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I- INTRODUCAO GERAL

A utilizacdo de coprodutos industriais na alimentacdo animal é de fundamental
importancia, uma vez que os residuos de uma etapa da cadeia podem ser usados nas
etapas seguintes, sem que sejam descartados na natureza, contribuindo com a chamada
ecologia nutricional (Gameiro & Silva, 2007). Os ingredientes de origem vegetal,
quando processados, geram coprodutos fibrosos que, em geral, sdo usados na
alimentacdo de ruminantes. No entanto, estes coprodutos ndo possuem valor agregado
quando utilizados desta forma.

O mercado de animais de companhia, semelhante ao mercado de produtos para a
nutricdo humana, possui esta caracteristica de utilizar coprodutos na alimentacéo
visando seus papéis ndo somente nutricionais, mas também funcionais. Neste sentido, as
fontes de fibra possuem propriedades importantes na nutricdo de cées, tais como
estimulo a motilidade intestinal, reducdo da densidade energética do alimento,
fermentabilidade intestinal visando prevenir doencas e auxiliar na imunidade, além de
melhorarem a qualidade fecal dos animais (Carciofi et al., 2005; Barry et al., 2010;
Fahey, 2015).

Considerado um dos alimentos funcionais mais populares da Amazbnia e
amplamente utilizados no mundo, o acai (Euterpe oleracea Mart.) tem recebido muita
atencdo nos Gltimos anos como uma das novas " superfrutas ", em virtude dos beneficios
que estdo sendo relatados por trabalhos cientificos decorrentes dos compostos fendlicos,
tais como as antocianinas, presentes neste alimento (Schauss et al., 2006b; Jensen et al.,
2008; Mertens-Talcott et al., 2008; Spada et al., 2009; Hogan et al., 2010; Poulose et al.,
2012; Fragoso et al., 2013). Apesar da importancia econdmica da polpa do acai, esta
representa apenas 10% da massa total do fruto, sendo o restante descartado pela
indUstria no processo de producdo de polpa e, atualmente utilizado como residuo
industrial. No entanto, devido ao seu elevado teor de fibras e propriedades antioxidantes
(Rodrigues et al., 2006), este ingrediente torna-se passivel de uso pela industria pet
food.

Outros compostos fendlicos presentes no acai sdo os taninos classificados em duas
classes: hidrolisaveis e taninos condensados, e sdo considerados como tendo ambos 0s

efeitos adversos e benéficos, dependendo da sua concentracdo e natureza, além de



outros fatores tais como a espécie animal, o estado fisiol6gico do animal e composicao
da dieta. A principal desvantagem em relacéo a presenca de taninos esta relacionada ao
seu efeito antinutriconal, causado pelo complexo tanino-proteina, o qual provoca
diminuigéo na digestibilidade e da palatabilidade em decorréncia do sabor adstringente.
No entanto, esse fator antinutricional é considerado termolabel podendo ser inativado
durante o processamento das dietas pet food, o qual envolve elevadas temperaturas,
umidade e presséo (Butolo, 2010).

Se, por um lado, o tanino apresenta atividades antinutricionais nos alimentos, por
outro, atualmente, muitos estudos tem mostrado que, uma vez no intestino, 0s taninos
hidrolisaveis podem ser fermentados por bactérias, liberando compostos com atividade
antioxidante, tais como os &cidos elagico e galico, os quais podem ser absorvidos e
atuarem como antioxidante no organismo do animal (Barbehenn & Constabel, 2011).
Desta forma, € possivel que a semente de acai, hoje considerada um residuo industrial,
tenha algumas propriedades nutricionais que viabilizem seu uso na nutricdo animal.

Considerando o exposto, neste projeto foram avaliadas as propriedades nutricionais
e funcionais da semente de acai como fonte de fibras e antioxidantes para cées.
Adicionalmente, avaliou-se o efeito do processo de extrusdo sobre as concentracdes de
taninos nas dietas, visando relacionar tais efeitos com as propriedades nutricionais e

funcionais do ingrediente.



2. Revisado de Literatura

2.1 Producéo de alimentos para cées

Evidéncias arqueoldgicas indicam que o cdo foi a primeira espécie animal a ser
domesticada e que isso ocorreu no final da ultima Era Glacial, quando toda a existéncia
humana ainda dependia de caga, e outros meios arcaicos de sobrevivéncia (Clutton-
Brock, 1995). Desde entdo, os cdes demonstraram grande capacidade de assimilar nosso
estilo de vida, desempenhando importante papel na vida dos seres humanos.

Segundo dados da Pesquisa Nacional de Saude (PNS) realizada em 2013 e
divulgada pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), em junho de 2015,
existem 52,2 milhGes de cées e 22,1 milhdes de gatos criados em domicilio no Brasil,
representando a segunda maior populacdo mundial. O levantamento demonstrou que 0s
lares brasileiros sdo constituidos por uma populacdo de cdes maior do que de criangas,
uma vez que, no mesmo periodo da pesquisa, havia no pais 44,9 milhdes de criancas
entre um e 14 anos de idade (IBGE, 2015).

O segmento brasileiro de alimentos para animais de companhia manteve um
crescimento consistente ao longo dos ultimos anos, com producdo de 2,20 milhdes de
toneladas vendidas e faturamento em torno de US$ 16 a 17 bilhdes em 2014
(Euromonitor Internacional, 2014). ProjecBes apontam que as vendas de pet food no
Brasil alcancardo US$ 6,4 bilhdes até 2019 (ABINPET, 2014).

Pesquisas recentes revelam que a evolugdo da populagdo humana apresenta
diminuicdo da natalidade e das familias tradicionais e aumento do envelhecimento da
sociedade (Champion, 2015). Todos esses fatores impactam amplamente a demanda
por vinculos emocionais. Consequentemente, 0 animal de estimacdo ndo é visto
somente como um animal, mas como um membro da familia e pode, até mesmo, ser
considerado como uma crianga, fenbmeno denominado nos ultimos anos como
“Humanizacao”. Desse modo, isto reflete em profundo impacto sobre a industria de
racdo animal, na conducdo da comunicagd0 com o proprietario (consumidor) e
desenvolvimento de produtos no sentido de um apelo emocional (Champion, 2015).
Paralelo a este fendmeno, estad a “Premiunizagdo”, considerada uma consequéncia da
nossa sociedade de consumo. O crescimento das familias ndo tradicionais sem filhos e

altos niveis de renda disponivel impulsiona 0 aumento das despesas per-capita animal



de estimacdo. O aumento na renda dos consumidores resulta em mais renda disponivel
para gastos com seus animais de estimacdo. E, finalmente, o crescimento da cultura da
celebridade fez com que os mimos aos animais de estimagcdo se tornassem mais
socialmente aceitiveis. A consequéncia disso € que os donos estdo dispostos a pagar
mais por produtos de valor agregado.

Prazer, saude e bem-estar, responsabilidade e conveniéncia sdo as quatro
megatendéncias que dominam o desenvolvimento do mercado de alimentos para
animais de estimagdo em todo o mundo (Champion, 2015). Em consequéncia disto, 0s
fabricantes estdo procurando novos ingredientes para uma melhor diferenciacdo de
marca. Um nuUmero crescente de produtos contendo frutas (principalmente frutas
vermelhas com contetdo antioxidante) e ervas (ginkgo, ginseng, valeriana, camomila,
especiarias etc.) estdo sendo incluidos como ingredientes da formula ou como particulas
integrais na preparacéo.

Em anélise dos langcamentos do mercado de alimentos para animais de estimacéo,
a agéncia Mintel’s Global New Products Database (GNPD) forneceu um banco de
dados de todos os produtos pet food langcados em 53 paises. O levantamento revelou que
entre 2011 e 2013 a maioria dos produtos exibiam apela¢Oes relacionadas com a
responsabilidade com o meio ambiente, a manutencao de peso focada em produtos com
maiores teores de fibras e apelacGes relacionadas ao uso de produtos com propriedades
funcionais.

Nota-se no mundo uma explosdo do nimero de marcas de dietas comerciais
prontas para o consumo, com formulagdes cada vez mais sofisticadas e especificas.
Estabeleceu-se, com isto, elevada competitividade, o que tem levado a segmentacdo de
produtos que apresentam padrdes comerciais e nutricionais distintos (Carciofi, 2008).
Atualmente, 95% dos alimentos secos destinados a animais em todo 0 mundo séo

produzidos com a tecnologia de extrusdo (Carciofi & Sa, 2014).

2.2 Extrusao

Extrusdo termoplastica é uma das mais importantes tecnologias de processamento
de alimentos, que tem sido usado desde meados de 1930 para a producdo de uma
variedade de alimentos processados como alimentos para bebés, cereais matinais
prontos para comer, salgadinhos e outros alimentos com textura (Brennan et al., 2011;
Sharma et al., 2012).



O desenvolvimento de novas extrusoras de roscas simples, na década de 50,
expandiu sua aplicacdo na producdo de alimentos secos para animais de companhia
(Riaz, 2000). Ao longo dos anos, tornou-se o principal método de processamento para
as industrias de alimentos e ra¢fes (Brennan et al., 2011). A extrusdo é um método de
processamento industrial econdmico (Alonso et al., 2001) que combina alta pressdo,
umidade, temperatura moderadamente alta e atrito mecanico, no interior de um tubo.
Isso resulta em elevadas temperaturas, promovendo a gelatinizacdo de amidos,
desnaturacdo de proteinas, expansao e reestruturacdo de componentes nutricionais e a
expansdo exotérmica do extrusado (Smith, 1975).

O processo de extrusdo utiliza um sistema de alimentacdo, um pré-condicionador,
um extrusor e um secador (Riaz, 2000), os quais tendem a modificar a composicédo e a
disponibilidade dos nutrientes em materiais crus (Alonso et al., 2001). A mistura é
primeiramente transportada para o pre-condicionador da extrusora, onde recebem
liquidos e vapor, responsaveis por aumentar a umidade (que pode variar de 15 a 35%) e
temperatura (que pode variar de 64 a 99 °C) dos ingredientes. No pré-condicionador
inicia-se o processo de gelatinizagdo do amido e a massa é preparada para ser extrusada.
Posteriormente, o material é conduzido ao canhdo da extrusora, onde a massa pode
alcancar temperaturas e pressdes acima de 130°C e 40Qbars, respectivamente. Este
segmento do equipamento é composto por um cilindro com rosca interna, a qual pode
ser simples ou dupla.

Para alimentos pets, cerca de 90% das fabricas adotam extrusoras de rosca
simples. A rosca é firmemente montada sobre um eixo que promove sua circunvolucao,
internamente e em contato com camisas cuja configuracdo geométrica pode aumentar
ou diminuir o atrito da massa com esses componentes internos. O movimento da rosca
comprime a massa contra uma matriz, fazendo com que esta seja pressurizada, aquecida
e derretida, adquirindo consisténcia semiliquida. Na saida da extrusora o material
derretido passa por meio dos orificios da matriz. Ao ganhar a atmosfera a agua se
vaporiza e expande a estrutura plastica criada pelo amido e proteinas funcionais
fundidos que retém parcialmente o vapor de agua, promovendo a expansao e formacéo
da estrutura celular dos extrusados (Sa et al., 2015).

No processo de produgéo de alimentos secos para cées a extrusdo desempenha um
papel de grande importancia na qualidade final do alimento, principalmente, pelo

aumento da digestibilidade de dois grupos de nutrientes: amidos e proteinas. (Lara,



2015). O calor e o atrito facilitam a hidratagdo do amido e das proteinas, ambos
classificados como materiais de formacdo os quais sdo transformados e plasticizados
com a umidade presente. Além disso, o processo de extrusdo desnatura enzimas
indesejaveis, inativa alguns fatores antinutricionais (inibidor de tripsina, hemaglutinina

(lectina), taninos e fitatos) e esteriliza o produto final (Singh et al., 2007).

2.3 Mudancas nutricionais durante o processamento por extruséo
Desnaturacdo proteica, gelatinizacdo do amido, reacdo de Maillard, formagéo de
complexos entre a amilose e lipidios, e entre proteinas e lipidios e perdas de vitaminas,

sdo as principais alteracdes nutricionais que ocorrem durante a extrusao.

2.3.1 Proteinas

As proteinas sdo bipolimeros que contém grande quantidade de grupamentos
quimicos em relacdo aos polissacarideos e, por isso, sdo mais reativos e sofrem muitas
alteracdes durante o processo de extrusdo, sendo a mais importante a desnaturacdo. O
desdobramento de uma proteina globular e a perda consecutiva das estruturas
secundarias e terciarias constitui a desnaturacdo (Harper, 1981). As proteinas estdo
dispostas na matéria-prima em estruturas lineares, secundérias, terciarias ou
quaternérias sendo as estruturas lineares de digestdo facilitada. Estruturas complexas
podem ser desnaturadas em estruturas cada vez mais lineares dependendo da
temperatura, friccdo e batimento da massa dentro do canhdo do extrusor (Lara, 2015).

Varidveis de processamento e a inclusdo de proteina foram investigadas por
Johnson et al. (1998) em dietas extrusadas para cées, que verificaram menor coeficiente
de digestibilidade total dos aminoacidos totais em dietas para cdes, contendo farinha de
carne e 0ssos processada a 143 °C, em relacdo a processada a 129 °C. Por outro lado, as
fontes proteicas vegetais apresentam composi¢do mais uniforme, com menor variacéo
entre partidas e fornecedores. No entanto, possuem fatores antinutricionais como
inibidores de enzimas, lectinas, tanino, fitato, polissacarideos ndao amilaceos, dentre
outros, e, quando presentes, podem influenciar negativamente a disponibilidade de seus
nutrientes. O tratamento térmico e industrial a que sdo submetidos, no entanto, pode
reduzir e ou mesmo eliminar alguns destes fatores, melhorando significativamente a

qualidade destas matérias-primas (Carciofi et al., 2008).



2.3.2 Amido

Durante o processo de extrusdo ocorre a gelatinizacdo parcial ou total da particula
de amido em presenca de agua, aguecimento e tempo de retencdo dentro do extrusor
(Harper, 1981). O amido sofre mudancas durante o processo devido ao inchamento do
gréanulo, perda da cristalinidade e birrefringéncia, acarretando em aumento da
viscosidade e solubilizacdo da amilose (Harper, 1994).

Os amidos estdo dispostos na matéria-prima dos alimentos em granulos densos de
dificil digestdo por cdes. Durante o processo de extrusdo, o amido presente nestes
gréanulos pode sofrer diferentes graus de gelatinizacdo, dependendo de fatores
extrinsecos ao alimento como a temperatura, umidade, presséo e tempo de exposicao as
condicdes do canhdo do extrusor e fatores intrinsecos ao alimento como teor de amilose
ou amilopectina do granulo e interacdo com outros nutrientes e substancias ndo
nutrientes presentes na propria matéria prima ou na mistura exatamente no momento da
extrusdo. O processo de extrusdo € baseado no conceito da digestdo do amido
gelatinizado ser mais facil que a do amido cru (Lara, 2015). Racbes extrusadas
adequadamente processadas apresentam elevados valores de digestibilidade para o

amido, superior a 98% para caes (Carciofi, et al. 2008).

2.3.3 Perdas de compostos bioativos na extrusao

Frutas e vegetais sdo considerados como importantes fontes de compostos
bioativos, no entanto, os grdos também sdo potenciais fontes de compostos bioativos e
acidos fenolicos, particularmente. A maioria destes compostos é perdida durante o
processamento devido a sua sensibilidade para as condi¢fes de processamento, tais
como a temperatura (Riaz et al., 2009). Os componentes nao nutritivos principalmente
os polifendis que possuem propriedades antioxidantes podem sofrer varias alteraces,
alterando, assim, a sua atividade antioxidante (Sharma et al., 2012).

Diversas variaveis de processo de extrusdo podem influenciar a composicdo dos
produtos acabados, incluindo caracteristicas das matérias-primas, mistura e
acondicionamento de matéria-prima, temperatura de extrusdo, pressdo, velocidade da
rosca, teor de umidade, taxa, entrada de energia e propriedades fisico-quimicas dos
extrusados.

Estas condicdes tém a capacidade de produzir influéncias positivas ou negativas

sobre 0s compostos bioativos dos extrusados. Varios estudos tém mostrado que o



processamento por extrusdo reduz significativamente 0s compostos bioativos
mensuraveis em produtos alimentares. Korus et al. (2007) investigaram o efeito de
extrusdo no teor de polifendis e atividade antioxidante do feijdo e foi observada uma
diminuicdo significativa no teor de polifendis e atividade antioxidante. Da mesma
forma, Delgado-Licon et al. (2009) observaram reducdo de polifendis e atividade
antioxidante durante a extrusdo de uma mistura de feijao e milho, e tal reducdo era
dependente das condi¢cdes do processo. Shih et al. (2009) observaram diminuicédo
significativa no p-caroteno e antocianina para duas variedades de batata doce ( amarela
e laranja) apds extrusdo.

Alguns estudos mostram reducdo de até 80,3% no nivel de acido fenolico total
apos extrusdo de kiwicha (Amaranthus caudatus) (Brennan et al.,, 2011). Esta
diminuicdo pode ser devido a descarboxilagdo dos &cidos fendlicos durante a extrusdo.
Yagci e Gogus (2009) também observaram que o teor de umidade e a temperatura do
canhdo extrusor provocam reducdo no teor de fendlicos totais. Os compostos fendlicos,
durante a extrusdo, podem sofrer descarboxilacdo devido a temperatura elevada e alto
teor de umidade, podendo promover polimerizacdo de fendis e taninos levando a
reducdo da atividade antioxidante (Brennan et al., 2011). Ainda Anuonye et al., 2010
observaram reducdo no conteddo de tanino de uma mistura de farinha de soja e Acha
(Digitaria exilis) ap6s extrusdo termoplastica a uma temperatura de 150°C no canhao

extrusor.

2.4 Coprodutos na industria de alimentos para cédes

A semelhanca dos humanos, o foco principal da alimentagio de ces e gatos é a
salde e longevidade. No entanto, tendo em vista que o processo produtivo para a
alimentacdo da populacdo mundial gera enorme quantidade de residuos e subprodutos,
sendo importante que estes Gltimos sejam aproveitados, tendo em vista principalmente,
as preocupacdes ambientais. Além disto, as exigéncias nutricionais de todas as espécies
sdo baseadas nas suas necessidades em nutrientes essenciais e ndo de alimentos, ou seja,
independente do produto consumido, este deve atender aos requisitos de
biodisponibilidade de nutrientes, composi¢do nutricional adequada, aceitacdo voluntaria
(palatabilidade razoavel) e ndo apresentar fatores toxicos e, quando presentes, que estes

estejam inativados ou eliminados durante o processamento (Vasconcellos, 2010).



