo de flocos de aveia e a adicdo de CPS nas formulagdes de biscoitos do

delineamento experimental.

Tabela 15. Andlise de variancia para volume especifico nas formulagdes de biscoito

Soma Média
Graus de
qlladri'ltic qlladrfltic F calculado F tabelado l{2
liberdade
a a

Regressiao 5 0,604 0,121 3,956 5,050 0,798
Residuo 5 0,153 0,031
Erro 5 0,153
Total 10 0,757

GL = graus de liberdade; SQ = soma de quadrados; QM = quadrado médio (QM=SQ/GL); Valor F =
teste de Fisher; R? = coeficiente de determinacio (%).
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De acordo com a analise de varidncia, observou-se que os dados experimentais nao se
ajustaram ao modelo, visto que Fealculado fO1 inferior ao Fiapelado, com coeficiente de determinagao

(R?) igual a 0,798.

4.1.2.2 Cor dos biscoitos

A cor dos biscoitos ¢ uma das primeiras caracteristicas observadas pelo consumidor,
afetando a aceitabilidade do produto (ZOULIAS; PIKNIS; OREOPOULOU, 2000). Entre os
fatores que contribuem para a formagao da cor, estdo o tempo de cozimento e os ingredientes
utilizados na formulagdo (CRONIN, PREIS, 2000).

A Tabela 16 apresenta os valores de luminosidade e as coordenadas de cromaticidade

a* e b* das formulacdes conforme delineamento experimental.

Tabela 16. Respostas da avaliagiio tecnolégica de biscoitos usando planejamento fatorial 22 para os pardmetros
de cor (L*, a* e b*)

Ensaio X1 Xa L* a* b*
1 5.9 4,4 68,96+0,06 10,61+0,13 34,434+0,08
2 34,1 4,4 61,61+0,06 12,70+0,02 34,96+0,06
3 5,9 25,6 60,57+0,10 17,87+0,09 38,82+0,05
4 34,1 25,6 63,73+0,21 14,70+0,18 35,30+0,20
5 0 15 62,99+0,07 15,95+0,06 37,3340,02
6 40 15 51,10+0,06 18,23+0,02 34,24+0,03
7 20 0 72,02+0,05 5,63+0,05 30,9340,04
8 20 30 62,46+0,20 16,29+0,13 38,05+0,06
9 20 15 57,17+0,04 17,28+0,04 37,00+0,04
10 20 15 57,80+0,17 16,84+0,42 36,74+0,47
11 20 15 57,67+0,24 17,28+0,26 36,69+0,13

x1 = flocos de aveia; x, = valores de CPS; L* = luminosidade; a* e b* = coordenadas de cromaticidade.

As Tabelas 17, 18 e 19 apresentam a estimativa dos efeitos lineares (L) e quadraticos
(Q) das variaveis CPS (%) e flocos de aveia (%) para luminosidade (L*), coordenadas de

cromaticidade a* e b*, respectivamente, ao nivel de 95% de confianca.
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Tabela 17. Estimativa dos efeitos lineares (L) e quadraticos (Q) das variaveis CPS (%) e flocos de aveia (%) para
luminosidade (L*), ao nivel de 95% de confianga

Fator Efeitos P

Média 57,541 <0,001
Flocos de aveia (%)(L) -5,249 0,032
Flocos de aveia (%)(Q) 0,280 0,900
CPS (%)(L) -4,952 0,039
CPS (%)(Q) 10,534 0,004
Flocos de aveia (%) x CPS (%) 5,257 0,091

L = efeito linear; Q = efeito quadratico.

Tabela 18. Estimativa dos efeitos lineares (L) e quadraticos (Q) das variaveis CPS (%) e flocos de aveia (%) para
a coordenada a*, ao nivel de 95% de confianca

Fator Efeitos P

Média 17,133 <0,001
Flocos de aveia (%)(L) 0,535 0,544
Flocos de aveia (%)(Q) -0,062 0,952
CPS (%)(L) 6,087 0,001
CPS (%)(Q) -6,229 0,001
Flocos de aveia (%) x CPS (%) -2,628 0,073

L = efeito linear; Q = efeito quadratico.

Tabela 19. Estimativa dos efeitos lineares (L) e quadraticos (Q) das varidveis CPS (%) e flocos de aveia (%) para
a coordenada b*, ao nivel de 95% de confianga

Fator Efeitos P

Média 36,805 <0,001
Flocos de aveia (%)(L) -1,842 0,048
Flocos de aveia (%)(Q) -0,651 0,477
CPS (%)(L) 3,706 0,003
CPS (%)(Q) -1,952 0,069
Flocos de aveia (%) x CPS (%) -2,028 0,099

L = efeito linear; Q = efeito quadratico.

Observa-se que, para a variavel dependente luminosidade, as variaveis independentes
flocos de aveia e CPS apresentaram efeito linear significativo (p<0,05), o que indica que

aumentando a concentracdo de flocos de aveia e CPS, a luminosidade observada nos biscoitos
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diminui, gerando coloragdo mais escura. Pérez et al. (2013) também encontrou resultados que
mostram que o incremento de CPS produz uma redugao linear dos valores de luminosidade,
sendo significativo o aumento do desenvolvimento da cor. Assis et al. (2009) encontraram
resultados semelhantes em relacdo a utilizagdo de farinha de aveia em substituicdo a farinha de
trigo.

Para a varidvel dependente coordenada de cromaticidade a*, a variavel independente
CPS apresentou efeito significativo (p<0,05), mostrando que com o aumento da concentragao
de CPS, pode-se verificar um aumento da intensidade da cor vermelha. Para a varidvel
dependente coordenada de cromaticidade b*, ambas varidveis (CPS e flocos de aveia)
apresentaram efeito significativo, porém negativo para flocos de aveia e positivo para CPS,
indicando que com o aumento das concentracdes de flocos de aveia ocorre diminuigdo da
intensidade de amarelo (b*) e com o aumento da concentragdo de CPS, ocorre aumento na
intensidade do amarelo (b*).

A variagdo da cor dos biscoitos pode ser explicada como o resultado do
desenvolvimento da reagdo de Maillard entre a lactose do CPS e os grupos livres amino-lisina
e pelo aumento da concentragdo de flocos de aveia, pois 0s mesmos possuem uma coloragio
mais escura que a farinha de trigo e, consequentemente, os biscoitos apresentaram uma
coloracdo mais intensa a medida que foram utilizados maiores teores de flocos de aveia e de
CPS. O efeito dos ingredientes no desenvolvimento da reagdo de Maillard em biscoitos tem de
ser considerado quando da utilizagio de outros ingredientes em substitui¢do da farinha de trigo,
pois estas modificam os atributos sensoriais e nutricionais do produto final.

De acordo com Esteller e Lannes (2005), valores de luminosidade L* mais altos indicam
maior reflectancia da luz, traduzindo-se em produtos com coloracdo clara e pobre em agucares.
Para Esteller (2004), maiores valores de a* (desvio para o vermelho) indicam coloragdo mais
escura na crosta e valores altos para b* sdo traduzidos para amostras com forte coloragdo
amarelada ou dourada.

Segundo Gutkoski et al. (2007), a cor pode ser influenciada pelos ingredientes
empregados na formulagdo, principalmente o teor de aglcar e o tempo e a temperatura de
assamento, promovendo as reacdes de Maillard e caramelizagdo, variagdo verificada no
presente trabalho.

McWatters et al. (2003) avaliaram os parametros de cor L*, a*, b*, croma e angulo hue
de biscoitos contendo diferentes proporgdes de farinha de trigo, farinha de fonio e farinha de
cowpea (Vigna sinenses). As superficies superior e inferior dos biscoitos apresentaram

diferencas de coloragdo, sendo influenciadas pelas farinhas utilizadas. Os biscoitos contendo
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50 % de farinha de cowpea e 50 % de farinha de trigo apresentaram o maior valor para L*,
sendo biscoitos mais claros. Biscoitos com maior croma (intensidade da cor) foram produzidos
pelas formulagdes contendo 50 % de farinha de trigo e 50 % de farinha de cowpea e 75 % de
farinha de fonio e 25 % de farinha de cowpea.

Biscoitos contendo diferentes propor¢des de concentrado proteico de soro e mel foram
avaliados quanto aos parametros L*, a* e b*. A presen¢a de mel nas formulagdes aumentou o
valor de a* e b* e reduziu o valor de L* em relacdo ao biscoito controle, indicando biscoitos
mais vermelhos, amarelos e escuros, respectivamente (CONFORTI; LUPANO, 2004).
Também Lee e Brennand (2005) avaliaram os parametros de cor L*, a* e b* na superficie
interna e externa de biscoitos contendo diferentes propor¢des de isolado protéico de soja. Foram
identificadas diferencgas significativas nos parametros L* e a* na superficie externa dos
biscoitos. O biscoito contendo 15 % de isolado proteico de soja apresentou o menor valor de
L*, apresentando, portanto, coloragdo mais escura em relacdo as demais formulagdes. A
formulacdo contendo 15 % de isolado proteico de soja apresentou maior valor para o pardmetro
a*, indicando coloragdo mais vermelha. Com o aumento da proporcdo de isolado proteico de
soja houve um aumento nos parametros a* e b* e redug¢@o do parametro L* na superficie interna
dos biscoitos. Gallagher, Kenny e Arendt (2005) avaliaram a influéncia de concentrado proteico
de soro e caseinato de sodio no pardmetro de luminosidade (L*) de formulacdes de biscoitos.
Todos os biscoitos contendo proteina lactea exibiram o menor valor de L* quando comparados
ao biscoito padrdo, devido a reagdo de Maillard entre proteinas e agucares redutores.

De acordo com a andlise de varidncia da regressdo de luminosidade, coordenada a* e b*
(Tabela 20), observou-se que os dados experimentais se ajustaram ao modelo de segunda
ordem, visto que Fealculado foi maior a0 Fiabelado, com coeficiente de determinagdo (R?) igual a

0,90425, 0,954 ¢ 0,897, respectivamente.
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Tabela 20. Analise de varidncia para a cor dos biscoitos

Resposta GL SQ oM Fealculado Ftabelado R?
Luminosidade (L*)
Regressao 5 298,8056 59,76112 9,4436803 5,05 0,90425
Residuo 5 31,6408  6,32816
Erro 5 31,6408
Total 10 330,4464
a*
Regressao 5 140,404 28,081 20,862 5,050 0,954
Residuo 5 6,730 1,346
Erro 5 6,730
Total 10 147,134
b*
Regressao 5 43,617 8,723 8,698 5,050 0,897
Residuo 5 5,015 1,003
Erro 5 5,015
Total 10 48,631

GL = graus de liberdade; SQ = soma de quadrados; QM = quadrado médio (QM=SQ/GL); Valor F = teste de
Fisher; R? = coeficiente de determinagio (%).

O modelo matematico empirico de 2% ordem, obtido estd apresentado nas Equagdes 3, 4

es.

L* =57,54053 - 2,62475Aveia - 2,47624CPS + 5,26710CPS? 3)
a* =17,13347 + 3,04354CPS - 3,11457CPS? 4)
b* =36,80479 - 0,92110Aveia + 1,85308CPS (5)

Considerando que o modelo quadratico foi valido para a variavel resposta flocos de
aveia e CPS, o mesmo foi utilizado para gerar a superficie de resposta e confirmar os resultados

observados na analise de efeitos estimados (Figuras 15, 16 € 17).
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Figura 15. Superficie de reposta para luminosidade (L*) nos ensaios do delineamento experimental de biscoitos

em fun¢@o do CPS (%) e flocos de aveia (%)
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Fonte: elaborado pelo autor (2016).

Figura 16. Superficie de reposta para a coordenada a* nos ensaios do delineamento experimental de biscoitos em

fungdo do CPS (%) e flocos de aveia (%)
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Fonte: elaborado pelo autor (2016).
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Figura 17. Superficie de reposta para a coordenada b* nos ensaios do delineamento experimental de biscoitos em

func@o do CPS (%) e flocos de aveia (%)
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Fonte: elaborado pelo autor (2016).

4.1.2.3 Textura dos biscoitos

A textura é uma caracteristica muito importante da qualidade e contribui de forma
significativa para a aceitacao global da qualidade dos produtos alimentares (MAMAT, 2010).
A dureza dos produtos estd relacionada com a forga aplicada para ocasionar uma deformagéo
ou rompimento da amostra e ¢ correlacionada com a mordida humana durante a ingestdo dos
alimentos. A for¢ca maxima avaliada para produtos panificados ¢ dependente da formulacao,
umidade da massa e conservacdo (ESTELLER, LANNES, 2005). A fraturabilidade estd
associada a crocancia dos biscoitos. Da mesma forma que a dureza, sdo desejados valores
baixos de fraturabilidade, que juntos resultam em produto mais crocante (ASSIS et al. 2009).

A Tabela 21 apresenta os resultados de dureza e fraturabilidade dos biscoitos elaborados

com diferentes substitui¢des de farinha de trigo por flocos de aveia e CPS.



