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RESUMO GERAL

A utilizacao de residuos e subprodutos da industria vem crescendo devido a
necessidade de adequacao das empresas as normas ambientais. Por outro lado, a
substituicdo de insumos artificiais por produtos naturais nas areas alimenticias,
farmacéuticas e outras, vem ganhando forte destaque mundial. Estes fatos
fomentam o estudo da utilizacdo do Destilado da Desodorizacéo do Oleo de Soja
(DDOS) como suplemento de tocoferdis, que sdo compostos importantes na
nutricdo humana e animal, por apresentarem atividade vitaminica E e acao
antioxidante natural. O DDOS é um subproduto oriundo do processo de refino do
Oleo de soja, que também é rico em acidos graxos livres (AGL), esterdis e
hidrocarbonetos, com potencialidade para extracdo de vitamina E; entretanto tem
sido demonstrado que esta pratica ndo € economicamente viavel. Todavia, a
utilizacdo do DDOS na forma semi-refinada (neutra) torna-se uma alternativa para
o enriquecimento de dietas animais e possivelmente humana. Com vistas a atingir
tais objetivos, foi realizado um estudo do processo de neutralizagdo variando o
tipo de alcali, a concentracdo e o excesso adicionado do mesmo, além da
temperatura do processo e do tempo de homogeneizagdo. Apdés o
estabelecimento das condi¢cbdes 6timas de processo, o DDOS foi neutralizado em
maior quantidade para sua caracterizacdo e como matéria-prima para a
suplementacdo de ratos Wistar sadios recém-desmamados. Estes foram
alimentados com dieta AIN-93G depletada em vitamina E e distribuidos conforme
o periodo de suplementagcdo oro-gastrica diaria: 0 (n=7), 30 (n=42) e 60 dias
(n=42), sendo estes ultimos subdivididos pelo tipo de tratamento (7animais/grupo):
Depletado (sem suplementacéo), Soja (6leo como placebo), Ephynal® (vitamina E
sintética), DDOS, DDOS 25 e DDOS 50 (respectivamente 150, 187,5 e 225 mg a-
tocoferol/kg dieta). Através dos planejamentos experimentais, estabeleceram-se
as condic¢oes ideais de neutralizagdo (com maior redugdo de AGL, menor arraste
de tocoferdis e maior rendimento), tendo como resultado: Na,CO; (4,34N),
temperatura de 45,8°C e tempo de homogeneizacdo de 3'20"; com a
neutralizagéo, o teor de AGL passou de 53,4% para 6,1%, por isto foi neutralizado

novamente para a suplementacgao dos ratos, resultando em 1,8% AGL e 11,0% de
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tocoferdis totais (TT). Na avaliacdo bioldgica, os resultados de crescimento e
hemograma foram normais e, com 30 e 60 dias (30d e 60d) de suplementagao, os
tratamentos nao apresentaram diferengas estatisticas na maioria dos aspectos
(Tukey, p>0,05): triacilglicerdis séricos (118,8 mg/dL - 30d; 85,6 mg/dL - 60d);
colesterol sérico (69,8 mg/dL - 30d; 65,5 mg/dL - 60d); transaminase oxaloacética
(73,1 U/L - 30d; 81,3 U/L - 60d) e piruvica (23,6 U/L - 30d; 28,3 U/L - 60d);
bilirrubinas (0,2 mg/dL - 30d; 0,3 mg/dL - 60d). Assim, ndo houve danos hepaticos
nem genotoxicos, pois a freqiéncia de micronucleos estava dentro da taxa
espontanea de mutacao, i. e., frequéncia admissivel de mutagao, sem dano para o
organismo. Diferindo estatisticamente, o teor de lipidios hepaticos variou entre 6,5-
8,5% e musculares 3,5-6,0%. A dosagem de isoprostanas com vistas a verificar o
estado de oxidagdo ndo se mostrou adequada neste trabalho. O teor de MDA no
tecido muscular ndo apresentou variagéo entre os grupos, aos 30d (1,6 ug MDA/g)
e aos 60d (0,5 ug MDA/g) havendo uma redugao. Para o tecido adiposo, aos 30d
nao houve diferenga entre os grupos (1,9 ug MDA/g) e aos 60d houve aumento,
sendo que os valores foram diferentes apenas matematicamente, sendo que com
excecgao do grupo Depletado, os demais nao se diferenciaram (média aparente 2,7
ug MDA/g). No tecido hepatico, aos 30d houve uma diferenga entre os grupos
(média aparente 2,3 ug MDA/g), aos 60d houve um aumento no teor de MDA, sem
diferenca estatistica entre os tratamentos (3,1 ug MDA/g). Quanto a distribuigdo de
TT os grupos com DDOS tiveram desempenho intermediario dentre os
tratamentos, sendo respectivamente para 30d e 60d: 7,3 ug/mL e 6,7 ug/mL no
soro; 10,1 ug/g e 12,4 ug/g no figado; 19,5 ug/g e 29,4 ug/g na gordura abdominal
e 16,2 ng/g e 21,3 pg/g no musculo, com correlagdo positiva entre o teor de
tocoferdis nos tecidos e o ingerido pelos animais. Os resultados mostraram que o
DDOS né&o acarretou em alteracbes fisioldgicas toxicas nos animais, além de
similaridade entre os efeitos dos tocoferdis naturais, presentes no DDOS, e os
sintéticos, indicando o relevante potencial de utilizacdo do produto como
suplemento.

Palavras-chave: Oleo de soja; subprodutos industriais; suplementacao:;

tocoferdis; toxicidade; rato como animal de experimentagéo.
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Soybean Oil Deodorizer Distillate as a Vitamin E Supplement

ABSTRACT

Increased use of industrial waste and byproducts fits the need of industry to
comply with environmental rules. The substitution of natural products for artificial
ingredients has gained worldwide attention in the food, pharmaceutical and other
industries. These facts justify the study on the utilization of Soybean Oil Deodorizer
Distillate (SODD) as tocopherol supplements. Tocopherol, which is physiologically
active as vitamin E and a major natural antioxidant, is an especially important
player in human and animal nutrition. SODD is a byproduct of the soybean oil
refining process that is also rich in free fatty acids (FFA), sterols and hydrocarbons.
It has been demonstrated that the use of SODD for vitamin E extraction is not
economically viable. However, SODD in the semi-refined form (neutral) can be an
alternative for animal and possibly human diet enrichment. The objective of the
present study was to evaluate the SODD neutralizing process varying the type,
concentration, and excess of alkali, as well as the process temperature and time
for homogenization. After establishment of the optimal process conditions, a
greater amount of SODD was neutralized for raw-material characterization and for
supplementation of recently weaned Wistar rats. The rats were fed with AIN-93G
diet depleted of vitamin E and distributed following the daily orogastric
supplementation period: 0 (n=7), 30 (n=42) and 60 (n=42) days. The 30 and 60
days were divided by the treatment type (7 animals/group): Depleted (without
supplementation), Soy (oil as placebo), Ephynal® (synthetic vitamin E), SODD,
SODD 25 and SODD 50 (150, 187.5, and 225 mg a-tocopherol/kg diet,
respectively). The optimal conditions for the neutralizing process, i.e., in order to
obtain the greatest reduction in free fatty acid content, the lowest leaching of
tocopherols and the greatest yield, were defined experimentally. The results were:
Na,COs3 (4.34N), temperature of 45.8°C and homogenization time 3'20”. The FFA
content was reduced from 53.4% to 6.1% after neutralization, requiring a second
step of neutralization, thus obtaining a free fatty acid content of 1.8% and 11.0% of

total tocopherol (TT). The biological evaluation showed normal results for growth



and hematology and with 30 and 60 days of supplementation (30d and 60d) the
treatments did not show statistically significant differences (p>0.05) for serum
triglycerides (118.8 mg/dL - 30d; 85.6 mg/dL - 60d); serum cholesterol (69.8 mg/dL
- 30d; 65.5 mg/dL - 60d); glutamic-oxaloacetic transaminase (73.1 U/L - 30d; 81.3
U/L - 60d), glutamic-pyruvate (23.6 U/L - 30d; 28.3 U/L - 60d); and bilirubins (0.2
mg/dL - 30d; 0.3 mg/dL - 60d). No hepatic and genotoxic damage was observed,
since the micronucleus frequency was in the spontaneous mutation rate, i.e.,
admissible mutation frequency without organism damage. Significant differences
were observed for hepatic and muscle lipids levels varying from 6.5 to 8.5% and
3.5 to 6.0%, respectively. Isoprostanes dosage was found to be an inadequate
criteria to verify oxidation state. The malonaldehyde content (MDA) in the muscular
tissue was not different between groups at 30d (1.6 ug MDA/g) and 60d (0.5 ng
MDA/g) despite a slight reduction. For adipose tissue, there was no difference
between the groups for 30d (1.9 ng MDA/g) and for 60d these values was
increased, and were statistically different; with the exception of Depleted group, the
others were not different (apparent average of 2.7 ug MDA/g). In the liver, at 30d
there was a difference between groups (apparent average of 2.3 ug MDA/g) but at
60d there was an increase in MDA content, without statistical difference between
treatments (3.1 ug MDA/g). The TT distribution of groups showed intermediary
performance among the treatments, being 7.3 ng/mL and 6.7 pg/mL in serum; 10.1
ug/g and 12.4 ug/g in the liver; 19.5 ng/g and 29.4 ug/g in abdominal fat; and 16.2
ug/g and 21.3 ug/g in the muscle, for 30 and 60 days, respectively. A positive
correlation between tocopherol content in the tissues and tocopherol consumption
by animals was observed. The results show that SODD did not cause physiological
damage in animals. Different sources of vitamin E, natural (present in SODD) and
synthetic tocopherols, yielded similar effects, suggesting the potential of using
SODD as a supplement.

Keywords: Soybean oil; industrial byproducts; supplementation; tocopherols;

toxicity; rat as experimental animal.
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Introdugao

1 INTRODUGAO

A industria processadora de Oleos comestiveis obtém uma grande
quantidade de dleo bruto, que necessita de refino para que possa ser consumido.
O Destilado da Desodorizagdo de Oleos Vegetais (DDOV) é um subproduto
gerado neste refino durante uma etapa do processo denominada desodorizagao.
Esta tem a funcao de retirar os componentes volateis e que conferem sabor e odor
desagradaveis ao 6leo. Entretanto, apesar das melhorias que tém sido realizadas,
inevitavelmente, também retira-se do 6leo os tocoferdis, produzindo uma corrente
efluente considerada um valioso subproduto, e cujo valor comercial varia em
fungéo do seu teor de tocoferéis (VERLEYEN et al., 2001). Sendo assim, o DDOV
pode ser considerado como a matéria-prima mais apropriada para realizar a
recuperacao e/ou concentracdo de tocoferdis porque apresenta concentragoes
superiores desta molécula em relagdo aos Oleos vegetais e demais produtos
naturais (HIROTA et al., 2003).

O Destilado da Desodorizacdo do Oleo de Soja (DDOS) é o mais
abundante no Brasil, e por isto pode ser considerado como fonte de tocoferdis
naturais. Apesar disto, ALMEIDA et al. (2003) salienta que os métodos utilizados
para a extragdo ndo apresentam boa eficiéncia na remocado dos tocoferdis,
concentrando os mesmos em quantidade insuficiente, indicando que no pais,
ainda existe caréncia de tecnologia aplicavel economicamente, para a elaboragao
de concentrados de tocoferdis a partir do subproduto.

Tocoferol € um termo genérico, derivado do grego, tokos = nascimento de
uma crianga; phero = suportar, tolerar (PIKE & BROWN, 1984), é conhecida como
a vitamina ligada a fertilidade. Inclui varios compostos com atividade vitaminica E,
também sao importantes por sua acdo antioxidante, protegendo os lipidios
insaturados presentes nas membranas celulares contra a oxidagdao. Apesar de
essencial para o crescimento e sobrevivéncia, o corpo humano nao sintetiza esta
vitamina, que deve ser provida pela dieta ou por um suplemento vitaminico (AZZI,
2004).
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Existe uma crescente necessidade de utilizacdo de fontes naturais de
vitamina E, como alternativa a vitamina sintética, assim o DDOS destaca-se, pois
€ uma fonte disponivel no mercado nacional e com baixo custo, contendo cerca de
10% de tocoferdis (HIROTA et al., 2003) enquanto o 6leo de soja apresenta cerca
de 0,1% (LAMPI et al., 2002). De acordo com pesquisas junto as industrias locais,
o pregco do DL-a-tocoferol de grau alimenticio € US$ 60/kg, enquanto que o
DDOS, contendo cerca de 10% de tocoferois ¢ de US$ 1/kg (BORHER et al.,
2002).

Portanto, dada a importancia dos tocoferdis, a utilizacdo do DDOS sob a
forma mais bruta possivel, ndo téxica, € uma solucdo para a elaboracdo de um
suplemento vitaminico viavel. O aproveitamento deste subproduto como nutriente
na alimentagdo corrobora ainda, com o aumento na tendéncia mundial de
utilizagcdo de compostos e ingredientes naturais. E devido a grande disponibilidade
do mesmo, acarreta em importante redugcdo no impacto ambiental causado por
este efluente. Além do aspecto econémico, a UNICAMP vem se destacando nas
pesquisas com este subproduto, existindo trabalhos cientificos em busca de
metodologias de emprego do DDOS (BORHER, 2002; MORAES et al., 2004),
como o Laboratério de Lipides (DEPAN/FEA) com pesquisa, em especial, na
verificagcdo de efeitos téxicos do DDOS no organismo (OLIVEIRA et al., 2005;
OLIVEIRA et al., 2006). Os bons resultados obtidos, demonstram ainda mais o
potencial de utilizacdo do DDOS e a necessidade de aprimoramento das

metodologias de aplicagao, tornando-as viaveis para a realidade do Pais.
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2 OBJETIVOS
2.1 Geral
e Estudar o potencial de utilizagdo do destilado da desodorizagao do

Oleo de soja (DDOS) como suplemento de vitamina E.

2.2 Especificos

e Implantar uma etapa de neutralizagdo do DDOS, visando a redugao
no teor de AGL e maior rendimento em a-tocoferol;

e Caracterizar quimicamente o DDOS neutro obtido, principalmente
quanto: composigao de acidos graxos, acidos graxos livres, teores de
tocoferois totais e seus isbmeros;

e Avaliar biologicamente o desempenho do DDOS neutro em ratos
Wistar,;

e Verificar possiveis danos genéticos e oxidativos ocasionados aos
animais por acao do DDOS;

¢ Quantificar a distribuicdo dos tocoferdis no soro e em diferentes

tecidos animais: hepatico, adiposo e muscular.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Soja e seus derivados

O Brasil € o segundo maior produtor mundial de soja, sua producgao
expandiu-se nos anos 70, atingindo seu pico em 1989, declinando no inicio da
década de 90, mas recuperou-se na safra 97/98 (SILVEIRA, 2007). Desde entao,
o desempenho da industria esmagadora de graos de soja na produgdo de dleo
bruto vém crescendo (figura 1). O levantamento estatistico da Associagao
Brasileira das Industrias de Oleos Vegetais (ABIOVE, 2007) mostra que na safra
2006/2007 foram esmagados 28,76 milhdes ton de graos (média de 2,4 milhdes
ton/més), produzindo 22,02 milhdes ton de farelo bruto (média de 1,84 milhdes
ton/més) e 5,51 milhdes ton de 6leo bruto (média de 459,5 mil ton/més). Sendo
que o processamento de graos da safra 2007/2008 de fevereiro a junho ja superou
0 mesmo periodo da safra anterior em 27 mil ton, com previsdo para esmagar 30
milhdes de ton até o final da safra. Previsdo esta, que pode ser superada pela
alavancada na producgéao de biodiesel, pois este é produzido com dOleos vegetais e

atualmente no Brasil o 6leo de soja representa 90% deste mercado.

6
c 5
f;’) 0 2000/01
§ 4 m@2001/02
T 0 2002/03
<3 0 2003/04
S @ 2004/05
L 2 m 2005/06
8 . 0 2006/07
O

Producéao/safra

Figura 1. Producdo mensal de 6leo de soja bruto (mil ton) de acordo com a safra
Fonte: ABIOVE, 2007
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A produgdo do oOleo de soja consiste no esmagamento do grdo apds a
colheita, extracdo do 6leo e refino para adequacdo ao consumo. O dOleo bruto
extraido possui compostos indesejaveis como acidos graxos, fosfatideos,
hidrocarbonetos, aldeidos e cetonas. Estes compostos prejudicam a estabilidade
oxidativa e a qualidade final do dleo. Por isso, para transforma-lo em um produto
estavel, nutritivo e com sabor agradavel é necessario o refino. Entre as principais
etapas de processo de refino encontram-se: a degomagem, a neutralizagéo, o
branqueamento ou clarificacdo e a desodorizagdo (DE GREYT & KELLENS,
2000).