Os coprodutos de origem agroindustrial, que até pouco tempo eram considerados
subprodutos ou residuos da industria alimenticia, cada vez mais tem seu uso
reconhecido para a industria de pet food. Sobre a terminologia, € importante esclarecer a
diferenga conceitual entre residuo, subproduto e coproduto e as caracteristicas que 0s
distinguem. Basicamente residuo e subproduto sdo usados para caracterizar substancias
ou materiais gerados secundariamente em um processo de industrializacdo de produtos
agricolas. O que distingue residuo de subproduto e a existéncia ou ndo de um mercado
definido para a sua comercializagdo, de forma que os que apresentam valor de
comercializacdo definido sdo chamados de subprodutos e aqueles que néo tem potencial
mercadologico sdo chamados de residuos. Como as duas terminologias passam a ideia
de inferioridade ou mesmo a impressao de contaminacgdo, o termo “coproduto” comecou
a ser adotado ha alguns anos pela comunidade cientifica nacional e internacional, de
forma a ndo denegrir esses ingredientes. Nesse sentido, atualmente o conceito de
coproduto tem ganhado forca, uma vez que e estes produtos podem ser tdo importantes
industrial e comercialmente, como o0 produto principal objetivado no processamento
(De-Oliveira, 2014).

Também é importante considerar o uso dos coprodutos em termos mais amplos,
citando especificamente a questdo da produgdo mais limpa e ecologia industrial que séo
cada vez mais discutidas. A producdo mais limpa e a ecologia industrial em conjunto,
buscam por caminhos mais limpos e sustentaveis de producdo e consumo, ganhando
forca como uma estratégia integradora dos processos industriais e sua inser¢cdo no
ecossistema. Sucintamente, a filosofia da ecologia industrial sugere a modelacdo de
sistemas industriais como 0s ecoldgicos, onde muito pouco é descartado ou perdido, o
que a torna um potencial guia para a melhoria da sustentabilidade. Desse modo,
representa um conjunto de principios de projetos em que a matéria-prima e rejeitos tém
a mesma funcéo para diferentes organismos, propiciando a minimizacdo de desperdicios
e a eficiéncia ambiental (Gameiro & Silva, 2007).

Dessa forma, a utilizacdo de coprodutos na alimentagdo animal apresenta dois
beneficios, os quais sdo: preservacdo ambiental e maior nimero de op¢bes para o
nutricionista no momento de formular racGes, possibilitando formulacdo de alimentos
por menor custo ou melhores balanceados do ponto de vista de satde. No entanto, para

que isto ocorra € necessario conhecimento técnico-cientifico sobre a composicao
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quimica, valores energéticos, beneficios & salde e limitagdes de uso nas diferentes
especies e estagio fisioldgico (Vasconcellos, 2010).

A polpa do acai, apesar da importancia econémica, representa apenas 10% da
massa total do fruto, sendo o restante descartado pela inddstria no processo de produgéo
de polpa e atualmente utilizado como residuo industrial. Com isso, devido ao seu
elevado teor de fibras e possiveis propriedades antioxidantes (Schauss et al., 2010), este
ingrediente é passivel de uso pela industria pet food. Em virtude disso, a pesquisa com
ingredientes € de extrema importancia para a area de nutricdo de animais de companhia,
uma vez que esta area tem uma caracteristica importante para 0 mercado que é a de

agregar valor a ingredientes considerados subprodutos.

2.5 Acai (Euterpe oleracea Mart.)

O acai é uma palmeira indigena comumente encontrada na bacia amazonica.
Densas concentragbes dessa palmeira sdo encontradas em wuma area de
aproximadamente 11.000.000 hectares dentro das varzeas da bacia, incluindo margens
de rios e zonas de montanha (Odendaal & Schauss, 2014).

O género Euterpe tem cerca de 28 espécies localizadas na América do Sul e
Central, e distribuidos por toda a bacia amazdnica. As trés espécies que ocorrem mais
frequentemente sdo E. oleracea, E. precatoria e Euterpe edulis. No entanto, apenas as
duas primeiras espécies sdo comercialmente utilizadas por seus frutos. A principal
diferenca entre as duas espécies esta relacionada ao tipo de crescimento. E. precatoria é
nativa do estado do Amazonas, popularmente conhecido como "Acai-do-amazonas" e é
encontrada na Bacia do Rio Amazonas, em uma area de planalto e de planicie, mais
comumente encontrado ao sul do equador e, especialmente, na Amazonia Ocidental. Por
outro lado, E. oleracea, popularmente conhecido como "acai do-pard”, é encontrada
principalmente na varzea e em solos de floresta alagada do estuéario do Rio Amazonas,
nos estados brasileiros do Para, Maranhdo, Tocantins, Amap4a, e também na Guiana e

Venezuela (Yamaguchi et al., 2015).
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X Euterpe precatoria
C A Euterpe oleracea

Figura 1. Sementes e palmeiras de (a) E. precatoria e (b) E. oleracea e (c) distribuicdo
boténica das duas espécies (Yamaguchi et al., 2015).

Segundo Henderson (1995) a E. oleracea é uma palmeira multicaule, com até 25
colmos por touceira. Os troncos adultos variam entre 3 e 20 m, e um didmetro de 9 a 18
cm. Cada caule possui, na sua extremidade, um conjunto de folhas pinadas e arranjo
espiral, com 40 a 80 pares de foliolos opostos, ou sub-opostas. Nos primeiros dois
tercos de cada raquila, as flores estdo dispostas em triades, com cada flor fémea ladeada
por duas flores masculinas. No terceiro terminal das raquilas, normalmente,
predominam as flores masculinas. Em relacdo as inflorescéncias, aproximadamente
50,5% das flores sdo masculinas e 19,5% sdo femininas. A maturacdo do fruto €
completada em cerca de 175 dias, apresentando uma cor violeta e diametro de cerca de
13,5 mm.

A tabela 1 apresenta o ranking dos estados brasileiros em que houve maior

extracdo de acai em 2013.

Tabela 1. Ranking estadual da producdo de agai (fruto).

Unidade da Federacao Producao (t) Porcentagem do total
Para 111.073 55
Amazonas 71.783 35
Maranhéo 12.837 6
Acre 3.050 2
Amapa 2.036 1
Rondbnia 1.435 1
Total 202.214 100

Fonte: Almudi & Pinheiro (2015).
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O estado do Amazonas desponta na segunda colocagdo com 35% da producéo
nacional, atras apenas do estado do Para, que juntos correspondem a 90% da producao
nacional (Almudi & Pinheiro 2015). Quando somados, a producdo de todos os estados
produtores brasileiros a producdo de acai em 2011 foi de aproximadamente 215, 3 mil
toneladas, com aumento de 73,1% em relacdo ao ano de 2010, gerando um movimento
monetario estimado de US$ 700.000 (IBGE, 2013).

Estima-se que cerca de 111 mil toneladas de frutas sejam processadas
comercialmente a cada ano na cidade de Belém (PA), produzindo aproximadamente 110
mil toneladas de sementes de acai. Cada fruto de agai contém uma semente castanha
claro, responsavel por cerca de 90% do diametro do fruto (1-2 cm) e até 90% do seu
peso (0,7-1,9 g). As sementes sao cobertas por uma camada de fibras asperas sob uma
fina polpa comestivel de cor violeta. Fibras, tais como celulose e hemicelulose, compde
cerca de 63 a 81% do peso das sementes, seguido por cerca de 5-6% de proteinas, 2-6%
de sais minerais, e 2-3% de lipideos (Rodrigues et al., 2006).

A separacdo das sementes da polpa consiste nas seguintes etapas: recebimento dos
frutos; selecdo manual; pré-lavagem; lavagem (com cloro); remocdao do cloro (aspersao
com &gua potavel); amolecimento ou maceracdo; despolpamento e refino
(centrifugacdo) (Rodrigues et al., 2006).

Considerado um dos alimentos funcionais mais populares da Amazbnia, e
amplamente utilizados no mundo, a polpa de acai tem recebido muita atencdo nos
ultimos anos como uma das novas " superfrutas " em virtude dos beneficios que estdo
sendo relatados. Beneficios para a salde estdo associados com a sua composicdo
quimica, em especial a presenca de substancias bioativas, tais como compostos
fendlicos, flavonoides e antocianidinas. O acai tem sido objeto de estudos para a
industria alimentar e também para as industrias cosmética e farmacéutica (Yamaguchi et
al., 2015).

Recentemente, cientistas no Brasil descobriram que a semente do agai possui
propriedades funcionais que podem transformé-la em um produto de valor agregado
como o seu proprio produto nutracéutico (Odendaal & Schauss, 2014). Rodrigues et al.
(2006) identificaram diversos oligdmeros de procianidina (dimero, trimero, tetramero e
dois pentameros), juntamente com o acido protocatecoico, um acido di-hidroxibenzoico
fendlico, e (-)-epicatequina, no extrato da semente do agai. O teor de polifenois

variaram de 683 mg/L para 2.532 mg/L no extrato de semente de acai (Odendaal &
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Schauss, 2014). A partir desses resultados os autores concluiram que o extrato das
sementes de acai exibe capacidade antioxidante, parcialmente devido ao contetdo de
procianidinas oligoméricas. A concentracdo (18 mg/L) necessaria para 50% de inibicdo
contra os radicais peroxil esta na mesma ordem de grandeza que a encontrada para o
Trolox (21 mg/L). Ainda, segundo os autores, desde que a seguranca toxicoldgica do
extrato da semente de acai seja confirmada por estudos adicionais, a semente do acai
pode ser utilizada como uma fonte natural, para a preparacdo de um novo antioxidante
com funcdo de prolongar a vida de prateleira de alimentos. Além disso, Odendaal &
Schaus (2014) também relataram elevada atividade antioxidante do extrato da semente
de acai contra a oxidacdo do &cido linoleico, e capacidade de eliminacdo de radicais

DPPH e anion superoxido.

2.5.1 Constituintes fitoquimicos

Fitoquimicos podem ser definidos, no sentido mais estrito, como produtos
quimicos produzidos por plantas. No entanto, o termo é geralmente utilizado para
descrever os produtos quimicos a partir de plantas que podem afetar a satde, mas nédo
sdo nutrientes essenciais (Gharras, 2009).

Dentro desse contexto, os compostos fendlicos sdo produtos naturais do
metabolismo secundario das plantas. Apresentam diferentes fungdes na ecologia,
fisiologia e bioguimica das plantas, incluindo a formagdo dos pigmentos em flores e
frutos, e contribui para a tolerancia ao estresse bidtico e abidtico e na fertilidade do
polen (Vallespi, 2013).

Os compostos essenciais para a sobrevivéncia e bem-estar dos organismos sé&o
chamados metabdlitos primarios. A maioria dos organismos também utilizam outros
caminhos metabdlicos, produzindo compostos que usualmente ndo possuem nenhuma
utilidade aparente, e sdo denominados produtos naturais ou metabdlitos secundarios, e
seus caminhos de sintese e utilizacdo constituem o metabolismo secundario. Os
metabolitos secundarios sdo uma resposta a adaptacdo dos organismos a sobrevivéncia e
0s processos biossintéticos secundarios se ativam em etapas particulares do crescimento
e desenvolvimento, ou durante periodos de estresse devido a limitagdes nutricionais ou
ataques microbianos. Os metabdlitos secundarios ndo séo unicamente produtos finais do
metabolismo, alguns sdo vitais para a sobrevivéncia de diversas espécies (Vallespi,
2013).
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Compostos fendlicos estdo entre os fitoquimicos mais estudados nas plantas, em
virtude das suas propriedades em frutas, sucos e bebidas fermentadas, tais como cor,
escurecimento, amargor e adstringéncia (Ananga et al., 2013). Os polifendis estdo
amplamente distribuidos na dieta humana e tém demonstrado desempenhar importante
papel na saude. Estes compostos estdo entre os produtos naturais nas plantas, que
suprimem a oxidacdo da lipoproteina de baixa densidade (LDL), tornando-o potente
antioxidante e, por isso, a alta correlacdo entre seu consumo e a redu¢do nos riscos de
doencas coronérias tém sido observada em humanos. Estes compostos fendlicos podem
ser classificados em diferentes grupos, conforme a fungdo do nimero de anéis fendlicos
que eles contém e dos elementos estruturais que se ligam a estes anéis (EI-Gharras et al.,
2009). Sdo divididos em varias classes, ou seja, é&cidos fenodlicos (acidos
hidroxicinamicos e acidos hidroxibenzoicos), flavonoides (flavonois, flavanonas,
isoflavonas, proantocianidinas) estilbenos, e lignanas, que sao distribuidos em plantas e
alimentos de origem vegetal (Manach et al., 2004, Manach et al., 2005).

Recentemente Ananga et al. (2013) descreveram um breve historico em relacdo a
definicdo dos polifendis, sendo que a importancia dessa definicdo esté relacionada com
a diferenciacdo dos diversos compostos e suas estruturas quimicas, os quais fazem parte
da ampla familia dos polifendis. De acordo com estes autores, os polifendis constituem
0 grupo mais abundante, amplamente distribuido e complexo do metabolismo
secundario das plantas. Conhecidos como “taninos vegetais” essas substancia tém sido
associada principalmente a sua habilidade em curtir peles de animais em couro (o0 termo
“tanino” vem da palavra francesa “tan”, o qual é utilizado para descrever o extrato em
pO da casca de carvalho utilizado na industria do couro). Com o0 avanc¢o da quimica,
durante a segunda metade do século XX, White (1957) formulou a primeira defini¢do
de taninos como Polifenois: “Todos os taninos vegetais sdo polifenois, mas eles
constituem somente a propor¢do dos polifendis (por exemplo, fendis polihidricos)
presente nas plantas”. Conforme White, os polifendis devem apresentar massas
moleculares entre 500 e 3.000 Da e um grande numero de grupos fendlicos, permitindo
a formacdo de estruturas de ligacbes cruzadas com o colageno. Swain & Bate Smith
modificaram esta definicdo, e de acordo com tais autores, 0s polifenois sdo “Compostos
fenolicos sollveis em agua tendo pesos moleculares entre 500 e 3.000 Da e, além de
fornecer as reagdes fendlicas normais, tém propriedades especiais como a habilidade em

precipitar alcaloides, gelatina e outras proteinas.
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Décadas mais tarde, Haslam expandiu esta definicdo ao sugerir uma faixa de peso
molecular de 500 a 3.000-4.000 Da focando a atencdo sobre sua estrutura e carater
polifendlico como: Polifenois possuem de 12 a 16 grupos fendlicos e entre 5 e 7 anéis
aromaticos por 1000 de massa molecular relativa. E evidente que para ser classificado
como polifendis os compostos fendlicos devem possuir mais de uma anel areno,
substituido pelo menos um ou mais grupos hidroxil, os quais restringe
significativamente as estruturas por ser abrangida pela definicdo inicial. Seguindo a
definicdo ampliada por Swain e Bate-Smith, Haslam reconheceu somente trés classes de
polifendis naturais: 1) proantocianidinas condensados; 2) ésteres de galoil e
hexahidroxidifenoil e seus derivados; e 3) florotaninos (identificado somente em algas
marrom avermelhadas). Segundo esses entendimentos, flavonoides, oligdmeros
derivados de flavonoides e poliidroxiestilbenos ndo podem ser classificados como
polifendis por causa de seu baixo peso molecular e auséncia de agdo de curtimento. No
entanto, do ponto de vista quimico, estes compostos possuem mais de uma fracdo
fenolica e podem sofrer polimerizacdo adicional para estruturas mais complexas com
propriedades semelhantes ao tanino. A definicgdo também exclui algumas
proantocianidinas isoladas com grandes massas moleculares acima de 20.000 Da com
caracteristicas de promover curtimento.

Além disso, nem todas as substancias que possuem caracteristica de curtimento
podem ser classificadas como taninos e muitos compostos, sem nenhuma propriedade
de curtimento, mas que apresentam caracteristicas fendlicas estruturais semelhantes aos
taninos tem sido inseridos na classificacdo de taninos. Para distinguir tanino de outros
compostos fendlicos derivados de plantas, Khanbabaee & Ree (2001) introduziram uma
definicdo modificada: “taninos sdo metabolitos fenolicos secundarios das plantas
superiores, e sdo ambos os ésteres galoil e seus derivados, na qual a unidade galoil, ou
seus derivados sdo ligados a uma variedade de poliol-catequina e nucleos triterpenoides
(galotaninos, elagitaninos e taninos complexos), ou eles sdo proantocianidinas
oligoméricas e polimeéricas que podem possuir diferentes padrdes de acoplamento e
substituicdo interflavanil (taninos condensados).

Os taninos séo classificados como uma parte de um grande grupo de polifenois nas
plantas, mas a definicdo também permite que alguns compostos com estrutura
triterpenoide (tanino complexo) serem classificados como taninos. Muitas classes de

metabolitos secundarios, incluindo terpenoides e alcaloides, podem conter uma ou mais
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unidades fendlicas ligadas, mas isso ndo significada que podem ser classificados como
polifenadis.

Para diferenciar os polifenodis de alguns terpenoides e alcaloides derivados da
tirosina, Quindeau et al. (2011) propuseram uma nova ¢ revisada defini¢dao: “o termo
polifenol deve ser usado para definir os derivados chiquimato e/ou pelas vias de sintese
dos policétidos, apresentando mais de um anel fendlico e sendo desprovido de qualquer
grupo funcional nitrogenado em sua estrutura. Estritamente, estruturas fenolicas néo-
monomeéricas podem ser classificadas como polifenois, mas a origem biossintética dos
polifendis tem sido claramente indicada como produtos derivados de fenilpropanoides
chiguimato derivados e/ou pelas vias de sintese dos policétidos.

Por fim, Ananga et al. (2013) relatam que o grande nimero e ampla diversidade
das estruturas quimicas tornam a classificagdo dos polifendis confusa, mesmo entre o0s
cientistas. Estas definicbes sd@o importantes e relevantes no contexto de que os
metabolitos das plantas podem ser biossintetizados, seja por meio da manipulacao e/ou
da engenharia genética, por meio de suas vias metabdlicas.