Tabela 21. Respostas da avaliagio tecnoldgica de biscoitos usando planejamento fatorial 22 para dureza e
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fraturabilidade
Ensaio X1 Xa Dureza (g) Fraturabilidade (mm)
1 5,9 4.4 1831,69+75 12,89+0,13
2 34,1 4.4 1392,19+99,18 11,12+0,25
3 5,9 25,6 5801,13+683,19 15,37+0,05
4 34,1 25,6 3233,35+79,15 15,04+0,28
5 0 15 4207,72+266,22 14,31+0,39
6 40 15 3943,824+232,66 10,97+0,37
7 20 0 937,35+68,58 11,33+0,54
8 20 30 7105,66+708,33 15,42+0,10
9 20 15 3688,63+64,83 13,34+0,76
10 20 15 3782,05+524,47 12,26+0,85
11 20 15 3757,43+581,12 12,85+0,44

x; = valores de flocos de aveia; x, = valores de CPS.

As Tabelas 22 e 23 apresentam a estimativa dos efeitos lineares (L) e quadraticos (Q)

das variaveis CPS (%) e flocos de aveia (%) para dureza e fraturabilidade dos biscoitos,

respectivamente, ao nivel de 95% de confianca.

Tabela 22. Estimativa dos efeitos lineares (L) e quadraticos (Q) das variaveis CPS (%) e flocos de aveia (%) para
dureza (g), ao nivel de 95% de confianga

Fator Efeitos p

M¢édia 36,742 0,001
Flocos de aveia (%)(L) -8,310 0,232
Flocos de aveia (%)(Q) -1,616 0,834
CPS (%)(L) 35,675 0,002
CPS (%)(Q) -2,151 0,780
Flocos de aveia (%) x CPS (%) -10,436 0,281

L = efeito linear; Q = efeito quadratico.
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Tabela 23. Estimativa dos efeitos lineares (L) e quadraticos (Q) das variaveis CPS (%) e flocos de aveia (%) para
fraturabilidade (mm), ao nivel de 95% de confianca

Fator Efeitos p

Média 12,813 <0,001
Flocos de aveia (%)(L) -1,703 0,015
Flocos de aveia (%)(Q) 0,126 0,830
CPS (%)(L) 3,053 0,001
CPS (%)(Q) 0,866 0,182
Flocos de aveia (%) x CPS (%) 0,722 0,325

L = efeito linear; Q = efeito quadratico.

Observa-se que a variavel independente CPS apresentou efeito linear significativo
(p<0,05) sobre a dureza dos biscoitos, o que indica que aumentando a concentracdo de CPS,
obtém-se aumento na dureza. A maior dureza dos biscoitos com CPS pode ser atribuida a
dilui¢do da rede proteica de gliten no CPS o que torna a massa mais fragil. As proteinas do
gluten formam uma rede continua na estrutura da massa durante a mistura de farinha de trigo e
agua, sendo assim, as propriedades do gluten em particular t€ém impacto sobre o produto final
(SASAKI; YASUIL; KOHYAMA, 2008).

Para fraturabilidade, ambas as varidveis apresentaram efeito linear significativo, sendo
uma positivo (CPS) e outra negativo (flocos de aveia), indicando que com aumento na
concentracdo de flocos de aveia, tem-se reducdo na fraturabilidade e com aumento na
concentracdo de CPS, hd aumento na fraturabilidade. O efeito positivo do CPS na
fraturabilidade ocasionou maior resisténcia do biscoito a quebra. J& o efeito negativo dos flocos
de aveia, com a reducdo na fraturabilidade, ¢ devido a caracteristica da aveia de conferir
crocancia aos biscoitos (GUTKOSKI; PEDO, 2000).

De acordo com a andlise de varidncia da regressdo (Tabelas 24 e 25), observou-se que
os dados experimentais se ajustaram ao modelo de segunda ordem, visto que Fcalculado f01 maior
20 Fubelado, com coeficiente de determinacgio (R?) igual a 0,882 e 0,922, respectivamente. Os

modelos matematicos empiricos de 2* ordem obtidos estdo apresentados nas Equagdes 6 e 7.

Dureza (g) =3746,611 + 1818,900CPS (6)
Fraturabilidade (mm) = 12,81253 -0,85162Aveia + 1,52639CPS (7)
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Tabela 24. Analise de variancia para dureza dos biscoitos

Resposta GL SQ QM Featculado ~ Frabelado R?
Regressao 5 29035540,640 5807108,128 7,489 5,050 0,882
Residuo 5 3877270,549  775454,110
Erro 5 3877270,549
Total 10 32912811,190

GL = graus de liberdade; SQ = soma de quadrados; QM = quadrado médio (QM=SQ/GL); Valor F = teste de
Fisher; R? = coeficiente de determinagio (%).

Tabela 25. Analise de variancia para fraturabilidade dos biscoitos

Resposta GL SQ oM Fealculado Ftabelado R?
Regressao 5 25,965 5,193 11,832 5,050 0,922
Residuo 5 2,195 0,439
Erro 5 2,195
Total 10 28,160

GL = graus de liberdade; SQ = soma de quadrados; QM = quadrado médio (QM=SQ/GL); Valor F = teste de
Fisher; R? = coeficiente de determinagio (%).

Considerando que o modelo foi valido para a variavel resposta flocos de aveia e CPS,
o mesmo foi utilizado para gerar a superficie de resposta da dureza e da fraturabilidade (Figuras

18 ¢ 19).

Figura 18. Superficie de reposta para dureza (g) nos ensaios do delineamento experimental de biscoitos em

funcdo do CPS (%) e flocos de aveia (%)

o, LR,

Fonte: elaborado pelo autor (2016).



Figura 19. Superficie de reposta para fraturabilidade (mm) nos ensaios do delineamento experimental de

biscoitos em fung¢io do CPS (%) e flocos de aveia (%)
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Fonte: elaborado pelo autor (2016).

Analisando-se as superficies de resposta, podem-se confirmar os resultados observados

na analise de efeitos estimados, que mostram que altas concentracdes de CPS aumentam a
dureza e a fraturabilidade.

4.1.2.4 Composi¢do quimica dos biscoitos

Os resultados da composi¢@o quimica dos biscoitos tipo cookie enriquecidos com CPS e flocos

de aveia estdo apresentados na Tabela 26.
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Tabela 26. Composi¢do quimica dos biscoitos elaborados com diferentes concentragdes de CPS ¢ flocos de aveia

Ensaio Umidade Proteinas** Cinzas** Lipidios** Fibras** Carboidratos** VCT

(%) (%) (%) (%) (%) (kcal)
1 7,87+£0,01  9,85+0,12  1,50+0,03 16,10+0,28 0,24+0,01 64,66+0,39 442.,92+1,43
2 8,14+0,06 10,16+0,11  1,72+0,06 16,77+0,04 0,38+0,02 63,62+0,17 446,04+0,12
3 8,56+0,01 17,64+0,18 1,83+£0,06 16,94+0,04 0,17+0,02 55,05+0,25 443,22+0,07
4 8,17+0,02  18,27+0,07 1,96+0,04 16,90+0,06 0,27+0,04 54,35+0,03 442,57+0,70
5 7,98+0,03  13,79+40,22  1,56+0,04 16,02+0,02 0,16+0,01 60,16+0,24 440,02+0,07
6 8,11+0,03  14,60+0,05 1,93+0,04 16,78+0,04 0,47+0,04 59,1120,05 445,93+0,03
7 8,22+0,08  8,51+0,14  1,50+0,05 16,62+0,02 0,25+0,02 65,41+0,04 445,30+0,54
8 8,31+0,05  19,71+0,17 2,030  16,67+0,44 0,30+0,01 52,89+0,66 440,40+2,01
9 8,17+0,13  14,27+0,04 1,73+£0,14 16,2240  0,35+0,03 59,55+0,07 441,21+0,11
10 8,14+0,07 14,10+0,06 1,68+0,12 16,24+0,13 0,34+0,01 60,0240 442,63+1,46
11 8,33+0,06  13,97+0,02  1,72+0,01 16,35+0,07 0,35+0,01 59,6240,03 441,53+0,67

**Resultados em base seca. VCT = valor calorico total.

A Tabela 27 apresenta a estimativa dos efeitos lineares (L) e quadraticos (Q) das

varidveis flocos de aveia (%) e concentrado proteico de soro de leite (CPS) (%) no teor de

umidade.

Tabela 27. Estimativa dos efeitos da adi¢do de flocos de aveia (%) e adi¢do de CPS (%) no teor de umidade dos

biscoitos (%)

Fator Efeitos p

Média 8,178 <0,001
Flocos de aveia (%) (L) -0,358 0,070
Flocos de aveia (%) (Q) -0,162 0,424
CPS (%) (L) 0,633 0,010
CPS (%) (Q) 0,152 0,452
Flocos de aveia (%) x CPS (%) 0,071 0,760

L = efeito linear; Q = efeito quadratico.

No intervalo estudado, a varidvel independente CPS apresentou efeito linear

significativo (p<0,05) sobre o teor de umidade dos biscoitos. O efeito linear significativo e

positivo (0,633) da variavel CPS indica que aumento dos seus niveis aumenta o teor de umidade

dos biscoitos.

A Tabela 28 apresenta a analise de variancia para o teor de umidade dos biscoitos em

relag@o a adicdo de flocos de aveia e a adicdo de CPS nas formulacgdes de biscoitos.
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Tabela 28. Analise de variancia para o teor de umidade nas formulagdes dos biscoitos

Graus de Soma Média
F calculado F tabelado R2
liberdade quadratica  quadratica
Regressao 5 1,158 0,232 4,771 5,050 0,827
Residuo 5 0,243 0,049
Erro 5 0,242672
Total 10 1,400409

GL = graus de liberdade; SQ = soma de quadrados; QM = quadrado médio (QM=SQ/GL); Valor F =
teste de Fisher; R? = coeficiente de determinagio (%).

De acordo com a Andlise de Variancia, observou-se que os dados experimentais nao se
ajustaram ao modelo, visto que Fcaiculado fO1 inferior ao Frabelado, com coeficiente de determinacao
(R?) igual a 0,827.

A Tabela 29 apresenta a estimativa dos efeitos lineares (L) e quadraticos (Q) das
variaveis CPS (%) e flocos de aveia (%) para composi¢do quimica dos biscoitos (%), ao nivel

de 95% de confianga.
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Tabela 29. Estimativa dos efeitos lineares (L) e quadraticos (Q) das variaveis CPS (%) e flocos de aveia (%) na
composi¢ao quimica dos biscoitos (%), ao nivel de 95% de confianga

Fator Efeitos p
Proteina
Média 14,112 <0,001
Flocos de aveia (%)(L) 0,522 0,004
Flocos de aveia (%)(Q) -0,001 0,996
CPS (%)(L) 7,945 <0,001
CPS (%)(Q) -0,091 0,504
Flocos de aveia (%) x CPS (%) 0,157 0,341
Lipidios
Média 16,269 <0,001
Flocos de aveia (%)(L) 0,428 0,025
Flocos de aveia (%)(Q) 0,211 0,249
CPS (%)(L) 0,261 0,113
CPS (%)(Q) 0,454 0,038
Flocos de aveia (%) x CPS (%) -0,354 0,124
Carboidratos
Média 59,695 <0,001
Flocos de aveia (%)(L) -1,184 0,002
Flocos de aveia (%)(Q) -0,092 0,723
CPS (%)(L) -8,745 <0,001
CPS (%)(Q) -0,483 0,104
Flocos de aveia (%) x CPS (%) 0,571 0,105
Cinzas
Média 1,711 <0,001
Flocos de aveia (%)(L) 0,216 0,001
Flocos de aveia (%)(Q) 0,031 0,440
CPS (%)(L) 0,326 <0,001
CPS (%)(Q) 0,052 0,218
Flocos de aveia (%) x CPS (%) -0,042 0,380
Fibras
Média 0,347 <0,001
Flocos de aveia (%)(L) 0,175 0,006
Flocos de aveia (%)(Q) -0,047 0,338
CPS (%)(L) -0,030 0,456
CPS (%)(Q) -0,088 0,108
Flocos de aveia (%) x CPS (%) -0,015 0,787

L = efeito linear; Q = efeito quadratico.
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Na Tabela 29, pode-se observar que houve efeito linear significativo para a varidvel
independente flocos de aveia em todas as varidveis resposta (proteinas, lipidios, carboidratos,
cinzas e fibras). Este comportamento € esperado para proteina, lipidios e fibras, pois os flocos
de aveia apresentam maiores destes constituintes quando comparados com a farinha de trigo.
Este resultado indica um ganho nutricional significativo. Resultado semelhante foi encontrado
por Gutkoski et al. (2007) e Mauro, Silva e Freitas (2010).