O refino dos 6leos pode ser quimico ou fisico, sendo que a diferencga entre
eles esta na presencga ou auséncia da etapa de neutralizagao, respectivamente. O
mais utilizado é o refino quimico (figura 2), iniciando-se na etapa de degomagem
com agua, para a remocgado dos fosfatideos hidrataveis e depois com acido
(fosférico ou citrico) para a remoc&o dos fosfatideos n&o hidrataveis; em seguida
vem a neutralizagao alcalina (com soda caustica), onde se retiram os acidos
graxos livres e outros compostos como metais, formando uma borra, que precisa
ser separada por centrifugagdo. A etapa seguinte é a retirada dos pigmentos,
peréxidos, sabdes e alguns fosfolipidios, através do branqueamento ou
clarificacdo e por fim, a desodorizagdo, que remove os compostos volateis,
causadores dos odores e sabores desagradaveis do 6leo, sem acarretar em
modificagdes significantes na composicdo dos acidos graxos (DE GREYT &
KELLENS, 2000; ALMEIDA et al. 2003; MARTINS et al., 2006a; MARTINS et al.,
2006b). Os subprodutos gerados no refino: borra de neutralizagdo, gomas e
destilado da desodorizagao, possuem baixo valor econémico, mas, sdo matérias-
primas muito interessantes (WOERFEL, 1981). Especialmente o destilado, devido
ao seu conteudo de tocoferdis e esterdis, podendo ser recuperados e
concentrados, tornando-se produtos de alto valor comercial (AUGUSTO, 1988).
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[ Oleo Bruto ]

[ Degomagem ]

1 1
[ Neutralizagéao ] [ Gomas (lecitinas) ]

[ Branqueamento ] [ Borra (sabdes) J

[ Desodorizagao ] [ Descarte ]

I |
[ Oleo Refinado ] [ DDOS ]

Figura 2. Fluxograma do refino quimico do dleo de soja
Fonte: ERICKSON (1995) com adaptacdes.

3.2 Destilado da Desodorizagdo do Oleo de Soja

A desodorizagdo do Oleo de soja ocorre por arraste de vapor a alta
temperatura e sob vacuo, evitando assim a oxidagao do material pelo contato com
0 oxigénio, bem como hidrélise do mesmo, devido a agao do vapor (DE GREYT &
KELLENS, 2000). Em geral, a coluna de destilagdo tem temperatura entre 200 e
250°C (POKORNY & KORCZACK, 2001), com vacuo inferior a 10 mmHg, e
origina duas correntes: uma corrente de fundo que origina o 6leo refinado e uma
corrente de topo, que gera o destilado da desodorizagdo. Assim, no decorrer da
desodorizagdo, além dos produtos volateis da oxidagdo os lipidios sé&o
vaporizados também, uma parte dos tocoferéis e fitoesterdis presentes no o6leo.
Assim, os tocoferoéis s&o concentrados no destilado, tornando-o uma boa fonte de
produgéo de vitamina E e de outros antioxidantes naturais (EITENMILLER, 1997).
Por causa destas moléculas valiosas o DDOS ¢é vendido e utilizado (VERLEYEN
et al., 2001; LAMPI et al., 2002; MARTINS et al., 2006b).

Dessa maneira, pode-se definir o DDOS como um material orgénico volatil
recuperado como um produto lateral da desodorizacdo do dleo de soja, valioso

7
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pelo seu teor de tocoferdis (MARTINS et al., 2006b), sendo que sua utilizagéo,
bem como valor comercial, depende da composi¢cdo quimica do destilado. Esta
composicao nao so6 depende das caracteristicas do cultivar, como também da
técnica de refino aplicada e das condi¢des de operagao do destilador (DE GREYT
& KELLENS, 2000). Quimicamente, o DDOS é uma mistura complexa de acidos
graxos livres, acilglicerois parciais, 6leo neutro (trigliacilcerdis), peroxidos, aldeidos
insaturados de alto peso molecular, cetonas, hidrocarbonetos parafinicos, oleinas,
esqualeno, esterdis, tocoferdis, além de produtos oxidados ndo identificados.
AUGUSTO (1988) ressalta que o DDOS €& um produto heterogéneo, rico em
acidos graxos (principalmente palmitico e linoléico), esterdis totais (20%), B-
sitosterol (9,13%) e tocoferois totais (10%). Entre os anos 60 e 70 esta matéria-
prima obteve seu apice, mas em 1975 com o aumento dos substitutos sintéticos o
valor do destilado caiu muito. Entretanto, o interesse nesta fonte natural de
tocoferdis vem crescendo novamente, devido a presenga destes compostos e
diminuig&o na geracao de residuos industriais.

O DDOS gerado durante o refino do 6leo de soja, em geral, representa de
0,15 a 0,45% de acordo com AUGUSTO (1988) e de 0,25 a 0,5% segundo
WOERFEL (1981) em peso do 6leo a ser desodorizado. Estima-se que se obtenha
entre 0,1 a 0,3 kg de tocoferdis a cada tonelada de o6leo de soja produzido
(BARATA & CONTRERAS, 1984 apud AUGUSTO, 1988), mas o processamento
exige técnicas altamente sofisticadas para a separagdo dos componentes
(WOERFEL, 1981). Portanto, com uma média de 459,5 mil ton de éleo produzido
(safra 2006/2007), podemos obter no mercado uma média de 91,9 ton de DDOS
mensalmente. Sendo assim, devido ao grande volume de 6leo produzido no Brasil,
a quantidade deste subproduto é grande, prevalecendo para a recuperagao de
tocoferois (MARTINS et al., 2006a).

A composi¢ao muito variavel do destilado se deve a qualidade do 6leo a ser
refinado, ao tipo de refino, gas de arraste, as condigdes de presséo, temperatura e
vacuo, além do aparelho utilizado (GHOSH & BHATTACHARYYA, 1996; DE
GREYT & KELLENS, 2000). SONNTAG (1985) complementa que a composigao

de tocoferdis nos Oleos e nos destilados depende de diversos fatores como
8
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variedade da espécie vegetal, estadio de maturagdo das sementes, procedimento
de extracdo e purificacdo do dleo, tempo e condigdes de armazenamento,
salientando que o fator principal é o tipo de refino. No caso do refino fisico, o
destilado consiste principalmente de AGL (>80%) com pequenas quantidades de
matéria insaponificavel. O refino quimico tem valores claramente mais elevados,
por isto sdo mais atrativos pelo teor de vitamina E (DE GREYT & KELLENS,
2000). Conforme estas variagdes, o precgo e a utilizagcdo do DDOS diferem em sua
composicao quimica e principalmente, em relacdo aos teores de tocoferdis e
esteréis (MARTINS et al., 2006b). A exportagdo para paises que obtém
concentrados destes nutrientes vem fazendo crescer o interesse no DDOS
(FACIOLI, 2001), principalmente pelas industrias de alimentos e farmacéutica,
devido a busca por antioxidantes naturais (DE GREYT & KELLENS, 2000).
Entretanto, a produgdo de compostos com propriedades tecnologicas, nutricionais
e/ou terapéuticas na forma de concentrados, exige muitas técnicas de separagao

e purificagao (FACIOLI, 2001), encarecendo os produtos.

A tabela 1 apresenta a composigdo do DDOS de acordo com alguns
autores, onde se observa que a quantidade de AGL presentes variou entre 2,7 e
47,6%. Ja o teor de tocoferdis variou entre 2,9 e 16,5%.
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Tabela 1. Caracteristicas do DDOS de acordo com varios autores

Caracteristicas A B C D E F G H
Peso especifico (g/mL) - - 0,912 - - - - -
Sdélidos totais (%) - - 95,3 99,8 - - - -
Acidez (em acido oléico) - - 37,1 - - - - -
(9/100g amostra)
indice de saponificacao - - 159,4 156,11 - - 1990 -
(mg KOH/g amostra)

Acidos graxos totais (%) -  60-62 58,1655 67,2 - - - -
Acidos graxos livres (%) 39,7 36,0 37,1 476 33,0 30,1 25,3 2,7
Matéria insaponificavel (%) - - 26,1-36,4 26,2 - - 6,4 -
Tocoferois totais (%) 12,4 7,6-8,7 8,5 - 16,5 10,4 2,9 49,7*
o-tocoferol (%) 2,4 1,0-1,1 1,1 - - - - -
B-tocoferol (%) - 0,204 - - - - - -
y-tocoferol (%) 25 2024 2,8 - - - - -
d-tocoferol (%) 7,7 4,2-50 4.6 - - - - -
Esterdis totais (%) 18,6 - 17,1 - 26 128 7.8 18,8
Campesterol (%) - - 4,2 - - - - -
Estigmasterol (%) - - 3,6 - - - - -
B-sitosterol (%) - - 9,3 - - - - -
Triacilglicerdis (%) - 4,0 - 5,6 51 95 - -
Diacilglicerois (%) - - - 6,4 2,7 35 - -
Monoacilglicerdis (%) - - - 142 1,2 41 - -
Hidrocarbonetos (%) - 3541 3544 - - - 0,6 -

* Tocoferois + Tocotriendis

Fonte: (A) WOERFEL, 1981; (B) BARATA & CONTRERAS, 1984 (apud AUGUSTO, 1988); (C)
AUGUSTO, 1988; (D) FACIOLI, 2001; (E) VERLEYEN et al., 2001; (F) HIROTA et al., 2003;
(G) NAGESHA et al., 2003; (H) GAST et al., 2005.

10
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3.3 Vitamina E

3.3.1 Aspectos Gerais

Vitamina E € o termo genérico para designar um conjunto de moléculas: os
tocoferois e os tocotriendis. E composta de 8 isdmeros de tocoferdis e tocotriendis,
com variadas atividades biolégicas, denominados o (alfa) § (beta) y (gama) e o
(delta)-tocoferdis e tocotriendis, mas estes ultimos tém presenga limitada a
algumas plantas e em quantidades muito baixas em comparagdo aos tocoferois
(UEDA & IGARASHI, 1990; EITENMILLER & LANDEN Jr., 1999). Enquanto os
tocoferdis estdo distribuidos largamente nos alimentos, os tocotriendis s&o
encontrados somente em um numero limitado, como no oleo de palma (ESKIN &
SNAIT, 2006).

Tocoferdéis derivam do tocol, e tém 1 ou mais grupos metil nas posigoes 5, 7
ou 8 na estrutura do anel cromanol (BIANCHINI-PONTUSCHKA & PENTEADO,
2003). Tém cadeia lateral com ramificagédo isoprendide com 16C que € hidrofobica
chamada fitol, que é ligada ao anel cromanol na posigdo 2. Os 4 isbmeros sao
reconhecidos, baseados no niumero e na posigao do grupo metil na estrutura do
anel (ESKIN & SNAIT, 2006), cujas formulas estruturais dos isébmeros estao
representadas na figura 3. Os homodlogos o-, possuem trés grupos metilos,
enquanto os homdélogos - e y- apresentam dois, € 0os 8- apenas um grupo metilo.
Os homologos B- e y- constituem isdmeros de posigcao por diferirem apenas na
posicdo dos grupos metilo (MARTINS et al.,, 2006a). O numero e posigao dos
grupos metil, influenciam significativamente a atividade bioldgica, sendo que o
composto ativo com maior atividade € o a-tocoferol (1,49 Ul/mg de isbmero), e os
demais isébmeros 3, y e d-tocoferol apresentam atividade respectivamente 0,6; 0,19
e 0,01 Ul/mg de isémero (BIANCHINI-PONTUSCHKA & PENTEADO, 2003).

O oa-tocoferol, existente comercialmente, pode ser tanto natural quanto
sintético. A Dbiossintese dos tocoferdis na natureza produz somente o
estereoisbmero RRR. Em contraste, a-tocoferol produzido através da sintese

quimica, € uma mistura equimolar racémica de oito estereocisdbmeros. Em produtos

11
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comerciais RRR-a-tocoferol é designado como d-a-tocoferol e o sintético como dI-
o-tocoferol. Devido as diferengas existentes na atividade bioldgica entre os

homodlogos, é dada a preferéncia aos tocoferdis de origem natural para aplicagdes
em geral (MARTINS et al., 2006a).

a-tocoferol (nome trivial) B-tocoferol (nome trivial)
5,7,8-trimetiltocol (nome quimico) 5,8-dimetiltocol (nome quimico)
o-T (abreviatura) B-T (abreviatura)

y-tocoferol (nome trivial) d-tocoferol (nome trivial)
7,8-dimetiltocol (nome quimico) 8-metiltocol (home quimico)
y-T (abreviatura) 8-T (abreviatura)

Figura 3. Estrutura dos isbmeros de tocoferol

Na natureza, os tocoferdis ocorrem em 6leos de cereais e sementes, frutos,
vegetais e graos em geral. Nos alimentos sdo encontrados nas margarinas e
derivados, molhos, sobremesas e acompanhamentos. Ja nos tecidos animais, as
principais reservas de vitamina E sdo nos adipdcitos e na derme (MACHLIN,
1984). Na dieta de humanos e animais, todas as formas de vitamina E estao
presentes, destacando-se o a-tocoferol, que € o principal isémero na dieta e o y-
tocoferol, que atualmente tem apresentado potente efeito antioxidante (ESKIN &
SNAIT, 2006). A contribuicdo de tocoferdis por oleos e gorduras na dieta humana
€ altamente significativa, pois além de serem consumidos diretamente na
alimentacao, sao utilizados como matéria-prima para a producdo de alimentos.
Portanto, além de atuar como vitamina e antioxidante em seres vivos, o0s
tocoferdis sdo importantes aditivos antioxidantes na industria de alimentos,
auxiliando a estabilidade durante o armazenamento e processamento destes
(LAMPI et al., 2002).

12
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3.3.2 Metabolismo e Papel Biolégico da Vitamina E

A vitamina E foi considerada, primeiramente, como um fator essencial para
evitar a esterilidade, depois chamou a atencdo por seu efeito antioxidante,
atuando na protegdo das membranas bioldgicas e inibindo a oxidagdo de acidos
graxos insaturados. E constituida de moléculas que apresentam duas
propriedades importantes: vitaminica e antioxidante (MACHLIN, 1984;
EITENMILLER & LANDEN Jr., 1999).

A atividade bioldgica dos isébmeros de tocoferol anteriormente era dada pelo
teste de reabsorcdo fetal em ratos, entretanto com o reconhecimento da
seletividade dos isdbmeros através da agao da proteina de transferéncia do o-T (a-
TTP), atualmente determina-se o requerimento para humanos usando o isbmero
o-T. Assim, a atividade bioldgica in vivo € diferenciada para cada isbmero, sendo
o-T>B-T>y-T>6-T, podendo variar sua atividade e propor¢ao nas diferentes
matrizes biolégicas (EITENMILLER & LEE, 2004).

A absorcédo da vitamina E da dieta depende da digestdo e absorgdo dos
lipidios, ela é feita no intestino juntamente, sendo que o a-T € melhor absorvido
que os outros isbmeros. No enterdcito, a vitamina E € incorporada aos
quilomicrons, que sao transportados pelo sistema linfatico até a corrente
sanguinea. Este transporte é feito para o figado de forma rapida, sendo que
pequena quantidade de vitamina E é liberada dos quilomicrons pela lipoproteina
lipase, na superficie das células endoteliais e o restante € incorporado a VLDL.
Assim, a vitamina E é liberada novamente na corrente sanglinea, mantendo o
equilibrio sérico de forma dindmica, sendo transportada novamente para o figado
por outras lipoproteinas. Ja nas células-alvo, a absor¢do pode ocorrer por 2
formas: por liberacdo pela lipoproteina lipase com base no endotélio ou por
endocitose de LDL através de receptores (figura 4).

Uma vez absorvida, seu armazenamento € feito nos musculos e tecido
adiposo (mais de 90%). A propor¢ao entre os isdmeros permanece com
prevaléncia do o-T, principalmente devido a existéncia de um gene que codifica a
o-TTP, fazendo com que ele seja incorporado preferencialmente pela VLDL,

enquanto que os outros isbmeros sejam excretados com a bile (BIESALSKI &
13
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GRIMM, 2007). Portanto, é a afinidade relativa dos analogos de tocoferol pela a-
TTP que gera um grau de competicao para os isémeros: a-T 100%, B-T 38%, 6-T
9% e y-T 2%. Como resultado desta afinidade, a meia-vida do o-T na circulagdo é
de 48h e a dos outros isdbmeros varia entre 13 e 15h. Assim, o nivel adequado de
a-T no corpo depende da disponibilidade na dieta e da expresséao da o-TTP no
figado (AZZI, 2004).

a-Tocopherol @

VLD

Figade
e @

c-Tocoferol

= e — ® L = Receptor

Eéiulas endoteliais CM-R de LDL o T pypp
_____ [l el ®fs ] 1 G e e Rl Te e Pele i A aiw
Quilomicrons @ o-Tocoferol s
] '--’J HEHY '1‘ -'ﬁ.: 1'L.hx1‘ 1_,'1:"- Jﬁ* JﬁL -—L?H'L"j-_i’L:\JAL -‘uh'_q_.ﬁ:fu'ﬁ erUﬂqu L5 'J ' ht.ani_ﬂ'.;ﬁu-dru_u_u HL _,_ 1_ ﬁ,-
@ a-Tocoferol Intestino

Figura 4. Metabolismo da vitamina E
FONTE: BIESALSKI & GRIMM, 2007

3.3.2.1 Vitamina E e o Estresse Oxidativo
Os radicais livres (RLs) sdo definidos como espécies quimicas de
existéncia independente e que contém um ou mais elétrons desemparelhados.
Sua geracgao ocorre quando moléculas organicas passam por clivagem das pontes
14
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covalentes e cada fragmento retém 1 elétron do par original. Este processo produz
2 RLs com carga negativa e habilidade de reagir com 1 elétron de outra molécula.
Também pode ser gerado quando uma molécula nao radical captura 1 elétron de
outra molécula doadora de elétrons. No metabolismo normal, uma ampla
variedade de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio sdo produzidas, ambos
podendo gerar RLs (EITENMILLER & LEE, 2004).

Desde a geragado dos RLs varios antioxidantes hidro e lipossoluveis sao
requeridos para limitar o dano celular. O antioxidante tem a propriedade de
neutralizar a agdo oxidante de uma molécula instavel (RL), sem perder a prépria
estabilidade eletroquimica. Para tanto, precisam ser capazes de doar radicais de
hidrogénio para reduzir os RL a espécies quimicas nao radicais, tornando-se
radicais antioxidantes oxidados (JENSEN et al., 1998; EITENMILLER & LANDEN
Jr., 1999; FACCO, 2002).