Os imensos beneficios a saude, assim como o0 uso de muitos compostos fenolicos
como agentes anti-infecciosos contra doengas em humanos, tém intensificado a
necessidade de continuo fornecimento desses raros e caros metabolitos secundarios.

Quimicamente, as bagas de fruta a partir de E. oleracea séo caracterizadas pela
presenca dessas substancias bioativas. Cerca de 90 substancias foram descritas, das
quais cerca de 31% consiste em flavonoides, seguido de compostos fendlicos (23%),
lignoides (11%) e antocianinas (9%). Outras classes incluem &cidos graxos, quinonas,
terpenos e norisoprenodides (Yamaguchi et al., 2015). Ainda, de acordo com Schauss et
al., (2006a), polimeros de antocianinas, proantocianidinas e outros flavonoides sdo 0s
fitoquimicos predominantes no acai.

Estudo desenvolvido em ratos demonstrou que as antocianinas do agai
contribuiram com a atividade antiproliferativa de células C6 tumorais do tecido cerebral
(Hogan et al., 2010) e apresentou atividade antioxidante no tecido cerebral (cértex,
cerebelo e hipocampo) de ratos (Spada et al., 2009). Demais estudos tém demonstrado
que os flavonoides apresentam elevada atividade antioxidante in vitro, assim como
propriedades anti-inflamatdrias em humanos (Leong et al, 2010). Em virtude da alta
concentracdo de antocianinas na polpa de acai, Gouvéa et al. (2012) utilizaram amostras

liofilizadas para obtencdo de padrdes isolados de cianidina-3-O-glicosideo e cianidina-
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3-O-rutinosideo. As antocianinas sdo glicosideos de antocianidinas, pertencentes a
classe dos flavonoides, e apresentam, o ion 4-hidroxiflavilium em seu ndcleo basico.
Eles tém sido caracterizados como 0s compostos responsaveis pela determinagdo da cor
de uma variedade de vegetais, flores e frutos, incluindo as cores vermelho, azul e
plrpura, e também como o responsdvel por exercer a atividade antioxidante do acai
(Gouvéa et al., 2012; Yamaguchi et al., 2015).

Os flavonoides representam grande familia de metabolitos secundérios e cerca de
6.000 estruturas foram identificados em plantas. A diversidade nas suas estruturas
quimicas contribui para a sua vasta gama de atividades fisiologicas e bioldgicas
(Georgiev et al., 2014). Os diferentes flavonoides tém diversas funcBes bioldgicas,
incluindo a protecdo contra a radiacdo ultravioleta (UV) e fitopatdgenos, sinalizacao
durante a nodulagdo, a fertilidade masculina, do transporte de auxina, bem como a
coloracéo de flores como um sinal visual que atrai polinizadores. Em relagdo ao perfil
fenolico, na caracterizacdo descrita por Del Pozo-Insfran et al. (2004), os acidos
fenolicos predominantes em ordem decrescente na polpa de acai foram: acido ferdlico,
gélico, protocatecuico, acidos p-cumarico e acido elagico.

Tais compostos foram identificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) (Tabela 2). Este perfil de compostos fendlicos foi, posteriormente, confirmado
por outros estudos e, além disso, outras substancias (cafeico, benzoico, siringico, acidos

clorogénicos e resveratrol) também foram descritas (Odendaal & Schauss (2014).
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Tabela 2. Representacdo dos maiores constituintes fenolicos isolados do Acai (Euterpe

Oleracea Mart.).

Composto Parte da planta Resultado Unidade
Antocianinas
Cianidina-3-glucoside Polpa in natura 1040 mg/L
Cianidina-3-rutinosie Polpa in natura 1256 mag/kg
Cianidina-3-sambubioside Polpa liofilizada 0,04 mo/g
Pelargonidin-3-glucoside Polpa in natura 74,4 mg/L
Peonidin-3-glucoside Polpa in natura 0,08 mg/100g
Peonidin-3-rutinoside Polpa in natura 44,0 mg/kg
Flavonas
Homo-orientin Polpa in natura 34,8 mag/kg
Orientina Polpa in natura 53,1 mg/kg
Flavan-3-ols (catequinas)
(+)-Catequina Polpa in natura 60,8 mg/L
(-)-Epicatequina Polpa in natura 129 mg/L
Flavanonas
Taxifolin-3-ramosideo Polpa in natura 30,3 mg/100g
Proantocianidinas
Mondmeros — Decameros Polpa liofilizada 3,61 mg/g
Acidos Fenolicos
Acido p - cumarico Polpa in natura 17,1 mg/L
Acido fertlico Polpa in natura 212 mg/L
Acido galico Polpa in natura 64,5 mg/L
Acido p-hidroxibenzoico Polpa in natura 80,5 mg/L
Acido elagico Polpa in natura 55,4 mg/L
Acido vanilico Polpa in natura 33,2 mg/L
Carotendides
Luteina Polpa in natura 0,15 mg/100g
B-Caroteno Polpa in natura 0,24 mg/100g
Adaptado de Odendaal & Schauss (2014).
2.5.2 Taninos

Os taninos tém sido estudados por muitas décadas, e 0s avangos significativos na
elucidacdo dos seus constituintes e conformacdes, bem como no amplo reconhecimento
das suas atividades bioldgicas, farmacoldgicas e fisiologicas fascinantes conduziram a
atencdo cada vez maior a estes metabolitos (Kolodziej & Hagerman, 2011).

Como descrito anteriormente, 0s taninos possuem pesos moleculares relativamente
elevados e uma complexidade variavel. Seus varios grupos hidroxil fendlicos levam a

formacdo de complexos com proteinas e, principalmente, a um menor grau, com ions
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metalicos, aminodacidos e polissacarideos. Existem duas classes principais de taninos, os
hidrolisaveis (THs) e condensados (TCs), também conhecidos como proantocianidinas

(Hagerman e Butler, 1991). Entre os THs estdo glicoses galoil (GGs) e elagitaninos

(ETs) (Fig.2).
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Figura 2. Taninos tipicos: 1- procianidina ou tanino condensado (TC), composta de
catequina e epicatequina; 2- tanino hidrolisavel (glicose poligaloil), constituido por um
nacleo de glucose esterificada com residuos de &cido galico. 3- florotaninos (algas)

(Hagerman et al., 1998).

As estruturas destes compostos contém um nucleo de poliol (geralmente glicose),
que é esterificado com grupos galoil. Os GGs podem ser considerados galotaninos
(GTs), quando os seus pesos moleculares sdo suficientemente grandes para causar a
precipitacdo da proteina in vitro (por exemplo, glicose pentagaloil). Os elagitaninos séo
também sintetizadas por plantas de GGs, pelo acoplamento oxidativo de grupos galoil
(Barbehenn & Constabek, 2011). Dentro dos TCs existem varios sub-tipos que diferem
na estereoquimica e padrdo de hidroxilacdo dos grupos constitutivos dos flavonoides.
Os TCs sdo oligdbmeros ou polimeros de dois ou mais flavan-3-ols, geralmente
catequina e epicatequina, e frequentemente a galocatequina trihidroxilada
correspondente.

Os taninos hidrolisaveis sdo um grande grupo de polifendis solGveis em agua, com
uma distribuicdo taxonémica muito restrita. De acordo com sua estrutura quimica, e

produtos fendlicos liberados apos hidrolise (acidos galico e elagico), os taninos
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hidrolisdveis sdo geralmente subdivididos em galotaninos e elagitaninos,
respectivamente (Ananga et al., 2013). As procianidinas sdo uma classe de compostos
polifendlicos encontradas em varias espécies de plantas e podem estar presentes como
mondmeros individuais ou, em alguns casos, como unidades oligoméricas. No entanto,
algumas espécies de ligacdes (do tipo A) consistem de duas ligacbes C-C (Barbehenn &
Constabek, 2011). Polimeros de TC as vezes sdo classificados de acordo com a

propor¢do de mondmeros cis vs. trans, refletindo a proporcdo de epicatequina para

catequina.
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As procianidinas sdo catequinas oligoméricas ligadas covalentemente entre si,
sendo que os dimeros e trimeros sdo 0s mais comuns, mas 0 grau de oligomerizacédo
pode ser maior. Estdo em altas concentragdes no cacau, uvas/vinho, e outras frutas
como a amora, mirtilo, ameixa, cereja e acai (Wiliamson & Manach, 2005). Ocorrem
pela associagdo de varias unidades monoméricas (+)-catequinas e (-)-epicatequinas): 2 a
5 unidades para catequinas oligoméricas; e acima de 5 unidades para catequinas
poliméricas. As procianidinas diferem na posicdo e na configuracdo de suas ligacoes
monoméricas. As estruturas mais bem conhecidas sdo os dimeros de procianidinas B1,
B2, B3 e B4; e os trimeros, C1 e C2 (Tabela.3).

Tabela 3. Estrutura das catequinas e procianidinas.

Nome Estrutura
Procianidina B1 (-)-epicatequina-(4-8)-(+)-catequina
Procianidina B2 (-)-epicatequina-(4-8)-(-)-epicatequina
Procianidina B3 (+)-catequina-(4-8)-(+)-catequina
Procianidina B4 (+)-catequina-(4-8)-(-)-epicatequina
Procianidina C1 (-)-epicatequina-(4-8)-(-)-epicatequina-(4-8)-(-)-epicatequina
Procianidina C2 (-)-epicatequina-(4-8)-(-)-epicatequina-(4-8)-(+)-catequina

Adaptado de Bravo (1998).
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O comprimento dos polimeros varia tipicamente de um grau de polimerizacao de
dois a mais de 20, e pode variar mesmo dentro do mesmo género. No entanto, as
diferencas de ligacbes e composicdo de subunidades também contribuem para a
diversidade das estruturas dos TCs. Por fim, outros tipos de compostos fenolicos podem
ser conjugados com TCs oligoméricos, tais como acido galico (Fig 5). Outros
compostos fenolicos, como o, p-cumarato, tambeém pode ligar- ser a TCs nas camadas
epidérmicas ou subepidérmicas de folhas e frutos. Em contraste, os THs sdo conhecidos
por estarem concentrados na parede da célula, por exemplo, nas células de mesofilo, em
carvalho (Quercus roburc.) (Barbehenn & Constabek, 2011).

Algumas plantas sintetizam taninos apenas no revestimento da semente, onde
eles sdo incorporados num polimero complexo incluindo outros flavonoides com fungéo
de protecdo da semente contra dessecacdo e outros estresses abioticos (Lepiniec et al.,
2006). Em ruminantes, galotaninos e elagitaninos presentes em folhas jovens de
carvalho (Quercus robur) sdo hidrolisados no ramen para compostos fendlicos, tais
como o &cido galico (AG) e os metabolitos pirogalol e resorcinol, acido elagico (AE) e
varias outras moléculas menores. Para estes animais, estes compostos podem ser toxicos
(Diez et al., 2008). Devido a sua carga negativa e/ou elevado peso molecular, acredita-
Se que 0s taninos e as suas semiquinonas e quinonas permanecem no limen intestinal.

Produtos de baixo peso molecular da hidrdlise dos taninos sdo muito mais
susceptiveis de serem absorvidos nos tecidos do intestino delgado do que os taninos.
Taninos sdo frequentemente associados por atuarem como antioxidantes no intestino de
vertebrados (Hagerman et al, 1998). No entanto, estudos mostrando que a qualidade
nutricional das proteinas dietéticas pode ser prejudicada por taninos ou radicais
semiquinona sugerem que sdo necessarios mais estudos in vivo (Hagerman et al., 2003;
Halliwell et al., 2000).

O metabolismo das procianidinas ainda ndo estd completamente elucidado. Ap6s o
consumo de 2g de extrato de semente de uva, com alto teor de procianidinas, observou-
se que, as concentracdes plasmaticas de procianidina B1,em seres humanos, atingiram
somente 10 nmol/L. Apos o consumo de 0,375g de cacau/Kg de peso corporal a
concentragdo no plasma atingiu somente 41 nmol/L. Em estudo com ratos, quando
administrado na forma purificada, dimeros de procianidina B3 ndo foram encontrados
no plasma. Contudo, estudo em humanos que ingeriram alimentos ricos em

procianidina, mostrou efeitos biologicos que podem ser atribuidos a metabdlitos ainda
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ndo identificados, ou os efeitos sdo atribuidos a outro componente, como as catequinas
monomeéricas (ou ambos) (Williamson & Manach, 2005).

Os dados de biodisponibilidade dos polifendis em alguns estudos tém considerado
somente a presenca dos polifendis intactos no sangue, ou seja, 0 composto ingerido ou
seus conjugados. A extensa microbiota do colon também desempenha um papel critico
no metabolismo dos polifendis. Ap6s a desconjugacdo catalisada pela enzima
microbiana de qualquer conjugado de polifendis que alcancam o cdlon, existem duas
possiveis vias disponiveis, isto inclui a absorc¢do do polifenol intacto através do epitélio
do cdlon e a passagem para a corrente sanguinea (na forma livre ou conjugada) ou pela
degradacdo da estrutura original do polifenol em metabdlitos. Muitos dos diferentes
polifendis sdo quebrados em compostos fendlicos simples que sdo comuns a muitos
polifendis diferentes. Além disso, alguns dos metabdlitos microbianos podem apresentar
efeitos Unicos. Por exemplo, a daidzeina, uma isoflavona, é convertida para equol
(composto isolado pela primeira vez em 1932 por Marrian & Haslewood na urina de
éguas prenhas, recebendo esta denominacdo devido a sua origem equina) pela
microbiota intestinal em 30-40% da populacgdo e absorvido dessa forma para a corrente
sanguinea. Individuos produtores de equol demonstram melhores efeitos sobre alguns
biomarcadores, tais como a densidade mineral dssea, ap6s o consumo de isoflavonas em
comparagdo com individuos ndo produtores. Este € um exemplo em que a microbiota
ativa um polifenol para um composto ativo mais potente. Embora estudos de
intervengdo para demonstrar os efeitos das procianidinas, a identidade do componente
ativo (ou componentes) ainda ndo esteja clara o suficiente. Embora as procianidinas
intactas promovam efeitos bioldgicos, geralmente sdo pouco absorvidos desta forma.
Alguns metabodlitos de baixo peso molecular foram identificados em humanos apds o
consumo de procianidinas de cacau, mas as atividades biologicas destes metabolitos néo

sdo conhecidas e continuam sendo investigados (Williamson & Manach, 2005).

2.6 Atividade antioxidante

Os radicais livres foram descritos pela primeira vez por Moses Gomberg ha mais
de um século (Lushchak, 2014). Pesquisas envolvendo compostos antioxidantes,
oriundos de fontes naturais tém sido desenvolvidas devido ao seu potencial na
prevencdo do desencadeamento das reacdes oxidativas no organismo, que muitas vezes

podem levar ao desenvolvimento de doencas (Halliwel et al., 1995). Substancias
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fendlicas sdo reconhecidamente detentoras de pronunciada atividade antioxidante,
atuando como sequestradores de radicais livres e como quelantes de metais, despertando
interesse sobre a possibilidade de serem utilizados em vérias doencas degenerativas,
como envelhecimento prematuro, processos inflamatorios, cicatrizagdo, cancer, entre
outras (Haslam et al., 1998). O perfil fitoquimico dos polifendis presentes no acai inclui
inimeros flavonoides, incluindo as antocianinas, as quais € atribuida elevada
capacidade antioxidante do fruto.

Desse modo, estes compostos podem ser divididos em trés principais classes de
antioxidantes naturais segundo Afzal & Armstrong (1998b) como:
- Antioxidantes sollveis em agua: estes incluem &cido ascorbico, antocianidinas,
catequinas, epicatequinas, flavonoides e outros glicosideos fenolicos. O &cido ascérbico
(vitamina C) € o antioxidante mais comum presentes nos citrinos. Nas plantas, esta
vitamina € sintetizada a partir da glucose, no entanto, devido a auséncia de uma enzima,
ela ndo pode ser sintetizada por humanos. Além da sua atividade antioxidante, €
essencial para a prevencdo de gengivite e escorbuto. Glicosideos de compostos
fendlicos, tais como os flavonoides, apresentam diversas atividades terapéuticas,
incluindo o aumento do sistema imune, citotdxica, e antioxidantes. Além disso,
glicosideos de compostos fendlicos como a filoquinona, presentes em muitas plantas
comuns, pode ser valiosa para eliminacdo de radicais livres.
- Antioxidantes soltveis em gordura: antioxidantes solGveis em gordura incluem as
vitaminas A ¢ E; carotendides, incluindo B-caroteno; licopeno; e muitos compostos
quinonoide (filoguinonas). Muitos destes compostos contém hidrocarbonetos de cadeia
longa com ligagdes duplas conjugadas e anéis B-ionona. A vitamina A esta presente em
duas formas: retinol e retinal, e ambos s&o considerados bons antioxidantes. A vitamina
A, alem de sua atividade antioxidante, ¢ também essencial para o crescimento e
desenvolvimento, especialmente em criangas. A vitamina E esta presente em quatro
formas isoméricas chamadas o, B, y, e d-tocoferdis. A forma o tocoferol ¢ a mais
potente de todos os outros tocoferois presentes nas plantas.
- metais antioxidante: selénio também é encontrado em muitas plantas como a cebola e
alho.

O stress oxidativo tem sido definido como um distdrbio do estado de equilibrio dos

sistemas pro-oxidante/antioxidantes em células intactas, resultando em danos oxidativos
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de lipidos, proteinas, hidratos de carbono, e &cidos nucleicos, contribui para a disfuncéo
patoldgica no organismo (Lushchak, 2014).

O estresse oxidativo por meio do desequilibrio entre antioxidantes e pré-oxidantes
tem sido associado com varias doencas (Odendaal & Schauss, 2014). Dentre os
nutracéuticos, os antioxidantes ttm ganhado destaque recentemente, uma vez que a
atividade oxidativa dos sistemas organicos, normal se faz necessaria para manter a
homeostase, contribui para o desenvolvimento de uma série de doencas cronicas (Stowe
et al., 2006). Para prevenir os danos oxidativos, os antioxidantes sdo biomoléculas que
atuam na reducdo da formacdo de espécies reativas de oxigénio ou nitrogénio formadas
no organismo ou no sequestro destas substancias antes que seja causado algum dano,
especialmente ao DNA (Lushchak, 2014). Os antioxidantes podem agir diretamente na
neutralizacdo da acdo dos radicais livres ou participar indiretamente de sistemas
enzimaticos especificos a essa funcéo.