A fibra alimentar variou entre 0,16 g/100 g e 0,47 g/100 g, com diferenca significativa

(p <0,05). Segundo o Ministério da Saide (BRASIL, 1998), um alimento sélido pode ser
considerado fonte de fibra, quando possui um minimo de fibras (3,0 g/100 g), e como de alto
teor de fibras, quando contém, no minimo, 6 g/100 g. Assim, todas as formula¢des de biscoito
nao podem ser consideradas fonte de fibras.
Para a variavel independente CPS, houve efeito linear significativo para as varidveis resposta
proteina, carboidratos e cinzas, sendo que com o aumento da concentragcdo de CPS ha um
aumento no teor de proteinas e cinzas, porém diminuicdo no teor de carboidratos, resultado que
era esperado, devido ao alto teor de proteina presente no CPS utilizado.

De acordo com a andlise de varidncia observou-se que os dados experimentais se
ajustaram ao modelo de segunda ordem para proteina, cinzas, carboidratos e fibras, visto que
Fealculado f01 maior a0 Fiapelado, com coeficiente de determinacdo (R?) igual a 0,99, 0,97, 0,99 e
0,84, respectivamente (Tabela 30). Os modelos matematicos empiricos de 2* ordem obtidos
estdo apresentados nas Equacdes 8, 9, 10 e 11. Considerando que o modelo foi valido para a
varidvel resposta flocos de aveia e CPS, o mesmo foi utilizado para gerar a superficie de

resposta para proteina, cinzas, carboidratos e fibras (Figura 20, 21, 22 e 23).

Proteina (%) = 14,11247 + 0,26107Aveia + 3,97254CPS (8)
Cinzas (%) = 1,711154 + 0,107996Aveia + 0,163013CPS (9)
Carboidratos (%) = 59,695 - 0,592Aveia - 4,373CPS (10)

Fibras (%) = 0,347+0,087Aveia (11)



Tabela 30. Analise de varidncia para a composi¢do quimica dos biscoitos

93

Resposta GL SQ oM Fealculado Ftabelado R?

Proteinas
Regressao 5 126,453 25,291 1139,469 5,050 0,999
Residuo 5 0,111 0,022
Erro 5 0,111
Total 10 126,564

Cinzas
Regressao 5 0,311 0,062 32,268 5,050 0,970
Residuo 5 0,010 0,002
Erro 5 0,010
Total 10 0,321
Carboidratos
Regressao 5 169,276 33,855 569,552 5,050 0,998
Residuo 5 0,297 0,059
Erro 5 0,297
Total 10 169,573
Fibras

Regressao 5 0,074 0,015 5,306 5,050 0,841
Residuo 5 0,014 0,003
Erro 5 0,014
Total 10 0,088

GL = graus de liberdade; SQ = soma de quadrados; QM = quadrado médio (QM=SQ/GL); Valor F =
teste de Fisher; R? = coeficiente de determinagao (%).
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Figura 20. Superficie de reposta para proteinas (%) nos ensaios do delineamento experimental de biscoitos em
func@o do CPS (%) e flocos de aveia (%)
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Fonte: elaborado pelo autor (2016).

Figura 21. Superficie de reposta para cinzas (%) nos ensaios do delineamento experimental de biscoitos
em func@o do CPS (%) e flocos de aveia (%).

Fonte: elaborado pelo autor (2016).
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Figura 22. Superficie de reposta para carboidratos (%) nos ensaios do delineamento experimental de biscoitos

em fun¢@o do CPS (%) e flocos de aveia (%)
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Fonte: elaborado pelo autor (2016).

Figura 23. Superficie de reposta para fibras (%) nos ensaios do delineamento experimental de biscoitos em

func@o do CPS (%) e flocos de aveia (%)
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Fonte: elaborado pelo autor (2016).
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A Tabela 31 apresenta a estimativa dos efeitos lineares (L) e quadraticos (Q) das
variaveis CPS (%) e flocos de aveia (%) para o valor caldrico total (kcal.100g™), ao nivel de

95% de confianga.

Tabela 31. Estimativa dos efeitos lineares (L) e quadraticos (Q) das variaveis CPS (%) e flocos de aveia (%) para
o valor calérico total (kcal.100g™), ao nivel de 95% de confianca

Fator Efeitos p

Média 441,789 <0,000
Flocos de aveia (%)(L) 2,709 0,032
Flocos de aveia (%)(Q) 1,579 0,209
CPS (%)(L) -2,533 0,040
CPS (%)(Q) 1,453 0,242
Flocos de aveia (%) x CPS (%) -1,886 0,206

L = efeito linear; Q = efeito quadratico.

Os biscoitos tipo cookie experimentais apresentaram densidade energética variando de
440,02 kcal. 100 g puaass9s kcal.100 g+ com ereivo tnear Significativo para ambas as variaveis. Observa-se
que, aumentando a concentra¢do de flocos de aveia, hda um aumento no valor energético,
resultado diferente do encontrado por Mauro, Silva e Freitas (2010). J& com aumento na
concentracdo de CPS ha reducdo nesta resposta. Este resultado deve-se ao maior conteudo de
lipidios da aveia em comparacdo com a farinha de trigo, ocasionado aumento da densidade
energética.

Os resultados das analises fisico-quimicas nos mostram que os biscoitos dos ensaios 2
(flocos de aveia 34,1% e CPS 4,4%) e o ponto central (flocos de aveia 20% e CPS 15%)
apresentam as melhores caracteristicas tecnoldgicas, com expansao, cor e textura caracteristicos
de cookies. Ja para a composi¢do quimica, a formulag¢do 8 (flocos de aveia 20% e CPS 30%)
foi o que apresentou maior ganho nutricional devido ao alto teor de proteinas. Assim, as
formulagdes selecionadas para a andlise sensorial e as andlises nutricionais serdo a 2, 8§ € 0

ponto central.
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4.1.3 Analise sensorial

A descricao do perfil de consumidores estd apresentada na Tabela 32. Os consumidores
foram principalmente do sexo feminino, com média de 25,9+9,2 anos de idade, variando de 18
a 48 anos. A maioria dos consumidores apresentou escolaridade de superior incompleto, cor

branca e estado civil solteiro.

Tabela 32. Perfil descritivo de consumidores participantes dos testes de analise sensorial, Passo Fundo/RS, 2016

Variavel Categoria n* %

Sexo Masculino 15 23,1
Feminino 50 76,9
Raga/cor Branca 60 92,3
Parda 4 6,2

Negra 1 1,5

Estado civil Solteiro 52 80
Casado 10 15,4

Unido estavel 3 4,6

Escolaridade Fundamental completo 1 1,5
Médio completo 3 4,6
Superior incompleto 45 69,2

Superior completo 3 4,6

Pos-graduacao 13 20

n: numero de consumidores, * n = 65.

A frequéncia de consumo de biscoitos, obtida com o questionario aplicado nos testes
sensoriais, estd apresentada na Tabela 33. As percentagens da frequéncia de consumo
demonstram que a maioria consome biscoitos de uma vez por semana para duas a trés vezes

por semana ¢ de varios tipos, sendo o mais consumido o biscoito doce, seguido pelo salgado.
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Tabela 33. Frequéncia de consumo (%) de biscoitos por consumidores participantes dos testes sensoriais, Passo
Fundo/RS, 2016

Variavel Categoria n %
Consumiu biscoitos no ultimo més? Sim 61 93.8
Nao 4 6,2
Frequéncia de consumo de biscoitos Uma vez por més
do ultimo més 3 4,8
Quinzenal 12 19,4
Uma vez por semana 18 29

Duas a trés vezes por

semana 24 38,7
Todos os dias 5 8,1
Tipo de biscoito consumido Integral 39 61,9
Doce 51 81
Salgado 43 68,3
Com aveia 33 52,4

O resultado do teste sensorial ordenagao preferéncia esta apresentado na Tabela 34. De
acordo com o teste de Friedman, houve diferencas significativas (p < 0,05) entre as amostras
de biscoitos. As melhores notas do teste ordenagdo preferéncia foram atribuidas aos biscoitos
contendo as menores concentracdes de CPS. Assim, os biscoitos preferidos foram aqueles com
adi¢do de 4,4 ¢ 15 % de CPS e 34,1 e 20% de aveia. A escolha de alimentos depende de muitos
fatores, que de diferentes maneiras devem influenciar o comportamento humano, resultando na
escolha de algum e rejei¢do de outro produto (BABICZ-ZIELINSKA, 1999). Esse resultado
confirmou a influéncia dos hébitos alimentares dos consumidores, os quais estdo familiarizados

com produtos de panificacdo enriquecidos com aveia (52,4%).
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Tabela 34. Distribuigdo de notas (%) de acordo com a preferéncia de consumidores (n = 65) na analise sensorial
de biscoitos enriquecidos com CPS ¢ aveia, Passo Fundo/RS, 2016

Formulacdes® Notas® Soma das ordens
1 2 3
F2 32 (49,2%) 18 (27,7%) 15 (23,1%) 1132
F8 6 (9,2%) 17 (26,2%) 42 (64,6%) 166°
PC 27 (41,5%) 30 (46,2%) 8 (12,3%) 1112

a F2: biscoito contendo 4,4% de CPS e 34,1% de aveia; F8: biscoito contendo 30% de CPS e 20% de aveia; PC:
biscoito contendo 15% de CPS e 20% de aveia.
»1 = amostra mais preferida; 2 = intermediaria; 3 = amostra menos preferida.
¢Soma das ordens de cada amostra = (1 x numero de notas 1) + (2 x nimero de notas 2) + (3 x numero de notas

3). Valores médios na mesma coluna seguidos por letras diferentes sdo estatisticamente diferentes (p < 0,05).

Os biscoitos das trés formulacdes também foram avaliados através de teste de
aceitabilidade quanto aos atributos cor, sabor, odor, textura e nota global. Para comparar a
média destes atributos entre as trés amostras de biscoitos foi aplicado o teste ndo paramétrico
de Friedman. Os resultados estdo apresentados na Tabela 35 e indicam que o biscoito da
formulacdo ponto central apresentou o melhor resultado para os atributos cor, textura e nota
geral e o biscoito da formulagao 2 (4,4% de CPS e 34,1% de aveia) apresentou melhor resultado

para sabor (p<0,05). O atributo odor ndo apresentou diferenca significativa entre as amostras.

Tabela 35. Resultados do teste de aceitagdo de biscoitos enriquecidos com concentrado proteico de soro de leite

e aveia. Passo Fundo/RS, 2016

Atributo sensorial F2* F8* PC* p-valor**
avaliado
Cor 7,03+1,53 7,58+1,11 7,94+0,91 0,002
Sabor 7,91+0,99 7,40+1,19 7,82+1,15 0,004
Odor 7,65+1,16 7,43+1,13 7,58+1,11 0,208
Textura 7,48+1,51 7,22+1,21 7,86+0,99 0,001
Nota global 7,65+1,17 7,43+1,28 7,92+0,92 0,007

*F2: biscoito contendo 4,4% de CPS e 34,1% de aveia; F8: biscoito contendo 30% de CPS e 20% de aveia; PC:
biscoito contendo 15% de CPS e 20% de aveia.
** Teste de Friedman.

Nos ultimos anos, os consumidores demonstraram uma tendéncia a consciéncia mais
saudavel em relagdo a alimentos e a procura de produtos com propriedades funcionais,

adicionais ao valor nutricional (HEKMAT; REID, 2006). Assim, as informag¢des sobre a aveia
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e CPS poderiam influenciar a aceitabilidade dos biscoitos avaliados. De acordo com Gutkoski
et al. (2007), maiores quantidades de flocos de aveia permitem a elaboragdo de biscoitos de
melhor textura e com sabor mais acentuado. Em seu estudo com utilizacdo do concentrado de
alto teor de B-glucanas na elaboragdo de biscoitos de aveia tipo cookie com altos teores de fibra
alimentar, as melhores notas atribuidas pelos provadores foram para as formulagdes com
maiores quantidades de flocos de aveia e concentrado de B-glucanas.

No teste de intengdo de compra aplicou-se o teste ndo paramétrico de Friedman. Os
resultados indicam que o biscoito da formulag@o ponto central apresentou a melhor média, com
diferenca significativa, estando entre as escalas “provavelmente eu compraria (4)” e

“certamente eu compraria (5)” (Tabela 36).

Tabela 36. Resultado do teste de intengdo de compra para formulagdes de biscoito contendo CPS e aveia

Formulacées  Média Desvio-padrao Minimo Maximo p-valor*
F2 3,95 0,89 2 5 0,001
F8 3,66 0,91 1 5
PC 4,17 0,74 3 5

*F2: biscoito contendo 4,4% de CPS e 34,1% de aveia; F8: biscoito contendo 30% de CPS e 20% de aveia; PC:
biscoito contendo 15% de CPS e 20% de aveia.
** Teste de Friedman.