Em relacdo aos tocoferdis, sua atividade antioxidante é principalmente
devido a sua habilidade de doar H do anel fendlico para o RL lipidico, tornando-se
um radical inativo (EITENMILLER & LEE, 2004). A figura 5 apresenta
esquematicamente as reagdes que envolvem esta acdo antioxidante, onde
inicialmente por processos metabdlicos ou exposi¢cdo a luz, calor e/ou quimicos,
formam-se os RLs no organismo. Quando um &acido graxo poliinsaturado (LH) &
atacado por um radical (RO*), um dos seus atomos de H é removido, resultando
em um radical lipidico faltando um elétron, altamente reativo (L*). Quando este
liga-se ao O, forma-se um radical peroxido lipidico (LOO¥), que é muito reativo e
causa danos a membrana celular. Por sua vez, o mesmo reage com outro LH e
forma um hidroperoéxido lipidico estavel (LOOH). Assim, com esta transferéncia do
atomo H, vao se formando mais L*, correspondendo a fase de propagacado da

oxidagao, que rapidamente pode destruir a membrana bioldgica.

A vitamina E pode parar a fase de iniciacdo, onde o LH perde H* para um
RL, e a fase de propagacdo, onde o radical peroxido segue retirando H* do LH,
resultando em um hidroperéxido lipidico estavel (LOOH) e um radical de vitamina

E (Vitamina E*) ancorado na membrana celular. Portanto, ela freia a reacédo em
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cadeia do processo oxidativo e sua forma de radical pode ser regenerada pela
vitamina C. Ocorre a migragdo do radical a-tocoferoxil da bicamada lipidica a
superficie da membrana, onde é regenerado a o-T, através da interagdo com

redutores hidrossoluveis (como o ascorbato) que doam H para o radical
(EITENMILLER & LEE, 2004).

(77X

Vitamina C * Vitamina C

Vitamina E Vitamina E *

M@M

LH L* LOO™ »LOOH

LOOH LH

Figura 5. Agéo antioxidante da Vitamina E e sua reciclagem pela Vitamina C
Fonte: EITENMILLER & LEE (2004) com adaptagoes

Devido sua propriedade molecular e orientagdo dentro da membrana da
célula, o o-T é o principal antioxidante celular. Ele é reconhecido tanto como um
antioxidante, como também um componente significativo de estabilidade da
membrana, pois ocorrem interagdes hidrofébicas e pontes de hidrogénio entre o
anel cromanol, a cadeia fitol e os AG. Estas interacbes estabilizam a membrana e
posicionam o anel cromanol para facilitar a doagdo do atomo de H para o RL.

Ressalta-se que o y-T também tem um grande poder antioxidante, e embora tenha
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menor capacidade de doar hidrogénio, atua em maior numero de sistemas
lipidicos (EITENMILLER & LEE, 2004).

Além deste sequestro de espécies reativas de oxigénio, nitrogénio e cloro,
os tocoferdis podem apresentar efeitos benéficos no trato gastrointestinal, pois se
ligam com ferro pro-oxidante e inibem as ciclooxigenases e lipoxigenases.
Portanto, seu retorno do trato gastrointestinal pelo figado, através da bile pode ser
fisiologicamente vantajoso (HALLIWELL et al., 2005).

Os tocoferdis e outros antioxidantes tém despertado o interesse dos
consumidores em todo o mundo por prevenirem uma série de reagdes de
oxidagdo no organismo humano. A oxidagdo € prejudicial ao homem, pois
favorece o desenvolvimento de doencas (EITENMILLER & LANDEN Jr., 1999).
Evitando as lesdes oxidativas de lipidios, diminuem a formacao de hidroperdxidos.
Com isto, as membranas celulares, especialmente aquelas ricas em lipideos
insaturados (mitocondria, reticulo endoplasmatico e membranas plasmaticas), sdo
protegidas da lipoperoxidagdo (JENSEN et al., 1998; LAGE et al., 2003), que
podem causar inflamacgdes e influenciar doencas como artrite, aterosclerose e
cancer, além de rupturas na membrana celular, polimerizacdo de proteinas,
mutacdo no DNA e alteragbes das plaquetas e dos macrofagos
(BIANCHINIPONTUSCHKA & PENTEADO, 2003). A oxidagdo dos lipidios
também tem relacdo com doencgas cardiovasculares, através da oxidacdo de
lipoproteinas sanglineas e desenvolvimento de aterosclerose, e catarata, devido
aos danos oxidativos nas membranas oculares. Um dos aspectos estudados para
sanar estas doencas é a suplementacdo alimentar com vitamina E, visando a
existéncia de uma diferenga razoavel entre as doses ingeridas e 0s niveis
necessarios para a protecao de doencgas cronicas (BLOCK & LANGSETH, 1994;
EITENMILLER & LANDEN Jr., 1999).

Em alimentos, um dos fatores que provocam alteracbes durante
processamento, distribuicdo e armazenamento € a oxidacao lipidica, as quais
influem em sua qualidade. A qualidade nutricional, por exemplo, pode ser
diminuida pela perda de vitaminas (A, D, E, K e C), acidos graxos e aminoacidos
essenciais, enquanto varios compostos de degradagéo, associados a oxidagéo de
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lipidios, podem ser capazes de reagir com biomoléculas como proteinas,
diminuindo sua absorgdo (FERRARI, 1998). A presenca de peroxidos pode afetar
a cor, descolorindo carotendides, mioglobinas, antocianinas e clorofilas
(FERNANDEZ et al., 1997). Os antioxidantes artificiais, utilizados pela industria de
alimentos para retardar e prevenir a deterioragao oxidativa dos seus produtos sao:
BHT  (butilhidroxitolueno), = BHA  (butilhidroxianisol), e TBHQ (terc-
butilhidroquinona), entre outros os tocoferodis além de serem naturais, apresentam
vantagens como: menor volatilidade, elevada solubilizagdo em 6leos e maior
estabilidade térmica (POKORNY & KORCZAK, 2001).

3.3.2.2 Fungoes Nao Antioxidantes dos tocoferoéis

Outras fungdes ndo ligadas a este papel antioxidante também ja sao
demonstradas, como prevencdo da aterosclerose, a inibicdo ou aumento da
atividade de certas enzimas e o controle da expressao de genes como o da a-
tropomiosina, embora os mecanismos para tais fungbes ainda n&o estejam
esclarecidos (BIANCHINIPONTUSCHKA & PENTEADO, 2003).

Existem fung¢des ndo antioxidantes do a-T que ndo podem ser cumpridas
por outros isdmeros. Estas fungdes tém sido intensamente estudadas e sugerem
que a habilidade dos humanos em selecionar o-T de uma mistura de tocoferdis da
dieta, indicam uma selec&o evolutiva do o-T para papéis ndo antioxidantes. Este
aspecto do envolvimento do o-T € altamente significativo para entender o inicio de
uma doenga crbnica. Estudos indicam que a base do conhecimento nos
mecanismos de controle molecular é atribuida a vitamina E na infancia
(EITENMILLER & LEE, 2004). A atuacdo do o-T se da através da sinalizacédo
celular ao nivel pés-transcricional ou de expressdo génica. Como um modulador
da sinalizacao celular, o o-T inibe os principais eventos que levam a inflamacéao e
aterosclerose, como a inibigdo da proteina kinase C (PKC). Este isbmero néo se
liga a esta proteina como faz a maioria dos inibidores de enzimas, ele atua apods a
transcricdo génica, pela ativacdo da fosfatase (PP2A), que desfosforila a PKC.

Existem respostas fisioldgicas especificas reguladas, pelo menos em parte, pela
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atuacdo do o-T na PKC, incluindo proliferacdo celular, adesdo e agregacgao
plaquetaria, aumentando a resposta imune, producao de RLs e expressao génica,
que € atualmente aceita como uma fungéo regulatéria primaria do o-T (AZZI,
2004).

3.3.3 Estabilidade da Vitamina E

Os tocoferéis sado facilmente oxidados na presencga de calor, luz, metais e
alcalis. Entretanto, oxidam-se muito vagarosamente em atmosfera de oxigénio na
auséncia de luz. Na auséncia de oxigénio, eles também s&o resistentes a alcalis e
ao tratamento térmico superior a 200°C. Na presenga de oxigénio, a estabilidade
do a-T diminui pela metade a cada 10°C acima de 40°C (LAMPI et al., 2002). O
processo de fritura destréi a maioria do tocoferol presente, mas n&o ha perda por
extragao na cocgao, pois sao insoluveis em agua (EITENMILLER & LEE, 2004).

Nas etapas do processo de refino de 6leos vegetais, os tocoferdis séo,
parcialmente, perdidos. JUNG et al. (1989) relatam que estas perdas sao de 5%
na degomagem, 7% na neutralizagdo, 12% no branqueamento e 32% na
desodorizagdo. A decomposicdo durante o armazenamento do oleo acontece
devido a influéncia da exposicéo a luz.

Esteres de tocoferdis (derivados de acetato ou succinato) sdo mais estaveis
a oxidacao do que os tocoferdis livres, por isso os tocoferdis sdo, frequentemente,
adicionados em alimentos na forma esterificada para prevenir a oxidagao pelo ar
durante o processamento e o armazenamento, mas nao tem atividade
antioxidante, a ndo ser que sejam hidrolisados (LAMPI et al., 2002). Depois do
consumo, ele é hidrolisado no corpo humano, e o produto da hidrélise é absorvido,
atravessa pelas paredes do intestino e pode, entdo, atuar como um antioxidante
na corrente sangiiinea (POKORNY et al., 2001).

3.3.4 Deficiéncia e Toxicidade da Vitamina E

Os valores de recomendacdes nutricionais para vitamina E, de acordo com
as Dietary Reference Intakes (DRIs) da FOOD AND NUTRITION BOARD (2002),
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encontram-se na tabela 2, sendo que a ingestdo diaria varia conforme a idade, o

sexo e o estado fisioldgico do individuo.

Tabela 2. Ingestédo alimentar de referéncia (DRI) de vitamina E por dia e niveis de

ingestdo maxima toleravel de acordo com a faixa etaria

Fase de vida Vitamina E
RDA? (mg/dia) UL (mg/dia)

Infantes 0 — 6 meses 4* nd

7 —12 meses 5* nd

Criangas 1 -3 anos 6 200
4 — 8 anos 7 300

Adolescentes 09 — 13 anos 11 600
14 — 18 anos 15 800
Adultos =219 anos 15 1000

Estado
Fisiolégico

Gravidez 14 — 18 anos 15 800
=219 anos 15 1000

Lactacao 14 — 18 anos 15 800
=19 anos 19 1000

RDA - Quota diaria recomendada (Recommended Dietary Allowances)

UL — Niveis de Ingestdo maximo toleravel (Tolerable Upper Intake Levels) nd — nao
determinado

*Al — Ingestdo Adequada (Adequate Intakes) @ — Como a-tocoferol (RRR e os 2R
estereoisdmeros) Fonte: FOOD AND NUTRITION BOARD (2002)

Sao raras as deficiéncias de vitamina E, mas quando ocorrem, sao
associadas com a ma absorcdo ou anormalidades no transporte de lipidios. Em
animais pode causar distrofia muscular, anormalidades no sistema vascular e
esterilidade. Em humanos, a deficiéncia esta associada a anemia hemolitica;

aumento da susceptibilidade dos eritrocitos a hemolise peroxidativa e neuropatia
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(BIANCHINI-PONTUSCHKA e PENTEADO, 2003). A deficiéncia também pode ser
por anormalidade genética na produgdo da proteina o-TTP, sindrome de mal-
absorcado de lipidios e mal-nutricdo de proteina e energia. As anormalidades
genéticas no metabolismo de lipoproteinas podem produzir baixos niveis de
quilomicrons, VLDL e LDL, e com isto, afetam a absorcao e transporte de vitamina
E (EITENMILLER & LEE, 2004).

Em relacdo a toxicidade, observou-se que animais que receberam altas
doses orais de vitamina E ndo apresentaram efeito teratogénico, mutagénico ou
carcinogénico. Humanos com doses acima do recomendado pelas DRIs nao
apresentaram efeitos colaterais (BIANCHINI-PONTUSCHKA e PENTEADO,
2003).

3.4 Interesse na Utilizagao de Tocoferois Naturais

Muitos alimentos tém sido enriquecidos com tocoferdis, dentre eles pode-se
mencionar os éleos comestiveis (POKORNY et al., 2001), as margarinas light, que
com a diminuigdo do teor de gordura também tém menor teor de vitaminas
lipossoluveis, e as maioneses light que sao fortificadas com acetato de a-tocoferol
(EITENMILLER & LANDEN Jr.,1999). MARTINS et al. (2006a), apesar de nao
especificarem os tipos de alimentos enriquecidos com tocoferdis, comentam que
misturas de tocoferdis com teor superior a 60% sao largamente utilizadas pelas
industrias.

Os tocoferadis, utilizados como suplementos de alimentos ou na producgao
de nutracéuticos, podem ser obtidos tanto por extracdo de fontes naturais quanto
por sintese quimica. A preparagao de substancias naturais € mais complexa do
que a preparagao de substancias sintéticas, pois os antioxidantes sintéticos sao
produzidos como substancias puras de composi¢cao constante e os antioxidantes
naturais estdo disponiveis em diversas fontes, com composi¢cdo variavel que
depende da planta, técnica de cultivo, condicbes climaticas e maturidade
(POKORNY & KORCZAK, 2001). Atualmente, existe uma preferéncia dos
consumidores por produtos naturais, além de restricbes encontradas pelos
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produtos sintéticos. Por estes motivos, o interesse na concentragdo de moléculas
naturais de tocoferdis tem crescido acentuadamente nos ultimos anos, sendo
muito importante promover o desenvolvimento de técnicas de concentragao de

tocoferdis.

3.4.1 Utilizacao de Tocoferoéis na Suplementacgao

A vitamina E ndo pode ser sintetizada nos animais, portanto a presenca
desta em tecidos reflete a disponibilidade na dieta. Devido as caracteristicas de
lipossolubilidade da vitamina E, sua absor¢do é dependente da habilidade dos
animais digerirem e absorverem gordura. Devido suas propriedades quimicas, ela
tende a se acumular nas lipoproteinas, no tecido adiposo e nas membranas
celulares, onde ocorre a maioria das reagdes de oxidagao envolvendo o oxigénio
molecular e a formacgao de radicais livres (JENSEN et al., 1998). A absor¢ao dos
tocoferdis € ineficiente e controlada por difusdo passiva. Somente cerca de 20 a
40% do a-T ingerido é absorvido. A maxima absorg&do ocorre no intestino delgado
e depende de emulsificagao dos lipidios, solubilizacéo, difusado através da camada
de agua, permeacao pelos eritrécitos, incorporagao as particulas de lipoproteinas
e transporte da mucosa para a circulagdo (BIANCHINI-PONTUSCHKA e
PENTEADO, 2003).

Usualmente, a vitamina E é incorporada na dieta como acetato de o-T e
nao tem fungdo como antioxidante antes que seja desesterificada no trato
gastrointestinal (BUCKLEY et al., 1995). Por isto, a adicdo post-mortem de o-T a
carne bovina ndo é efetiva como na suplementacdo da dieta, porque nao é
incorporado diretamente dentro da membrana onde a oxidagdo dos lipideos é
iniciada (MITSUMOTO et al., 1993).

Os niveis sanguineos s&o muito utilizados como critério de avaliagdo da
absorcdo de vitamina E, porque apenas os estudos de balanco intestinal e
medidas de distribuicao no tecido e curvas de tolerancia, ndo sao suficientes para
isto. Entretanto, pode-se obter baixas estimativas, devido a rapida remoc¢ao do
tocoferol do plasma para os tecidos. Por sua vez, esta concentragdo nos tecidos

varia grandemente, dependendo do tempo decorrido apdés a administracéo
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(GALLO-TORRES, 1980), o tecido adiposo, o figado e o musculo s&o as principais
areas para o deposito da vitamina E. O consumo de quantidades elevadas desta
vitamina aumenta seu nivel em todos os tecidos, ja que a vitamina E sofre uma
degradagao muito pequena no corpo (AZZI, 2004).

Em primatas, a suplementagdo de vitamina E associou-se a redugédo da
progressao das lesbes aterosclerdticas da carétida, num periodo de trés anos.
Entretanto, ndo alterou a histologia das lesées (GRAZIANO et al.,1992). Ja para
experimentos com perus, a suplementagcdo com 200 mg/kg de a-tocoferil acetato,
durante 2 a 3 semanas foi adequada para promover o aumento de vitamina E na
carne de sobrecoxas, mas os efeitos de estabilidade na cor dos produtos nao
foram aprovados sensorialmente por julgadores treinados (NEVES, 2001).