Antioxidantes e radicais livres derivam sua terminologia a partir do campo da
eletroquimica. A perda de elétrons a partir de uma substancia ¢ chamada de oxidacéo, e
0 ganho de elétrons é referido como reducdo. Uma terminologia alternativa é chamar
uma substancia que doa elétrons (que esta sendo oxidada) de outra substancia um agente
redutor e o aceptor de elétrons (que esta sendo reduzida), um agente oxidante. O agente
oxidante esta sempre sendo reduzido numa reacdo, e 0 agente redutor estad sempre sendo
oxidado. Quando a oxidacdo e a reducdo ocorrem na mesma equacdo quimica entre
duas substancias, € denominada uma reacdo redox (Zicker et al., 2006). Segundo
Halliwell (2002) um antioxidante é uma substancia que, quando presente em baixas
concentracdes em comparacdo com as de um substrato oxidavel, atrasa
significativamente ou evita a oxidacdo do referido substrato em atender esta funcdo
antioxidante e pode preservar a integridade ou a fungédo estrutural de uma molécula
bioldgica, e, portanto, preservar a sua funcao na célula.

Os radicais livres s@o constantemente formados como subprodutos do
metabolismo aerdébio no corpo humano e podem ser definidos como moléculas ou
fragmentos moleculares que contenham um ou mais elétrons ndo emparelhados nos
orbitais atdmicos ou moleculares (Halliwell & Gutteridge, 1999). Este elétron néo
emparelhado confere consideravel grau de reatividade a molécula. Uma vez que esta
molécula reativa procura outro eléctron para emparelhar, esta inicia uma reacdo em

cadeia descontrolada que pode danificar a funcdo natural da célula viva, e a
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superproducdo desenfreada de radicais livres pode levar a consequéncias indesejaveis
(Afzal & Armstrong, 1998).

O termo espécies oxigénio reativas (ROS) se refere aos radicais livres ou espécies
de oxigénio ativas, tais como radical livre superoxido (adicdo de um elétron ao
oxigénio), radical hidroxil, peroxido de hidrogénio (que ndo é um radical livre, mas um
metabolito do oxigénio extremamente deletério) e oxigénio “singlet”, que podem causar
injaria oxidativa em membranas lipidicas, proteinas trans-membranas e carboidratos,
danificando acidos nucléicos e despolimerizando &cidos hialurdnicos (Ochsendorf,
1999; Valko et al., 2007).

A maioria destas reacfes ocorre nas mitocondrias, a qual é considerada como
sendo o depoésito de energia da célula viva. A cadeia transportadora de elétrons
mitocondrial é a principal fonte de ATP na célula de mamifero e, assim, é essencial para
a vida. A oxidacao de lipidios é um exemplo tipico de reacdo envolvendo radicais livres
e a velocidade da reacdo de oxidacdo depende do grau de insatura¢do na molécula do
acido graxo, assim, quanto maior o grau de insaturacdo, maior sera a susceptibilidade a
oxidacdo. Desta maneira, os acidos graxos insaturados podem ser atacados
quimicamente pelo radical livre, fazendo com que ocorra reacdo propagadora de auto-
oxidacdo, na formacdo de novos radicais livres (Afzal et al., 1998a). Sendo as
membranas bioldgicas ricas em &cidos graxos poli-insaturados estas se tornam
altamente sensiveis as ROS (Zicker et al., 2006).

O balanco entre producéo e eliminacdo de ROS é mantido gracas a atividade dos
antioxidantes, que podem ser produzidos endégena ou exogenamente. A exposicdo a
radicais livres, a partir de uma variedade de fontes, levou organismos a desenvolver
uma série de mecanismos de defesa (Valko et al., 2007). A anélise do balanco redox
pode ser feita em soro, e/ou plasma e/ou eritrocitos. O sistema antioxidante sanguineo €
classificado em enziméatico e ndo enzimatico. O enzimético é representado,
principalmente, pelas enzimas antioxidantes: a superdxido dismutase (SOD) que
catalisa a dismutacdo do anion radical superdxido (O2¢) a peroxido de hidrogénio
(H20,) e O, (Equacdo 1), a catalase (CAT) que atua na decomposi¢do de H,O, a O, e
H.O (Equacéo 2) e a glutationa peroxidase (GPx), que atua sobre peroxidos em geral,
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com utilizacdo da glutationa como cofator (Equacdo 3) (Vasconcelos et al., 2007).

2 0+ 2H* SOD _ HO, + O, (1)
2 H,O, Catalase . 2 F,O + O, (2)
2 GSH + H,0, _GPx_, 2H O + GSSG (3)

O sistema antioxidante ndo enzimatico é formado por muitas substancias, como a
glutationa (GSH), principal composto antioxidante intracelular, tocoferdéis, ascorbato,
acido Urico e B-caroteno, além de proteinas de transporte de metais de transi¢cdo, como a
transferrina (transporte do ferro) e ceruloplasmina (transporte do cobre) e oxidagéo do
ferro para ser captado pela transferrina. Os metais de transicdo sdo potenciais
formadores de espécies reativas por meio da reacdo com outros compostos, uma vez que
sofrem reacOes redox. Decorre, desse modo, a necessidade de serem transportados
associados a proteinas, impedindo que essas rea¢des ocorram (Vasconcelos et al., 2007).

O sistema antioxidante enzimatico e a glutationa estdo presentes,
predominantemente, no meio intracelular, dai a utilizacdo do eritrécito para sua analise.
Por outro lado, o sistema antioxidante ndo enzimatico localiza-se, principalmente, no
meio extracelular, sendo por isso analisado em plasma e soro. No sangue circulam
importantes antioxidantes, a exemplo das vitaminas C, E, p-caroteno etc., bem como
biomarcadores do dano causado por ERO e ERN e outros, como malondialdeido
(MDA), isoprostanos, lipoperéxidos e outros derivados da peroxidacdo lipidica das
membranas celulares (Vasconcelos et al., 2007).

Além dos sistemas supracitados, compostos que contém o grupo sulfidrilo (-SH)
ligado a um atomo de carbono como os tidis, tem ganhado destague em pesquisas, pois
sdo capazes de realizar reacdo redox similar ao oxigénio. S&o moléculas endégenas que
ajudam as celulas aerobias a manter um estado de reducédo, apesar de um ambiente
oxidante. Os tidis sdo antioxidantes eficazes que protegem as células contra danos
induzidos por consequéncia de radicais livres, devido a sua capacidade para reagir com
o0 ultimo. Os dois estados redox intracelular e extracelulares dos tidis desempenham um
papel critico na determinacdo da estrutura e funcdo das proteinas, a regulacdo da
atividade enzimaética de fatores de transcrigdo e protecdo antioxidante.

Os grupos tiol sdo encontrados em todas as células do corpo e sdo indispensaveis
para a vida. Alguns compostos antioxidantes contendo enxofre sdo a cisteina,
metionina, taurina, glutationa, acido lipoico, mercaptopropionilglicina e N-acetilcisteina

(Costa et al., 2009). Desse modo, as proteinas constituem o principal componente



27

antioxidante do soro e seus grupos sulfidrila sdo os principais responsaveis por seus
efeitos antioxidantes.

O metabolismo dos tidis (S-adenosil-L-metionina, 4acido a-lipdico, e N-
Acetilcisteina) tm muitas correlagdes metabdlicas no interior da célula. Glutationa, S-
adenosil-L-metionina, tiorredoxina e outras moléculas que contém enxofre
demonstraram ter papéis importantes no metabolismo e defesas antioxidantes (Zicker et
al., 2006).

Quando os taninos sequestram os radicais livres ou reduzem outros compostos
oxidados e formam radicais semiquinona relativamente estaveis, podem atuar como
antioxidantes no intestino de vertebrados (Hagerman et al, 1998). No entanto, estudos
mostrando que a qualidade nutricional das proteinas dietéticas pode ser prejudicada por
taninos ou radicais semiquinona sugerem que Sao0 necessarios mais estudos in vivo
(Hagerman et al., 2003; Halliwell et al., 2000; Barbehenn & Constabel, 2011). Os
destinos quimicos dos taninos no intestino dependem das suas estruturas quimicas, bem
como o ambiente fisico-quimico (pH, potencial redox, concentracdes de oxidantes e
antioxidantes (Hassimoto et al., 2005).

Os radicais livres possuem curta duracdo e dificil mensuracdo como as suas
espécies nativas. Em vez de medir diretamente os radicais livres em tecidos-alvo, uma
variedade de novos métodos laboratoriais tém sido desenvolvidos os quais medem
moléculas biologicamente estaveis produzidos através de reacfes quimicas de radicais
livres como marcadores de producdo de radicais livres em um sistema bioldgico. Se
estes marcadores aumentam no soro ou tecido, presume-se que existam mais radicais
livres sendo produzidos, e assim mais danos. Se eles diminuem, presume-se que a
producdo de radicais livres foi diminuida. A medicdo do consumo de oxigénio, dienos
conjugados, e os produtos de decomposicdo de hidroperoxido lipidico, tais como o
malondialdeido (MDA), substancias reativas ao tiobarbiturato (TBARS),
prostaglandinas (isoprostanos), foram extensivamente utilizados como marcadores de
peroxidacao lipidica (Zicker et al., 2006) os quais sdo especificos para as diferentes
biomoléculas.

Caes adultos suplementados com um blend de antioxidantes nas dosagens quatro
vezes superior as recomendadas de vitamina E, em alimentos para animais adultos,
apresentaram elevacdo nas concentragcfes séricas de taurina e vitamina E, que foram

associadas com menor dano sofrido ao DNA, melhora na resposta vacinal e melhor
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atividade antioxidante do plasma sanguineo (Heaton et al., 2002). Avaliando a
suplementacdo dietética com antioxidantes ndo enzimaticos a base de algas sobre os
indices de status oxidativo de gatos induzidos ao estresse, Ogoshi et al. (2014),
relataram efeitos positivos no combate ao estresse oxidativo, ao observarem diminuigédo
linear nos niveis de cortisol, menor atividade das enzimas superoxido dismutase e
catalase, demonstrando maior remocao das espécies reativas de oxigénio (ERO). Os
autores relataram ainda que, apos a acdo de um agente estressor, 0s niveis de 500 e 750
mg do antioxidante ndo elevaram o TBARS (substancias reativas ao &cido
tiobarbitdrico), concluindo desta forma que as maiores doses de antioxidantes da dieta
atuaram fortalecendo a defesa ndo enzimatica do sistema antioxidante, os quais
combateram as ERO nos gatos.

A luteina, um oxicarotenoide (B, e-caroteno-3,30-diol) encontrado em plantas e
micro-organismos (Kim et al.,, 2000a), foi avaliada como uma possivel acgdo
imunomoduladora em cées adultos. Os autores relataram aumento na proliferacdo de
linfécitos T (LT) ao marcador auxiliar CD4+ e ao marcador citotoxico CD8+ em cées
adultos (Kim et al., 2000a) e aumento nas concentracdes dos subtipos de linfécitos
CD4+ e CD21+ no nivel mais alto de suplementagdo (10 mg de luteina/kg de dieta) em
gatos com 10 meses de idade (Kim et al., 2000b). Alarca et al. (2012) também relataram
aumento nas concentracdes de LT, CD4+ e CD8+ de caes, demonstrando a eficacia do
efeito imunomodulador da luteina, fortalecendo a salde dos animais. Ainda, Harper et
al. (2001), avaliando a acdo da luteina suplementada para gatos idosos como
antioxidante, sugerem que ha aumento na proliferacdo de LT e quantificacdo de

anticorpos.

2.7 Fibras na alimentacéo de cées

A fibra dietética pode ser um importante ingrediente em dietas para cdes quando se
considera a saude em longo prazo e bem-estar do animal de estimagdo. A fibra é um
material heterogéneo fisicamente, quimicamente e nutricionalmente. Esta mistura
heterogénea pode ser classificada dentro de duas subclasses, por exemplo, fibra soltvel
viscosa e fermentavel (soltuvel) e fibra insolivel ndo viscosa e ndo fermentavel
(insoltvel) (Burkhalter et al., 2001). Caracteristicas como solubilidade e
fermentabilidade definem a funcionalidade da fibra para cées (Carciofi, 2000; NRC,

2006). Os cdes ndo produzem enzimas para digerir os carboidratos estruturais da parede
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celular, sendo que a fracdo fibrosa insoltvel sofre minima alteragdo em seu sistema
gastrointestinal (NRC, 2006), com digestibilidade aparente da celulose variando de -0,2
a 1,9% nessa espécie (Lewis et al., 1994).

Tais compostos também podem ser classificados, de acordo com a
fermentabilidade, em alta, média e baixa. Neste caso, as fibras soluveis tém a
capacidade de se ligar a agua e formar géis. Esses tipos de fibras geralmente sdo
fermentaveis, viscosas e gelitificantes, com excecdo do Psyllium (Plantago psyllium)
que é uma fibra soltvel, porém muito pouco fermentada. As fibras insollveis podem ser
definidas como polissacarideos ndo-amildceos insollveis em &gua, sendo, em geral,
pouco fermentaveis e ndo viscosas, e eliminadas, praticamente, na sua forma intacta
(NRC, 2006). Devido a sua indigestibilidade, aumentam o bolo fecal e,
consequentemente, o peso das fezes, aléem de estimular o peristaltismo por meio de sua
acao agressiva na musculatura da parede intestinal (NRC, 2006).

As fibras pouco fermentaveis, como a celulose, retém agua e aumentam o volume
das fezes diminuindo o tempo de transito. No entanto, em excesso, resulta em acao
agressiva na mucosa intestinal, diminuindo a altura de vilosidade, podendo levar a um
decréscimo importante na absor¢do de nutrientes e inflamagdo das microvilosidades do
colon (Case et al., 1998). As fibras de média fermentabilidade fornecem energia as
células que revestem o intestino e também formam uma massa removendo 0s residuos,
tendo como exemplo a polpa de beterraba e o farelo de arroz (Case et al., 1998). Ja as
fibras altamente fermentaveis como pectinas e casca de soja, segundo Sunvold et al.
(1995), podem causar alguns transtornos digestivos, como gases e diarreia, além de
aumentar a producédo de AGCC.

A busca de alimentacdo saudavel para animais de companhia tem se tornado cada
vez mais frequente por parte dos proprietarios, visando aumentar a longevidade e
prevenir o desenvolvimento de doencas, como a obesidade (Bontempo, 2005). Em
virtude do aumento atual desta enfermidade (German, et al, 2012), a inclusdo de fibras
na dieta tornou-se realidade por parte das industrias de pet food (Kawauchi, et al.,
2011). O emprego da fibra tem sido justificado por apresentar diversos beneficios, entre
eles, reducdo do valor energeético da dieta, favorecendo o ajuste entre ingestdo e gasto
caldrico, resultando na manutencdo de condicdo corporal saudavel. Ja é estabelecida a
influéncia da fibra na digestibilidade da energia e, segundo o NRC (2006), para cées,

cada ponto percentual de fibra adicionada ao alimento ocasiona reducéo de 1,43% da
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digestibilidade da energia da racdo. A reducdo da densidade energética dos alimentos,
pela diminuicdo do teor de gordura e elevacdo nas concentracdes de fibra da racdo, é
uma estratégia amplamente utilizada no manejo da obesidade em animais de
companhia, visando maior estimulo de saciedade e maior volume de ingestdo alimentar
(Carciofi et al., 2005; Vasconcellos et al., 2005).

A importancia do consumo de fibras pelos animais domésticos reflete na
manutencdo da satde do trato gastrintestinal (Reinhart & Sunvold, 1996; Case et al.,
1998; NRC, 2006). A capacidade de manter a higidez do trato gastrintestinal esta
associada a diversas propriedades atribuidas as fibras, como fungéo prebidtica (Swanson
et al.,, 2002; Barry et al., 2010), reducdo na absorcdo intestinal de amdnia e,
consequentemente, nas concentrac@es sericas de ureia (Felssner et al., 2013). Ainda, na
modulacdo do tempo de transito do alimento pelo trato gastrintestinal (Fahey et al.,
1990a; Lewis et al., 1994; Hill et al., 2000; Hernot et al., 2005, 2006), formacgéo e
consisténcia das fezes (Burkhalter et al., 2001; Félix et al., 2009), dilui¢do da energia do
alimento (Fekete et al., 2004) e regulacdo do apetite e saciedade (Jackson et al., 1997;
Jewell et al., 2006; Weber et al., 2007; Bosch et al., 2009). Além disso, a fibra tem
importante papel auxiliar no tratamento e prevencdo da obesidade (Butterwick &
Markwell, 1997; Nelson et al., 2000; Bissot et al., 2010). Mesmo em gatos,
considerados carnivoros estritos, sdo relatados efeitos importantes em resposta a
suplementacéo dietética com fibras, destacando a importancia fisiolégica deste nutriente
também para estes animais.

Embora sejam muito discutidos os beneficios das fibras em animais de companhia,
ainda sdo poucas as alternativas de ingredientes, sendo os mais empregados a polpa de
beterraba, o farelo de trigo, a fibra de cana, a celulose, a casca de soja e de ervilha.
Além das fibras supracitadas, atualmente a industria tem utilizado alguns coprodutos
derivados de frutas, por possuirem as fibras e, além disto, alguns compostos bioativos

com propriedades antioxidantes e imunomoduladoras (Vasconcellos & Felssner, 2015).
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Il — OBJETIVOS GERAIS

- Avaliar a composi¢do quimica e de antioxidantes da semente de agai;
- Avaliar o status oxidativo sérico de cdes adultos frente ao consumo de dietas com a
inclusédo de niveis crescentes de semente de acai;

- Avaliar o efeito do processo de extrusao sobre as concentracdes de taninos das dietas.