Como ndo houve diferengca significativa (p>0,05) entre a preferéncia dos
biscoitos das formulagdes F2 (4,4% de CPS e 34,1% de aveia) e ponto central (15% de CPS e
20% de aveia) pelos consumidores, a aceitabilidade dos atributos avaliados foi significativa
para a formulagdo ponto central e o teste de intengdo de compra também foi significativo para
o ponto central, este foi o biscoito selecionado para o estudo clinico, contendo 15% de CPS e

20% de aveia.
4.1.4 Analises nutricionais
4.1.4.1 Composi¢do em minerais
A concentracdo de alguns minerais essenciais nas trés formula¢des selecionadas e na
formulagao padrao ¢ apresentada na Tabela 37. Comparando as trés formula¢des desenvolvidas,

a formulagdo F8, a qual contém maior quantidade de CPS (30%), observam-se valores

significativamente superiores de calcio, potéassio e sodio, devido as proprias caracteristicas do
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CPS. Se compararmos a formulagdo padrdo com o ponto central, nota-se que apenas ferro e
sodio apresentam valores semelhantes. Para os outros minerais, o ponto central apresenta

superiores valores, sendo estes significativos a nivel de 95% de confiancga.

Tabela 37. Minerais em miligramas por 100 gramas dos biscoitos segundo formulagdes

Elemento F2 + DP F8 + DP PC® + DP FP‘t DP RDA* %
mineral® (mg/dia) ADEQ°
Calcio 421,69°¢10,26  868,25+14,65 644,83°+3, 47 305,77+7,11 1000 64,5
Cobre 1,032+0,0 0,62°+0,0 0,62°+0,0 0,41°+0,0 0,9 68,9
Ferro 9,70°+0,0 8,43%+0,36 6,12°+0,0 6,64+0,73 8 76,5
Potassio 1929,07°+69,9  2151,65%+34,9 1660,28°£29,5  964,584+35,7 4700 35,3
5 8 1 6
Magnésio 135,42%+1,68 137,44+0,23 133,97%+0,93 131,61°+1,70 320 41,9
Manganés 10,55+0,30 4,94°+0,0 4,63+0,16 1,18°+0,15 1,8 257,2
Sédio 298,65%5,35 304,62%+3,11 268,27°+5,56 263,48"+7,43 1500 17,9
Zinco 4,87°+0,04 3,11°+0,08 3,06°+0,08 2,05°+0,04 8 38,2

Valores médios na mesma linha seguidos por letras diferentes sdo significativamente diferentes (p <0,05).

*Resultados sio médias + desvios padrio de duas repeticdes. "PC: ponto central; °FP: formulacio padrio.

dRecomendagdes para mulheres (19 a 50 anos) (INSTITUTE OF MEDICINE, 1997, 2002 e 2004). *% de
ADEQ.: percentual de adequagdo com a RDA.

Os valores de RDA, apresentados na Tabela 37, sdo para mulheres na faixa etaria de 19
a 50 anos. Optou-se por comparar com este grupo pois € a faixa etaria das mulheres selecionadas
para o estudo clinico. Comparando a composi¢do mineral do biscoito da formula¢do ponto
central com a RDA, pode-se concluir que 100g dos biscoitos poderiam fornecer quantidades
consideraveis da maioria dos minerais analisados.

Segundo a FAO (2013), os principais fatores da dieta que afetam a massa dssea sao,
principalmente, calcio e vitamina D, embora outros nutrientes como proteinas, potassio, zinco,
vitaminas A, C e K, também desempenham papel importante neste processo. Segundo a IOF
(2006) o magnésio também desempenha papel importante no metabolismo dsseo. No biscoito
desenvolvido neste estudo, verificou-se aumento significativo das quantidades de calcio,
potassio e zinco, quando comparadas a formulacdo padrdo, além de boa quantidade de
magnésio, o que afetaria positivamente a saide 0ssea.

O zinco estaria relacionado a um papel na regulagdo da remodelagdo 6ssea por ser um
constituinte mineral do osso. Este mineral também ¢é necessario para o funcionamento correto
da enzima denominada fosfatase alcalina que ¢ necessaria para a mineralizagdo do o0sso.
Deficiéncia severa de zinco ¢ geralmente vista em conjunto com a desnutri¢do energético

proteica e estd associada com o crescimento dsseo deficiente em criancas. Contudo, graus mais
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leves de deficiéncia de zinco tém sido relatados em idosos e poderiam contribuir para um estado
precario dos ossos (IOF, 2006). Um estudo observacional com homens idosos mostrou que os
homens com os niveis mais baixos de zinco no sangue apresentaram menor densidade mineral
ossea do que os homens com mais alto nivel de zinco e também que niveis sanguineos de zinco
foram inferiores nos homens com osteoporose do que nos homens sem osteoporose (HYUN;

BARRETT-CONNOR; MILNE, 2004).

4.1.4.2 Composigdo em acidos graxos

As trés formulagdes analisadas apresentaram maiores quantidades de dcidos insaturados
do que saturados, com 60,4%, 52,8% e 50,3%, respectivamente das formulacdes F2, F8 ¢ PC.
Observa-se que a formulagdo F2, com maior quantidade de aveia (34,1%), apresentou a maior
quantidade de acidos insaturados. Segundo Weber, Gustkoski e Elias (2002), ao analisar a
composi¢do em 4cidos graxos de graos de aveia da cultivar UPF-18, encontraram 80,95% de
acidos graxos insaturados, sendo atribuidos 38,21% ao oléico, 40,99% ao linoléico e 1,75% ao
linolénico. Os mesmos autores concluiram que o ambiente exerce influéncia sobre o conteudo
dos acidos graxos e o fator varietal contribui com mais de 70% da variacdo dos acidos graxos
nas diferentes cultivares de aveia.

Em biscoitos da formulagdo F8 (com maior quantidade de CPS), encontrou-se
quantidade superior dos dcidos graxos saturados miristico e pentadecandico. No acido
araquidonico também encontrou-se diferenga significativa entre as amostras, sendo o biscoito
F2, que possui maior quantidade de aveia (34,1%), o que apresentou quantidade superior. Para
os acidos monoinsaturados, a formulag¢ao ponto central apresentou quantidade superior de acido
oleico. Em relagdo aos 4cidos graxos poli-insaturados, a formulagdo ponto central apresentou a
menor quantidade de 4cido linoléico configuragdo tanto cis como trans, € maior quantidade do
acido linolénico, com diferencas significativas entre as amostras (Tabela 38). Ressalta-se que
foi utilizada a mesma quantidade de gordura e do mesmo tipo em todas as formulagdes, apenas

variando os teores de CPS e aveia.
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Tabela 38. Acidos graxos saturados e insaturados em gramas por 100 gramas dos biscoitos segundo formulagdes

Acidos graxos (g) F2 + DP F8 + DP PC £ DP
Saturados

C12:0 laurico 0,0632+0,020 0,081%+0,004 0,037°+0,0
C14:0 miristico 0,130°+0,032 0,231%+0,001 0,106°+0,008
C15:0 pentadecandico 0,020%°+0,007 0,036%+0,004 0,014°+0,0
C16:0 palmitico 4,330°+0,377 4,597%+0,559 4,921?+0,701
C17:0 heptadecanodico 0,0722+0,014 0,075%+0,0 0,025%+0,024
C18:0 estearico 4,283%+0,175 4,335*+0,770 3,783%+0,438
C20:0 araquidonico 0,296%+0,031 0,278%+0,0 0,217°+0,0
Total 9,19 9,63 9,10
Insaturados

Monoinsaturados

C16:1 palmitoléico 0,036°+0,015 0,028%+0,0 0,010%+0,0
C18:1 oléico 3,102°+0,0 3,615%+0,560 5,158%+0,442
Poli-insaturados

C18:2 linoléico cis 6,216°+0,0 3,504°+0,0 3,246°+0,0
C18:2 linoléico trans 4,458%+0,0 3,488°+0,0 0,330°+0,0
C18:3 linolénico 0,202°+0,056 0,136°+0,0 0,478°+0,0
Total 14,02 10,77 9,22

Valores com letras diferentes na mesma linha diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

A gordura ¢ um ingrediente importante de biscoitos tipo cookies pois contribui para a
textura, paladar agradavel e na intensidade do sabor. A maioria dos cookies contém grandes
quantidades de gordura na formulacdo (ZOULIAS; OREOPOULOU; TZIA, 2002). Para alguns
setores da alimentacdo, alternativas para reduzir a quantidade de gordura s3o aceitaveis pelo
consumidor, porém, para outros, como padarias, estas op¢des nio trazem muito sucesso.
Produtos de cereais contribuem com aproximadamente 15,6% da gordura dietética, dos quais
os produtos de padaria representam pelo menos dois ter¢os disso (MCEWAN; SHARP, 2000).

Zoulias, Oreopoulou e Tzia (2002) utilizaram cinco diferentes substitutos de gordura a
base de carboidratos e de proteinas para substituir até 50% da gordura de cookies (polidextrose,
maltodextrina com reduzida dextrose, produto derivado da aveia rico em [-glucana,
oligofrutose (inulina) e uma mistura de microparticulas de proteinas do soro emulsionantes) e

concluiram que maltodextrina com reduzida dextrose, mistura de microparticulas de proteinas
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do soro emulsionantes e oligofrutose (inulina) poderiam ser usados como substitutos de gordura
no preparo de cookies pois resultaram em cookies com boas caracteristicas de textura.

No presente estudo, manteve-se a gordura recomendada pelo método da AACC 10-50D,
porém com reducdo de 15% da quantidade (de 64 g para 54,4 g). Nao optamos pela substituicao
por outro tipo de gordura pois afetaria as propriedades tecnoldgicas do biscoito, como citado
acima pela literatura. Optamos por substituir a farinha por dois outros ingredientes (CPS e
aveia) e manter os ingredientes do método original. Sugere-se que outros estudos sejam

realizados com a substitui¢do ou redugdo da gordura utilizada.

4.1.4.3 Composig¢do em aminodcidos

A composi¢do em aminoacidos da formula¢do ponto central e o padrdo teorico para
criancas pré-escolares (1 a 3 anos) (FOOD AND NUTRITION BOARD, 2005) encontram-se
na Tabela 39. Este padrao teorico ¢ utilizado porque ultrapassa os valores de necessidades de
aminodcidos de criangas maiores e adultos. Optou-se por fazer a composicdo em aminoacidos
somente da formulagdo selecionada para o estudo clinico. Essa escolha foi baseada pelos
atributos tecnoldgicos e sensoriais desta formulagdo. Todos os aminodcidos analisados ficaram
acima do recomendado pela Food and Nutrition Board (2005).

Os valores obtidos para a composicdo dos aminoacidos essenciais da formulagao
analisada foram divididos pelo padrdo tedrico e o resultado denominado escore quimico de
aminoacido (Tabela 39). Este escore permitiu determinar que a formulagdo analisada ndo
apresentou aminoacidos limitantes. Uma proteina que apresenta escore quimico maior que o
valor 1,0 para todos os aminoacidos ¢ considerada de alto valor nutricional. E o aminoéacido
que apresentar escore quimico menor que 1,0 é chamado aminoacido limitante. Portanto, essa
formulagdo de biscoito € de elevado valor proteico, possuindo a capacidade dietética de suprir
o organismo humano com niveis adequados de aminodcidos essenciais, podendo ser indicada
para pessoas de todas as faixas etdrias, particularmente esportistas e criangas, que necessitam

de quantidades maiores de aminoacidos essenciais.
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Tabela 39. Composi¢do de aminoacidos e escore quimico da formulacdo de biscoito ponto central

Aminoacidos mg de aminoacido/g proteina Escore de
Biscoito Padrio tedrico para criancas (1  aminoacidos®
PC? a 3 anos)”
Essenciais
Fenilalanina+tirosina 138,51 47 2,95
Histidina 39,80 18 2,21
Isoleucina 93,93 25 3,76
Leucina 171,94 55 3,13
Lisina 200,59 51 3,93
Metionina + cistina 85,97 25 3,44
Treonina 71,64 27 2,65
Triptofano? nd 7 nd
Valina 95,52 32 2,99
Nao essenciais
Acido aspartico 234,02
Acido glutdmico 905,85
Serina 111,44
Alanina 85,97
Condicionalmente essenciais
Glicina 62,09
Arginina 73,23
Prolina 163,98
Tirosina 52,54

nd: ndo determinado.®; formulagio de biscoito ponto central (15% de CPS e 20% de aveia).’: Adaptado de Food
and Nutrition Board (2005). Padrédo usado porque ultrapassa os valores de necessidades de aminoacidos de
criangas maiores e adultos.®: Escore quimico de aminoacido (mg/g proteina amostra)/(mg/g proteina padrdo
tedrico). % O triptofano ¢ destruido durante a hidrélise 4cida da proteina, mas ndo ¢ limitante em produtos

proteicos.

Obesidade, diabetes e hipercolesterolemia sdo doengas cujo curso pode ser influenciado

pelas proteinas da dieta. As dietas ricas em proteinas, especialmente ricas em aminodcidos

essenciais, aminodcidos de cadeira ramificada e, particularmente, leucina, estdo relacionados

com o aumento da perda de peso, perda de gordura corporal, sintese de proteina muscular e

diminuicao de triglicerideos e de insulina no sangue (ETZEL, 2004).
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Segundo Sgarbieri (2004) a composi¢cdo de aminodcidos das proteinas do soro de leite
favorece a sintese de proteinas musculares (aminoéacidos de cadeias ramificadas) e o que se
espera é que sua acdo seja altamente benéfica ao organismo humano antes, durante e apds

periodos de exercicios intensos e/ou prolongados.