A suplementagcdo com vitamina E no gado de corte aumenta a
concentragcdo muscular de tocoferol para que ele exerca sua fungao bioldgica
como antioxidante e proteja os lipidios de membrana, principalmente os
fosfolipidios (JENSEN et al., 1998). A acao antioxidante do tocoferol &€ observada
apos algum tempo de suplementagdo, quando se eleva o nivel de tocoferol no
plasma e nos varios tecidos, ocorrendo entdo, a incorporacdo nas membranas
celulares (FACCO, 2002). A estratégia de suplementar gado de corte é para
adquirir concentracdo muscular de o-T suficiente para chegar ao maximo da
eficacia antioxidante. Uma suplementacdo em maiores niveis para saturar o
musculo bovino renderia um pequeno beneficio relativo a um grande custo. O
ideal seria uma concentracdo minima que aproximasse da supressdo maxima de
oxidagao lipidica (LIU et al., 1995). Portanto, o direcionamento das pesquisas
envolvendo dieta suplementar de vitamina E concentra-se na habilidade de
retardar a oxidacao lipidica em espécies animais. Ressalta-se que ha diferencas
em relagdo a biodisponibilidade para as diferentes formas de vitamina E.
Comparando-se os isdbmeros o e y-tocoferdis, percebe-se que apesar do a-T
apresentar a maior biopoténcia, o y-T € predominante em muitas fontes, podendo
sua ingestdo ser superior de duas a quatro vezes a do o-T (BIANCHINI-
PONTUSCHKA & PENTEADO, 2003).
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3.4.2 Tocoferdéis do DDOS como Suplemento

Os produtos de origem animal sdo pobres em vitamina E e, ha 50 anos é
fato sabido que esta vitamina é imprescindivel ao funcionamento normal de
células vegetais e animais (UEDA & IGARASHI, 1990). Como suplemento de
ratos, a vitamina E, exerce um efeito protetor contra a peroxidagéao lipidica (nivel
de TBARS e do indice de peroxido) no sangue e no figado, ndo interferindo no
perfil lipidico dos animais durante o periodo de suplementacao (ALMEIDA, 2003).

Muitos trabalhos tém buscado a suplementagao de ragées com vitamina E
sintética, porém, no caso de frangos de corte, isto acarreta em aumento no custo
da ragao, e como esta representa 70% do custo total de produ¢do (NEVES, 2001),
nota-se que existe a necessidade de busca de fontes alternativas de tocoferdis,
como a proveniente do DDOS, de modo que exista a suplementacdo, sem o
encarecimento do produto final. A vitamina E, presente no DDOS é eficiente na
protecdo a oxidacdo dos lipidios hepaticos de ratos Wistar, entretanto os
resultados sao inferiores aos obtidos com a suplementacido de vitamina E sob a
forma de farmaco, salientando-se que o DDOS nao apresenta toxicidade aos
animais (MORAES et al., 2004).

A aplicagdo de DDOS intra-ruminal em bovinos Nelore, e avaliagdo da
absorcdo e incorporacdo de vitamina E em diferentes tecidos encontrou como
resultado um incremento da concentragédo de vitamina E no figado, no musculo e
na sua gordura de cobertura, além de uma melhor estabilidade da cor da carne e
maior estabilidade oxidativa da gordura. A aplicagdo de uma dose unica de DDOS
em bovinos acarretou em um aumento de até 4 vezes na concentragao plasmatica
de vitamina E, em comparagdo com os animais controle. Em consequéncia desta
elevacdo dos niveis de tocoferol plasmatico, ocorre um aumento dos niveis de
tocoferol nos diferentes tecidos. Assim, a utilizacdo do DDOS in natura é uma
alternativa que tem se mostrado de baixo custo e eficiente na incorporagao de
tocoferdis aos tecidos, trazendo beneficios aos animais e aos consumidores da
carne proveniente destes animais (BORHER et al, 2002). Além disto, o emprego
do DDOS elimina os custos acarretados pela extragcdo e concentragao da vitamina
E, que limitam a utilizacdo de suplementos para a alimentagao animal.
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3.4.3 Possiveis Efeitos Adversos da Suplementagao com DDOS

O DDOS é um produto heterogéneo muito complexo, contendo em sua
composi¢cao varios compostos quimicos. Entretanto, o unico componente que é
sabidamente prejudicial a saude sdo os AGL, pois seu acumulo nas células
promove alteracbes na permeabilidade da membrana celular, além de dano
mitocondrial. Estas disfung¢des celulares iniciam o processo de apoptose, ou seja,
levam a morte celular (SANTOS et al., 2006; OKOSHI, et al., 2007). Portanto, para
avaliar os efeitos adversos do DDOS, isto é, sua toxicidade sdo necessarios
métodos que verifiquem danos hepaticos, hematoldgicos, oxidativos e
genotodxicos, além de analises mais simples, como verificagdo do comportamento
dos animais suplementados com o produto.

A analise das transaminases séricas GPT (transaminase glutadmico piruvica)
e GOT (transaminase glutdmico oxaloacética), assim como as bilirrubinas séricas
levam a indicagdo de dano hepatico. A enzima sérica GOT €& encontrada no
coragao, figado, musculo esquelético, rim, cérebro, pancreas, bago e pulmdes.
Portanto, na ocorréncia de danos em quaisquer destas células, os teores da
enzima irdo se apresentar elevados. Por isto, ndo € um bom parametro individual
para teste de fungcdo hepatica, neste caso a GPT €& o melhor parametro, sua
principal aplicagdo esta no diagndéstico da destruicdo hepatocelular, caso ocorra
dano nas células hepaticas a enzima estara acentuada. Nos hepatdcitos, a enzima
GOT esta dentro da mitocdndria, enquanto que a GPT esta localizada em outra
parte do citoplasma, por esta razdo o dano hepatocelular grave apresenta niveis
mais elevados de GOT. Mesmo assim, ela se apresenta em quantidade moderada
nos rins e em pequenas quantidades no coragdo e musculo esquelético
(OLIVEIRA LIMA et al., 1985).

A Dbilirrubina por sua vez, € o principal produto do catabolismo da
hemoglobina, quando esta elevada indica dano hepatocelular inflamatorio, toxico
ou neoplasico, ou obstrucao biliar. As bilirrubinas totais se dividem em indiretas e
diretas. As bilirrubinas indiretas (ndo conjugadas) sao formadas no organismo
derivadas da hemoglobina das hemaceas, por serem lipossoluveis, ligam-se a
albumina para irem até o hepatécito, entdo sdo captadas e transportadas por um
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complexo protéico-pigmentar até o reticulo endoplasmatico liso, onde sao
conjugadas ao acido glicurdnico, formando as bilirrubinas diretas ou conjugadas
(hidrossoluveis). Quando as bilirrubinas indiretas estdo elevadas indicam dano
hepatico ou anemia hemolitica, ja as diretas indicam obstrugéo biliar (OLIVEIRA
LIMA et al., 1985).

Dentro da rotina hematoldgica, o exame mais utilizado € o hemograma, que
se caracteriza por ser uma avaliacido quantitativa e qualitativa dos elementos do
sangue, podendo ser dividido em 3 partes conforme o enfoque: Eritrograma, que
estuda as alteracbes na série vermelha (eritrocitos, hemoglobina, hematdcrito,
indices globulares e morfologia eritrocitaria); Leucograma, que estuda a série
branca, ou seja, a contagem total dos leucdcitos (leucometria), e sua morfologia
(diferencial); Plaquetograma, que faz uma estimativa do numero de plaquetas e
estuda sua morfologia. Seus resultados indicam alteracbes nas células
sanguineas causadas pela exposicdo a algum agente prejudicial (RAPAPORT,
1990).

Em relacdo ao estado oxidativo, percebe-se que a producdo de radicais
livres faz parte do metabolismo humano, entretanto, quando esta producéo é
exagerada e 0s mecanismos antioxidantes do organismo nao conseguem
controlar e restabelecer o equilibrio metabdlico, ocorre o estresse oxidativo e o
dano celular. Para isto, existem os marcadores de dano oxidativo, neste caso, os
marcadores de peroxidacédo lipidica, dentre os quais ressaltam-se o malonaldeido
(MDA) e as isoprostanas (8-iso-PGF2a.).

O MDA é um produto formado na oxidagao lipidica, derivado da B-ruptura
de endociclizacdo de AG poliinsaturados como o linoléico e araquidénico. E uma
substancia toxica, que pode levar a processos deteriorativos no homem, incluindo
o envelhecimento. Atualmente é considerado um promissor biomarcador geral de
dano oxidativo, e é facilmente medido pela reacdo com o acido 2-tiobarbiturico -
TBA (FACCO, 2002; VASCONCELOQOS et al., 2007). Por sua vez as isoprostanas
sdo eicosanodides de origem ndo enzimatica, sua formagao ocorre in vivo pela
oxidacdo do acido araquidonico. Sao produtos estaveis e por isto sua

quantificacdo desperta interesse como biomarcador de dano oxidativo. Sua
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formagao ocorre no figado e depois vao para a circulagdo sanguinea, assim existe
correlagao clara entre patologias no figado e o nivel de isoprostanas no plasma
(SCHRIJVERS et al., 2004). Ressalta-se, sobretudo, que sua formacdo é
modulada pelo estado antioxidante do organismo estudado e ndo € afetada pelo
teor de lipidios da dieta (VASCONCELOS et al., 2007).
A analise de micronucleos caracteriza-se como um teste citogenético cujos
resultados evidenciam quebras no material genético, ocasionadas pela agéo
genotdxica de algumas substancias. Sua finalidade esta ligada a possiveis efeitos
colaterais gerados pelos componentes formadores do DDOS, bem como, a agao
protetora promovida pelos tocoferdis a danos genotéxicos. O teste in vivo em
roedores tem sido largamente utilizado para detectar e mensurar estes danos. A
avaliacao dos MNs, também chamados de corpusculos de Howell-Jolly, € o teste
primario de genotoxicidade e €& recomendado pelas agéncias reguladoras
mundiais para ser parte de uma avaliagdo de seguranca dos produtos (OECD,
2005).
Para a identificagdo e contagem dos micronucleos foram seguidos os
critérios de aceitacao de Picker & Fox (apud RABELO-GAY et al., 1991), que séo:
¢ O micronucleo deve ter contorno regular, redondo ou oval, e estar dentro do
citoplasma de uma célula;

e O micronucleo deve ser Feulgen-positivo, de intensidade igual ou menor e ter a
mesma textura e refragao do nucleo principal;

¢ O micronucleo deve estar no mesmo plano de foco.

O tecido alvo, no caso a medula 6ssea, € um 6rgdo hematopoiético, onde
as células-tronco sdo a base da eritropoiese com diferentes estagios de
diferenciacao e maturagcdo. Na proliferacdo, as células continuam a divisdo e €&
onde o agente xenobiotico a ser testado, pode atuar e causar dano nos
cromossomos. Estas anomalias (cromossomo inteiro ou fragmentos) podem ficar
para tras durante a divisdo da célula, ndo se tornando integrante do nucleo da
célula filha, formando um MN visualizado no citoplasma (RIBEIRO et al., 2004).
Durante a maturagcédo, quando o eritroblasto se desenvolve em PCE (eritrécito

policromatico - que ainda tem RNA ribossomal, € basodfilo e imaturo), o nucleo
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principal € expelido e qualquer MN que tenha sido formado pode remanescer
dentro do citoplasma anucleado. O aumento na frequéncia de PCEMN & uma
indicacado de inducdo no dano cromossomal. Com a maturacado, os PCE perdem
RNA e tornam-se NCE (sem RNA ribossomal, € acidéfilo, maduro e menor que
PCE) (KRISHNA & HAYASHI, 2000; OECD, 2005).

O periodo entre a absor¢cado da substancia pelo animal, sua metabolizacao,
complementagao dos estagios do ciclo de divisdo celular e o aparecimento de MN
nos PCE da medula 6ssea é de no minimo 6 horas, sendo que cerca de 12 — 24
horas depois da absor¢do, os PCE da medula correspondem aos descendentes
das células expostas ao agente testado e os PCE pré-existentes se movem para a
circulagao periférica tornando-se NCE. Assim os PCEMN vao lentamente se
transformando em NCEMN. A variacdo da frequéncia de MN é uma funcédo
complexa de muitos fatores e o tempo preciso para a observacgao da frequéncia
maxima induzida ndo pode ser previsto. Na maioria dos casos, 0 pico se da em
torno de 24 — 60 horas apos o tratamento (RIBEIRO et al., 2004).

Assim, utilizando estas analises como ferramenta, pode-se avaliar um

possivel efeito prejudicial, causado pelos componentes do DDOS, aos animais

que se submeterem a suplementagao com este produto.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Neutralizagao e Caracterizagcao do DDOS

De acordo com a literatura, na etapa de neutralizacdo, os parametros
importantes ao processo séo: temperatura, concentracdo e tempo de contato entre
o produto e o alcali, além do tipo de alcali empregado (MORAIS et al., 2001). O
estudo da neutralizagdo foi baseado no processo short mix, que é feito
industrialmente no 6leo de arroz (alta concentragdo de alcali, alta temperatura e
baixo tempo de homogeneizagéo), pois € um processo utilizado para 6leos com
alta concentracdo de AGL, onde nado se utiliza o refino fisico. Baseado nestes
preceitos, o procedimento de neutralizagcdo do DDOS, cedido pela industria Cargill
Agricola S.A., foi testado e adaptado de acordo com as necessidades de cada lote
do produto, primeiramente com um ensaio preliminar, seguido de 2 planejamentos

experimentais, conforme o esquema na figura 6.

Estudo do Processo de Neutralizagao

v

Ensaio Preliminar - variando:
Concentracéo do Alcali

Tipo de Alcali Excesso de Alcali

|

1° Planejamento Experimental - variando:

Concentragao (N) Temperatura (°C) Tempo (min)
2 25 2
3 37,5 4
4 50 6
A 4
2° Planejamento Experimental - variando:
Concentragao (N) Temperatura (°C) Tempo (min)
1,66 25 1,16
2 30 1,5
2,5 37 2
3 44 25
3,34 49 2,84

Figura 6. Delineamento da analise experimental da neutralizagédo do DDOS
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Ressalta-se que o DDOS bruto foi recebido em 4 lotes e cada um deles foi
analisado e utilizado em um ensaio, sendo:
- DDOS BRUTO I: utilizado no ensaio preliminar da neutralizacao;
- DDOS BRUTO II: utilizado no 1° planejamento experimental da neutralizagao;
- DDOS BRUTO llI: utilizado no 2° planejamento experimental da neutralizagao;
- DDOS BRUTO IV: utilizado para as analises de caracterizacdo do DDOS neutro

e como suplemento no ensaio bioldgico.

4.1.1 Ensaio Preliminar da Neutralizagao

Neste ensaio foram realizados testes sob diferentes condi¢gdes variando:

a) tipo de alcali: NaOH (ERICKSON, 1995; OLIVEIRA et al., 2005), Mg(OH)a,
Ca(OH),, KOH, NaHCO3, e Na,COs3, estes ultimos baseados em testes anteriores
realizados no Laboratério de Lipides (DEPAN-FEA-UNICAMP).

b) concentragdes do alcali: 2N e 4N;

c) quantidade de alcali em excesso: 0,12% (ERICKSON, 1995; OLIVEIRA et al.,
2005), 10% e 20% (BHATTACHARYYA & BHATTACHARYYA, 1987), baseado na
neutralizacido do 6leo de arroz, que possui alto teor de AGL.

A neutralizagao consistiu na coleta de uma amostra do DDOS bruto a ser
neutralizado, onde fez-se a determinagdo de AGL, em seguida, calculou-se a
quantidade estequiométrica de alcali que devia ser adicionada ao produto,
considerando-se os excessos em questdo. O DDOS bruto foi pesado em becker
de plastico, o alcali foi adicionado lentamente e homogeneizado vigorosamente
com bastao de vidro por 2 minutos. Apds esta etapa, o material foi centrifugado
por 15 minutos, a 6000rpm (equivalente a 5858 x g), em temperatura ambiente
(Centrifuga RC 5C SORVALL). No DDOS neutro obtido, procedeu-se a
determinacao dos AGL (Método 940.28: AOAC, 1995) e do teor de tocoferdis por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), de acordo com o método Ce 8-
89 (AOCS, 1998).
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4.1.2 Planejamento Experimental

O planejamento experimental (fatorial 2") visou modificar as variaveis
estudadas a fim de avaliar as alteragbes sofridas na resposta, objetivando o
fornecimento de dados para o conhecimento dos principais fatores que exercem
efeito significativo na resposta (BOX et al., 1978).

Utilizou-se o software STATISTICA® 7.0 (STATSOFT, 2004), para se fazer
os planejamentos experimentais e assim, obter as condi¢gdes 6timas do processo,
ou seja, melhor neutralizagdo dos acidos graxos livres com menor arraste dos
tocoferois.

Com o 1° planejamento fatorial completo do tipo 2% com ponto central em
quadruplicata supde-se uma linearidade nos efeitos dos fatores e obteve-se um
modelo linear. Através do 2° planejamento fatorial com pontos centrais e pontos
axiais foi possivel obter um modelo quadratico a fim de melhor representar a
regiao do ponto 6timo de neutralizagao.

O processo de neutralizagao (Figura 7) baseou-se nos melhores resultados
obtidos no Ensaio Preliminar e consistiu na coleta de uma amostra do DDOS bruto
a ser neutralizado, onde se fez a determinagcédo de AGL, em seguida, calculou-se a
quantidade estequiométrica de alcali a ser adicionado ao produto (Na,COj3 — alcali
com melhor desempenho no ensaio preliminar), considerando-se um excesso de
20% de alcali.

O DDOS bruto, armazenado sob refrigeragdo (-10°C), foi liquefeito em
banho-maria (25°C) e homogeneizado com bastdo de vidro, em seguida uma
aliquota foi pesada em becker de plastico, sendo imerso em banho termostatizado
(com temperatura de acordo com o planejamento experimental). Lentamente,
adicionou-se o alcali e homogeneizou-se vigorosamente com bastao de vidro (por
tempo de acordo com o planejamento). Apds esta etapa, transferiu-se o becker
para outro banho com temperatura de 40°C durante 3h a fim de proceder a
separacao de fases. Para aumentar a eficiéncia, o material foi centrifugado por 15
minutos, a 6000rpm (equivalente a 5858 x g), em temperatura ambiente
(Centrifuga RC 5C SORVALL). Lavou-se o DDOS neutralizado com agua quente

(na proporcao de 1:1) e centrifugou-se novamente sob as mesmas condicoes.
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ApoOs a separagao da borra, obteve-se o DDOS neutro, onde se procedeu a
determinacdo dos AGL (Método 940.28: AOAC, 1995) e o teor de tocoferois por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), de acordo com o método Ce 8-
89 (AOCS, 1998).