1.1 — OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a composicdo quimica-bromatoldgica da semente de acai;

- Avaliar a composi¢do de antioxidantes e a atividade antioxidante da semente de acai in
Vitro;

- Determinar os coeficientes de digestibilidade aparente dos nutrientes e a energia

metabolizavel da dieta para caes;

- Avaliar os efeitos de inclusdes crescentes (2,0%; 4,0%; 6,0%; 8,0%) da semente de
acai em alimentos extrusados para cdes, sobre a digestibilidade dos nutrientes, energia
metabolizavel da dieta, pardmetros fermentativos intestinais (acidos graxos volateis e
lactato) e &cidos graxos de cadeia ramificada fecais;

- Determinar o efeito de diferentes inclusdes da semente de acai na dieta sobre os
marcadores do status oxidativo sérico de cées;

- Avaliar o efeito do processo de extrusdo sobre as concentragdes de taninos nas dietas,
visando relacionar tais efeitos com as propriedades nutricionais e funcionais do

ingrediente.
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111 — CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS E AVALIACAO NUTRICIONAL
DA SEMENTE DE ACAI (Euterpe Oleracea Mart.) COMO INGREDIENTE EM
ALIMENTOS EXTRUSADOS PARA CAES

RESUMO

Obijetivou-se avaliar a composicao quimica e de antioxidantes da semente de acai, assim
como determinar os coeficientes de digestibilidade aparente (CDA), os pardmetros
fermentativos intestinais e a acdo antioxidante da semente de agai empregada na dieta
de cées adultos. Foram avaliados os efeitos do processo de extrusdo das dietas sobre a
destruicdo do tanino. Cinco dietas isonutritivas para cdes adultos foram formuladas e a
fibra de cana foi empregada na dieta Controle. Os demais alimentos foram formulados
pela inclusdo de 2%, 4%, 6% e 8% da semente de acai em substituicdo a fibra de cana,
mantendo-se a Fibra Dietética Total (FDT) semelhante entre as dietas. Foram coletadas
quatro amostras das dietas em cada etapa do processo de extrusdo (alimento farelado,
apos saida do pré-condicionador, ap6s saida da extrusora e apds saida do secador) e as
concentrag0es de taninos totais determinadas. No ingrediente determinou-se a
composicdo bromatoldgica, a FDT, os teores de polifendis, taninos totais, e a atividade
antioxidante in vitro. Trinta cdes Beagle adultos foram incluidos no estudo, o qual
seguiu o protocolo de digestibilidade com coleta total de fezes e urina. Determinou-se, 0
pH fecal e concentragdes de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) e ramificada. Para
avaliar a atividade antioxidante da semente de acai em cdes, os animais foram
alimentados com as respectivas dietas por um periodo de 60 dias, sendo as amostras de
sangue coletadas nos dias 0, 30 e 60 para a quantificacdo de &cido elagico e galico no
soro sanguineo, determinacdo da capacidade antioxidante total, de substancias reativas
ao acido tiobarbiturico, da susceptibilidade sérica a oxidacado e de tiois totais. Os teores
de taninos reduziram apods a saida do condicionador (p<0,0001). A semente de acai
apresentou elevada capacidade antioxidante, observada pelo percentual de descoloragéo
do radical DPPH pelos antioxidantes, os quais foram de 49,8%; 93,4% e 66,8% para 0s
extratos etéreo, etandlico e aquoso, respectivamente. A elevada atividade antioxidante
in vitro ndo refletiu nos resultados do estudo in vivo. A inclusdo da semente de acai até
8% da dieta foi comparavel a fibra de cana usada na dieta Controle. O consumo das
dietas ndo alterou as concentragdes de AGCC fecais dos cdes. A semente de agai se
mostrou uma fonte de fibra insoldvel na dieta de cdes e o tanino presente neste
ingrediente é eliminado em sua maior parte no processo de extrusao.

Palavras-chave: Antioxidante; Extrusdo; Fibra insoltvel; Taninos.
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PHYSICOCHEMICAL AND NUTRITIONAL EVALUATION OF THE ACAI SEED
(Euterpe Oleracea Mart.) AS INGREDIENT IN EXTRUDED DIETS FOR DOGS

ABSTRACT

Due to its high fiber content and antioxidant potential in acai seed, the aim of this study
was to evaluate the nutritional and antioxidant composition of the acai seed, and also to
determine the inclusion effect of this ingredient in extruded diets on the coefficient of
the total tract apparent digestibility (CTTAD), intestinal fermentation and antioxidant
status of the adult dogs. Considering the high tannin content of this ingredient, the effect
of the extrusion process on the tannins losses was also evaluated. The acai seed showed
high levels of total phenolic compounds (5, 95%) and total tannins (3, 43%). The
extracts obtained from acai seed showed high antioxidant activity by DPPH method,
which were 49.8%; 93.4% and 66.8% for the ether, ethanol and aqueous extracts,
respectively. For the nutritional study, five isonutritive diets were formulated. The acai
seed was included replacing the sugarcane fiber. The acai seed was included in the
following levels: 2%, 4%, 6% and 8%. To evaluate the tannin losses, four samples were
collected at each step of the extrusion process (non-processed, after the preconditioning,
after the extrusion and the dried kibbles). Total tannin concentrations were significantly
decreased after the preconditioning (75% of the loss), but the extrusion process also
destroyed this compound. Thirty adult Beagle dogs were included in the study. The
effects of the acai seed inclusion up to 8% on CTTAD, stool quality and fecal SCFA in
the dogs was comparable to sugarcane fiber used as Control in this study. The dogs
were fed their respective diets for a period of 60 days, and blood samples were collected
at the days 0, 30 and 60 for the quantification of ellagic acid and gallic in blood serum,
determination of the total antioxidant capacity of thiobarbituric acid reactive substances,
serum susceptibility to oxidation and total thiols. Acai seed did not present antioxidant
effects in the dogs, probably due the phenolic compounds losses quantified in the
extrusion. The agai seed is a low cost insoluble fiber source for dogs. The industrial
processing decreases the tannin concentration in this ingredient and probably other
phenolic compounds with antioxidant properties.

Keywords: Antioxidant; Extrusion; Insoluble fiber; Tannins.
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1. Introducéo

O mercado de animais de companhia, semelhante ao mercado de produtos para
a nutricdo humana, possui a caracteristica de utilizar coprodutos na alimentacdo visando
seus papéis ndo somente nutricionais, mas também funcionais. Neste sentido, as fontes
de fibra possuem propriedades importantes na nutricdo de animais de companhia, a
depender das suas caracteristicas de solubilidade e fermentabilidade, tais como
modulacdo do tempo de passagem do alimento, estimulo da saciedade, reducdo da
densidade energética do alimento, producdo de &cidos graxos de cadeia curta (AGCC) e
melhora na qualidade fecal, entre outros (Carciofi et al., 2005; Barry et al., 2010; Fahey,
2015).

Alguns coprodutos da inddstria alimenticia humana utilizados atualmente como
fontes de fibras para cées e gatos séo a polpa de beterraba (Fahey et al., 1990b; Sunvold
et al., 1995; Sabchuk, 2014), o farelo de trigo (S& et al., 2013), a fibra de cana-de-agUcar
(Fisher et al., 2012), o farelo de glaten de milho (Kawauchi et al., 2011) e o farelo de
arroz (Fortes et al., 2010). Estes ingredientes possuem em comum o fato de todos terem
sido residuos industriais alimenticios humanos antes de serem empregados pela
indUstria de nutricdo animal.

O Brasil € o maior produtor, consumidor e exportador do acai (Euterpe oleracea
Mart.), matéria-prima para a obtencdo da polpa de acai. Apesar da importancia
econbmica da polpa do acai, esta representa apenas 10% da massa total do fruto, sendo
o0 restante (90%) composto principalmente pela semente, descartado pela inddstria no
processo de producdo de polpa. No entanto, devido ao seu elevado teor de fibras, €
possivel que possa ser empregado na nutricdo animal (Rodrigues et al., 2006). Além das
fibras, o acai € um fruto rico compostos antioxidantes, especialmente as antocianinas
(cianidina 3-O-glicosideo e cianidina 3-O-rutinosideo) e outros fitoquimicos como 0s
flavonoides (Schauss et al., 2006b).

Outros compostos fendlicos presentes no acai sdo os taninos. Estes compostos, se
por um lado possuem efeitos antinutricionais ao se complexarem com proteinas
prejudicando sua digestdo e também por possuirem adstringéncia, o que prejudica a
palatabilidade (Butolo, 2010), por outro, se hidrolisados no trato digestorio por

microrganismos intestinais, podem liberar compostos fendlicos como o &cido galico e
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elagico, os quais conferem propriedades antioxidantes ao organismo (Barbehenn &
Constabel, 2011). Desta forma, é possivel que a semente de agai, hoje considerada um
residuo industrial, tenha algumas propriedades nutricionais que viabilizem seu uso na
nutrigdo animal.

Considerando o0 exposto, neste trabalho foram avaliadas as propriedades
nutricionais e funcionais da semente de acai como fonte de fibras e antioxidantes para
cdes. Adicionalmente, avaliou-se o efeito do processo de extrusdo sobre as
concentracdes de taninos nas dietas, visando relacionar tais efeitos com as propriedades

nutricionais e funcionais do ingrediente.
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2. Material e Métodos

2.1 Preparo do Ingrediente

A semente integral de acai obtida para o estudo foi proveniente de Beléem-PA
(Palamaz—Produtos alimenticios da Amazoénia Ltda., Belém-PA, Brasil), em maio de
2014. Para obtencdo da fibra de acai, as sementes integras foram secas em secador
horizontal de ar forcado & 100-115°C até umidade proxima a 12%. Posteriormente, as
sementes foram pré-moidas em moinho martelo com peneira de 6 mm (Modelo 4,
D'Andrea, Limeira, Brasil) e remoidos no mesmo moinho com peneira de 3 mm, no
Laboratorio de Alimentos e Nutricdo Animal do Departamento de Zootecnia da
Universidade Estadual de Maringa (LANA/UEM).

2.2 Analises laboratoriais do ingrediente

A semente de acai foi analisada quanto a matéria seca (MS), proteina bruta (PB),
extrato etéreo (EE), fibra bruta (FB), matéria mineral (MM), fibra em detergente neutro
(FDN), fibra em detergente acido (FDA) e lignina, segundo Silva & Queiroz (2002). A
metodologia descrita por Prosky et al. (1992) foi utilizada para determinar a fibra
dietética total (FDT). O extrativo ndo nitrogenado (ENN) foram estimados por
diferenca, conforme equacéo abaixo:

ENN =100 — (umidade% + PB% + EE% + FB% + MM%).

A determinacdo dos taninos totais na semente do acai foi determinada de acordo
com metodologia descrita na Farmacopeia Brasileira (2002) e os polifendis totais foram
determinados de acordo com Singleton & Rossi (1965).

Uma aliquota de 0,750 g de fibra de acai foi diluida em 150 mL de agua destilada.
Posteriormente, a solugédo foi submetida a aquecimento (60°C) em banho-quente por 30
minutos. Apos, a solucdo foi resfriada em agua corrente e transferida para um balao
volumétrico de 250 mL, completando-se o volume com agua destilada. Apds decantar, o
liquido sobrenadante foi filtrado em papel de filtro, sendo desprezados os primeiros 50
mL do filtrado, obtendo-se o extrato principal para determinagdo dos compostos

fendlicos.
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Uma aliquota de 5 mL do extrato foi diluida em &gua para 25 mL, sendo 2 mL
transferidos para um baldo volumétrico de 25 mL com 1 mL de reagente fenol de Folin-
Ciocalteu e 10 mL de agua, e o volume completado com solucédo de carbonato de sodio
a 29,0% (p/V). Apos 30 min foi medida a absorbancia a 760 nm (Al). A agua foi
utilizada como branco. A porcentagem de polifenois totais foi determinada, em
triplicata, como segue:

PT=15625x Abs/1000x m
onde: PT= polifendis totais (%); Abs = absorbancia; m= massa (g)

Para a determinacdo dos taninos totais (TT), 10 mL do extrato obtido foi
adicionado a 0,100 g de pd-de-pele como agente complexante o qual foi agitado
mecanicamente em erlenmeyer de 125 mL durante 60 minutos, sendo filtrado
posteriormente. Uma aliquota de 5 mL do filtrado foi diluida em &gua para 25 mL e
uma aliquota de 2 mL foi transferida para um baldo volumétrico de 25 mL com 1 mL de
reagente fenol de Folin-Ciocalteu e 10 mL de agua, e o volume completado com
solucdo de carbonato de sodio a 29,0% (p/V). Apbs 30 minutos foi medida a
absorbancia em 760 nm (A2), utilizando agua destilada como liquido de compensagé&o.
Esta técnica baseia-se no principio de que os taninos se complexam com o colageno do
p6 de pele (Sigma), formando um complexo que se precipita, e o liquido no
sobrenadante corresponde aos compostos fendlicos que ndo sdo taninos. Desta forma a
concentracdo de taninos é obtida pela diferenca, dada em equivalentes de pirogalol.

Uma aliquota de 5,0 mg de pirogalol (Sigma Aldrich, Sdo Paulo, Brasil) foi
dissolvido imediatamente antes do uso, em &gua deionizada para 10 mL. Uma aliquota
de 5 mL foi diluida em agua para 100mL. Uma aliquota de 2 mL foi transferida para um
baldo volumétrico de 25mL com 1 mL de reagente Folin-Ciocalteu e 10 mL de agua, € 0
volume completado com solucdo de carbonato de sodio a 29% (p/V). A absorbancia foi
determinada em 760 nm (A3) apds 30 minutos, utilizando agua destilada como liquido
de compensacéo.

A quantificagdo das antocianinas totais foi realizada pelo Instituto de Tecnologia de
Alimentos (ITAL), de Campinas- SP, seguindo a metodologia descrita por Teixeira et
al. (2008).

A determinagdo da atividade antioxidante in vitro da semente do agai foi realizada
pela avaliacdo da capacidade sequestrante do radical livre DPPH (2,2 difenil-1-

picrilhidrazil, Sigma Aldrich, Sdo Paulo, Brasil) pelos antioxidantes da amostra
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utilizando-se o método descrito por Brand-Williams et al. (1995). Este método utiliza o
radical livre disponivel comercialmente DPPH, o qual € solivel em metanol. O grau de
descoloracdo do radical DPPH a 517nm pela acdo dos antioxidantes é medido
espectrofotometricamente em uma solugcdo metanodlica até a absorvancia permanecer
constante, indicando a eficiéncia do antioxidante em remover o radical.

Para esta andlise, foram obtidos extratos etéreo, etandlico e aquoso do ingrediente,
os quais foram submetidos ao teste de capacidade sequestrante do DPPH pelos
antioxidantes presentes na amostra. A partir da amostra foram obtidos os extratos
etéreo, etanolico e aquoso, por meio de extracdo sequencial para frutos de acordo com
Sotero (2002). Foram pesados 2,5 gramas da amostra, a qual foram adicionados 50 mL
de éter etilico, agitando-se em homogeneizador magnético, por uma hora, a temperatura
ambiente e ao abrigo da luz. Posteriormente, a solucdo foi filtrada em papel de filtro e 0
volume completado até 50 mL com éter etilico. O residuo resultante foi recuperado por
meio da secagem em temperatura ambiente por duas horas, em seguida foram pesados
para calculo do volume de solvente necessario para obter a proporcdo de 1:20. O mesmo
procedimento foi adotado para obtencdo dos demais extratos, etandlico e aquoso, 0s
quais foram armazenados em frasco ambar e armazenados em freezer a -15°C. As
extracBes foram realizadas em duplicata para cada amostra.

Os extratos foram entdo submetidos ao teste (DPPH). Para isto, as amostras foram
diluidas em metanol na concentracdo de 0,2 mg/mL, utilizando-se como padrdo o butil
hidroxitolueno (BHT, Labsynth, Séo Paulo, Brasil). Uma aliquota de 1,5 mL da solugéo
metanolica do radical DPPH (Sigma-Aldrich®) a 20 mg/mL em metanol foi adicionada
a 750 pL dos extratos etéreo, etandlico e aquoso das amostras em diferentes
concentragdes (0,1 e 0,2 mg/mL) ou 750 pL do padrdo BHT dissolvido em metanol (
0,05 e 0,21mg/mL). O metanol foi utilizado como branco. O decréscimo da absorvancia a
571nm foi medida em espectrofotdmetro em diferentes intervalos de tempo ( 0, 1, 2, 3,
4, e 5 minutos e a cada 5 minutos até completar 20 minutos de reacdo). Os respectivos
brancos das amostras do padrdo foram preparados, utilizando uma aliquota do extrato
ou da solugé@o de BHT, diluidos nas mesmas concentracgdes utilizadas no teste, e 1,5 mL
de metanol. A atividade de sequestro do radical DPPH foi calculada pela equagé&o:

% descoloracdo do DPPH = [1-(Absorvancia da amostra — Absorvancia do branco da amostra )] x100

Absorvéancia do branco do ensaio do DPPH
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2.3 Dietas experimentais

A partir da semente seca de acai moida, foram formuladas e extrusadas as dietas
experimentais, para avaliacdo nutricional do ingrediente. As dietas foram produzidas na
unidade de extrusdo da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da Universidade
Estadual Paulista, campus Jaboticabal. Foram formuladas cinco dietas isonutritivas, em
que a semente de acai foi incluida nos niveis de 0,0%, 2,0%, 4,0%, 6,0% e 8,0% em
detrimento da fibra de cana, as quais apresentam composicGes semelhantes e por
minimas modificagdes na inclusdo de milho e farinha de visceras de frango, de modo a
manter semelhantes os teores proteicos das dietas. As dietas foram formuladas de
acordo com as recomendacdes nutricionais para cdes adultos preconizadas pelo
FEDIAF (2013).