4.1.4.4 Digestibilidade in vitro da proteina, escore quimico de aminodcidos e escore quimico

de aminoacidos corrigido pela digestibilidade protéica (PDCAAS)

Existem diferentes fontes de proteina e estas podem variar na sua composi¢do quimica,
bem como no seu valor nutritivo. A qualidade de uma fonte proteica é uma expressio da sua
habilidade para fornecer os requerimentos de aminoacidos e nitrogénio para crescimento,
manutencdo e reparacdo. Os indicadores da qualidade nutritiva de uma proteina podem ser
varios, entre eles estd o valor biologico, a digestibilidade, o Coeficiente de Eficacia Proteica
(Protein Efficiency Ratio — PER), a Utilizagdo Proteica Liquida (Net Protein Utilization —
NPU), entre outros (SILVA; FROTA; AREAS, 2012).

A digestibilidade ¢ o primeiro fator que reflete a eficiéncia da utilizagdo protéica da
dieta, portanto, pode ser considerada um condicionante da qualidade nutricional dos produtos
avaliados. Os valores obtidos para a digestibilidade das formulagdes selecionadas variaram
entre 53,81% (F8) e 78,96% (F2), apresentando significancia estatistica (Tabela 40). Notou-se

que com o acréscimo do CPS, houve uma diminui¢do na digestibilidade.

Tabela 40. Digestibilidade proteico in vitro das formulagdes selecionadas

% digestibilidade Média Desvio padrio  Valor minimo  Valor maximo
F2 78,96 2,22 77,67 81,52
F8 53,81° 3,44 50,06 56,80
PC 61,18° 8,09 51,84 66,13

Os resultados sdo médias de trés repeti¢des. Médias seguidas de letras diferentes, dentro da mesma coluna
diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

Almeida et al. (2015), encontraram valores de digestibilidade proteica in vitro de
suplementos de concentrado proteico de soro de leite de marcas diferentes, variando de 91,7 a
88,4% (p<0,05). Sindayikengera e Wen-shui (2006) encontraram valor de digestibilidade de
concentrado proteico de soro de leite (80% de proteina) de 73,22% e concluiram que as

proteinas do leite, caseina e as proteinas do soro, tém valor nutritivo elevado em comparagao
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com outras proteinas devido ao seu teor relativamente elevado de aminoéacidos essenciais e boa
digestibilidade. Pires et al. (2006) avaliaram a influéncia da fonte proteica sobre a
digestibilidade e relataram que proteinas de origem vegetal exibiram menor coeficiente de
digestibilidade quando comparadas com proteinas de origem animal, possivelmente devido a
auséncia de fatores antinutricionais, os quais, sabidamente, contribuem para diminuir a
digestibilidade em alimentos de origem vegetal. J& Weber, Gutkoski e Elias (2002),
encontraram uma digestibilidade de 98,86% ao analisar graos de aveia.

Alguns autores explicam as variagdes encontradas nos valores de digestibilidade de
concentrados proteicos de soro de leite pela composi¢do global de tais suplementos,
particularmente em relacdo a qualidade da proteina, a qual estd possivelmente relacionada com
as condi¢cdes de processamento, incluindo praticas agricolas, periodo de lactagdo, método de
extragdo do soro de leite, método de purificacdo e processamento térmico (ERIKSEN et al,
2010; SINDAYIKENGERA; WEN-SHUI, 2006; ONWULATA; KONSTANCE;
TOMASULA, 2004).

Em teoria, a abordagem mais logica para avaliar a qualidade proteica é comparar o
conteudo de aminodcidos de um alimento com as necessidades humanas através do escore
quimico. O escore de aminoicidos ¢ o menor valor obtido por meio da razdo entre a
quantidadede cada aminodcido essencial presente na proteina e o valor recomendado desse
aminoacido para criangas pré-escolares (1 a 3 anos), padrao esse usado porque ultrapassa os
valores de necessidades de aminoacidos de criancas maiores e adultos (FAO/WHO, 1991).

Em 1991, a FAO/WHO recomendou que o método da digestibilidade corrigida pelo
escore de aminoacidos fosse adotado como método oficial para avaliagdo da qualidade nutritiva
de uma proteina para humanos, ja4 que a composicdo de aminoacidos de uma proteina
conjuntamente a sua digestibilidade real sdo informagdes suficientes para se caracterizar uma
proteina do ponto de vista nutritivo.

Como a composi¢do em aminoacidos foi realizada somente para a formulacdo ponto
central, devido esta ser a formulagdo selecionada para o estudo clinico, o escore quimico
corrigido pela digestibilidade protéica (PDCAAS) fo1 feito somente para esta formulagao.

Uma proteina pode ter digestibilidade maxima de 100%, mas se apresentar algum
aminodcido limitante (escore de aminoacidos menor que 1), indica que o fornecimento desse
aminoacido estard abaixo da recomendagdo, prejudicando seu valor nutritivo. Por outro lado,
outra proteina pode apresentar escore de aminoacidos maior que 1 (ndo possuir aminoacido

limitante), mas se sua digestibilidade for baixa, apenas parte da quantidade desses aminoacidos
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sera realmente aproveitada, ja que ela ndo sera totalmente digerida e absorvida, prejudicando
também seu valor nutritivo (SILVA; FROTA; AREAS, 2012).

O PDCAAS atingiu o valor maximo existente para a digestibilidade corrigida pelo
escore de aminoacido, que ¢ 100% ou 1, esse valor indica que a proteina serd totalmente
aproveitada (Tabela 41). Como discutido no item 6.1.4.3, o perfil de aminoacidos encontrado
no biscoito caracteriza esta proteina como de alto valor biologico. E o resultado do PDCAAS

mostra que a mesma sera totalmente aproveitada pelo organismo.

Tabela 41. Digestibilidade da proteina corrigida pelo escore de aminoacidos (PDCAAS) para a formulagio ponto

central
Alimento Digestibilidade da Escore de Digestibilidade corrigida
proteina aminoacidos pelo escore (%)*
Biscoito PC 61,18 2,21 100

* menor escore de aminoéacidos encontrado x digestibilidade

4.2 ESTUDO CLINICO

4.2.1 Caracterizagdo do grupo

O grupo selecionado para o estudo clinico foi composto por 15 mulheres, com média de
idade de 24,8+6,4 anos, variando de 20 a 45 anos, 86,7% de raca/cor branca, 73,3% solteiras,
86,7% com escolaridade de superior incompleto e 60% pertencentes a classe econdmica B

(Tabela 42).
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Tabela 42. Caracteristicas socioeconémicas e demograficas das mulheres participantes do estudo clinico, Passo

Fundo/RS, 2016

Variavel Categoria n %
Raga Branca 13 86,7
Parda 2 13,3
Estado civil Solteiro 11 73,3
Casado 4 26,7
Escolaridade Superior incompleto 13 86,7
Superior completo 2 13,3
Classe econdmica A 1 6,7
B 9 60
C 4 26,6
D 1 6,7

Em relacdo aos dados de consumo alimentar questionados durante a selecdo do grupo,

observou-se que 93,3% (n=14) das mulheres consumiram biscoitos no ultimo més, com uma

frequéncia de uma vez por semana a duas e trés vezes por semana (80%). Todos os tipos de

biscoitos questionados apresentaram consumo acima de 50% (Tabela 43).

Tabela 43. Caracteristicas de consumo de biscoitos das mulheres participantes do estudo clinico, Passo

Fundo/RS, 2016

Variavel Categoria N %
Consumiu biscoitos no ultimo més? Sim 14 933
Nao 1 6,7
Frequéncia de consumo de biscoitos Uma vez por més 1 6,7
do ultimo més
Uma vez por semana 6 40
Duas a trés vezes por semana 6 40
Todos os dias 2 13,3
Tipo de biscoito consumido Integral 12 80
Doce 12 80
Salgado 10 66,7
Com aveia 8 53,3
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4.2.2 Ingestao alimentar

A ingestdo alimentar, investigada através de autoregistros de trés dias, estd apresentada
na Tabela 44. O objetivo de avaliar a ingestdo alimentar, principalmente de proteinas, foi de
verificar o consumo médio para calcular a quantidade de biscoito a ser oferecida diariamente,

para ndo oferecer proteinas em excesso ¢ influenciar na homeostase do calcio.

Tabela 44. Ingestdo média de energia (kcal/dia), proteina (g/dia), lipidios (g/dia), carboidratos (g/dia) e calcio
(mg/dia) pelas mulheres participantes do estudo, Passo Fundo/RS, 2016

Indicadores Média Desvio padrio Minimo Maximo
avaliados
Energia (kcal/dia) 1900,4 473,2 1181,7 2823,3
Proteinas (g/dia) 76,6 18,8 42,7 110,7
Carboidratos (g/dia) 255,4 65,2 151,0 355,6
Lipidios (g/dia) 63,5 27,0 25,5 125,6
Calcio (mg/dia) 624,8 260,1 202,6 1012,4

A média de ingestao de proteina encontrada, antes da ingestao do biscoito, foide 1,3g/kg
de peso corporal/dia, com desvio padrao de 0,3, valor minimo de 0,7g e valor maximo de 1,6g.
Isso mostra que o consumo médio de proteina ultrapassou a recomendagdo da RDA de proteinas
para mulheres adultas de 19 a 50 anos, que ¢ 0,8g/kg de peso corporal/dia (FOOD AND
NUTRITION BOARD, 2005). Como apresentado na revisao de literatura, segundo Kerstetter
et al. (2005), dietas com quantidade moderada de proteina, de 1,0 a 1,5g/kg de peso corporal/dia
demonstram estar associadas a homeostase normal de calcio, sem alterar o metabolismo dsseo.

A ingestdo de calcio média encontrada foi de 624,8 mg/dia, valor abaixo da RDA para
mulheres de 19 a 50 anos, que ¢ 1000 mg/dia (INSTITUTE OF MEDICINE, 1997). Segundo
Kerstetter et al. (2005), se a ingestao de calcio for adequada, o aumento dietético de proteinas
promove melhora na densidade 6ssea devido a alguns aminoacidos promoverem absor¢do de
calcio. No presente estudo verificou-se ingestdo de cdlcio abaixo do recomendado o que pode
ocasionar redu¢do dos possiveis beneficios da ingestdo de CPS através do biscoito no
metabolismo Osseo.

A orientagdo dada as mulheres participantes do estudo foi de consumir 4 biscoitos ao
dia devido a elevada ingestdo proteica, verificada nas mulheres participantes do estudo, antes

da introducdo do biscoito. Cada biscoito de 10 gramas continha 5,8 g de carboidratos, 0,86 g
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de proteinas, 1,4 g de gorduras totais e 32 mg de sdédio. Com a ingestdo de 4 biscoitos ao dia
(totalizando 3,4g de proteina, sendo 2,7g provenientes do CPS e o restante dos demais
ingredientes), aumentaria para 1,4g/kg de peso corporal/dia, quantidade que ndo afetaria a
homeostase normal do célcio. Entende-se, também, que estes biscoitos podem ter substituido
outros alimentos, o que nio causaria tal variagdo. Quanto ao cdlcio, a ingestdo de 4 biscoitos
aumentaria 258 mg de calcio ao dia, quantidade consideravel visto a ingestdo de calcio

encontrada antes da ingestao do biscoito.

4.2.3 Estado nutricional e composicao corporal

Apos a ingestao dos biscoitos, as variaveis peso corporal e percentual de dgua corporea
da massa muscular ndo apresentaram diferencas significativas, com p > 0,05, segundo teste t
pareado. A variavel peso da massa gordurosa (MG) aumentou na segunda avaliacdo e a varidvel
peso da massa magra (MM) reduziu na segunda avaliagcdo (p<0,05). Ja peso, IMC e CC nao
apresentaram diferenca significativa (Tabela 45). Este resultado de redugdo da MM era

esperado quando do aumento na MG.

Tabela 45. Influéncia da introdugéo do biscoito enriquecido com concentrado proteico de soro de leite e aveia na
dieta no estado nutricional e composi¢do corporal das participantes do estudo, Passo Fundo/RS, 2016

Parametros Antes Depois p-valor

avaliados Média DP Max. Min. Média DP Mix. Min.
Peso 58,8 5,7 70,3 51,5 58,9 59 71,1 51,1 0,491
IMC 22,2 2,97 30,4 18,2 223 3,1 30,8 18,0 0,427
CC 71,5 7,8 96 64 70,8 80 97 63 0,163
MM 43,62 3,33 52,4 39,2 4233 3,59 49,6 37,8 0,004
MG 15,19 3,83 26,7 10,4 16,59 3,79 28,1 11,3 0,001
AC 68,73 1,47 71,2 65,8 68,55 1,60 71,3 658 0,381

IMC: Indice de massa corporal; CC: Circunferéncia da cintura; MM: peso da massa muscular; MG: peso da
massa gordurosa; AC: percentual de d4gua corporea da massa magra

Katsanos et al. (2008) observou que a ingestdo de proteina do soro de leite melhorou o
acumulo da proteina muscular em pessoas idosas, apos ingestao de 15 g de concentrado proteico
de soro de leite e pode ser explicado, em parte, por uma maior resposta a insulina, sugerindo
que a estimulacdo da proteina muscular em idosos por CPS ¢ mediada por mecanismos que

estdo além daqueles atribuidos aos aminoacidos essenciais. Neste estudo, observou-se que a
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ingestdo de biscoito enriquecido com CPS e aveia diminuiu a massa muscular e aumentou a
massa gordurosa, resultado controverso ao esperado devido ao enriquecimento com CPS, pois
¢ reconhecido que proteinas do soro de leite estimulam o anabolismo muscular (SGARBIERI,
2004; KATSANOS et al. 2008).