[ DDOS Bruto ]

[ Anélise de AGL ‘

Adigao do alcali em
quantidade estequiométrica

Homogeneizacao

Separacgao de fases

( Centrifugacgao )
(& 1 J
p I y 1
DDOS [ Borra + agua ]

Lavagem com agua

Centrifugacgéao

\ J
1
1 1

[ Borra + agua ] [ DDOS Neutro ]

[ Analise de AGL ]

Figura 7. Fluxograma do processo de neutralizacdo do DDOS

Baseado neste fluxograma estudou-se o processo de neutralizagéo,
variando a concentragdo do alcali empregado, o tempo de homogeneizagdo e a

temperatura do banho.
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Conforme a metodologia de aplicagdo do planejamento experimental, os
niveis do 1° e 2° planejamentos variaram de acordo com as tabelas 3 e 5,
seguindo as matrizes apresentadas nas tabelas 4 e 6, respectivamente. Ambas
foram construidas conforme BARROS NETO et al. (2001), sendo efetuados todos
os experimentos em triplicata. As variaveis estudadas foram: concentragdo do
Na,COs, temperatura e tempo de homogeneizag¢do. As respostas avaliadas foram:

a reducao de AGL, o teor de tocoferdis e rendimento em peso de DDOS neutro.

Tabela 3. Variaveis e niveis utilizados no 1° planejamento fatorial

Niveis
Fatores
-1 0 +1
Concentragao (N) = (X1) 2 3 4
Temperatura (°C) = (X2) 25 37,5 50
Tempo (min) = (X3) 2 4 6

Tabela 4. Matriz de planejamento experimental para o 1° experimento (tipo fatorial

3 . T .
2 com ensaios em triplicata + 4 pontos centrais)

Ensaio X1 X2 X3
1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1
4 +1 +1 -1
5 -1 -1 +1
6 +1 -1 +1
7 -1 +1 +1
8 +1 +1 +1
9 0 0 0
10 0 0 0
11 0 0 0
12 0 0 0

X1 = Concentracao (N); X2 = Temperatura (°C); X3 = Tempo (min)
Ensaios 9, 10, 11 e 12 = Pontos centrais (PC)
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Tabela 5. Variaveis e niveis utilizados no 2° planejamento fatorial

Niveis
Fatores
-0 -1 0 +1 +a
Concentragao (N) = (X1) 1,66 2 2,5 3 3,34
Temperatura (°C) = (X2) 25 30 37 44 49
Tempo (min) = (X3) 1,16 1,5 2 2,5 2,84
o=1,68

Tabela 6. Matriz de planejamento experimental para o 2° experimento (tipo fatorial

3 . T .. .
2 com ensaios em triplicata + 6 pontos axiais e 4 pontos centrais)

Ensaio X1 X2 X3
1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1
4 +1 +1 -1
5 -1 -1 +1
6 +1 -1 +1
7 -1 +1 +1
8 +1 +1 +1
9 -a 0 0
10 +ou 0 0
11 0 -o 0
12 0 +a 0
13 0 0 -a
14 0 0 +a
15 0 0 0
16 0 0 0
17 0 0 0
18 0 0 0

X1 = Concentracao (N); X2 = Temperatura (°C); X3 = Tempo (min); o = 1,68
Ensaios 15, 16, 17 e 18 = Pontos centrais (PC)
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A metodologia de avaliagdo do planejamento experimental consiste na
verificacdo do efeito de cada variavel nas respostas estudadas, dada por um
coeficiente de regressdo, bem como os desvios padrao obtidos através do erro
puro (dado pelos resultados no ponto central). Os coeficientes de regressao foram
utilizados para a construgcdo de modelos matematicos empiricos (Apéndice A).
Para avaliar o ajuste de um modelo é utilizada a analise de variancia, onde se
avaliaram as previsdes feitas no modelo em relagdo aos valores observados,
obtendo-se o R® (coeficiente de determinagdo do modelo), que indica quanto mais
proximo de 1, melhor o ajuste do modelo as respostas observadas. Para avaliar se
0 modelo é significativo ou n&o, utilizou-se o valor de F (com seus respectivos
graus de liberdade e nivel de confianga), assim comparou-se o valor de F
calculado com o tabelado na literatura (BARROS NETO et al., 2001), sendo que
quanto maior o calculado, em relagdo ao tabelado, mais significante o modelo
obtido.

A metodologia da superficie de resposta é baseada em planejamentos
fatoriais, utiliza-se quando as variaveis de resposta séo influenciadas por muitas
variaveis independentes e se quer otimizar estas respostas. Ela possui 2 etapas
distintas (modelagem e deslocamento), que s&o repetidas para atingir uma regiao
otima da superficie investigada. A modelagem é feita ajustando-se modelos a
respostas obtidas com o planejamento e com o modelo pode-se tragar a
superficie, sendo que o deslocamento se da sempre ao longo do caminho de
maxima inclinagao (BARROS NETO et al., 2001). Assim, buscando-se um melhor
desempenho da neutralizagdo elaborou-se o 1° planejamento experimental e de
posse de seus resultados, fez-se o 2° planejamento experimental, onde se

alteraram os niveis estudados.

4.1.3 Obtencgao e Caracterizagao do DDOS Neutro

A partir das condigbes Otimas de processo, estabelecidas no planejamento
experimental, empregando-se calculos estequiométricos, o DDOS bruto foi
neutralizado em grande quantidade, conforme o método na figura 7, a fim de se

obter DDOS neutro em quantidade suficiente para sua caracterizacido fisico-
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quimica e para dar prosseguimento a avaliagdo biolégica com ratos Wistar.
Entretanto, como o teor de AGL ainda foi um pouco elevado para o fornecimento
aos animais, o DDOS neutro sofreu uma segunda neutralizagdo, sob as mesmas
condicdes, de forma a diminuir ainda mais os AGL e nao causar problemas aos
animais devido ao excesso do mesmo (SANTOS et al., 2006; OKOSHI, et al.,
2007).

No DDOS bruto e neutro foram realizadas analises fisicas e quimicas de
caracterizagao:

- Teor de Tocoferdis: Método por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) Ce 8-89 (AOCS, 1998);

A identificacdo dos isébmeros foi feita por comparagcdo dos tempos de
retencdo, co-cromatografia e espectro de absor¢do da amostra com os padrdes
(isbmeros a, B, y e é-tocoferol - Calbiochem com 95% de pureza). Cada isémero
de tocoferol foi diluida em hexano e injetada separadamente no cromatografo para
determinacao dos tempos de retencao, por comparacao destes tempos dos picos
das amostras com os tempos obtidos com os padrdes, os tocoferdis presentes nas
amostras foram identificados. A quantificacado foi feita por padronizagcao externa.
As condigbes cromatograficas utilizadas foram: bomba isocratica Perkin Elmer
250; fluxo 1,1 mL/minuto, detector fluorescéncia Shimadzu RF-10 AXL: excitagao -
290nm; emissao - 330nm, coluna analitica: MERCK 250X4mm Li Chrosorb Si 60
(acoplada com coluna de guarda). Fase movel: 99:1 Hexano/lsopropanol (grau
HPLC filtrados e degaseificado 10min em ultrassom).

As amostras de DDOS foram pesadas e dissolvidas com hexano
(completando 50mL). Aliquotas de 1mL destas solugbes foram novamente diluidas
em hexano (completando 10mL) e depois injetadas no cromatégrafo. Os
cromatogramas obtidos foram integrados para fornecer a area de cada pico
presente. Os valores das areas foram interpolados na curva de calibracao,

fornecendo cada valor de concentracéo.
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- Composicao de Acidos Graxos por Cromatografia Gasosa;

A metodologia para extragdo utilizada foi da extragdo de ésteres metilicos
(Hartman & Lago, 1973, com pequenas modificagdes de MAIA & RODRIGUES-
AMAYA, 1993). O método de injecao utilizado foi o Ce 1-62 (AOCS, 1998). O
cromatégrafo foi o0 Gasoso Capilar — CGC AGILENT 6850 SERIES GC SYSTEM,
com coluna capilar: DB-23 AGILENT (50% cyanopropyl — methylpolysiloxane,
dimensbes 60m, didmetro interno de 0,25 mm, 0,25 pm filme). As condigdes de
operagao foram: fluxo coluna = 1,0 /min.; Velocidade linear = 24 cm/seg;
temperatura do detector: 280°C; temperatura do injetor: 250°C; temperatura do
forno: 110°C — 5 minutos, 110 — 215°C (5°C/min), 215°C — 24 minutos; Gas de
arraste: Hélio; Volume injetado: 1uL. A identificacdo dos isébmeros foi feita por
comparagao dos tempos de retengao dos picos da amostra com uma mistura de

padrdes de acidos graxos e a quantificagao por padronizagéo externa.

- indice de Peréxido: 965.33 (AOAC, 1995);

- Valor de TBA: Método descrito por SINNHUBER & YU (1958);

- Acidos Graxos Livres — AGL: 940.28 (AOAC, 1995);

- Indice de lodo: Método de Hanus - 920.158 (AOAC, 1995);

- indice de Saponificagdo — IS: Numero de Koettstorfer 920.160 (AOAC, 1995);

- Teor de agua no DDOS: Karl Fischer Tb 2-64 (AOCS, 1998);

- Teor de Matéria Insaponificavel: Ca 6a-40 (AOCS, 1998);

- Anadlise de Valor Calérico: Medida feita em calorimetro isoperibol automatico
(PARR 1261) com bomba de oxigénio (PARR 1108).
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- Cor: A analise instrumental da cor foi avaliada objetivamente por transmitancia
total, através do colorimetro Hunter Lab (modelo Color Quest), programa universal
no método CIELAB L*a*b*, utilizando os seguintes parametros: angulo de
observagcdo de 10°, iluminante D65, luminosidade (L*, 100-branco a 0-preto),
indice de vermelho (a* - eixo vermelho/verde) e indice de amarelo (b* - eixo

amarelo/azul).

- Determinacgao da Densidade: Cc 10c-95 (AOCS, 1998);

4.2 Ensaio Biolégico com DDOS Neutro

4.2.1 Animais e Condigoes Experimentais

Para a realizagdo do ensaio biolégico foram utilizados 91 ratos albinos
machos da linhagem Wistar/Uni (Rattus norvegicus), recém-desmamados (21-23
dias), com peso inicial de 68,749 (+ 4,73g), provenientes do Centro Multidisciplinar
para Investigacdo Bioldégica (CEMIB) da UNICAMP. O projeto foi submetido a
Comiss&o de Etica na Experimentacdo Animal — CEEA, do Instituto de Biologia da
UNICAMP e aprovado — Protocolo n° 562-1 (Anexo 1).

Os animais foram alojados em gaiolas de crescimento individuais de ago
inoxidavel e submetidos a um periodo de adaptagdo e aclimatagcédo (7 dias) as
condigdes do Laboratorio de Ensaios Bioldgicos (temperatura de 22°C %1 e
umidade do ar entre 60-70%, com ciclo de claro/escuro de 12 horas), sendo
alimentados ad libitum com a dieta experimental AIN-93G, elaborada conforme o
American Institute of Nutrition (REEVES et al., 1993) com concentragdo de
proteina bruta de 12% (GOENA et al., 1989) e depletada em vitamina E, de acordo
com a tabela 7.

A caseina utilizada como fonte protéica foi proveniente de M. Cassab
Comércio e Industria Ltda, e continha 82,6% de proteina bruta. O amido de milho
e o amido dextrinizado foram provenientes da Corn Products Brasil,
respectivamente n®® 3408 e 1910; a celulose microcristalina foi da marca Arbocel
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1-290; a L-cistina Synth C1.027.01AE; o bitartarato de colina e o
tertibutilidroquinona Sigma C162 e B9161, respectivamente; a sacarose Unido® e
o 6leo de soja Liza®. A composicao proximal da dieta experimental foi realizada de
acordo com o descrito pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC,
1995): umidade (estufa 105°C — método 930.15), minerais totais (cinza bruta —
meétodo 954.01), e proteina bruta (microkjeldahl com fator de conversao 6,38 —
método 942.05). Os lipidios totais foram determinados por BLIGH & DYER (1959)
e a fibra bruta foi determinada segundo o método de Scharrer e Kirschner,
descrito por ANGELUCCI et al. (1987), usando acido nitrico, acido tricloroacético e

acido acético para hidrolise.

Tabela 7. Composicao da dieta AIN-93G com modificagcbes

Peso

Ingredientes
(g/kg dieta)

Proteina (12%)

Caseina 145,28
Lipidios (7%)

Oleo de soja 70,00
Fibras (5%)

Celulose microcristalina 50,00
Mistura Mineral (3,5%)* 35,00
Mistura Vitaminica depletada em vit. E (1%)** 10,00
L-cistina (0,3%) 3,00
Bitartarato de colina (0,25%) 2,50
Tert-butil hidroquinona (0,0014%) 0,014
Glicidios

Amido de milho dextrinizado (13,2%) 132,00

Sacarose (10%) 100,00

Amido de milho (qg.s.p.) 452,21
TOTAL 1000,00

* de acordo com AIN-93G (Anexo 2); ** MIX CASSAB UNI 5234 (Anexo 3)
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4.2.2 Delineamento Experimental e Procedimentos

ApOs o periodo de adaptagao, os ratos foram divididos em 6 grupos de 14
ratos e um grupo de referéncia com 7 ratos, conforme a figura 8. Os animais
restantes (84) foram distribuidos nos diferentes tratamentos, receberam a mesma
alimentacao (dieta AIN-93G, contendo mistura vitaminica depletada em vitamina
E) e suplementagéao diaria diferenciada, de acordo com o que segue:

- EPHYNAL: suplementados com vitamina E sob a forma de farmaco (EPHYNAL®
- acetato DL-a-tocoferol — Bayer Health Care) em quantidade equivalente a dose
utilizada no Grupo Neutro;

- DDOS: suplementados com tocoferdis sob a forma de DDOS neutro, em
quantidade equivalente a dose recomendada pela AIN-93G (150 mg/kg de dieta);

- DDOS 25: suplementados com tocoferdis sob a forma de DDOS neutro, em
quantidade equivalente a 25% acima da dose recomendada pela AIN-93G
(187,5 mg/kg de dieta);

- DDOS 50: suplementados com tocoferdis sob a forma de DDOS neutro, em
quantidade equivalente a 50% acima da dose recomendada pela AIN-93G (225
mg/kg de dieta);

- SOJA: néo foram suplementados, mas receberam oleo de soja diariamente, por
via oro-gastrica, no mesmo volume utilizado nos tratamento Neutro 50, a fim de
verificar a possibilidade de saciedade dos ratos;

- DEPLETADO: os animais n&o foram suplementados.
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91 Ratos Wistar

recém
desmamados

Animais de
Referéncia

Tempo zero

30 dias

30 dias

e N N ™ N N N
14 ratos 14 ratos 14 ratos 14 ratos 14 ratos 14 ratos
Depletado Ephynal Oleo de Soja DDOS DDOS 25 DDOS 50
\§ AN /L J 2N AN J
e N N ™ N N ™
7 ratos 7 ratos 7 ratos 7 ratos 7 ratos 7 ratos
Depletado Ephynal Oleo de Soja DDOS DDOS 25 DDOS 50
\ AN AN J AN /L J

Figura 8. Delineamento Experimental da Avaliagcao Bioldgica

4.2.2.1 Parametros Fisioloégicos e Nutricionais

Algumas das analises a seguir foram realizadas nos animais durante o
periodo experimental de forma continua e outras ao término do experimento (30 e
60 dias), além de serem realizadas nos animais de referéncia (no tempo zero do
experimento) de forma a servirem como um parametro de referéncia para os
animais experimentais. Ressalta-se que entdo, no primeiro dia de experimento, os
animais de tempo zero (T0) foram mortos, apos 30 dias de experimento, 7 animais
de cada tratamento foram mortos e os demais permaneceram em experimentacao
perfazendo um total de 60 dias, quando também eram mortos por deslocamento

cervical.

A) Crescimento dos animais: a determinag¢ao do peso corporal foi realizada a
cada 2 ou 3 dias, em balanga para pesagem de animais, com precisao de 0,1g,
sempre no mesmo horario (10:00h). Tal procedimento permitiu que fossem
avaliados os ganhos de peso periddicos e acumulativos, bem como o

comportamento dos animais ao longo do experimento.
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B) Ingestao de dieta: foi fornecida ad libitum em quantidade conhecida. Apos
48h, as sobras foram pesadas e o rejeito separado das excretas, assim foi
calculado o consumo de dieta de cada animal. De posse do ganho de peso dos
animais e do consumo alimentar, pode-se calcular a relagéo entre eles, ou seja, a
Eficiéncia Alimentar (PELLET & YOUNG, 1980).

C) Peso fecal: as fezes eliminadas pelos animais foram recolhidas, secas a
temperatura ambiente e pesadas.

D) Suplementagao: metade dos ratos foi suplementada diariamente durante
30 dias e a outra metade durante 60 dias. A administragdo do suplemento foi
realizada por via de intubagcdo orogastrica com seringas descartaveis de
polietleno de 1 mL e agulhas de gavagem. A quantidade de suplemento
administrada foi calculada a cada dois dias com base no ganho de peso dos
animais, levando-se em consideracdo que eles consomem em média o
equivalente a 10% do seu peso, sendo assim a suplementagdo acompanhou a
ingestdo de dieta normal dos ratos. Também foi levado em conta o teor de
equivalentes de a-tocoferol de cada suplemento, bem como a densidade, a fim de
ser fornecida a suplementagdo (volume maximo 0,3mL). Os mesmos eram
aspirados pela seringa e mantidos ao abrigo da luz até o momento da
administracao. Diariamente, os ratos foram retirados da sala de experimentacao,
acondicionados por grupo em caixas plasticas coletivas, sendo levados a sala
cirargica, onde ocorria a suplementacgao.