Os ingredientes foram pesados, misturados em misturador horizontal de péas e
posteriormente moidos a 0,8 mm em moinho de martelos (Sistema Tigre de Mistura e
Moagem, Tigre, Sdo Paulo) e extrusados em extrusora de rosca simples (MEX 250,
Manzoni, Campinas, Brasil), com capacidade de processamento de 250 kg/hora. Apo6s
extrusdo, as dietas foram secas em secador horizontal de dupla esteira pelo periodo de
30 minutos a 115°C e posteriormente recobertos com 6leo de frango e palatabilizante,
apos resfriamento. Os ingredientes utilizados e a composi¢do quimica analisada das

dietas estdo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1. Composicdo de ingredientes e composi¢do quimica analisada das dietas (g/kg)

Ingredientes Niveis de inclusdo da semente de acai

0,0% 2,0% 4,0% 6,0% 8,0%

Milho gréo 511,3 509,8 508,9 507,7 505,8
Farinha de visceras de frango 272,9 2734 273,9 273,5 269,3
Gluten de milho 60 18,1 14,8 11,9 121 09,6
Gordura de aves 78,2 77,0 75,9 74,9 74,5
Fibra de cana 61,1 46,5 31,1 15,7 0
Semente de agai 0 20,0 40,0 60,0 80,0
DL-metionina 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
Cloreto de colina 3,3 3,3 3,3 3,3 3,3
Cloreto de potéssio 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5
Premix mineral e vitaminico 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0
Cloreto de sodio 5,0 50 50 50 50
Antioxidante 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Antiflngico 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Palatabilizante liquido 40 40 40 40 40
Total 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

Composigdo quimica analisada (g/Kg)

Matéria seca 938,7 941,3 941,0 941,3 946,0
Proteina bruta 239,0 246,3 242.6 240,2 2474
Extrato etéreo hidrolise acida 129,4 128,1 131,1 129,0 130,0
Fibra bruta 4,19 3,50 2,87 2,63 2,46
Fibra dietética total (FDT) 113,0 120,6 1224 126,4 1319
Amido 403,3 404,9 403,0 405,3 384,4
Matéria mineral 67,9 69,8 72,1 70,6 70,2
Extrativo ndo nitrogenado® 452,0 448,8 478,6 478,6 475,7
Energia bruta (MJ/kg) 19,6 19,5 19,7 19,5 19,4
Energia metabolizavel (MJ/kg)3 15,4 15,3 16,1 16,1 16,0

iEnriquecimento por Kg de alimento™: Vit. A-18000 UI, Vit. D-1200 UI, Vit. E-200 Ul, Vit. B6-6 mg,
Vit. B2-10 mg, Vit. B3-60 mg, Vit. B12-0,1 mg, Ferro-100 mg, Cobre-10 mg, Manganés-10 mg, Zinco-
150 mg, lodo-2 mg, Selénio-0,3 mg, Acido pantoténico-40 mg, Acido f6lico-0,30 mg. “Estimado por:
ENN (%) = 100 — (MM% + PB% + EEHA% + FB%), na matéria seca. *Estimado segundo o NRC
(2006). FDT= Valores calculados considerando o FDT do ingrediente e da fibra de cana.
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As variaveis de processamento comecaram a ser mensurados quando o sistema
atingiu a estabilidade na producdo e, a partir deste momento, as variaveis foram
registrados a cada 20 minutos, juntamente com a coleta de amostras. A adi¢do de agua e
vapor, a velocidade da rosca e a alimentacdo da extrusora foram ajustadas de acordo
com a formulagdo da dieta, visando manter a densidade dos extrusados semelhantes
entre os tratamentos.

Os parametros avaliados durante a extrusdo foram densidade dos extrusados (g/L);
produtividade da extrusora (kg/h); temperatura no pré-condicionador, no canhdo da
extrusora e no secador (Tabela 2). Durante o processamento foram realizadas coletas de
amostras de cada tratamento em diferentes pontos do processo de extrusdo: 1) saida do
pré-condicionador; 2) saida do canhdo extrusor e 3) saida do secador, com intervalos de
20 minutos entre as coletas, pelo periodo de 1 hora, totalizando quatro amostras por
tratamento em cada ponto, e a dieta farelada. Apds extrusdo, as dietas foram secas em
secador estacionario de ar forcado a 105°C, durante 30 minutos aproximadamente e
recobertas com oleo de frango e palatabilizante. As amostras coletadas nos diferentes
pontos durante o processo de extrusdo foram analisadas quanto a concentracdo de
taninos. Para isto, as amostras foram moidas a 1 mm em moinho de facas (Mod 340, Art
Lab, Sdo Paulo) e posteriormente liofilizadas a -50°C durante 24h em liofilizador de
bancada (Christ Alfa, 1-4 LD, UK). As concentracdes de taninos totais determinadas
nas amostras foram realizadas de acordo com a metodologia descrita por Makkar et al.,
(1993) no Laboratério de Nutricdo Animal (CENA) da Universidade de Sdo Paulo,

campus Piracicaba, SP.

2.4 Estudos in vivo

O experimento foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (Protocolo
n°® 022569/14) da Faculdade de Ciéncias Agréarias e Veterinarias, UNESP, campus
Jaboticabal. A conducdo do experimento foi realizada no Laboratorio de Pesquisa em
Nutricdo e Doencas Nutricionais de Caes e Gatos “Prof. Dr. Flavio Prada”, pertencente
ao Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias da Universidade Estadual Paulista, localizado na cidade de Jaboticabal-SP.

Para o ensaio de digestibilidade foram utilizados 30 caes adultos (7,1 a 8,3 anos)
da raca Beagle, machos ou fémeas, com peso médio de 13,48 +0,89 kg. Todos os caes
passaram por exame clinico prévio e foram vacinados e desverminados. Durante o

ensaio de digestibilidade os animais foram alojados em gaiolas metabdlicas, em inox,
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medindo 0,9 m de comprimento x 0,9 m altura x 0,9 m de largura, com aparato para

coleta separada de fezes e urina.
2.4.1 Ensaio de digestibilidade e energia metabolizével

O ensaio de digestibilidade seguiu as recomendacbes da AAFCO (2010), com
cinco dias de adaptacdo as dietas e instalagdes e cinco dias de colheita total de fezes e
urina, por periodo. Os cdes foram alimentados duas vezes ao dia (9:00 e 15:00 horas)
em quantidade suficiente para suprir suas necessidades de energia metabolizavel
(NEM), preconizado pelo NRC (2006): NEM (kcal/dia) = 130 x peso corporal®”. A
agua foi fornecida ad libitum. Todas as fezes foram colhidas, duas vezes ao dia, pesadas
e congeladas, individualmente (-15°C), constituindo um composto de fezes de cada
animal por periodo de coleta. A urina de cada cdo foi coletada em recipientes plasticos
acoplados sob funil coletor da gaiola, contendo 1 mL de &cido sulfarico 1IN como
conservante. Ap6s a mensuragdo do volume, as urinas foram armazenadas em garrafas
plasticas identificadas e mantidas em freezer (-15°C) até realizacdo das andlises
laboratoriais.

As fezes foram avaliadas quanto ao escore, de acordo com Carciofi (2008),
atribuindo-se notas de 0 a 5, sendo: 0 = fezes liquidas; 1 = fezes pastosas e sem forma; 2
= fezes macias, mal formadas e que assumem o formato do recipiente de colheita; 3 =
fezes macias, formadas e Umidas, que marcam o piso; 4 = fezes bem formadas e
consistentes, que ndo marcam o piso; 5 = fezes bem formadas, duras e secas,
considerando-se normal valores entre 3 e 4.

Ao final do periodo de coleta, fezes e urina de cada animal foram descongeladas e
homogeneizadas, compondo-se uma amostra por animal. Posteriormente, as fezes foram
secas em estufa de ventilagéo forgada (320-SE, FANEM, S&o Paulo, Brasil) a 55°C, por
72h. A urina, apos filtracdo, foi pipetada (5 mL) em cépsulas de polietileno previamente
pesadas em balanca analitica e mantidas em estufa de ventilacdo forgada a 55°C, por 24
horas, para reducdo do volume. Este procedimento foi repetido por mais duas vezes,
totalizando 15 mL de urina. As amostras de fezes e ra¢gdes foram moidas a 1mm em
moinho de facas (MOD 340, ART LAB, S&o Paulo). As amostras foram analisadas para
determinacdo da MS a 105°C, PB e MM segundo Silva & Queiroz (2002) e EEHA. O
método de Prosky et al. (1992) foi usado para a determinacdo da FDT nas racdes. A

quantidade de amido das racGes foi determinada de acordo com Miller (1959) e Hendrix
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(1993). O contetdo de energia bruta das racGes, fezes e urina foi determinado por
calorimetria em bomba calorimétrica (1281, PARR Instruments, EUA). Todas as
analises foram conduzidas em duplicata, sob um coeficiente de variagdo menor que 5%.

Com base nos resultados laboratoriais obtidos, foram calculados os coeficientes de
digestibilidade aparente (CDA) da MS, PB, EEHA, MO e ENN das dietas contendo

niveis crescentes de semente de acai, segundo a equacéo:
CDA% = [(nutriente ingerido — nutriente excretado) / nutriente ingerido] x 100.

O pH das fezes dos cées foi determinado nos dias 11°, 12° e 13°. Para isso, 4,0
gramas de fezes frescas foram colhidas imediatamente apos a defecacdo e diluidos em
(1:1,5 p/v) em agua miliQ e o pH aferido em Ph-metro de precisdo 0,01 pH (modelo
DM20, Digicrom Analitica Ltda, Sdo Paulo). Para determinacdo dos acidos graxos de
cadeia curta e ramificada, as mesmas amostras colhidas para pH foram utilizadas. Estas
foram homogeneizadas e misturadas & 30 mL de &cido formico 4,2 N (1:3 w/w).
Posteriormente, a mistura foi centrifugada a 5000 G durante 15 minutos a 15°C por trés
vezes, aproveitando-se 0 sobrenadante e desprezando-se o sedimento. Apds a extracao,
as amostras foram identificadas e armazenadas em freezer (-15°C). A concentracdo de
acidos graxos de cadeia curta (AGCC) e ramificada (AGCR) foi realizada no
Laboratorio de Nutricdo Animal do Departamento de Zootecnia da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias da UNESP, campus de Jaboticabal, em cromatdgrafo
gasoso (Marca Shimadzu, modelo GC-2014) de acordo com Erwin et al. (1961). Para a
determinacdo da concentracdo de &cido latico foram empregados 3 gramas de fezes
colhidas como descrito anteriormente. Estas foram rapidamente homogeneizadas e
misturadas a 9 mL de agua destilada. Esta mistura foi mantida sob refrigeracdo por um
dia, sendo, entdo, centrifugada por trés vezes a 5000 G a 15°C, por 15 minutos,
aproveitando-se o sobrenadante e desprezando-se o sedimento. A andlise foi realizada
de acordo com Pryce (1969) pelo método espectrofotométrico com leitura a 565 nm.
Um branco reagente foi utilizado (lactato de litio 1%) para calibrar o espectrofotdmetro
(QUICK - Lab marca DRAKE) e as amostras quantificadas comparando-as com padrao
de acido latico a 0,08%.
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2.4.2 Mensuragdo do status oxidativo serico

O estudo para a determinacdo do status oxidativo dos animais, mediante ao
consumo de dietas contendo niveis crescentes de semente de acai, teve duracdo de 60
dias. Os animais foram, aleatoriamente, distribuidos entre os cinco tratamentos (n=6 por
dieta) mantidos com a mesma dieta durante 60 dias. Amostras de 20 mL de sangue
foram colhidas sob condi¢6es de assepsia nos dias 0 (inicio do estudo), 30 e 60 (término
do estudo). Em cada coleta, foram obtidos 20 mL de sangue, o qual foi imediatamente
transferido para tubos de ensaio de vidro sem anticoagulante e centrifugados a 3.000 G
por cinco minutos para separa¢do do soro. Em seguida a centrifugacdo, o soro foi
pipetado e transferido para tubos eppendorf, identificados e armazenados a -80° C até o

momento das analises.

2.4.3 Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitdrico (TBARS)

Este método foi realizado conforme descrito por Paya et al. (1992). A extensao
da degradacdo dos lipideos pelo ataque de radicais livres pode ser, indiretamente,
medida por este método, que consiste na reatividade dos produtos finais da
lipoperoxidacdo, especialmente o malondialdeido e outros aldeidos, com o 4cido
tiobarbiturico, produzindo cromogenos que podem ser medidos
espectrofotometricamente entre 520-540nm. Para este teste, 200 uL de soro sanguineo
foi adicionado a 2 mL de uma solucdo contendo &cido tiobarbitirico (15% de acido
tricloroacético, 0,275% de &cido tiobarbitdrico e 0,25M de &cido cloridrico). Em
seguida, os tubos foram fervidos por 15 minutos em banho-maria a 90- 100°C e, entdo,
resfriados imediatamente em gelo triturado e centrifugados por 15 minutos a 1200G,
formando um precipitado. O sobrenadante foi transferido para cubeta e teve sua
absorbancia determinada em espectrofotémetro UV-visivel. O cromdgeno desenvolvido
foi identificado por meio de leituras de absorbancia em um comprimento de onda fixo
de 532nm, determinando a intensidade de lipoperoxidacdo na amostra. Os resultados
foram expressos em valores de malondialdeido (MDA), considerando que a curva-
padrdo para a conversdo das leituras de absorbancia das amostras foi realizada
utilizando-se MDA (Sigma Aldrich, S&o Paulo, Brasil), um produto final da oxidagéo

lipidica e principal componente das substancias reativas ao acido tiobarbiturico.
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2.4.4 Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitdrico (TBARS) - Método induzido

As amostras de soro foram incubadas em banho-maria por 2h a 37°C com tampéo
fosfato (controle) ou com cloreto de cobre (CuCl,) na concentra¢do de 100uM. Apés 0
periodo de incubacéo, foi quantificada a concentracdo de TBARS no controle e com a
oxidacdo induzida por cloreto de cobre, sendo considerado o valor da diferenca entre as

absorbancias para a analise estatistica.

2.4.5 Capacidade antioxidante total (TAC)

Foi utilizado kit especifico (Antioxidant Assay Kit, CS0790, Sigma, Sao Paulo,
Brasil), cujo principio é a inducéo in vitro da formacdo dos radicais ferril mioglobina,
metmioglobina e perdxido de hidrogénio que oxidam o ABTS (2,2- azino-bis, 3-
ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) levando a producdo de um radical cation ABTS+,
um cromogeno sollvel de coloracdo esverdeada que pode ser determinado pelo
espectrofotdbmetro num comprimento de onda de 405nm. Desta forma, a presenca de
antioxidantes na amostra inibe, parcialmente, a oxidacdo do ABTS. Para o teste, as
solugdes estoques foram preparadas de acordo com o procedimento que acompanha o
Kit, a partir de amostra de soro. O procedimento foi realizado em placas de 96 pocos
sendo adicionados sobre o sobrenadante 10uL da solucdo trabalho de Trolox, 20uL da
solucdo trabalho de mioglobina, 150uL de solugdo trabalho de ABTS. Passados dois
minutos, periodo de incubacdo em temperatura ambiente e abrigo da luz, foi adicionado
100uL de solugdo stop, visando estabilizar a reacdo. Este tempo foi pré-determinado em
outros estudos especificamente para amostras de soro de cdes. Em seguida, foi efetuada
a leitura em absorbancia de 405nm. Para o conhecimento das concentracdes de
antioxidante foi construida uma curva padrdo com a expressdo dos resultados em

equivalentes de TROLOX (analogo hidrossoluvel da vitamina E).
2.4.6 Tidis totais
Para a determinagdo dos tidis totais, empregou-se a metodologia descrita por

Ellman (1959) com adaptacbes de acordo com Costa et al. (2006). Uma aliquota de

25uL de soro foi adicionada em um tubo de ensaio contendo 1mL de Tris-EDTA (0.25
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mol/L Tris base, 0,20 mol/L EDTA, pH 8.2). Fez-se a primeira leitura (Al) e entdo
adicionou-se 25uL de DTNB (10 mmol/L em metanol absoluto). Agitou-se e ap6s 15
minutos a temperatura ambiente, fez-se a segunda leitura (A2). A concentracdo dos

grupos sulfidrila foi calculada utilizando uma curva padréo de glutationa reduzida.

2.4.7 Analise cromatogréafica dos compostos antioxidantes no soro dos animais

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico: metanol, acido férmico
anidro e acetonitrila (Tedia, Brasil) e a agua foi ultrapurificada pelo sistema Milli-Q
(Millipore Corp Burlington, MA). O sistema CLAE-EM/EM foi composto por um
cromatografo Waters Alliance e2965 acoplado ao espectrdmetro de massas
QuattroPremier XE (Waters Technology, EUA) com fonte de ionizacao por eletrospray
(IES). As aquisicOes e processamentos de dados foram realizadas pelo software
MassLynx (Waters Technology, EUA).

As analises cromatograficas foram realizadas em coluna ACE3 C18-300 (50 mm
x 2,1 mm, 3 um, Aberdeen, Escdcia), sob eluicdo isocratica com taxa de fluxo de 0,4
mL.min™%. A fase mével consistiu de metanol e de uma solucéo aquosa a 0,1% de 4cido
férmico (70:30, v/v). A temperatura do injetor automatico foi de 4°C e a da coluna
36°C. O volume de injecéo foi 10 uL. Os analitos foram monitorados em modo negativo
de ionizacdo (ESI-) e quantificados no modo MRM (multiple reaction monitoring),
sendo acompanhados os ions de transi¢do m/z 169.05 > 125 para o &cido galico e m/z
300.95 > 229.15 para o acido elagico. Os parametros para 0 MRM foram otimizados
utilizando a infusdo direta dos padrGes. O nitrogénio foi utilizado como gas de
dessolvatacdo (700 L.h™ a 350°C) e gas do cone (25 L.h™). A voltagem do capilar foi 3
KV e a temperatura da fonte de 120°C. As energias de colisdo para o &c. galico e elagico
foram de 13 e 23 kV, respectivamente, e a voltagem do cone foi de 32 kV para o galico
e de 50 kV para o &cido eldgico. O argbnio foi utilizado na dissociagdo induzida por
colisdo com pressdo de 3,12 x 10° na cela de colisdo.

As solucdes estoque de &cido galico e eldgico foram preparadas em metanol, na
concentracdo de 1 mg.mL™ e estocada a 4°C, posteriormente foram feitas diluicdes em
metanol para obtencdo de solucdes a 500 e 50 pg.mL™. Os padrdes de calibracdo em
soro de cdes foram preparados adicionando o volume necessario de padrdo em soro
branco (soro de cdes que ndo se alimentaram com a racdo teste), totalizando num

volume de 100 pL de amostra por concentracdo da curva analitica as quais foram 1; 5;
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10; 25; 50; 75 e 100 pg.mL™. Depois de homogeneizadas, as amostras foram extraidas
por meio de extracdo liquido-liquido, pela adicdo de 400 pL de metanol e agitacdo em
vortex por 30 s, na sequencia, centrifugadas a 10000 rpm, a 4°C por 15 min. Entdo 250
pL foi transferido para um insert e 20 pL foi injetado no cromatografo.

A validacdo da metodologia analitica para determinacdo de acido galico e elagico
em soro de cdes seria feita de acordo com o Guia para industrias de Validacdo de
Métodos Bioanaliticos da Food and Drug Administration (FDA). Para os ensaios de
validacéo, as curvas de calibragdo seriam construidas em sete niveis (1; 5; 10; 25; 50;
75 e 100 pug.mL™). O preparo de amostras e as condicdes cromatogréficas utilizadas

estdo descritas nas se¢des anteriores.