Este resultado provavelmente ¢ devido aos demais ingredientes do biscoito, como a
farinha de trigo, agucar e gordura. Cada biscoito continha 5,8g de carboidratos ¢ 1,4g de
gordura, como o consumo foi de 4 unidades ao dia, um total de 5,6 g de gordura e 23,2g de
carboidratos foi ingerida, ocasionado acumulo de gordura no tecido adiposo.

Quanto a avaliacdo do estado nutricional, verificou-se que 86,6% das mulheres estavam
com peso adequado 86,6% (n=13) tanto antes como depois da ingestdo do biscoito, 6,7% (n=1)
com sobrepeso € 6,7% (n=1) com baixo peso. Em relagdo a circunferéncia da cintura, 93,3%
(n=14) apresentaram circunferéncia < 80 cm, caracterizando fora de risco para o

desenvolvimento de doencas, tanto antes como depois da ingestdo dos biscoitos.

4.2.4 Analise da formagao e reabsor¢do dssea

Os niveis de célcio no sangue na urina ficaram inalterados apos 16 dias de consumo do
biscoito enriquecido com CPS e aveia (Tabela 46). A concentragdo de osteocalcina no sangue
aumentou significativamente apds os 16 dias de ingestdo (p=0,003), enquanto a excre¢do
urinaria de NTx tendeu a diminuir apds os 16 dias, apesar de a diferenga ndo ser significativa
(p=0,394) (Tabela 47). As alteragdes individuais na concentragdo de osteocalcina no sangue e
de NTx na urina antes e depois dos 16 dias de ingestao do biscoito estdo demonstradas na Figura
24. Um aumento na concentragdo de osteocalcina foi verificado em treze (86,7%) das quinze
mulheres e uma queda na excrecdo urindria de NTx foi encontrada em dez (66,7%) das
participantes do estudo. A Figura 25 apresenta a correlagdo entre a excrecao urindria de NTx e
a concentra¢do no sangue de osteocalcina antes e depois da ingestdo do biscoito. Nao foi
encontrada correlagdo entre NTx e osteocalcina antes da ingestdo do biscoito, mas depois dos
16 dias de ingestdo do biscoito contendo CPS e aveia encontrou-se correlagdo, com coeficiente

de 0,7902 (p<0,001).



113

Tabela 46. Niveis de calcio no sangue e na urina das participantes do estudo, Passo Fundo, 2016

Antes Depois p-

Sangue Média/DP*  Min. Méax.  Média/DP* Min. Max  valor®
Célcio (mmol/l) 2,38+0,22 2,07 2,777 2,36+0,21 1,93 2,776 0,774

Urina
Célcio (mg/dl) 14,58+5,99 427 24,70 17,19+4,16 10,87 22,73 0,156

2 DP: desvio padrao.
b Teste t pareado; diferencgas foram consideradas significantes se p < 0,05.

Tabela 47. Indicadores bioquimicos de remodelagio 6ssea das mulheres participantes do estudo, antes e depois
da ingestdo do biscoito contendo CPS e aveia, Passo Fundo/RS, 2016

Marcadores Antes Depois p-
bioquimicos valor®
Sangue Média/DP*  Min. Max. Média/DP?* Min. Max.

Osteocalcina (ng/ml) 14,78+3,54 5,60 18,30 20,72+7,90 10,20 40,10 0,003

Urina
NTx* (mM/mM Cr?)  58,09+37,68 26,22 175,81 50,28+19,15 26,87 74,12 0,394

Cr: creatinina; NTx: telopeptideos aminoterminais do colageno tipo I; DP: desvio padréo.
Teste de Wilcoxon; diferencas foram consideradas significantes se p < 0,05.

Figura 24. Alteracdes individuais nas concentra¢des de osteocalcina e NTX antes e depois dos 16 dias
de ingestdo dos biscoitos enriquecidos com CPS ¢ aveia.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2016).
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Figura 25. Relagdo entre excrecdo urinaria de NTX e concentragio de osteocalcina no sangue antes e depois da
ingestdo do biscoito enriquecido com CPS e aveia.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2016). O coeficiente de correlagio foi 0,0933 (p = 0,7409) antes da ingestdo e de
0,7902 (p < 0,001) depois da ingestdo do biscoito. Diferencgas foram consideradas significantes se p < 0,05. Cr:
creatinina; NTX: telopeptideos aminoterminais do colageno tipo I.

Indicadores bioquimicos do metabolismo 6sseo que refletem as mudangas 6sseas mais
rapidamente que a densidade mineral ossea estdo disponiveis para medi¢ao pelo sangue e pela
urina. Neste estudo, mensurou-se a osteocalcina como indicador de formacdo dssea pois as
proteinas liberadas pelos osteoblastos, incluindo osteocalcina e peptideos pro-colageno, podem
ser usados para avaliar a formacdo 6ssea. Ja os produtos com coldgeno, incluindo ligacdes
cruzadas de colageno, podem ser usados para medir a reabsor¢do dssea. Na ultima década,
telopeptideos de colageno tipo I tornaram-se os marcadores de reabsor¢do dssea mais utilizados
(GUANABENS; PERIS; MONEGAL, 2015).

Mensurou-se a excre¢dao urinaria de NTX como indicador bioquimico de reabsor¢do
Ossea pois parece mostrar maior correlagdo com a dindmica do osso. Estudo realizado em
Cingapura, por Dai et al. (2016), também utilizou osteocalcina e NTx entre os marcadores de
remodelacdo Ossea.

Neste estudo, verificou-se que a introducdo do biscoito contendo CPS aumentou a
concentra¢do no sangue de osteocalcina em mulheres adultas, sugerindo que o CPS promoveu
formacao ossea, com p=0,003. Porém ndo foi verificado significativamente diminui¢do na
reabsor¢do Ossea entre médias observadas.

Na literatura encontramos um estudo realizado por Toba et al. (2001), em que os autores
verificaram resultados significativos tanto para osteocalcina como para NTX. Estes autores
trabalharam com 30 homens recebendo uma bebida experimental contendo concentrado
proteico de soro de leite por 16 dias e concluiram que a proteina do soro de leite promoveu a

formagdo dssea e suprimiu a reabsor¢do 6ssea. Outro estudo realizado por Dawson-Hughes et
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al. (2004), em que comparou dois grupos de pessoas, sendo um com baixa ingestdo de proteina
e outro com alta ingestdo, utilizando suplementos com proteina derivadas de carnes, foi
observado reducdo nos niveis de NTX urindrio, porém, para osteocalcina, os valores ndo
diferiram significativamente, observando uma reducao na taxa de reabsor¢ao dssea no grupo de
alta ingestdo proteica.

A utilizacdo de drogas voltadas ao tratamento de doengas oOsseas visa bloquear a
reabsor¢do Ossea, no entanto, também diminuem a formacdo ou a atividade de osteoclastos.
Para prevenir doencas dsseas, € questionavel o bloqueio total da reabsor¢do Ossea pois ird
desequilibrar o ciclo de remodelagdo Ossea. Existe, ainda, a necessidade de estudos referentes
a importancia da proteina do soro de leite na perda do balanco da remodelagdo dssea, devido
ao efeito supressivo na reabsor¢do dssea, relatado por alguns autores (TOBA et al., 2000;
TOBA et al., 2001).

No presente estudo, a excre¢do urindria de NTX (indicador bioquimico da reabsor¢io
0ssea) ndo se mostrou relacionada com a concentragdo sérica de osteocalcina (indicador
bioquimico da formagdo dssea) antes da ingestdo do biscoito, mas a excre¢ao urinaria de NTX
mostrou-se relacionada a esse evento, apds 16 dias de ingestdo do biscoito. Esses resultados
indicam que as mulheres que tiveram uma atividade maior na formacdo Ossea, também
mostraram uma maior atividade de reabsor¢do Ossea apds os 16 dias de ingestdo do biscoito
contendo CPS. Verifica-se com esses resultados que a ingestdo do biscoito enriquecido com
CPS aumentou a formagdo Ossea, porém ndo bloqueou a reabsor¢do do mesmo, mantendo o
balango de remodelagdo do osso. Segundo Toba et al. (2001), a proteina do soro de leite pode
manter o balanco da remodelagdo Ossea pois contém diversos componentes efetivos para
ambos, formacao e reabsor¢ao dssea.

Rapuri et al. (2003), em um estudo com mulheres na pds menopausa, concluiu que a
maior ingestdo de proteina (71g/dia) esta associada a maior densidade mineral dssea, quando
da presenca de uma ingestdo adequada de célcio. Recomenda uma ingestao didria de 1g/kg de
peso corporal/dia, sugerindo que idosos, que estdo em maior risco de osteoporose, uma maior
ingestdo de proteina ¢ importante para a manutencdo de uma boa saude dos ossos. Hannan et
al. (2000) em um estudo de base populacional, mostrou que mesmo apds o controle de fatores
de confusdo conhecidos, incluindo perda de peso e sexo, a ingestdo de proteinas ¢ um
componente importante da satde dssea em idosos, sugerindo um efeito tanto para homens como
para mulheres em idade relacionada com a perda dssea. O mesmo conclui que garantir uma

ingestao dietética adequada de proteinas € um componente importante para a saude do 0sso.
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O processo de remodelag@o dssea ocorre ao longo de toda a vida em ciclos repetidos de
destrui¢@o e reconstrug¢do, embora com taxas diferentes em certos momentos. Os anos criticos
para a constru¢do de massa dssea sdo durante a infancia e a adolescéncia. Neste estagio, um
novo 0sso ¢ formado mais rapidamente do que o osso velho € removido, fazendo com que os
0ssos se tornem maiores € mais densos. Esse ritmo continua até em torno dos 20 anos, quando
0 pico de massa Ossea ¢ normalmente atingido (nivel maximo de massa o0ssea). Em adultos
jovens saudaveis, a quantidade de formacdo Ossea aproximadamente se equilibra com a
quantidade de reabsorcdo dssea. Conforme envelhecemos, este balangco muda em favor da
reabsor¢do dssea, ocasionado perda do tecido dsseo. Esse processo comeca geralmente apos os
40 anos, quando nosso organismo nao ¢ mais capaz de substituir tdo rapidamente a perda do
tecido 6sseo, o que pode resultar em doengas debilitantes como a osteoporose (IOF, 2006;
WEAVER et al., 2001). Nas mulheres, a taxa de perda do tecido 6sseo aumenta de forma
substancial imediatamente apds a menopausa, quando a redugdo da produgdo de estrogénio
diminui a prote¢ao do osso. Os homens apds os 50 anos também sofrem perda de tecido dsseo,
porém com taxas de perda mais lentas do que mulheres (IOF, 2006). Contudo, evidéncias
crescentes mostram que a perda da massa 6ssea comega muito mais cedo do que a menopausa,
especialmente em individuos sedentarios (WEAVER et al., 2001).

Segundo a FAO (2013), a osteoporose esta relacionada com a baixa ingestao de produtos
lacteos. Em um estudo realizado por Merrill e Aldana (2009) verificou-se que taxas de
reabsor¢do dssea aumentaram depois de apenas seis semanas de intervengdo destinada a
proteger a saide do coracdo pelo aumento de frutas, vegetais e grios, enquanto reduzia o
consumo de carnes e lacteos.

No presente estudo, as mulheres selecionadas encontravam-se no periodo entre o pico
de massa Ossea e a menopausa, onde o 0sso € considerado estavel. Neste estdgio, a formagdo e
reabsor¢do estdo em niveis iguais. Com a introducdo do biscoito contendo CPS, observou-se
aumento da formagdo dssea, processo visualizado em periodo de rapido crescimento (infancia
e adolescéncia), o que confirma que as proteinas do soro do leite possuem componentes
benéficos a saude Ossea.

Um dos possiveis mecanismos do aumento da formagdo 6ssea pode ser devido a um
componente presente no CPS que € particularmente importante para o crescimento dos 0ssos,
o fator-1, como sendo estimulante de crescimento semelhante a insulina (IGF-1). No esqueleto,
o IGF-1 atua aumentando a captura de aminoacidos que s3o incorporados em novas proteinas

e contribuem para o crescimento do osso (WILEY, 2005; WILEY, 2009). Hunt, Johnson e
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Roughead (2009) em seu estudo concluiram que o aumento no IGF-1 no sangue pode indicar
um efeito benéfico sobre o metabolismo dsseo.