O jejum no momento da suplementagdo aumenta a velocidade da
passagem do DDOS para o intestino delgado e associado a auséncia da bile e do
suco pancreatico, prejudica a absor¢do do o-T, tornando a suplementagao
ineficiente. Assim, o horario escolhido para a intubagdo foi as 13:00 horas,
prevendo o periodo com maior esvaziamento gastrico, devido ao habito alimentar
noturno dos roedores, mas sem a retirada da dieta, para que pudessem seguir se
alimentando mesmo apds a suplementagcdo. Desta forma, a bile e o suco
pancreatico durante a digestdo, formam um complexo com a vitamina E que

favorece a absor¢ao da mesma.
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E) Coleta de sangue para o hemograma: uma aliquota de sangue foi
coletada periodicamente (0, 15, 30, 45 e 60 dias) por via retro-ocular para o
hemograma (equipamento ADVIA — 120), realizado pelo Laboratério de Rotina
Hematolégica do Hemocentro (Hospital das Clinicas — UNICAMP) para verificar
possiveis altera¢gdes hematoldgicas nos animais.

F) Coleta de sangue para as analises bioquimicas: no tempo zero, aos 30 e
aos 60 dias, os animais em jejum de 12 horas, foram anestesiados (HYPNOL® —
pentabarbital sodico — 4,6 mg/100g de peso corporal) via intra-peritoneal para a
coleta de sangue por pungao cardiaca. O mesmo foi mantido em banho-maria a
37°C por 30 minutos e centrifugado (Centrifuga Excelsall modelo 206 MP,
FANEM) a 3000rpm por 10 minutos (adaptado de CARVALHO, 1999), com a
finalidade de separar o soro sobrenadante. O material foi armazenado em tubos
de polipropileno com capacidade para 1,5 mL (eppendorf) em Freezer Ultra Low
(REVCO) a -80°C até o momento das analises.

G) Peso de tecidos e 6rgaos: apds a coleta do sangue, os animais eram
mortos por deslocamento cervical para a retirada de érgdos: baco, rins, testiculos,
coragao, pulmdes e figado, que foram pesados, obtendo-se o peso absoluto dos
mesmos (g) e o relativo ao peso corporal do animal (g/100g de peso corporal),
além de averiguagdo de alteragbes macroscoépicas. Coletou-se também os
fémures, tecido muscular ao redor dos fémures e gordura abdominal. Estes foram
acondicionados de diferentes formas, de acordo com as analises a que seriam
submetidos: o figado, o tecido muscular e o adiposo foram congelados em
nitrogénio liquido e mantidos em Freezer Ultra Low a -80°C. O figado e o
tecido muscular foram liofilizados (liofilizador EDWARDS modelo Super Modulo),
moidos manualmente com gral e pistilo e acondicionados novamente em freezer

para posterior analise.
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4.2.2.2 Parametros Bioquimicos

As analises realizadas no soro foram:

A) Triacilglicerdis: para a determinacdo do perfil lipidico, por kit enzimatico
comercial Labtest Diagnostica S.A., Triglicérides GPO-ANA Cat. 59.

B) Colesterol total: para a determinacao do perfil lipidico, por kit enzimatico
comercial Labtest Diagnéstica S.A., Colesterol Liquiform Cat. 76.

C) Enzimas Transaminases: para quantificar as enzimas: glutdmico
oxaloacética (GOT) e glutamico piruvica (GPT), por kit enzimatico comercial da
Laborlab CAT N° 02600.

D) Bilirrubinas: para verificar danos hepaticos, por kit enzimatico comercial da
Laborlab CAT N° 00700.

E) 8-is0-PGF,, Isoprostana: para verificar o nivel de oxidagao lipidica das
células, foi feita por imunoensaio enzimatico utilizando o 8-Isoprostane EIA Kit,
Cayman Chemical (catalogo n° 516351), com absorbancia medida a 405nm, em
Leitor de Elisa (Uniscience Labsystems modelo Original Multiskan EX).

F) Teor de tocoferdis séricos: para verificar os niveis séricos de cada
isbmero de tocoferol circulante no organismo do animal (UEDA & IGARASHI,
1990) com pequenas modificagdes. As condigbes da CLAE foram: cromatografo
VARIAN; coluna analitica MERCK 250X4mm Li Chrosorb Si 60; sistema de
bombeamento VARIAN 9012; fase mdével hexano/isopropanol 99:1 (solventes grau
HPLC filtrados e degaseificados por 10 minutos em banho ultrasom); fluxo 1,1
mL/minuto; detector Fluorescéncia Varian 9075: excitagcdo 290nm; emissao
330nm; temperatura ambiente. A identificacdo dos isdbmeros foi feita por
comparagao com o tempo de retencdo dos padrdes e a quantificagcdo por

padronizacao externa.

No tecido hepatico e no tecido muscular foi realizado Lipidios Totais
(BLIGH & DYER, 1959).
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As analises realizadas nos tecidos hepatico, muscular e adiposo foram:

A) Malonaldeido: para verificar os niveis de oxidacéo lipidica dos tecidos, foi
feito de acordo com RAHARJO et al. (1992), modificado por FACCO (2002), com
auxilio de curva padrao com TEP.

B) Teor de tocoferdis séricos: para verificar os niveis séricos de cada
isbmero de tocoferol circulante no organismo do animal (UEDA & IGARASHI,
1990) com pequenas modificagdes. As condigdes da CLAE foram: cromatégrafo
VARIAN; coluna analitica MERCK 250X4mm Li Chrosorb Si 60; sistema de
bombeamento VARIAN 9012; fase movel hexano/isopropanol 99:1 (solventes grau
HPLC filtrados e degaseificados por 10 minutos em banho ultrasom); fluxo 1,1
mL/minuto; detector Fluorescéncia Varian 9075: excitagcdo 290nm; emissao
330nm; temperatura ambiente. A identificacdo dos isdmeros foi feita por
comparagdo com o tempo de retencdo dos padrdes e a quantificagdo por

padronizacao externa.

Nos fémures coletados foi realizado o Teste de Micronucleos em Medula
Ossea, a fim de verificar-se a genotoxicidade do DDOS nestes animais. Para
tanto, os fémures foram coletados e limpos, em seguida suas epifises foram
retiradas e a medula 0ssea foi coletada em um tubo com auxilio de uma seringa
com soro fetal bovino (RABELLO-GAY et al., 1991). Apds o preparo das laminas,
estas foram coradas com Giemsa 6% (tampéo fosfato pH 5,8) e foram contados
1000 eritrocitos policromaticos (PCE) e 1000 eritrécitos normocromaticos (NCE)
para cada animal, contando-se a frequéncia de células micronucleadas (PCEMN e
NCEMN).

4.2.3 Analise Estatistica

Os dados coletados foram avaliados com o auxilio do software
STATISTICA 7.0° (STATSOFT, 2004), no médulo de Andlise de Variancia
(ANOVA), que em caso de médias estatisticamente diferentes, foi realizada a
comparagdo de médias (Teste de Tukey), com nivel de significancia de 5%
(p=<0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao e Neutralizagao do DDOS

5.1.1 Ensaio Preliminar

Para definir o melhor alcali na neutralizacdo do DDOS, realizaram-se varios
testes cujos resultados constam no Quadro 1. Verificou-se que os alcalis: NaOH,
Ca(OH),, KOH e CaCOs3 nas concentragdes testadas, saponificaram praticamente
todos os acidos graxos da amostra de DDOS bruto, sem ocorrer liberagdo de
DDOS neutro, ou seja, ndo obteve-se o produto neutralizado, apenas uma massa
saponificada; Ja a reagao com o alcali NaHCOj3 liberou uma pequena quantidade
de DDOS neutro; os alcalis que obtiveram maior quantidade de DDOS neutro
foram Mg(OH), e Na,COs, entretanto o Mg(OH), nao foi eficiente na neutralizagéo,
havendo elevado teor de AGL, e o Na,COj3, mostrou-se mais promissor.

Em relagcdo aos demais parametros: nas concentragdes de alcali testadas
(2N e 4N), a quantidade de DDOS neutro liberada foi semelhante para ambas
concentracdes; a quantidade de cada alcali necessaria para a neutralizagdo de
cada amostra foi calculada estequiometricamente. A quantidade de 20% em
excesso neutralizou melhor o DDOS, diminuindo mais o teor de AGL. Portanto, o
alcali que melhor neutralizou o DDOS, com maior liberagdo de DDOS neutro foi o
Na,COs3, com excesso de 20%, sendo que em relagado a concentragao, ndo houve
diferenga entre 2N e 4N. E estas condi¢cdes foram levadas em consideracdo nos

planejamentos experimentais que seguem.
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Quadro 1. Resultados dos testes de neutralizacdo do DDOS bruto: liberagao de
DDOS neutro e teores de AGL (%) e Tocoferodis Totais (%)

Testes ' Liberacao de Teor de | Teor de
Alcali Concentracao Excesso DDOS neutro | AGL (%) | TT (%)
0,12%
2N 10%
NaOH Nula - -
20%
4N 20%
0,12%
Ca(OH), 2N 10% Nula - -
20%
0,12%
KOH 2N 10% Nula - -
20%
0,12% Liberou *** 25,21 12,41
Mg(OH), 2N 10% Liberou *** 25,39 12,43
20% Liberou *** 25,57 12,44
NaHCO; 2N 20% Liberou * 13,27 12,24
CaCoO; 2N 20% Nula - -
0,12% Liberou *** 10,53 12,40
2N 10% Liberou ** 7,74 12,06
Na.CO 20% Liberou ** 4,94 13,62
a
e 0,12% Liberou = 9,46 | 12,68
4N 10% Liberou ** 6,35 11,95
20% Liberou ** 4,67 13,21

" Testes em triplicata

* Intensidade de liberagao, ou seja, obtengdo de DDOS neutro

Levando-se em consideragao os resultados do quadro 1, utilizou-se o alcali
Na,COs com 20% de excesso na neutralizacdo dos planejamentos a seguir,
variando as concentracdes entre 2N e 4N, além de outras variaveis importantes de
acordo com a literatura (tempo e temperatura de homogeneizagédo do DDOS bruto

e do alcali).
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5.1.2 Planejamentos Experimentais
5.1.2.1 Primeiro Experimento

Realizou-se um planejamento experimental fatorial 2° com o intuito de
avaliar o efeito das variaveis: concentragcao de Na,CO3, temperatura da reacao e
tempo de homogeneizagdo, para que fossem definidas as condicbes que
levassem a melhor neutralizagdo do DDOS bruto (ll). Os ensaios foram realizados
em ftriplicata e o ponto central corresponde a 4 ensaios (9, 10, 11 e 12) para
verificar a estimativa do erro. A matriz do planejamento experimental com os
valores reais e codificados, bem como as respostas em reducdao de AGL,
equivalentes de a-tocoferol (a-TE) e rendimento de DDOS neutro obtido, estdo

apresentados na tabela 8.

Tabela 8. Matriz de planejamento experimental completo de primeira ordem

(valores reais e codificados) utilizada no 1° experimento com as respostas

estudadas
Ensaio Concen- Temperatura  Tempo Reducéo de Teor de Rendimento em
tragéo (N) (°C) (minutos) AGL (%) o-TE (%) DDOS neutro (%)
1 2 (1) 25 (1) 2 (1) 32,62 1,724 33,0¢
2 4 (1) 25 (-1) 2 (1) 34,3¢ 1,797 2 42,54
3 2(-1) 50 (1) 2(-1) 40,1 2,346¢%° 7,52
4 4 (1) 50 (1) 2 (1) 41,6° 2,750¢ 14,7°
5 2(-1) 25 (-1) 6 (1) 32,52 1,6852 36,9
6 4 (1) 25 (-1) 6 (1) 33,4° 1,691 42,24
7 2(-1) 50 (1) 6 (1) 39,8¢% 2,416¢° 12,92
8 4 (1) 50 (1) 6 (1) 42,69 2,585 12,8
PC 3 (0) 37,5 (0) 4 (0) 40,6° 2,710¢ 16,9°

Letras distintas na mesma coluna indicam diferenga significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey

PC (ponto central) correspondente aos ensaios 9, 10, 11 e 12
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Os resultados das respostas estudadas (redugcao de AGL, teor de o-TE e
rendimento de DDOS neutro) foram tratados estatisticamente, de acordo com o
que segue:

a) Resposta: Reducgao de AGL

Os teores de AGL no DDOS bruto e nos neutralizados, obtidos nos
diferentes ensaios do 1° experimento, estdo representados na figura 9, onde os
melhores resultados para a reducdo de AGL foram dos ensaios 8, 2, 4 e 6, ou
seja, onde o fator concentracdo do alcali estava no nivel maximo estudado (4N)
nestes ensaios a redugao de AGL foi em média cerca de 38%. A redugao dos AGL
€ uma das respostas mais importantes, pois quanto menor o teor de AGL no
DDOS neutro, melhor sera para o organismo que o ira ingerir, uma vez que 0O
excesso de AGL é danoso as células, podendo acarretar apoptose (SANTOS et
al., 2006; OKOSHlI et al., 2007).

40
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O
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Bruto 1 2 3 4 5 6 7 8 PC
Il Ensaios

Figura 9. Teor de AGL (%) no DDOS bruto e nos DDOS neutros -1° experimento
fatorial

Letras distintas indicam diferenga significativa (p<0,05) de acordo com o teste de Tukey

PC (ponto central) correspondente aos ensaios 9, 10, 11 e 12
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A tabela 9 apresenta os coeficientes de regressdo, bem como o erro puro,
os valores de t (student) e a probabilidade, sendo que todos foram
estatisticamente significativos (5%). Dessa forma, tanto os fatores como as
interagcdes existentes entre eles apresentaram influéncia significativa no modelo.
Os valores de t (Student) sdo proporcionais a influéncia de cada variavel no
processo e consequentemente, na resposta. Observando os valores absolutos
deste efeito estimado, percebe-se a influéncia principal da temperatura de
homogeneizagdo e da concentragdo do alcali. O valor negativo para a variavel
tempo indica que estatisticamente, quanto menor o tempo de homogeneizagéo,
maior sera a redu¢cao de AGL do DDOS, o que operacionalmente nao € coerente.
Porque quanto maior o tempo de homogeneizagao, maior o contato entre alcali e
produto e mais intensa a reagao de neutralizagdao, consequentemente mais AGL
se transformardo em sabbes. Ressalta-se que esta indicacdo € apenas
matematica e que ndo pode ser descartada a influéncia das demais variaveis no

processo.

Tabela 9. Efeito das variaveis no 1° planejamento fatorial para a resposta redugéo
de AGL no DDOS neutro

Fatores Coeficiente Erro Puro t(19) p
de regressao

Média * 37,5797 0,0407 922,44 0,0000
Concentragao * 0,9132 0,0440 20,75 0,0000
Temperatura * 3,9393 0,0440 89,53 0,0000
Tempo * -0,0939 0,0440 -2,13 0,0461
Concentragao x Temperatura * 0,1691 0,0440 3,84 0,0011
Concentragao x Tempo * 0,1060 0,0440 2,41 0,0263
Temperatura x Tempo * 0,2490 0,0440 5,66 0,0000
Concentragao x Temperatura x 0,2244 0,0440 5,10 0,0001

Tempo *

* fatores estatisticamente significativos (p<0,05)
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Para esta resposta, o modelo obtido (Apéndice A) apresenta R? de 0,899,
ou seja, a variagao explicada (R2 expresso em %) é de 89,9%, o que representa a
variagao total em torno da média que é explicada pela regressdao. Como nos
ensaios sempre existem os erros experimentais, calcula-se a maxima variacao
explicavel, que neste caso corresponde a 99,8%.

Para validar o modelo verifica-se a relagao entre 0 Fcaiculado € O Ftabelado, d€
acordo com BARROS NETO et al. (2001) uma regra pratica para considerar uma
regressao como util para fins de previsao é: se o valor do Fcacuiado for acima 3
vezes 0 valor de Fiapelado, © modelo € considerado aceitavel, acima de 5 o modelo
€ considerado bom. Ou seja, neste caso Fcaculado= 24,45 € Fiapelado 0.95:7:20= 2,51 0
modelo é considerado bom, o que representa um ajuste adequado ao modelo
linear utilizado.

As superficies de resposta e as curvas de contorno apresentadas na figura
10, mostram que a reducdo de AGL do DDOS bruto ocorre nas condigbes: a)
concentragcdo e temperatura mais elevada; b) concentracdo mais elevada
indiferente do tempo; c) temperatura mais elevada indiferente do tempo.
Resumindo as regides com maior redu¢cdo de AGL foram com temperatura mais
elevada e maior concentragdo de alcali. Entretanto, como as regides nédo estao
otimizadas, foi necessario rever os niveis das variaveis no segundo planejamento

fatorial.
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b) Resposta: Teor de a-TE

A tabela 10 apresenta os teores de cada isdmero de tocoferol (a, B, v € 9),
bem como os tocoferdis totais (TT) no DDOS bruto e nos DDOS neutralizados

obtidos no 1° experimento do planejamento experimental.