2.5 Andlise estatistica

O estudo seguiu delineamento em blocos casualizados, com medidas repetidas no
tempo, com cinco tratamentos e trés periodos, totalizando seis repeticdes por
tratamento.

Os dados foram avaliados quanto a pressuposicdo de normalidade dos erros, pelo
teste de Shapiro-Wilk e, posteriormente, foram submetidos a analise de variancia, pelo
procedimento GLM do SAS 8.0 (versdo 8.0, SAS INSTITUTE INC., Cary, USA). Para
dados que ndo apresentaram distribuicdo normal, foi utilizada a metodologia de
modelos lineares generalizados em funcdo dos residuos, utilizando-se o PROC
GENMOD do SAS, considerando distribuicdo gamma com fungéo de ligacéo inversa.
Contrastes polinomiais foram determinados para se verificar possiveis efeitos lineares
ou quadraticos da inclusdo da semente de acai, considerando os teores de inclusdo como
variavel independente. Para a analise dos taninos totais durante o processamento das
dietas, considerou-se a etapa do processo (saida do condicionador, saida da extrusora ou
saida do secador) independente do teor de inclusdo da semente de acai. Para isto
procedeu-se a analise de Covariancia e o teor de taninos no alimento farelado foi
considerado como covariavel para as demais etapas. As comparacdes das médias dos
niveis de inclusdo foram realizadas dentro de cada etapa do processo e entre as etapas

do processo, pelo teste Tukey, considerando 5% de probabilidade.
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3. Resultados

Anadlises do ingrediente

A semente de acai é uma tipica fonte de fibras, a qual apresentou teor de FDT de
88,98%, com baixos teores de proteina, gordura e minerais. Na Tabela 2 podem ser
verificados o0s teores de compostos antioxidantes, 0s quais representaram
aproximadamente 6,0% da matéria seca da semente. Destes polifendis,

aproximadamente 60% sdo taninos e o restante, antocianinas.

Tabela 2. Composicdo quimica analisada (dados na matéria seca) e parametros
qualitativos da semente de acai (E. oleracea Mart.)

Item a/Kg
Matéria seca 870,1
Proteina 42,3
Extrato etéreo 31,8
Matéria mineral 67,9
Fibra bruta 283,0
Fibra em detergente neutro 644,0
Fibra em detergente acido 4120
Lignina 34,1
Fibra dietética total* 889,8
Extrativo ndo-nitrogenado 445,9
Compostos antioxidantes
Polifendis totais (%) 5,95
Taninos totais (%)* 3,43
Antocianinas totais (%) 2,94

'Andlise realizadas no Laboratério de Nutricdo e Doencas Nutricionais de Caes e Gatos da
Universidade Estadual Paulista (Jaboticabal, Brasil). 2Anélises realizadas no Laboratério de
Farmacia e Farmacologia, Universidade Estadual de Maringa. *Anélise realizada pelo Instituto
de Tecnologia de Alimentos, de Campinas —SP, Brasil. ENN= estimados por: 100 — (umidade%
+ PB% + EE% + FB% + MM%).

A semente de acgai apresentou elevada capacidade antioxidante, observada pelo
percentual de descoloracdo do radical DPPH pelos antioxidantes, os quais foram de
2,12%; 93,4% e 66,8% para 0s extratos etéreo, etandlico e aquoso, respectivamente,

indicando alto teor de compostos antioxidantes sollveis em alcool e 4gua. Nesta analise,
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os resultados de descoloragéo foram superiores ao BHT, na concentragdo de 0,2 mg/mL

(19,35%), conforme resultados expressos na Figura 1.
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Figura 1. Percentual (%) de descoloracdo dos extratos etéreo (EE), etandlico (EAL) e
aquoso (EAQ) da semente de acai e do padrdo BHT nas concentrac@es de 0,1 mg/mL
(BHT-1) e 0,2 mg/mL (BHT-2) ap6s 15 minutos do teste, 0 que representa o sequestro
do radical DPPH

O elevado percentual de descoloracdo dos extratos etandlico e aquoso da
semente de acai indica a presenca de compostos antioxidantes sollveis nestes solventes
(dgua e etanol). Conforme os resultados da analise dos compostos antioxidantes (Tabela
2), 0S compostos presentes nestes extratos provavelmente sdo os taninos e antocianinas,

com possiveis a¢des antioxidantes no organismo dos animais.

Digestibilidade e parametros fermentativos intestinais

Os alimentos foram adequadamente consumidos pelos cées e, durante os 60 dias de
experimento, ndo foram observados episodios de rejeicdo ao alimento, vémitos ou
diarreia. O consumo de MS ndo diferiu entre os tratamentos (P>0,05) (Tabela 3). Na
mesma tabela pode ainda ser visto que ndo houve efeito da inclusdo da semente de agai

sobre os coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) dos nutrientes (P>0,05).
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Tabela 3. Consumo de matéria seca (g/Kg'°/dia), coeficientes de digestibilidade

aparente e energia metabolizavel (EM, MJ/kg) de dietas contendo semente de acai

Variaveis Niveis de inclusdo de semente de acai

0,0% 2,0% 4,0% 6,0% 8,0 CV% P
PM (Kg) 6,78 7,03 6,60 6,98 6,88 0,068 0,541

Consumo de MS (g/Kg"™)
30,1 32,8 33,7 30,6 29,6 0,100 0,109
Coeficiente de digestibilidade aparente
MS 0,733 0,759 0,755 0,754 0,743 0,03 0,426
PB 0,832 0,846 0,830 0,832 0,827 0,02 0,507
MO 0,781 0,808 0,799 0,796 0,787 0,02 0,308
EEHA 0,923 0,917 0,918 0,924 0,919 0,009 0,699
ENN 0,835 0,841 0,837 0,829 0,820 0,02 0,273
EB 0,816 0,842 0,841 0,826 0,822 0,03 0,386
EM 15,9 16,4 16,5 16,2 16,1 0,04 0,642
Nutrientes Digestiveis

MSD 0,695 0,701 0,715 0,709 0,711 0,06 0,903
PD 0,213 0,222 0,213 0,212 0,217 0,02 0,437
EEAD 0,119 0,127 0,128 0,126 0,126 0,01 0,608

CV: coeficiente de variacdo; P: probabilidade; PM (peso metabdlico= peso corporal®’); MS
(matéria seca); MO (matéria organica); PB (proteina bruta); EEHA (extrato etéreo em hidrélise
acida); EB (energia bruta, kcal/kg); EM (energia metabolizavel, MJ/kg). MSD= matéria seca

digestivel; PD= proteina digestivel; EEAD= extrato etéreo em hidrdlise acida digestivel.

Na tabela 4 estdo apresentadas as caracteristicas das fezes e os produtos de

fermentacdo intestinal dos cées. O pH fecal, escore, matéria seca fecal e as

concentragOes de acidos graxos de cadeia curta e ramificada e acido latico das fezes dos

cées ndo diferiu entre os tratamentos (P>0,05).
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Tabela 4. Caracteristicas das fezes, e indicadores de fermentacdo intestinal de cées

alimentados com niveis crescentes de semente de acai na dieta

Variavel Niveis de inclusdo de semente de acai

0,0%  2,0% 4,0% 6,0% 80 CV(%) P
pH fecal 6.81 6.84 6.89 6.77 6.71  0.037 0.785
Escore 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 0,000 -
Matéria seca (g/kg) 415 461 425 476 464 0.103 0.138

Acidos graxos pMol/kg MS fecal

Acetato 31,03 27,72 27,42 25,18 27,14 0,147 0,203
Propionato 9,38 12,32 9,95 10,65 8,78 0,260 0,212
Butirato 6,71 5,75 6,67 531 6,20 0,193 0,221
Isobutirato 1,14 1,01 1,06 0,95 1,05 0,167 0,425
Valerato 0,04 0,07 0,04 0,05 0,03 0,53 0,190
Isovalerato 1,79 1,54 1,61 1,50 1,63 0,17 0,400
AGCC totais 48,27 46,81 45,11 42,10 43,18 0,127 0,351
AGCR totais 2,98 2,63 2,72 2,50 2,710 0,157 0,412
AG Totais 56,06 53,66 52,19 43,66 43,78 0,12 0,340
Lactato 1048 11,70 1057 13,19 921 022 0,100

CV % (coeficiente de variagdo) n=30; P: probabilidade; AGCC totais (&cidos graxos de cadeia curta
totais, somatdrio de acético, propibnico e butirico); AGCR totais (acidos graxos de cadeia ramificada,
somatorio de isobutirico, isovalérico e valérico); AG totais (somatdrio de AGCC e AGCR).



62

A semente de acai ndo demonstrou efeito sobre as variaveis oxidativas dos animais
aos 30 e 60 dias em relacdo ao momento inicial e niveis de inclusdo de semente de acai
na dieta (P>0,05) (Tabela 5).

Tabela 5. Concentracdo sérica de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)
e TBARS-induzido), capacidade antioxidante total (TAC, expresso em Eq de Trolox

nmol/L), e tidis totais séricas dos cdes nos momentos inicial, 30 e 60 dias

Niveis de inclusdo da semente de acai

Item 0,0% 2,0% 4,0% 6,0% 8,0% Média EPM*
TBARS (umol/mL de MDA

Dia0 0,032 0,032 0,032 0,032 0,032 0,032 0,0009
Dia 30 0,030 0,029 0,027 0,027 0,025 0,028 0,0009
Dia 60 0,027 0,027 0,025 0,027 0,028 0,027 0,0005
Média 0,030 0,029 0,028 0,029 0,028

EPM 0,002 0,001 0,002 0,002 0,002

TBARS-oxid (umol/mL de MDA)

Dia 0 0,057 0,058 0,060 0,054 0,064 0,059 0,003
Dia 30 0,055 0,057 0,056 0,057 0,056 0,056 0,003
Dia 60 0,057 0,056 0,059 0,063 0,063 0,061 0,003
Média 0,056 0,057 0,058 0,058 0,061

EPM 0,001 0,001 0,001 0,003 0,003

TBARS Diferenca (TBARS-amostra — TBARS-oxid)

Dia0 0,025 0,026 0,028 0,022 0,032 0,026 0,001
Dia 30 0,025 0,028 0,029 0,027 0,031 0,028 0,0009
Dia 60 0,030 0,027 0,034 0,039 0,035 0,033 0,001
Média 0,026 0,027 0,030 0,029 0,036

EPM 0,001 0,0009 0,001 0,002 0,002

Tibis Totais (Absorbancia)

Dia 0 0,141 0,144 0,141 0,142 0,152 0,145 0,002
Dia 30 0,139 0,151 0,155 0,153 0,150 0,152 0,002
Dia 60 0,146 0,145 0,142 0,145 0,152 0,146 0,001
Média 0,142 0,147 0,146 0,147 0,151

EPM 0,002 0,002 0,005 0,003 0,001

Capacidade Antioxidante Total (Eq de Trolox nmol/L)

Dia 0 90,97 98,56 135,43 115,76 112,81 110,7 7,7
Dia 30 111,6 109,3 106,3 84,2 91,5 100,7 5,39
Dia 60 118,4 87,4 121,7 91,7 84,2 100,6 8,01
Média 106,9 98,4 121,1 97,2 96,1

EPM 8,27 6,32 8,40 9,5 8,47

'EPM: erro padrdo da média.

Neste estudo ndo verificou-se o efeito de tratamento e periodo nos testes utilizados
para a avaliacdo da lipoperoxidacdo (TBARS) na amostra e TBARS induzido,

capacidade antioxidante (TAC) e tiois totais sérico dos animais (Figuras 2 e 3).
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Figura 2. Parametros oxidativos das substancias reativas ao &cido tiobarbitdrico
(TBARS), TBARS-induzido e tidis das amostras de soro de ces.
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Os resultados das varidveis de processamento das dietas avaliados durante a

extrusao estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Variaveis do processo de extrusao e caracteristicas dos extrusados

Niveis de inclusdo de semente de acai

Variaveis 0,0% 2.0% 4,0% 60%  80%
T °C condicionador 71,7 68,3 72,7 715 715
T oC extrusora 111,3 111,3 117,7 1180 1165
Densidade (g/L) 390 390 400 420 450
T oC secador 140,0 140,0 140,3 1407 140,0
EME (KW-h/ton) 178 17.4 17.7 174 185
Produtividade (kg/h) 2013 201,2 202,4 2101 2131

T°C: temperatuta em graus Celsius; EME: energia mecanica especifica.

As concentragfes de tanino nas dietas durante o processo de extrusdo estio
apresentadas na Tabela 7.

Tabela 7. Concentracdo de taninos (expresso em equivalente grama de acido tanico/kg
de matéria seca) em dietas contendo diferentes niveis de semente de acai, nas diferentes

etapas do processo de extrusdo.

Niveis de inclusdo de semente de acai

ftem 00% 20% 40% 60% 80% méda =M F
Taninos (Eq &c. Tanico/kgMS)

Farelada 232 287 38 715 7,19 468 1,05 0,90

Condicionador 218 228 202 265 298 2,42° 017 0,652

Extrusora 165 1,74 184 163 194 176° 006 0,32°

Secador 182 173 184 1,83 195 183 008 052

Y= +1,878+0,701X; “Y=+2,028+0,098X; Y= +1,666+0,023X; *Y=+1,762+0,018X.
*EPM= erro padrdo da média; R*= coeficiente de determinacéo.
*PMédias seguidas por letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste Tukey (p<0,05).



65

4. Discussao

A semente de acai € uma tipica fonte de fibras, a qual apresentou teor de FDT de
88,97%, com baixos teores de proteina, gordura e minerais. Dos compostos
antioxidantes avaliados no estudo, aproximadamente 50% s&o taninos e o restante,
antocianinas. O elevado percentual de descoloracdo dos extratos etandlico e aquoso da
semente de acai determinado pelo teste do DPPH indica a presenca de compostos
antioxidantes soluveis nestes solventes (agua e etanol). Conforme os resultados da
andlise dos compostos antioxidantes 0s compostos presentes nestes extratos
provavelmente sdo 0s taninos e antocianinas, com possiveis a¢es antioxidantes no
organismo dos animais.

Em um estudo das atividades antioxidantes de extratos de plantas medicinais
tropicais e orientais, Choi et al. (1998) utilizaram extratos de sementes de Euterpe
oleracea os quais demostraram alta atividade antioxidante contra a oxidag¢do do &cido
linoleico in vitro, bem como potente capacidade de eliminagéo contra radicais DPPH e
anion superoxido, corroborando os resultados obtidos no presente estudo. Desse modo,
0s extratos de semente de acai podem possuir beneficios semelhantes aos de, por
exemplo, sementes de uva ou extratos de casca de pinheiro, 0s quais séo especialmente
ricos em procianidinas oligoméricas. Os extratos de plantas ricos em compostos
fenolicos demonstraram ndo s6 a capacidade de eliminacdo de radicais in vitro,
semelhantes ou superiores ao BHT (Ahn et al., 2002; Zhang et al. 2001), mas também,
por exemplo, evitando a catarata (Yamakoshi et al., 2002) e como propriedades
antibacterianas (Jayaprakasha et al., 2003).

A digestibilidade dos nutrientes pode ser afetada de modo diferente em funcao das
caracteristicas fisico-quimicas e da quantidade de fibra adicionada a dieta (NRC, 2006).
No presente estudo a inclusdo da fibra de agai foi realizada em detrimento da fibra de
cana, as quais apresentam composicdes semelhantes. De acordo com Pinto (2007) a
fibra de cana possui em sua composi¢do 53,5% de celulose, 31,3% de hemicelulose,
6,4% de lignina, 2,6% de proteina bruta, 2,6% de matéria mineral e conteudo
inexpressivo de gordura. Com cerca de 90% de fibra dietética total, a fibra de cana
possui, praticamente, 100% de fibra insoltvel.

Alguns estudos avaliaram a fibra de cana na nutricdo de cdes e por este motivo
esta fonte de fibra foi empregada na dieta controle, por ter seu comportamento no trato

digestorio ja estudada. Pela sua caracteristica fisico-quimica, para cées a fibra de cana
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de acucar apresenta baixa fermentabilidade in vitro (Calabro et al., 2008), reduz o
tempo de retencdo do alimento no trato digestorio, aumenta o volume fecal e reduz
linearmente os coeficientes de digestibilidade aparente da matéria seca, matéria
organica e da energia bruta (Lopes, 2013) para cées. Pinto (2007) observou reducéo da
digestibilidade da matéria seca, matéria organica e energia bruta, quando foi incluida
uma mistura de 2% de celulose e 12% da fibra de cana a dieta de cées adultos.

As fibras insollveis possuem esta caracteristica de influenciar a digestibilidade da
MS, EB e MO, pois, uma vez que ndo sdo atacadas por enzimas enddgenas ou
microbianas do animal, geralmente sdo eliminadas de forma integral nas fezes. Por
outro lado, estas fibras possuem importantes propriedades em pet food, tais como
estimular o transito intestinal, estimular a saciedade, reduzir a densidade caldrica do
alimento e favorecendo a viscosidade da digesta (Fahey et al., 1990a; Lewis et al., 1994;
Hill et al., 2000) formagé&o e consisténcia das fezes (Burkhalter et al., 2001). Fibra de
baixa fermentacdo leva a diminuicdo da digestibilidade da matéria seca, mas ocasiona
baixa interferéncia na digestibilidade dos demais nutrientes, no teor de agua e na
qualidade das fezes produzidas (Carciofi, 2005).

Nas concentragdes avaliadas neste estudo, a semente de acai ndo influenciou a
digestibilidade dos nutrientes. Embora ndo seja possivel concluir, uma provavel
explicacdo para isto é que este ingrediente apresenta caracteristicas funcionais no trato
digestorio muito semelhante a fibra de cana, usada na dieta Controle deste estudo. Desta
forma, embora ndo tenha sido verificada reducdo na digestibilidade e energia
metabolizavel das dietas com a inclusdo de semente de acai, deve ser considerado que a
digestibilidade da MS e MO encontradas na dieta Controle foram baixas, muito
provavelmente pelo efeito desta fibra no aproveitamento da dieta. Assim, pode-se inferir
que a semente de acai apresenta propriedades muito semelhantes sobre o
aproveitamento dos nutrientes, uma vez que sua inclusdo em substituicdo a fibra de cana
nédo afetou o aproveitamento da dieta.