Na fase da vida adulta, com a inclusdo de medidas preventivas assegurando uma dieta
contendo alimentos proteicos de elevado valor nutricional, os 0ssos se tornardo mais fortes e
menos vulneraveis a osteoporose durante o envelhecimento, tanto para homens como para
mulheres.

Em geral, considera-se que a genética controla 60 a 80% da massa dssea, enquanto
fatores ambientais, como dieta e atividade fisica sdo responsaveis por 20 a 40% (BONJOUR;
CHEVALLEY, 2007 apud FAO, 2013, p. 131).

Os principais fatores da dieta que afetam a massa dssea sdo, principalmente, célcio e
vitamina D, embora outros nutrientes como proteinas, potassio, zinco, vitaminas A, C ¢ K,
também desempenham papel importante neste processo (FAO, 2013). No biscoito desenvolvido
neste estudo, verificou-se aumento significativo das quantidades proteinas, calcio, potéassio e
zinco, quando comparadas a formulagdao padrao (Tabela 33), sugerindo que a introdugdo do
mesmo na dieta pode proporcionar beneficios a saude ossea.

O balango do célcio ¢ determinado pela relagdo entre ingestdo de calcio, sua absorc¢do e
excrecdo. A ingestdo dietética de calcio tem de ser grande o suficiente para igualar perdas
obrigatdrias, evitando danos ao esqueleto. Perto de 20 a 30% do cdlcio consumido na dieta ¢
absorvido no trato gastrointestinal (THEOBALD, 2005). A quantidade absorvida depende da
forma como o célcio esta presente na dieta, da quantidade presente, da solubilidade e da
presenca de fatores da dieta que inibem a promog¢ao da absorgdo (FAO, 2013). O célcio do leite
tem uma elevada biodisponibilidade, similar ao carbonato de célcio, que ¢ prontamente
absorvido (THEOBALD, 2005). Estudos mostram resultados controversos sobre a relagio entre
aumento da proteina e excrecdo de célcio. O efeito negativo é considerado pelo aumento do
calcio na urina o que, consequentemente, aumenta a necessidade de ingestao pela dieta (FAO,
2013). Estudos utilizando proteina purificada ou hidrolisados proteicos mostram
consistentemente um aumento de 1 mg de calcio na urina para cada 1 g de proteina ingerida
(RAFFERTY; HEANEY, 2008). Os mecanismos propostos incluem o efeito da carga de acido
contido nas proteinas animais, que é neutralizada pelo organismo retirando célcio dos ossos e a
complexagdo do cdlcio nos tibulos renais por sulfatos e fosfatos liberados pelo metabolismo
das proteinas (FAO; WHO, 2002). No entanto, quando a proteina tiver como origem a ingestao
de laticinios, observa-se que a perda de calcio pela urina é menos pronunciada. No presente
estudo verificamos que a ingestdo do biscoito contendo CPS ndo aumentou a excrecao de calcio

na urina (Tabela 42). Isto pode sugerir que o efeito da ingestdo de proteinas sobre os niveis
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urinarios de célcio pode ser combatido pelo efeito hipocalciirico do fésforo e do potdssio
presente nos laticinios. Estudos realizados por Hunt, Johnson e Roughead (2009) e Kerstetter
et al. (2005) demonstraram que o aumento da excre¢do urindria de célcio € devido a melhora
na absorc¢do intestinal do cdlcio e que dietas ricas em proteinas ndo resultam em balango
negativo do célcio.

Dawson-Hughes (2003) relatou que o impacto da proteina dietética no esqueleto parece
ser favoravel em individuos idosos, que adotam dietas com o teor de célcio recomendado, mas
ndo naqueles com baixa ingestdo de célcio. Outros autores destacam que € importante
considerar estes efeitos em todos os estagios da vida (ROUGHEAD, 2003; SPENCE,;
WEAVER, 2003). Kerstetter, Kenny e Insogna (2011) afirmam que a proteina dietética trabalha
em sinergia com o calcio para melhorar a retencdo deste mineral ¢ o metabolismo dsseo. O
biscoito desenvolvido neste estudo contém boas quantidades de proteinas e de célcio, que
podem trabalhar em sinergia, como citado acima, para melhorar o metabolismo dsseo.
Resultado confirmado pelo aumento da formagdo Ossea sem o aumento da perda urindria de
calcio.

Segundo a WHO e FAO (2003) apud FAO (2013), as pessoas precisam ter uma dieta
saudavel em geral que atenda a demanda de todos os nutrientes necessarios para a saude ossea.
Outras recomendagdes sobre o estilo de vida incluem aumentar a atividade fisica (atividades
que mantenham ou aumentem a for¢a muscular, coordenag¢do e o equilibrio, como fatores
determinantes da propensdo a quedas, e atividades regulares de sustentag¢do de peso por toda a
vida, o que pode aumentar o pico de massa dssea na juventude e ajudar a manter a massa dssea
na vida adulta), reduzir a ingestdo de sddio, aumentar o consumo de frutas e vegetais, manter
um peso corporal saudavel, evitar fumar e limitar a ingestdo de élcool.

No contexto deste estudo, novas pesquisas seriam necessarias para o desenvolvimento
de biscoitos contendo estas concentragdes de CPS e aveia, porém reducao do teor de lipidios,
com o objetivo de garantir biscoitos com melhor qualidade nutricional, desde que as
caracteristicas sensoriais sejam preservadas. Além disso, a utilizacdo de CPS em biscoitos abre
novas possibilidades para a aplicacdo em outros produtos de panificagdo, a fim de melhorar as
opcdes de mercado aos consumidores, agregar valor nutricional e promover melhora no

metabolismo dsseo.
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5 CONCLUSAO

O concentrado proteico de soro de leite e a aveia apresentaram potencial para o
enriquecimento de biscoitos, principalmente pelas suas propriedades fisicas e composi¢cdo
quimica. A formulagido contendo 15% de CPS e 20% de aveia foi a que apresentou as melhores
caracteristicas de biscoito tipo cookie, tanto tecnologicamente como sensorialmente.

Os beneficios para a saude dssea do biscoito contendo CPS foram confirmados pelo
aumento significativo da formagdo Ossea, sem aumento da excrecdo urindria de célcio. O
biscoito também apresentou proteina de alto valor nutricional e quantidades significativas de
calcio, potassio e zinco, quando comparadas a formulag¢do padrio, sugerindo que a introdugio
desse produto na dieta pode proporcionar beneficios a satde Ossea.

Os resultados da pesquisa s@o bastante promissores para o aproveitamento do
soro de leite, através da utilizagdo como concentrado proteico de soro de leite, no
enriquecimento de biscoitos, ja que estes, normalmente, apresentam baixo teor de proteinas e

minerais.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Voceé esta sendo convidado (a) a participar da pesquisa “Desenvolvimento de biscoito
tipo cookie, com baixo teor de lactose, enriquecido com concentrado proteico de soro de
leite”, de responsabilidade dos pesquisadores Telma Elita Bertolin e Graziela De Carli.

Esta pesquisa justifica-se devido necessidade da industria alimenticia para
desenvolvimento de novos produtos com baixo teor de lactose, com énfase no mercado de
biscoitos e no interesse dos consumidores por produtos que apresentem elevado valor
nutricional e beneficios a saide humana. Os objetivos desta pesquisa sdo de desenvolver um
biscoito tipo cookie com baixo teor de lactose, enriquecido com concentrado proteico de soro
de leite e avaliar as caracteristicas fisicas, quimicas e nutricionais.

A sua participacdo na pesquisa sera em 1 encontro, a ser combinado, com duragdo
aproximada de 1 hora ou in home e consiste em realizar avaliagdo sensorial de amostras de
biscoitos. Sera solicitado que vocé deguste o produto e avalie a preferéncia e aceitabilidade
global, conforme escalas apropriadas. Vocé ndo deverd sentir desconforto, mas o (a)
pesquisador (a) compromete-se em orienta-lo (a) e encaminha-lo (a) para os profissionais
especializados conforme necessidade. Os biscoitos desenvolvidos nido oferecem riscos ao
consumidor, pois foram avaliados quanto a presenca de lactose.

Ao participar da pesquisa, vocé tera beneficios de contribuir com estudos na area de
alimentacdo. Voce terd a garantia de receber esclarecimentos sobre qualquer duvida relacionada
a pesquisa e poderd ter acesso aos seus dados em qualquer etapa do estudo. Sua participacio
nessa pesquisa ndo ¢ obrigatéria e voc€ pode desistir a qualquer momento, retirando seu
consentimento, caso seja de seu interesse. Caso tenha alguma despesa relacionada a pesquisa,
voce tera o direito de ser ressarcido (a) e voc€ ndo recebera pagamento pela sua participagdo no

estudo. As suas informagdes serdo gravadas e posteriormente destruidas. Os dados relacionados
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a sua identificagdo ndo serdo divulgados. Os resultados da pesquisa serdo divulgados em
periddicos, mas vocé terd a garantia do sigilo e da confidencialidade dos dados.

Caso vocé tenha davidas sobre o comportamento dos pesquisadores ou sobre as
mudangas ocorridas na pesquisa que ndo constam no TCLE, e caso se considera prejudicado
(a) na sua dignidade e autonomia, voc€ pode entrar em contato com os pesquisadores, Telma
Elita Bertolin, pelo telefone (54) 3316 8193 e Graziela De Carli, pelo telefone (54) 3316-8310,
no Programa de Pos-Graduagdo Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, ou também
pode consultar o Comité de Etica em Pesquisa da UPF, pelo telefone (54) 3316-8370 no horario
das 08h as 12h e das 13h30min as 17h30min, de segunda a sexta feira.

Dessa forma, se vocé concorda em participar da pesquisa como consta nas explicacdes
e orientagdes acima, coloque se nome no local indicado abaixo.

Desde ja, agradecemos a sua colaboracdo e solicitamos a sua assinatura de autorizacio
neste termo, que serd também assinado pelo pesquisador responsavel em duas vias, sendo que

uma ficard com vocé e outra com o (a) pesquisador (a).

Passo Fundo, de de 2015.

Nome do (a) participante:

Assinatura:

Nome do (a) pesquisador (a):

Assinatura:
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA O
ESTUDO CLINICO



144



145

A
NUPE | PPGCTA

Universidade Programa de Pés-Graduagao em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos
de Passo Fundo | Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria - FAMV

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estda sendo convidado (a) a participar da pesquisa “Cookie enriquecido com
concentrado proteico de soro de leite e aveia e seu efeito na formacao e reabsorcao 0ssea”,
de responsabilidade dos pesquisadores Telma Elita Bertolin e Graziela De Carli.

Esta pesquisa justifica-se devido a necessidade de alternativas para evitar a
mineralizagdo o0ssea inadequada, frequente em pessoas intolerantes a lactose, devido a falta da
lactose na dieta e a diminuicdo da ingestdo de produtos fontes de calcio. A nutri¢do desempenha
um papel fundamental neste processo por seu efeito sobre todos os fatores relacionados a
fragilidade dssea, principalmente no desenvolvimento e na manutencido da massa dssea.

Os objetivos desta pesquisa sdo de avaliar o efeito da ingestdo de biscoito tipo cookie
sem lactose, enriquecidos com concentrado proteico de soro de leite bovino e aveia nos
parametros nutricionais € na formagdo e reabsor¢do Ossea de intolerantes a lactose, visando
melhorar o estado nutricional e estimular o desenvolvimento 6sseo.

A sua participag@o na pesquisa sera em 3 encontros, a serem realizados no més de outubro, em
data a ser combinada previamente, com duragdo aproximada de 2 horas, e consiste em:
Primeiro encontro:

- Reunido inicial

- Fornecimento de informagdes referentes a ingestdo alimentar e dados socioecondmicos e
demograficos — local: Instituto de Ciéncias Biologicas da UPF;

Segundo encontro:

- Exames antropométricos (peso, altura, bioimpedancia elétrica) — local: Instituto de Ciéncias
Biologicas da UPF.

- Exames de sangue — local: Laboratdrio de Andlises Clinicas Escola (LABE), do Curso de

Farmacia da UPF;



146

- Exames de urina — local: Laboratorio de Analises Clinicas Escola (LABE), do Curso de
Farmacia da UPF;

Terceiro encontro:

- Exames de sangue — local: Laboratério de Andlises Clinicas Escola (LABE), do Curso de
Farmacia da UPF;

- Exames de urina — local: Laboratorio de Analises Clinicas Escola (LABE), do Curso de
Farmacia da UPF;

- Exames antropométricos (peso e bioimpedancia elétrica) — local: Instituto de Ciéncias
Biologicas da UPF.