Tabela 10. Teor de tocoferdis totais e seus isémeros (%) do DDOS bruto e DDOS

neutros obtidos no 1° experimento

o-tocoferol  B-tocoferol  y-tocoferol  &-tocoferol  Tocoferdis

Amostra
(%) (%) (%) (%) Totais (%)
Bruto I 1,39 0,19 5,31 2,14 8,90
Neutro
1 1,15 0,14 3,95 1,52 6,76
2 1,06 0,14 3,71 1,43 6,34
3 1,68 0,19 4,76 1,56 8,18
4 1,89 0,21 5,75 1,91 9,76
5 1,12 0,15 3,88 1,50 6,65
6 1,11 0,14 4,04 1,55 6,84
7 1,71 0,19 5,18 1,69 8,78
8 1,81 0,19 5,41 1,74 9,15
PC 1,94 0,20 5,75 1,83 9,71

PC (ponto central) correspondente aos ensaios 9, 10, 11 e 12

Deve-se considerar que cada isdbmero possui um poder vitaminico (a= 1,49;
B= 0,60; y= 0,19; 6= 0,01). Como, o mais importante para o calculo da
suplementagao € o teor de a-tocoferol (a-T), € necessario converter os isbmeros
em equivalentes de a-tocoferol (a-TE), para isto utilizam-se como fatores: p=
0,4027; y= 0,1275 e 8= 0,0067 (BIESALSKI & GRIMM, 2007). Os teores de a-TE
nos DDOS neutralizados com melhores resultados foram nos ensaios 3, 4, 7, 8 e
PC, ou seja, o fator preponderante foi a temperatura no nivel maximo estudado

(50°C), além dos pontos centrais.
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Dentre as 3 respostas avaliadas neste planejamento experimental, o maior
teor de a-TE no DDOS é a mais importante, pois as respostas de reducao de AGL
e rendimento de produto neutro sdo secundarias, ou seja, a neutralizagdo com
menor arraste de tocoferdis para a borra, € o que mais interessa. Porque, na
pratica, quanto mais tocoferdis o DDOS apresentar, menor sera a quantidade de
produto a ser suplementado aos animais. A tabela 11 apresenta os efeitos das
variaveis estudadas no teor de o-TE, onde todos os fatores individualmente
tiveram efeito significativo sobre a resposta, bem como suas interagdes, com
excecao da interagdo entre temperatura e tempo, mesmo assim, para o

prosseguimento da analise, esta interagdo nao foi desconsiderada.

Tabela 11. Efeito das variaveis no 1° planejamento fatorial para a resposta teor de
o-TE no DDOS neutro

Coeficiente
Erro Puro t(19) p
de regressao
Média * 12,5069 0,0602 207,75 0,0000
Concentragao * 0,8465 0,0650 13,48 0,0000
Temperatura * 2,1193 0,0650 32,59 0,0000
Tempo * 1,9215 0,0650 29,55 0,0000
Concentragao x Temperatura * 0,2317 0,0650 3,56 0,0021
Concentragao x Tempo * -0,1886 0,0650 -2,90 0,0092
Temperatura x Tempo 0,0261 0,0650 0,40 0,6928
Concentragao x Temperatura x -0,1503 0,0650 -2,31 0,0322

Tempo *

* fatores estatisticamente significativos (p<0,05)

A variacdo explicada foi de 88,7% (R?> em %) e a maxima variagdo
explicavel corresponde a 99,2%. A regressao foi considerada como util para fins
de previsao, pois, 0 modelo foi bom (Fcacuado= 22,45 corresponde a 8,9 vezes de
Fiabelado 095720 =2,51) 0 que representa um ajuste adequado a um modelo linear

(apéndice A).
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Figura 11. Superficies de resposta e curvas de contorno para o teor de o-TE do

DDOS neutro no 1° experimento (a) temperatura e concentragdo de

Na,COs; (b) tempo e concentragdo de Na,COsg; (c) temperatura e tempo
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As superficies de resposta e as curvas de contorno apresentadas na figura
11, mostram que o teor de a-TE do DDOS neutro foi maior com: a) concentragao e
temperatura mais elevada; b) concentragdo mais elevada e menor tempo; c)
temperatura mais elevada indiferente do tempo. Resumindo as regiées com maior
teor de o-TE foram as regidbes com temperatura mais elevada e maior

concentracao de alcali, assim como a resposta da Redugao dos AGL.

c) Resposta: Rendimento de DDOS neutro

Os rendimentos obtidos nos diferentes ensaios do 1° experimento, com
melhores resultados (maior quantidade de DDOS neutro), foram nos ensaios 1, 2,
5 e 6, sendo o fator preponderante a temperatura no nivel minimo estudado
(25°C). A tabela 12 apresenta os coeficientes de regresséo, o desvio padrao e
valores de t e p para as variaveis, sendo que todos os fatores foram
estatisticamente significativos (p<0,05), exceto a interagdo entre tempo e
temperatura e a interagdo entre todos os fatores juntos. Sendo assim, para

simplificar a analise, a interagao de 32 ordem foi desconsiderada.

Tabela 12. Efeito das variaveis no 1° planejamento fatorial para a resposta

rendimento de DDOS neutro

Coeficiente
Erro Puro t(19) p
de regressao
Média * 24,1018 0,3866 62,34 0,0000
Concentragao * 2,7329 0,4176 6,54 0,0000
Temperatura * -13,3254 0,4176 -31,91 0,0000
Tempo * 0,8779 0,4176 2,10 0,0491
Concentragao x Temperatura * -0,9538 0,4176 -2,28 0,0341
Concentragao x Tempo * -1,4254 0,4176 -3,41 0,0029
Temperatura x Tempo -0,0171 0,4176 -0,04 0,9678
Concentragao x Temperatura x -0,3754 0,4176 -0,90 0,3799

Tempo

* fatores estatisticamente significativos (p<0,05)
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A analise de variancia para o rendimento de DDOS neutro submetido a
diferentes tipos de neutralizagdo, apresenta 0 Fcaculado= 48,54 € Fiapelado 95:6:21=
2,57, ou seja, uma relagao de alto valor (18,87), o que representa um ajuste
adequado dos dados experimentais ao modelo. A variagdo explicada foi de 93,3%
(R? em %) e a maxima variagdo explicavel corresponde a 98,4% (apéndice A).

As superficies de resposta e as curvas de contorno apresentadas na figura
12, mostram que o rendimento de DDOS neutro € maior nas regides com: a)
menor temperatura indiferente da concentragdo; b) maior concentragao
independente do tempo; c) menor temperatura e tempo indiferente. Ou seja, com
temperatura mais baixa e maior concentragdo de alcali. Assim, a melhor
temperatura de homogeneizagao foi oposta as respostas da redugdo dos AGL e
do teor de a-TE. Como as regides n&o estdo otimizadas, os niveis das variaveis
foram alterados no segundo planejamento.

Com base nas observagdes anteriores, verifica-se que para a resposta
reducdo de AGL, os ensaios com melhor desempenho foram 2, 4, 6 e 8, com a
concentragcdo no maior nivel estudado (4N). Para a resposta teor de ao-TE, os
melhores ensaios foram 3, 4, 7, 8 e os PC, onde o fator preponderante foi a
variavel temperatura no maior nivel estudado (50°C). Em relagdo ao rendimento
de DDOS neutro, os ensaios com melhores resultados foram 1, 2, 5 e 6, ou seja, 0
fator que melhor influenciou na resposta foi a temperatura no nivel estudado
inferior (25°C). Portanto observa-se que nos pontos com maior redugao de AGL e
maior teor de a-TE o rendimento ndo € o ideal. Sendo assim, o 2° planejamento
experimental foi realizado (item 5.1.2.2), onde a proposta de um modelo
quadratico visou descrever melhor a neutralizagdo e se aproximar mais do ponto

otimo do processo.
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5.1.2.2 Segundo Experimento

Baseado nos dados do 1° planejamento experimental elaborou-se o 2°

planejamento, cuja matriz com valores reais, codificados e respostas estudadas

estdo representados na tabela 13. Realizou-se um planejamento fatorial 2% do tipo

estrela, com 4 pontos centrais e ensaios em ftriplicata, onde através dos pontos

axiais, foi possivel definir melhor a regido de 6timo para as respostas, sendo esta

regido, a de valores maximos para todas as respostas estudadas. Os resultados

de reducéo de AGL, teor de a-TE e rendimento de DDOS neutro, foram tratados

estatisticamente.

Tabela 13. Matriz de planejamento experimental completo de primeira ordem

(valores reais e codificados) utilizada no 2° experimento e as respostas

Ensai Concen- Temperatura Tempo Redugdode Teorde Rendimento em
nsaio

! tracao (N) (°C) (minutos) AGL (%) o-TE (%) DDOS neutro (%)

1 3 (-1) 30 (-1) 2 (-1) 49,3 2,489 ° 52°

2 4 (1) 30( 1) 2 (-1) 50,5 2,738 ° 13,4

3 3 (-1) 4 (1) 2 (-1) 493" 2151° 7.7

4 4 (1) 44 (1) 2 (-1) 50,2™ 2,365 ° 13,0°°

5 3 (-1) 0 (-1) 3 (1) 495" 2214 ° 5,5°

6 4 (1) 30( 1) 3 (1) 50,1° 2,515 ° 14,9°

7 3(-1) 4 (1) 3 (1) 49,7% 2,304 ° 10,6

8 4 (1) 44 (1) 3 (1) 50,8° 2,737 ° 14,3%

9 266(-1,68) 37(0) 2'30" (0) 49,6° 2,285° 7,0°

10 4,34(1,68) 37 (0) 2'30" (0) 50,8° 2,681 ° 24,5

11 3,5(0) 25(-1,68) 2'30"(0) 49,6° 2,576 ° 11,67

12 3,5(0) 49(1,68) 2'30"(0) 496" 2,342 ° 10,4 "

13 3,5 (0) 37 (0) 140" (-1,68) 496" 2,304 ° 9,2%°

14 3,5 (0) 37(0) 320"(1,68) 502 27367° 13,3%

PC  3,5(0) 37 (0) 2'30" (0) 50,2 2,304 ° 12,9°°

Letras distintas na mesma coluna indicam diferenga significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey

PC (ponto central) correspondente aos ensaios 15, 16, 17 e 18
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a) Resposta: Redugao de AGL

Os teores de AGL no DDOS bruto e nos DDOS neutralizados, obtidos nos
diferentes ensaios do 2° experimento, estdo representados na figura 13, onde os
melhores resultados para a reducédo de AGL foram nos ensaios 1, 3, 5, 7, 9, 11, 12
e 13, ou seja, com concentragao do alcali no nivel minimo estudado (3N), indo até
o nivel central (3,5N). Esta variagdo estatistica ndo é considerada diferente em

termos quimicos, uma vez que as reducgdes de AGL variaram de 49,3 a 50,8%.
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Figura 13. Teor de AGL (%) no DDOS bruto e nos DDOS neutros - 2° experimento
fatorial

Letras distintas indicam diferenga significativa (p<0,05) de acordo com o teste de Tukey
PC (ponto central) correspondente aos ensaios 15, 16, 17 e 18

A tabela 14 apresenta o efeito das variaveis na resposta reducédo de AGL,

que foram estatisticamente significativas (p<0,05). Como existem 2 interagdes sem
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significancia estatistica, elas foram retiradas do modelo matematico, para

simplificagdo do mesmo.

Tabela 14. Efeito das variaveis no 2° planejamento fatorial para a resposta
reducao de AGL no DDOS neutro

Coeficiente
Erro Puro t (16) p
de regressao

Média * 50,1549 0,0655 765,91  0,0000
Concentragéo (L) * 0,4219 0,0218 19,35 0,0000
Concentragao (Q) 0,0147 0,0287 0,51 0,6168
Temperatura (L) 0,0290 0,0218 1,33 0,2029
Temperatura (Q) * -0,1861 0,0287 -6,47  0,0000
Tempo (L) * 0,1223 0,0218 5,61 0,0000
Tempo (Q) * -0,0859 0,0287 -2,99  0,0087
Concentragao (L) x Temperatura 0,0172 0,0287 0,60 0,5545
(L)

Concentracao (L) x Tempo (L) -0,0521 0,0287 -1,83  0,0863
Temperatura (L) x Tempo (L) * 0,1374 0,0287 4,83 0,0002

* fatores estatisticamente significativos (p<0,05)

(L) — fator em equacéo linear; (Q) — fator em equagéo quadratica

Na analise de variancia para a reducédo de AGL, a relacao entre o Fcacuiado €
(0] Ftabelado é de 13,4 vezes (Fcalculado= 32,83; Ftabelado 0,95:7;23= 2,44), sendo assim o
modelo quadratico € adequado (Apéndice A). A variagado explicada foi de 90,9%
(R2 em %) e a maxima variagéo explicavel corresponde a 97,1%.

As superficies de resposta e as curvas de contorno apresentadas na figura
14, mostram que a maior redugao de AGL do DDOS neutro ocorre nas regides: a)
com maior concentragdo de alcali e com temperatura em niveis médios; b) com
maior concentracdo de alcali e tempo nos niveis médios; c) com temperatura e

tempo nos niveis médios, mostrando-se bem otimizada.
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Figura 14. Superficies de resposta e curvas de contorno para a redugdo de AGL
no 2° experimento (a) temperatura e concentracdo de NayCOs; (b)

tempo e concentragdo de Na,COg; (c) temperatura e tempo
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b) Resposta: Teor de a-TE

A tabela 15 apresenta os teores de cada isdbmero de tocoferol, bem como
os tocoferdis totais no DDOS bruto e nos DDOS neutralizados obtidos com o 2°
planejamento experimental. Como anteriormente, considera-se que cada isbmero
possui um poder vitaminico, convertendo-se em a-TE com os fatores: 3= 0,4027;
v= 0,1275 e 6= 0,0067. Os teores de a-TE nos DDOS neutros, n&o apresentaram
diferenga significativa (p>0,05), entretanto os melhores resultados foram com

maior concentragao de alcali (ensaios 2, 4, 6, 8, 10 e 11).

Tabela 15. Teor de tocoferdis (%) dos DDOS bruto e neutros obtidos no 2°

experimento

o-tocoferol  B-tocoferol  y-tocoferol  &-tocoferol  Tocoferdis

Amostra
(%) (%) (%) (%) Totais (%)

Bruto Il 1,28 0,22 6,59 2,36 10,44

Neutro
1 1,67 0,22 5,67 1,60 9,15
2 1,82 0,25 6,32 1,77 10,16
3 1,46 0,21 4,69 1,39 7,75
4 1,60 0,22 5,27 1,53 8,61
5 1,51 0,20 4,82 1,44 7,97
6 1,69 0,22 5,69 1,64 9,24
7 1,56 0,22 5,09 1,50 8,36
8 1,82 0,25 6,29 1,77 10,14
9 1,55 0,21 5,03 1,47 8,25
10 1,80 0,24 6,09 1,75 9,88
11 1,74 0,23 5,79 1,61 9,36
12 1,59 0,21 513 1,49 8,43
13 1,56 0,21 5,07 1,48 8,32
14 1,60 0,22 5,26 1,56 8,64
PC 1,56 0,21 5,08 1,50 8,35

PC (ponto central) correspondente aos ensaios 15, 16, 17 e 18
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A tabela 16 apresenta os coeficientes de regressédo, os desvios padrao e
valores de t e p para as variaveis, onde a maioria delas nado tem influéncia
estatistica (5% de significancia), entretanto apenas as interagdes entre variaveis
nao significativas foram ignoradas na elaboragdo do modelo. A andlise de
variancia mostra que a variagao explicada foi de 61,6% (R2 em %) e a maxima
variagdo explicavel corresponde a 64,1%. A relagcdo entre 0 Fcacuado (5,27) € O
Fiabelado 0,95:7:23 (2,44) é pequena, sendo assim o modelo quadratico ndo é o mais
adequado, entretanto como a falta de ajuste é pequena, o modelo deve ser

reconsiderado para este processo (Apéndice A).

Tabela 16. Efeito das variaveis no 2° planejamento fatorial para a resposta teor de
o-TE no DDOS neutro

Coeficiente
Erro Puro t (16) p
de regressao
Média * 2,3036 0,1076 21,40  0,0000
Concentragao (L) * 0,13664 0,0358 3,81 0,0016
Concentragao (Q) 0,0646 0,0472 1,37 0,1902
Temperatura (L) -0,0581 0,0358 -1,62 0,1245
Temperatura (Q) -0,0560 0,0472 1,19 0,2528
Tempo (L) 0,0097 0,0358 0,27 0,7901
Tempo (Q) 0,0125 0,0472 0,26 0,7954
Concentragao (L) x Temperatura (L) 0,0121 0,0468 0,26 0,7996
Concentragao (L) x Tempo (L) 0,0340 0,0468 0,73 0,4776
Temperatura (L) x Tempo (L) * 0,1280 0,0468 2,73 0,0147

* fatores estatisticamente significativos (p<0,05)
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Figura 15. Superficies de resposta e curvas de contorno para o teor de o-TE do
DDOS neutro no 2° experimento (a) temperatura e concentragcdo de
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tempo
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As superficies de resposta e as curvas de contorno apresentadas na figura
15, mostram que o maior teor de a-TE esta nas regides com maior concentragao
de alcali (a; b) e com relagédo a temperatura e tempo (c), os maiores teores de a-
TE estavam fora da faixa de operagdo do planejamento, formando faixas de
elevado teor de tocoferdis nas extremidades onde os niveis s&o maximos (para
temperatura e tempo) e minimos (para temperatura e tempo). Matematicamente,
as condi¢gdes do processo nao estdo adequadas, entretanto, biologicamente a
diferenca entre os teores de o-TE € muito pequena, pois os resultados variam

cerca de 0,5%.

c) Resposta: Rendimento de DDOS neutro

Os rendimentos obtidos nos ensaios do 2° planejamento, com melhores
resultados (maior quantidade de DDOS neutro), foram os ensaios com a
concentragédo do alcali maior ou mediana, coincidindo com o comportamento das
variaveis nas demais respostas (reducdo de AGL e teor de o-TE). A tabela 17
apresenta o efeito das variaveis estudadas na resposta, para o prosseguimento da
analise, as interacdes de 22 ordem sem efeito estatisticamente significativo foram
desconsideradas, para simplificagao.