Caracteristicas como solubilidade e fermentabilidade definem a funcionalidade da
fibra para cées (Carciofi, 2000; NRC, 2006). A fermentacédo diz respeito a velocidade e
a extensdo de degradacdo bacteriana da fibra e a correspondente producdo de AGCC.
Estes Gltimos sdo benéficos ao trato gastrintestinal, mas em elevadas concentracdes
promovem aumento do peristaltismo, do teor de &gua das fezes e diminuicdo da
digestibilidade da proteina e gordura (Sunvold et al., 1995; Carciofi, 2000).
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Fibra soltvel pode ter elevada capacidade de retencéo de agua, formando géis que
aumentam a viscosidade luminal interferindo na cinética de digestdo e absor¢do. Esta,
geralmente, é mais rapidamente degradada pela microbiota intestinal, resultando em
concentrag0es significativas de &cidos graxos de cadeia curta (Swanson et al., 2002). No
entanto, nem sempre isto ocorre, pois algumas fibras de elevada solubilidade como
goma arabica e de psyllium sdo muito pouco fermentaveis pela microbiota intestinal de
cdes (Sunvold, 1995b). Em contraste, a fibra insollvel tem menor capacidade de
retencdo de agua e é, geralmente, pouco fermentavel pela microbiota do intestino. Isto,
no entanto, também é bastante variavel entre as fontes de fibra insolivel e algumas
apresentam consideravel capacidade de fermentacdo, de modo que este aspecto deve
sempre ser estudado e considerado nas formulacbes (Bosh et al., 2008; Calabro et al.,
2013).

As fibras sdo consideradas soltveis quando formam gel em solugdo (retencdo de
agua), atrasam o esvaziamento gastrico e reduzem o transito intestinal, inibem a
absorcdo de colesterol e outros nutrientes, sdo altamente fermentadas no colon
(aumentam o numero de bactérias e incrementam a producdo de AGCC, especialmente
a de butirato, uma importante fonte de energia para os colondcitos), acidificam o limen
intestinal e estimulam a proliferacdo celular no célon. Exemplos de fibra solavel
incluem os frutoligossacarideos (FOS), pectinas, psyllium, aveia, cevada, goma guar,
frutas e alguns legumes (Zoran, 2003). Ao contrario das fibras solUveis, as insollveis
ndo formam gel, ndo tém efeito sobre o esvaziamento gastrico, aumentam ou
normalizam o transito intestinal e ndo alteram a absorcdo dos nutrientes (diluem o
conteddo colbnico e isolam agentes nocivos no colon), sdo menos fermentaveis,
produzindo uma quantidade reduzida de AGCC e aumentam a produgéo fecal.

A adicdo de fibra a racdo de animais de companhia é importante para que haja
adequado suprimento de matéria organica para o intestino grosso (NRC, 2006). Assim,
a concentracdo de carboidratos fermentaveis na dieta influencia a utilizacdo da mesma,
sendo que a fermentacdo microbiana destes compostos leva a producdo de AGCC
(Carciofi, 2005). Os AGCC, como acetato, propionato e butirato sdo prontamente
absorvidos pela mucosa do colon e representam a principal fonte de energia para os
colondcitos (NRC, 2006). Avaliando os efeitos da inclusdo de celulose, FOS e pectina
em alimentos para gatos sobre as variaveis de fermentacéo intestinal, Barry et al. (2010)

relataram maior concentracdo de AGCC para alimentos contendo pectina, seguido de
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FOS e celulose. Em recente estudo, Neto et al. (2015) também ndo observaram
diferencas na concentracdo de AGCC no intestino grosso de gatos adultos alimentados com
dietas contendo niveis crescentes de feijdo partido na dieta, atribuindo, desta forma, a este
ingrediente uma fonte de fibras de baixa fermentabilidade em decorréncia da maior
concentracdo de fibras insoluveis.

No presente estudo, a auséncia de efeito (P>0,05) das dietas sobre os produtos de
fermentagdo intestinal dos cées como os AGCC e lactato indica que a inclusdo da fibra
de acai nas dietas ndo alterou a taxa de fermentacé@o no intestino grosso desses animais.
Em funcdo da presenca de importante quantidade de celulose e hemicelulose, o
ingrediente objeto do presente estudo, assim como as fibras de cana e celulose, séo
fontes de fibra insolUveis ndo fermentaveis (NRC, 2006).

Ao contrario dos AGCC, os AGCR sao exclusivos da fermentacdo de aminoacidos
de cadeia ramificada. Isobutirato, isovalerato e 2-metilbutirato sdo produzidos a partir
da fermentacdo de valina, leucina e isoleucina, respectivamente (Smith & Macfarlane,
1997). A degradacdo bacteriana de aminoéacidos aromaticos no célon resulta na
producdo de compostos fendlicos e indois. Ainda, as espécies de bactérias proteoliticas,
que incluem os géneros Clostridium, Enterobacteriacea e algumas espécies de
Eubacterium também produzem aminas biogénicas, amonia, fendis, entre outros
(Middelbos, 2007). Os AGCR, isobutirico, valérico e isovalérico sdo os principais
produtos da fermentacdo microbiana de proteinas e a avaliagdo da sua concentracdo nas
fezes pode ser um indicativo da qualidade proteica do alimento (Barry et al., 2010). De
acordo com os resultados obtidos no presente estudo € possivel observar que a inclusdo
de fibra de acai até o nivel de 8,0% ndo influenciou (P>0,05) a concentracdo dos
AGCR. O aumento da concentracdo de acidos graxos e lactato no intestino pode
diminuir o pH intestinal (Cummings et al., 1991).

A acidificagdo do lumem intestinal pode inibir o crescimento e proliferagdo de
bactérias patogénicas como as do género Escherichia, Clostridium, Staphylococcus e
Salmonelas relacionadas com injuria a mucosa do intestino. Middelbos et al. (2007),
estudando diferentes fontes de fibra para cdes (celulose, polpa de beterraba, FOS e
MOS), encontraram maior concentragdo de Bifidobacterium spp. e Lactobacillus spp.
nas fezes de cées alimentados com fibras fermentaveis em relacdo aos cédes que
receberam uma dieta com celulose. Entretanto, ndo foi observada diferenca (P>0,05)

para o pH das fezes até o nivel de 8,0% de inclusdo de fibra de acai em alimentos
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extrusados para caes. Este ingrediente foi considerado de baixa fermentabilidade, uma
vez que a dieta teste apresentou os mesmos valores fecais de AGCC e AGCR que a
fibra de cana, considerada uma fonte de fibra de baixa fermentacéo.

A lipoperoxidacéo € um fendmeno bioquimico que ocorre em diferentes processos
fisiologicos (fagocitose, respiragdo mitocondrial, ativacdo plaquetaria, etc.) e
fisiopatoldgicos (isquemia, hipdxia, processos degenerativos, etc). O malondialdeido
(MDA) é um produto do catabolismo (hidrélise) dos lipoperoxidos resultantes dos
processos acima citados e que reage com o &cido tiobarbitirico para a formagdo de
composto avermelhado, quantificado espectrofotometricamente pelo método do TBARS
(Richard et al., 1992).

A determinacdo de substancias reativas ao acido tiobarbiturico é extensivamente
empregada para investigar a peroxidacao lipidica e também muito utilizada em outros
estudos em cdes. Neste estudo, além da avaliacdo sérica das concentragdes de TBARS
(TBARS-amostra), empregou-se a quantificacdo de TBARS ap0és a inducdo da oxidacao
(TBARS-oxid) das amostras in vitro, na qual a amostra foi incubada com sulfato de
cobre para catalisar as reacOes de oxidacdo. Outra medida utilizada foi a diferenca entre
as concentracbes de TBARS-oxid e TBARS-amostra (TBARS-diff), a qual mede a
resisténcia das amostras a oxidacdo, fornecendo informacBes indiretas sobre a
capacidade antioxidante das amostras. As antocianinas sao consideradas relativamente
instaveis e, por essa razdo, fatores ambientais, processamento e condi¢des de
armazenamento sdo todos relevantes para a preservacdo do potencial bioativo de um
produto rico em antocianina. Atencdo as questdes de processamento térmico é
especialmente critica para manter a estabilidade das antocianinas. A temperatura e
duracdo do aquecimento influenciam a extensdo da degradacdo desses compostos.
Hager et al. (2008) relataram perdas de antocianina (até 65%), bem como a diminuicéo
das capacidades antioxidantes em amora preta submetidas ao processamento térmico
com temperatura maxima de 30°C. N&o foram encontrados trabalhos que avaliassem a
fibra de acai na resposta antioxidante de cées. Considerando que todos os caes estavam
saudaveis e que a dieta controle foi considerada de elevado valor nutricional, os
beneficios observados na resposta antioxidante dos animais frente a ingestdo de semente
de agai merecem atencdo especial em futuros estudos in vivo e in vitro com este

ingrediente.
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Aliado aos resultados da extruséo das dietas, em que os taninos sofreram dréstica
reducdo durante o processamento e aos dados de literatura referentes a instabilidade
térmica das antocianinas citados acima, esta auséncia de efeito antioxidante da semente
de acai era esperada. Por este motivo o0 uso de antioxidantes e outros compostos naturais
em alimentos extrusados deve ter atencdo especial, uma vez que a maior parte €
inativada ou destruida durante as etapas do processo. A industria alimenticia tem
empregado extensivamente estes compostos nos alimentos e os dados apresentados
nesta pesquisa reforcam a necessidade de estudos de estabilidade de compostos
bioativos em alimentos extrusados.

Os resultados dos testes para determinacdo dos acidos galico e elagico no soro de
cdes seriam avaliados conforme os critérios de aceitacdo descritos pelo FDA (Food and
Drug Administration). Foi analisada uma curva completa para obtencdo de um
coeficiente de correlagdo (r?), e antes de prosseguirmos com a validacdo completa do
método, as amostras provenientes dos cdes tratados com a racdo em estudo foram
analisadas, para verificarmos se seria possivel a quantificacdo dos analitos de interesse.
Nas amostras provenientes dos cdes que consumiram a racdo pelo maior periodo de
tratamento, os sinais referentes aos acidos galico e elagico estavam abaixo do limite
inferior de quantificacdo da metodologia desenvolvida, inviabilizando, portanto, a
quantificacao.

Os compostos fendlicos sofrem uma grande metabolizacdo no organismo e
também sdo facilmente degradados se ndo forem tomados certos cuidados com as
amostras. De acordo com Song et al. (2010), um obstaculo para a analise do acido
galico (AG) surge em virtude da sua instabilidade no plasma e que esta instabilidade
pode ser devido a natureza alcalina moderada de plasma, 0 que sugere que a
estabilidade pode ser obtida por meio da adicdo de &cido sulfurico por exemplo. Em
relacdo ao acido elagico (AE), conforme relatam Seeram et al. (2004), a absorcéo,
biodisponibilidade e farmacocinética do (AE) administrados por via oral ndo foram
adequadamente investigadas no corpo humano. Também ndo ha relatos de estudos
definitivos sobre a absor¢do e metabolismo de ETs em humanos. O conhecimento atual
sobre a biodisponibilidade da AE e AG se limita a estudos com ratos e camundongos.
Quando ratos receberam elagitaninos (ETs) (a partir de framboesas ou romdas a 600
mg/kg de peso, por sonda gastrica), o0 AE foi detectado na urina (0,05% da dose) como

um resultado da absorcéo e metabolismo de ETs. No entanto, nenhuma concentracao de
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AE foi recuperada a partir do sangue ou de tecidos de ratos alimentados durante uma
semana com uma dieta contendo 1% de AE. Apds a administracdo oral de AE em ratos,
10% da dose excretada foi detectada como metabdlitos na urina e fezes. As baixas
concentragcdes de AE livre no plasma tém sido atribuidas a sua baixa solubilidade em
agua, e também pode ser devido a sua extensa transformacdo metabdlica e degradacdo
antes da absorcdo. Além disso, a EA apresenta a caracteristica de se ligar
irreversivelmente o DNA e as proteinas celulares, que também podem ser responsaveis
por sua absorgdo transcelular limitada. Ja os ETs sdo mais soluveis, a sua absorcéo ou
seus produtos de transformacgdo é facilitada. Também porque ETs sdo facilmente
hidrolisados, a acdo in vivo do pH fisioldgico e/ou acdo enzimatica pela microflora
intestinal poderia leva-los a quebra e liberar unidades de AE. No entanto, esta questao,
bem como os perfis farmacocinéticos de ETs ou AE em humanos ainda é inexplorado
(Seeram et al., 2004).

No presente trabalho, para o estudo de quantificacdo desses compostos em fluido
bioldgico de cées, seria mais apropriada a utilizacdo de plasma acidificado, logo apos a
coleta das amostras, pois assim, poderiamos verificar menores perdas dos analitos no
processamento, o que talvez pudesse viabilizar a quantificacdo. Desse modo, esses fatos
precisam ser melhor investigados, para maior explanacdo a respeito de uma possivel
acao antioxidante no organismo, proveniente dos metabo6litos dos compostos fenolicos
encontrados na semente de acai.

Em relacdo ao comportamento dos taninos durante o processo de extrusdo, houve
aumento nas concentracfes de taninos nas dietas fareladas, com a inclusdo de semente
de acai. A medida que as dietas foram submetidas ao processamento térmico, a partir do
pré-condicionador, os teores de taninos sofreram marcada reducdo, especialmente nas
dietas contendo semente de acai. A maior parte dos taninos foi eliminada no pre-
condicionador. A temperatura desta etapa do processo ¢ de aproximadamente 90 °C.
Nwabueze et al. (2007) verificaram reducdo no teor de taninos de 92%, apds 0 processo
de extrusdo, em trés diferentes ingredientes. Este autor ainda verificou que houve
correlagdo inversa entre a energia mecanica utilizada no processamento do alimento
com a redugdo nos teores de taninos. A reducdo no teor de taninos verificada neste
experimento de, aproximadamente, 73% na dieta com 8% de inclusdo de semente de
acai, € importante por dois motivos: o primeiro, pelo fato de que os taninos sao

compostos que dao adstringéncia aos alimentos e poderiam causar recusa por parte dos
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animais; segundo, pois 0s taninos prejudicam a acdo de proteases enddgenas,
dificultando a digestéo das proteinas.

Nenhum destes efeitos adversos dos taninos foi observado neste estudo,
possivelmente pela sua inativagdo durante o processamento. Sharma et al. (2012)
relataram diminuicdo no conteddo fenolico total e teor total de flavonoides em
extrusados de cevada em que a umidade e temperatura da extrusdo afetaram
significativamente as propriedades antioxidantes da cevada. Do mesmo modo, Alonso
et al. (2001) também relatam reducdo no contetdo de tanino em sementes de ervilha e
feijdo, provavelmente devido a hidrdlise dessas moléculas. O cozimento por extruséo
melhora a absorcdo aparente de muitos minerais presentes na ervilha e feijdo. Este
aumento na absorc¢do pode ser explicado pelo efeito positivo da extrusdo na reducdo dos
fatores antinutricionais (fitatos, taninos condensados e lectinas). Dlamini et al. (2007)
estudando o efeito de extrusdo termoplastica nos teor de fendis totais, teor de tanino e
atividade antioxidante de grdos de sorgo inteiro e quebrado, observaram que o
cozimento por extrusdo reduz significativamente os fendis e taninos totais, dos sorgos
avaliados. Anton et al. (2009) observaram reducgéo de, aproximadamente, 70% no teor
de fendis totais de feijao e milho extrusados.

Se por um lado a reducdo nos teores de taninos totais nas dietas neste estudo foram
importantes para a palatabilidade e digestibilidade, por outro, a perda de compostos
fendlicos durante a extrusdo reduz ou exclui as possibilidades da semente de acai
apresentar efeitos antioxidantes no organismo dos animais. Outro fator importante
verificado € que, apds a extrusao e secagem, os teores de taninos foram préximos entre
as dietas, independentemente da inclusdo de semente de acai. E possivel que o método
empregado neste estudo, por ser baseado em gravimetria e espectrofotometria, possa
quantificar outros compostos fendlicos presentes nas dietas, sendo estes,
termorresistentes, tais como antioxidantes sintéticos (BHT, BHA, etoxiquim, TBHQ,

galato de propila) e outros compostos fendlicos.
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5. Conclustes

A fibra de agai é tipicamente insolUvel e ndo-fermentavel, e nas condigdes em que
foi utilizada, ndo possui atividade antioxidante para cdes. A elevada atividade
antioxidante in vitro apresentada se deve a elevada presenca de taninos e demais
compostos fendlicos da semente de acai, que reduzem acentuadamente durante o
processo de extrusdo. As reducbes nos compostos fenolicos presentes nos alimentos
durante o processo de extrusdo limitam a utilizagdo dos mesmos como antioxidantes em

pet food.
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7. Consideracdes finais

Atualmente a relacdo entre os cées e 0s seres humanos tem se modificado em nossa
sociedade, tornando a espécie um dos principais animais de estimacdo da humanidade.
Desse modo, esses fatores contribuem com maior relevancia aos cuidados com a saide
e longevidade destes animais surgindo a necessidade do desenvolvimento de alimentos
que além de nutricionalmente balanceados, possam promover a saude e a longevidade
dos cdes. Nesse sentido, pesquisas com alimentos e subprodutos os quais possam
promover estes beneficios a salide tornam-se cada vez mais importante.

Considerando os estudos realizados no presente trabalho, observou-se que a
semente de acai apresentou elevada capacidade antioxidante, nos estudos in vitro
indicando alto teor de compostos antioxidantes como os polifendis totais, taninos e
antocianinas. No entanto, ndo foi verificada atividade antioxidante deste ingrediente em
caes, apbs 60 dias de consumo das dietas pelos testes do status oxidativo empregados
(TBARS, susceptibilidade sérica a oxidagdo, capacidade antioxidante total e tidis
totais), assim como nao foi detectado &cido elagico e galico no soro dos animais,
metabolitos da degradacdo dos taninos no trato digestorio.

Conclui-se, portanto que nas condicdes em que foi empregada no estudo, a
auséncia deste efeito in vivo pode ser devido a acentuada reducdo nas concentragdes de
taninos nas dietas as quais ocorrem durante o processo de extrusdo que pode ter
ocorrido também com os demais compostos fenodlicos do ingrediente, como as
antocianinas. Assim, os estudos de avaliagcdo nutricional e propriedades funcionais de
alimentos e subprodutos com potencial antioxidante, devem continuar sendo

investigadas, uma vez que ha escassez de informacdes sobre 0 assunto.