Vocé ndo deverd sentir desconforto, mas o (a) pesquisador (a) compromete-se em
orienta-lo (a) e encaminha-lo (a) para os profissionais especializados conforme necessidade. Os
biscoitos desenvolvidos ndo oferecem riscos as pessoas intolerantes a lactose, pois serdo
avaliados quanto a presenca de lactose, através de andlise laboratorial, seguindo a Portaria n°
29, de 13 de janeiro de 1998, que estabelece que o produto pode conter, no maximo, 0,5 g do
nutriente em referéncia, por 100 g ou 100 mL do produto final a ser consumido.

Ao participar da pesquisa, vocé terd beneficios de contribuir com estudos na area de
alimentacdo. Voce terd a garantia de receber esclarecimentos sobre qualquer davida relacionada
a pesquisa e podera ter acesso aos seus dados em qualquer etapa do estudo. Sua participacio
nessa pesquisa ndo ¢ obrigatéria e vocé pode desistir a qualquer momento, retirando seu
consentimento, caso seja de seu interesse. Caso tenha alguma despesa relacionada a pesquisa
(deslocamento), vocé terd o direito de ser ressarcido (a) e vocé ndo receberd pagamento pela
sua participacdo no estudo. As suas informagdes serdo gravadas e posteriormente destruidas.
Os dados relacionados a sua identificacdo ndo serdo divulgados. Os resultados da pesquisa serdo
divulgados em periddicos, mas vocé tera a garantia do sigilo e da confidencialidade dos dados.

Caso vocé tenha duvidas sobre o comportamento dos pesquisadores ou sobre as
mudangas ocorridas na pesquisa que ndo constam no TCLE, e caso se considera prejudicado
(a) na sua dignidade e autonomia, vocé pode entrar em contato com os pesquisadores, Telma
Elita Bertolin, pelo telefone (54) 3316 8193 e Graziela De Carli, pelo telefone (54) 3316-8310,
no Programa de P6s-Graduagdo Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, ou também
pode consultar o Comité de Etica em Pesquisa da UPF, pelo telefone (54) 3316-8157 no horario
das 08h as 12h e das 13h30min as 17h30min, de segunda a sexta feira.

Dessa forma, se vocé€ concorda em participar da pesquisa como consta nas explicagdes

e orientagdes acima, coloque se nome no local indicado abaixo.
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Desde ja, agradecemos a sua colaboracdo e solicitamos a sua assinatura de autorizagao
neste termo, que sera também assinado pelo pesquisador responsavel em duas vias, sendo que

uma ficara com vocé e outra com o (a) pesquisador (a).

Passo Fundo, de de 2015.

Nome do (a) participante:

Assinatura:

Nome do (a) pesquisador (a):

Assinatura:
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APENDICE C

QUESTIONARIO PARA COLETA DE DADOS SOCIOECONOMICOS E
DEMOGRAFICOS DOS CONSUMIDORES PARTICIPANTES DA
ANALISE SENSORIAL
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O questiondrio abaixo faz parte de uma pesquisa de mestrado da UPF. Para preencher o
questiondrio, marque um X no parénteses que corresponde a sua resposta. Os dados pessoais

ndo serdo divulgados. Muito obrigada pela compreensio e participacio na pesquisa!

Para participar desta analise sensorial, vocé ndo pode ser portador de intolerancia a
lactose, diabetes ou alergia e/ou intolerancia a algum dos ingredientes utilizados na formulacao
dos biscoitos (farinha de trigo, aveia, agucar, sal, concentrado proteico de soro de leite, gordura

vegetal, fermento quimico).

PESQUISA — COOKIE ENRIQUECIDO COM CONCENTRADO
PROTEICO DE SORO DE LEITE E AVEIA

Nome:

1. Qual seu sexo: (1) Masculino  (2) Feminino
Qual ¢€ sua raga/cor: (1) Branca (2) Parda (3) Negra (4) Amarela
Qual ¢ seu estado civil? (1)Solteiro (2)Casado (3) Divorciado/Separado (4)Unido estavel

Qual € sua idade? _ anos

A

Qual ¢ sua escolaridade? (1) Fundamental incompleto (2) Fundamental completo (3)
Médio incompleto (4) Médio completo (5) Superior incompleto (6) Superior completo
(7) Pos-graduacao

6. Vocé consumiu biscoitos ou bolachas no ultimo més? (1) Sim (2) Nao

7. Se sim, com que frequéncia voc€ consumiu biscoitos ou bolachas no ultimo més?

(1) todos os dias (2) de duas a trés vezes por semana (3) uma vez por semana (4) quinzenal (5)

uma vez no meés
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8. Marque qual(is) o(s) tipo(s) de biscoito ou bolacha vocé consome?

Tipo de biscoito ou bolacha SIM NAO
Integral (D) 2)
Doce (1) 2)
Salgado (1) 2)
Com aveia (D) 2)

9. Indique onde vocé consome biscoitos:

(1) Emcasa (2) Em viagens (3) Em lanchonetes/restaurantes (4) No trabalho/faculdade
(5) Outros




153

APENDICE D

FICHA PARA AVALIACAO SENSORIAL DO TESTE DE ORDENACAO
PREFERENCIA
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TESTE ORDENACAO PREFERENCIA

Nome:

Instrugdes: Por favor, avalie as amostras codificadas de biscoitos, da esquerda para a direita, e

coloque-as em ordem decrescente de preferéncia:

Cddigo da amostra:

Amostra mais preferida

Amostra menos preferida

Comentarios:
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APENDICE E

FICHA PARA AVALIACAO SENSORIAL DOS TESTES DE
ACEITABILIDADE E INTENCAO DE COMPRA
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TESTE DE ACEITABILIDADE

Nome:

Instrugdes: Por favor, prove a amostra de biscoito e d€ uma nota para cada atributo, seguindo a

seguinte escala:

Cddigo da amostra

9 — Gostel muitissimo

8 — Gostel muito

7 — Gostei moderadamente Atributos Nota
6 — Gostei ligeiramente Aparéncia

5 — Nao gostei/nem desgostei Sabor

4 - Desgostei ligeiramente Aroma

3 — Desgostei moderadamente Textura

2 — Desgostei muito Nota global para o biscoito

1 — Desgostei muitissimo

Escala de intencio de compra

Com que frequéncia vocé compraria o biscoito?

1 — Certamente eu ndo compraria

2 — Provavelmente eu ndo compraria

3 — Talvez eu compraria / talvez eu ndo compraria
4 — Provavelmente eu compraria

5 — Certamente eu compraria

Valor atribuido

Comentarios:
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APENDICE F

QUESTIONARIO PARA COLETA DE DADOS SOCIOECONOMICOS E
DEMOGRAFICOS DOS PARTICIPANTES DO ESTUDO CLINICO
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O questiondrio abaixo faz parte de uma pesquisa de mestrado da UPF. Para preencher o
questiondrio, marque um X no parénteses que corresponde a sua resposta. Os dados pessoais

ndo serdo divulgados. Muito obrigada pela compreensio e participagdo na pesquisa!

PESQUISA — COOKIE ENRIQUECIDO COM CONCENTRADO
PROTEICO DE SORO DE LEITE: EFEITO NA FORMACAO E
REABSORCAO OSSEA

Dados demograficos

Nome:

Qual seu sexo: (1) Feminino  (2) Masculino

Qual € sua raga/cor: (1) Branca (2) Parda (3) Negra (4) Amarela

Qual ¢ seu estado civil? (1)Solteiro (2)Casado (3) Divorciado/Separado

(4)Uniao estavel

Qual € sua idade? _ anos

Qual ¢ sua escolaridade?

(1) Fundamental incompleto (2) Fundamental completo (3) Médio incompleto  (4) Médio
completo (5) Superior incompleto (6) Superior completo

(7) Pos-graduacao

Dados socioeconomicos (ABEP, 2014)

Marque com um X, a quantidade de cada um dos itens listados abaixo que vocé possui.

Quantidade
Itens 0 1 2 3 +4

Banheiros

Empregados domésticos
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Automoveis

Microcomputador

Lava loucas

Geladeira

Freezer

DVD

Micro-ondas

Motocicleta

Secadora de roupas

Qual ¢ o grau de instrucdo do chefe da familia?

Escolaridade da pessoa de referéncia

Analfabeto / Fundamental I incompleto

Fundamental I completo / Fundamental II incompleto

Fundamental II completo / Médio incompleto

Médio completo / Superior incompleto

Superior completo

Vocé tem acesso aos seguintes servicos publicos?
Agua encanada: (1) Sim (2) Nio
Rua pavimentada: (1) Sim (2) Nao

Dados alimentares

Vocé consumiu biscoitos ou bolachas no ultimo més? (1) Sim (2) Nao

Com que frequéncia vocé consumiu biscoitos ou bolachas no ltimo més?

(1) uma vez no més (2) uma vez por semana

(3) de duas a trés vezes por semana  (4) todos os dias

Marque qual(is) o(s) tipo(s) de biscoito ou bolacha vocé€ consome?

Integral (1)
Doce (2)
Salgado (3)

Com aveia (4)
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PARECER DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
COM SERES HUMANOS DA UNIVERSIDADE DE PASSO FUNDO
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: BISCOITO TIPO COOKIE ENRIQUECIDO COM CONCENTRADO PROTEICO DE
SORO DE LEITE E SEU EFEITO NA FORMACAO E REABSORCAO OSSEA DE
INTOLERANTES A LACTOSE

Pesquisador: GRAZIELA DE CARLI

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 43742015.8.0000.5342

Instituicao Proponente: UNIVERSIDADE DE PASSO FUNDO
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Niamero do Parecer: 1.088.511
Data da Relatoria: 05/06/2015

Apresentacdo do Projeto:

O desenvolvimento de novos produtos alimenticios torna-se cada vez mais desafiador, a medida que
procura atender & demanda dos consumidores por produtos que, concomitantemente, sejam saudaveis e
atrativos. Biscoitos sdo produtos que apresentam grande interesse comercial e estdo em constante
desenvolvimento. Os concentrados proteicos de soro de leite tém uma vasta aplicag@o na induastria
alimenticia pela versatilidade funcional tecnologica sob a forma de ingredientes em alimentos e pelas
propriedades nutricionais, por possuirem componentes ativos que auxiliam na manuteng&o da saude 6ssea.
O osso & um tecido bastante dinamico que constantemente esta formando tecido novo por meio dos
osteoblastos e ressorvendo através dos osteoclastos, processo conhecido como turnover (ciclo). A
osteoporose, distirbio osteometabdlico, é caracterizado por redugdo da massa 0ssea e alteragdo de sua
microarquitetura. A alimentac&o & um dos fatores mais importantes no desenvolvimento e manutencgéo da
massa 0ssea e na prevengao e tratamento da osteoporose. Os individuos intolerantes a lactose geralmente
evitam produtos a base de leite, sendo que esta baixa ingestéo de calcio ao longo da vida é fator de risco

para osteoporose

Objetivo da Pesquisa:
Desenvolver um biscoito tipo cookie enriquecido com concentrado proteico do soro do leite e
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Continuagdo do Parecer: 1.088.511

aveia e avaliar seu efeito na formacao e reabsorcéo 6ssea em pessoas intolerantes & lactose.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Nao havera riscos no desenvolvimento desta pesquisa aos participantes.
Beneficios:

Contribuir com estudos na area de alimentacgéo.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Seréo produzidos biscoitos tipo cookie enriquecidos com diferentes proporgtes de concentrado proteico do
soro do leite e aveia. As caracteristicas fisicas, quimicas, microbiologicas e as propriedades nutricionais dos
biscoitos serao avaliadas. A aceitabilidade e a inten¢cao de consumo dos biscoitos produzidos seréao
avaliadas através de analise sensorial. Sera realizado um estudo in vivo com 15 pacientes intolerantes a
lactose objetivando avaliar a formacdo e reabsorcao 0ssea, estado nutricional, composicao corporal e
ingestao alimentar.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:

Os direitos fundamentais do(s) participante(s) foi(ram) garantido(s) no projeto e no TCLE. O protocolo foi
instruido e apresentado de maneira completa e adequada. Os compromissos do (a) pesquisador (a) e das
instituicbes envolvidas estavam presentes.

Recomendacgdes:

Apods o término da pesquisa, o CEP UPF solicita:

a) A devolugédo dos resultados do estudo ao(s) sujeito(s) da pesquisa ou a instituicao que forneceu os dados;
b) Enviar o relatério final da pesquisa, pela plataforma, utilizando a opgéo, no final da pagina, "Enviar
Notificacao” + relatorio final.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:
Diante do exposto, este Comité, de acordo com as atribuicées definidas na Resolugao n. 466/12, do

Conselho Nacional da Saude, Ministério da Salde, Brasil, manifesta-se pela aprovagao do
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projeto de pesquisa na forma como foi proposto.

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
N&ao

Consideragdes Finais a critério do CEP:

PASSO FUNDO, 01 de Junho de 2015

Assinado por:
Nadir Antonio Pichler
(Coordenador)

Enderego: BR 285- Km 292 Campus | - Centro Administrativo

Bairro: Divisdo de Pesquisa / Sao José CEP: 99.052-900
UF: RS Municipio: PASSO FUNDO
Telefone: (54)3316-8157 E-mail: cep@upf.br

Plataforma
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