No Apéndice A, tem-se a tabela de analise de variancia para o rendimento
de DDOS neutro submetido a diferentes tipos de neutralizacdo, onde 0 Fcaculado
(4,30) em relagéo ao Fiapelado 0,95:7:23 (2,44) tem baixo valor (1,76), o que significa
que os dados experimentais ndo se adequaram muito bem ao modelo. A variacao
explicada foi de 56,7% (R2 em %) e a maxima variagao explicavel corresponde a
66,6%.
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Tabela 17. Efeito das variaveis no 2° planejamento fatorial para a resposta

rendimento de DDOS neutro

Coeficiente
Erro Puro  t(16) p
de regressao
Média * 13,1786 0,6518 20,22  0,0000
Concentragao (L) * 4,1138 0,2170 18,96 0,0000
Concentragao (Q) 0,5055 0,2861 1,77 0,0963
Temperatura (L) 0,3314 0,2170 1,53 0,1463
Temperatura (Q) * -1,1793 0,2861 -4,12 0,0008
Tempo (L) * 0,9506 0,2170 4,38 0,0005
Tempo (Q) * -1,0934 0,2861 -3,82 0,0015
Concentragao (L) x Temperatura (L)* -1,0825 0,2834 -3,82 0,0015
Concentragao (L) x Tempo (L) -0,0513 0,2834 -0,18 0,8588
Temperatura (L) x Tempo (L) 0,3025 0,2834 1,07 0,3016

* fatores estatisticamente significativos (p<0,05)

As superficies de resposta e as curvas de contorno apresentadas na figura
16, mostram o mesmo perfil da resposta reducdo de AGL, onde o maior
rendimento ocorre nas regides: a) com maior concentracdo de alcali e com
temperatura em niveis médios; b) com maior concentragédo de alcali e tempo nos
niveis médios; c) com temperatura e tempo nos niveis médios, mostrando que a
regido com maior neutralizagdo esta otimizada.

Com base neste planejamento fatorial, verifica-se que para as respostas
reducdo de AGL e rendimento de DDOS neutro, os melhores resultados foram
para a variavel concentragdo no maior nivel estudado (4,34N). Para a resposta
teor de a-TE, os melhores resultados também foram para com esta concentracéo,

entretanto a regido de 6timo nao foi bem esclarecida.
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Figura 16. Superficies de resposta e curvas de contorno para o rendimento de
DDOS neutro no 2° experimento (a) temperatura e concentragao de
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Através do programa STATISTICA 7.0 elaborou-se um grafico Desirability
(figura 21) que é a relagdo entre as respostas preditas pelas variaveis
dependentes (reducdo de AGL, teor de a-TE e rendimento de DDOS neutro) e o
desejavel pelo pesquisador. Perfilar o desirability das respostas envolve, atribuir
para cada variavel dependente, valores que variam de 0 (muito indesejavel) a 1
(muito desejavel). As contagens individuais sdo combinadas, computando seu
meio geométrico. Os perfis do desirability consistem em uma série de graficos, um
para cada variavel independente (fatores: concentragdo de alcali, temperatura e
tempo de homogeneizagao). Estes perfis podem mostrar em que niveis das
variaveis sao produzidas as respostas mais desejaveis nas variaveis dependentes.
As variaveis mais relevantes (redugao de AGL e teor de o-TE) nos niveis maximos
foram atribuidos o valor de 1. Para o rendimento, este valor foi atribuido para o

nivel maximo e médio, indicando que n&o necessariamente seria o melhor.

Corcertraggo Temperatura Tempo Desirability
52,00 T T T

50,79

Red AGL

49,28R030,777

48,50
35,00

16,87

4,3606,02%,730
Rendimento

5,00 ; ' ] j
4,50

Teor de a-TE

2,00489827

1,50

1,00

Desirability

Figura 17. Valores Preditos e Desirability para as variaveis do 2° experimento
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As respostas foram conciliadas para verificar os melhores niveis dos
parametros de neutralizacdo do DDOS (figura 17), onde as melhores condi¢des
foram: concentracdo do Na,CO3; de 4,34N, temperatura de 45,8°C e tempo de
homogeneizagdo de 3'20”. Estas foram as condigdes ideais para este trabalho,
com maior neutralizacdo, menor arraste de tocoferdis e obtencdo de maior
quantidade de DDOS neutro. Utilizou-se estes parametros para neutralizar cerca
de 7kg de DDOS bruto, a fim de obter-se a quantidade necessaria de DDOS
neutro, o qual foi utilizado para as analises fisico-quimicas de caracterizagao do

mesmo, bem como para o ensaio bioldgico.

5.1.3 Caracterizagdao do DDOS Neutro

O DDOS bruto apresentou 53,57% de AGL (+x0,48) e apds a primeira
neutralizagcéo, sob as condi¢des estabelecidas no item 5.1.2 o teor de AGL foi para
6,14% (£0,31), ou seja, foi reduzido em 47,43%. Realizando-se uma segunda
neutralizagdo, a concentragao de AGL caiu para 1,80% (+0,10). Assim, o DDOS
que foi neutralizado teve seu teor de AGL reduzido cerca de 52% em valores
absolutos. Entretanto com a segunda neutralizagdo, o arraste de tocoferois
aumentou, ja que seu teor ndo se elevou como o esperado.

Na tabela 18 constam os teores de cada isbmero de tocoferol, bem como
seus equivalentes em o-tocoferol (a-TE). Ambos os dados nao diferem dos
descritos por AUGUSTO (1988) e ALMEIDA et al. (2003). O DDOS utilizado por
MARTINS et al. (2006b), apresenta teor de AGL 57,8%, ou seja, um pouco mais
elevado que os obtidos neste trabalho. Ja o teor de tocoferodis totais € inferior
(8,97%), diferindo na proporgdo dos isbmeros o-T (2,91%), B-T (0,14%), vy-T
(4,66%) e 6-T (1,25%).

Com a tabela 19, nota-se dentre os AG que constituem o DDOS bruto e
neutro, destacam-se o palmitico, oléico e linoléico, assim como nas analises de
ALMEIDA et al. (2003), onde o DDOS bruto continha 17,7% de palmitico, 23,3%
de oléico e 43,3% de linoléico. AUGUSTO (1988) corrobora estes dados, obtendo
como AG com maiores teores no DDOS bruto: o palmitico 23,11%, o oléico
19,52% e o linoléico 48,51%.

71



Resultados e Discusséo

Tabela 18. Teor de tocoferdis totais (%) e seus isdbmeros nos DDOS bruto e neutro

Teor de isomeros (%) Total (%)
Amostra
o B o-TE Y o-TE ) o-TE isébmeros o-TE
Bruto 1,28 0,22 0,09 6,59 0,84 236 0,02 10,44 2,22
DP(+) 0,02 0,01 0,03 0,04
cv 1,39 5,94 0,39 1,69
Neutro 2,03 0,25 0,0 6,67 0,85 2,03 0,01 10,98 2,99
DP(x) 0,04 0,01 0,28 0,08
cv 2,02 1,70 4,15 3,99

Tabela 19. Composicéo em acidos graxos (%) no DDOS bruto e no DDOS neutro

AG DDOS Bruto (%) DDOS Neutro (%)
14:0 0,24 0,21
16:0 17,77 14,46
16:1 0,14 0,15
18:0 6,52 4,11
18:1t 1,61 1,58
18:1 ¢ 23,33 23,98
18:2 t 0,53 0,71
18:2 ¢ 43,34 47,51
18:3 t 1,02 1,48
18:3 ¢ 4,14 4,08
20:0 0,46 0,77
20:1 0,18 0,23
22:0 0,47 0,56
22:1 nd nd
24:0 0,26 0,25
24:1 nd nd

As principais caracteristicas fisicas e quimicas das amostras de DDOS

estao descritas na tabela 20, em relagdo aos indices de oxidacdo do DDOS bruto
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e neutro, é evidenciada a diminuicdo destes no DDOS neutro, ou seja, estes
produtos foram parcialmente separados durante o processo de neutralizagdo. Na
literatura ndao foram encontrados valores de referéncia para estes indices, isto
porque sdo dados bem caracteristicos da qualidade no armazenamento do

produto.

Tabela 20. Caracterizagao fisico-quimica do DDOS bruto e DDOS neutro

Andlises * DDOS
Bruto Neutro
IP (mEqg/kg) 7,5 4,8
(*2,7) (+0,9)
TBA (mg MDA/kg) * 16,0 11,0
(+4,2) (*3,5)
indice de lodo 109,6 114,8
(mEq lodo/g amostra) (+1.8) (*4.2)
indice de Saponificagao 159,4 130,2
(mg KOH/g amostra) (£3,7) (+4,6)
Teor de agua (%) 0,8 0,8
(x0,1) (x0,1)
Valor caldrico (kcal/g) 9,5 9,7
(+0,01) (*0,1)
Matéria Insaponificavel 20,1 35,4
(%) (+0,1) (+1,0)
Densidade 0,906 0,906
(+0,002) (+0,001)
Cor L* a* b* L* a* b*

52,46 31,10 77,43 18,65 33,94 29,67
(+0,04)  (£0,05) (£0,05) (£0,39) (+0,34) (£0,71)

*Médias (+ DP)

ALMEIDA et al. (2003) realizou as analises de densidade, indice de

saponificagdo e residuo de evaporagdo, sendo que as 2 primeiras analises
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corroboram com as realizadas neste trabalho, mas o teor de agua €& maior,
possivelmente devido a diferenciagcdo na metodologia empregada. O valor cal6rico
do DDOS, medido por bomba calorimétrica, € coerente com o de produtos oleosos
(cerca de 9 kcal/g). Quanto ao teor de matéria insaponificavel, as amostras de
ALMEIDA et al. (2003) foram muito variaveis (3,5 — 27,1%), como no DDOS
utilizado neste trabalho este teor foi maior (20,06%), o conteudo de tocoferdis
também deve ser maior, ja que os tocoferdis sdo parte integrante da matéria
insaponificavel. Este fato &€ confirmado, pois no DDOS deste trabalho, o teor de
tocoferdis totais é de 10,4% e na amostra com maior teor de matéria
insaponificavel de ALMEIDA et al. (2003) este teor foi de 8,6%.

De acordo com AUGUSTO (1988) a caracterizagdo do DDOS bruto
apresenta os seguintes resultados: peso especifico de 0,9116; indice de peréxidos
de 3,40; indice de acidez de 37,09; indice de saponificagdo de 159,40; sélidos
totais 95,26%, acidos graxos totais variando entre 58,13 e 60,13%; AGL 37,09%;
matéria insaponificavel entre 26,1 e 36,46% e tocoferdis totais 8,50%. Apos esta
caracterizacgao fisico-quimica, onde o principal aspecto foi o teor de tocoferdis,
este DDOS neutro foi utilizado na suplementacdo de ratos Wistar, durante o

ensaio bioldgico.

5.2 Aplicagao Biolégica do DDOS

5.2.1 Caracterizacao da Dieta Experimental e dos Suplementos

Os resultados da determinacdo da composi¢cdo proximal da dieta
experimental utilizada no ensaio bioldgico estdo expressos na tabela 21 e estdo de
acordo com o previsto pelos calculos de elaboracdo da dieta.

A tabela 22 apresenta o teor de tocoferois totais e seus isbmeros, para
todos os produtos utilizados como suplemento para os animais (DDOS neutro,
6leo de soja e Ephynal®). Para o DDOS neutro, transformando-se o teor de cada
isbmero para a-TE, obtém-se para B-T 0,10% de o-TE, para y-T 0,85% de o-TE,
para 6-T 0,01% de a-TE e como somatorio dos a-TE tem-se 2,99%. No dleo de

soja esta conversao resulta em 0,001% o-TE e 0,01% o-TE respectivamente para
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os isbmeros B-T e y-T. A quantidade de 6-T foi muito pequena e o somatério de a-
TE foi de 0,026%.

Tabela 21. Composicao proximal (%), valor energético (kcal/100g) e teor de o-TE
(%) da dieta experimental AIN-93G

Componente AIN-93G
Umidade (%) 12,715
Proteina Bruta (%) 12,793
Minerais Totais (%) 3,311
Lipidios Totais (%) 6,938
Fibra Bruta (%) 5,006
Carboidratos (%)* 59,237

Valor energético (kcal/100g) ** 350,562
o-TE (%) 0,001

* Determinagéo de carboidratos feita por diferenca
** Valor energético = (proteina bruta x 4) + (lipidios totais x 9) + (carboidratos) x 4

Tabela 22. Teor de isbmeros de tocoferdis (%), tocoferdis totais (%) e equivalentes

de a-tocoferol (%) nos suplementos administrados a ratos Wistar

Teor de isomeros (%) Total (%)
Amostra
o B Y ) isomeros a-TE
DDOS neutro 2,03 0,25 6,67 2,03 10,976 2,990
DP(+) 0,041 0,004 0,277 0,081
Oleo de Soja 0,02 0,002 0,07 0,02 0,102 0,026
DP () 0,001 0,00 0,006 0,001
Ephynal® 3,75 3,75 3,75
DP () 0,049

A analise de AG dos produtos utilizados na suplementacao esta relacionada
na tabela 23, onde se destacam os AG palmitico, oléico e linoléico em todos os
suplementos. Os teores de AG do DDOS néo foram afetados com a neutralizagao

(tabela 19), o 6leo de soja apresentou 11,4% de palmitico, 24,2% de oléico e
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51,4% de linoléico, ndo diferindo muito dos encontrados por AUGUSTO (1988),

sendo respectivamente, 10,9%, 21,8% e 57,1%.

Tabela 23. Composicdo em acidos graxos (%) nos produtos utilizados na

suplementacao dos animais

AG DDOS Neutro (%) Soja (%) Ephynal® (%)
14:0 0,21 0,09 0,15
16:0 14,46 11,38 12,74
16:1 0,15 0,10 nd
18:0 4,11 4,57 4,44
18:1t 1,58 0,15 nd
18:1 ¢ 23,98 24,24 26,36
18:2't 0,71 0,74 0,37
18:2 ¢ 47,51 51,44 50,51
18:3t 1,48 1,71 0,65
18:3¢c 4,08 4,09 4,26
20:0 0,77 0,43 0,51
20:1 0,23 0,24 nd
22:0 0,56 0,50 0,53
22:1 nd 0,08 0,37
24:0 0,25 0,19 0,35
24:1 nd 0,10 nd

5.2.2 Avaliagao Biolégica dos Animais

O perfil comportamental dos animais foi observado ao longo do
experimento e foi considerado totalmente dentro da normalidade, sem sinais de
agressividade, irritacdo, ou perturbagdo acarretada pela gavagem diaria. A figura
18 apresenta a curva de crescimento ponderal média dos animais ao longo dos 60

dias de experimentagdo, ja as figuras 19 e 20 apresentam respectivamente, os
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ganhos de peso médio dos ratos para 30 e 60 dias de suplementagado. Tais dados
corroboram as observagdes do comportamento dos animais.

A evolugdo ponderal dos ratos foi muito semelhante em todos os
tratamentos, evidenciando a homogeneidade dos grupos e a nao influéncia das
diferentes suplementagdes no crescimento dos animais. Com as curvas de ganho
de peso, percebe-se que no segundo més de experimento 0S grupos se
distanciam um pouco, sobressaindo-se os grupos suplementados com DDOS nos
diferentes niveis. Comparando-se o0s pesos destes animais experimentais aos
animais de referéncia do Instituto Galas, nota-se que de acordo com as faixas
etarias, os pesos sdo muito semelhantes. Os animais de TO, com 4 semanas de
idade, a média dos pesos dos animais experimentais foi 66,7g correspondendo a
77% dos animais de referéncia (média 86,9g). Aos 30 e 60 dias de experimento,
ou seja, nas 8% e 122 semanas de vida, os animais experimentais apresentavam
peso de respectivamente 252,0g e 348,0g, enquanto os de referéncia 254,89 e
355,69, correspondendo a 99 e 98% do padrao Galas (TACONIC FARMS, 2005).

0 T T T T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

Dias

—— Ephynal —=— Soja Depletado « DDOS —~ DDOS 25 - DDOS 50

Figura 18. Evolugcédo ponderal dos ratos submetidos as diferentes suplementagdes

durante 60 dias de experimento (n=42, 7 ratos/grupo)
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Figura 19. Curva de ganho de peso médio dos animais durante 30 dias (n=42)
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Figura 20. Curva de ganho de peso médio dos animais durante 60 dias (n=42)
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A tabela 24 apresenta os valores médios de ingestdo de dieta e excrecéo,
onde se observa que ndo houve diferenga significativa (p>0,05) entre os
tratamentos, aos 30 e aos 60 dias, sendo que os valores aos 60 dias sdo maiores
devido ao crescimento dos animais. Também constam na tabela os valores de
eficiéncia alimentar, que € um método de avaliacdo que compreende a
determinacdo do valor nutritivo através de avaliagdo bioldgica, relacionando o
ganho de peso do animal e o consumo alimentar, como “eficiéncia de conversao
alimentar” (PELLET & YOUNG, 1980). Este indicador tem sido muito usado em
nutricdo experimental e toxicologia, seus valores indicam que as diferentes
suplementagdes nao alteraram a eficiéncia da dieta. Para 30 dias sdao melhores,
ou seja, a eficiéncia alimentar dos ratos durante os primeiros 30 dias de
experimento é maior. Isto significa dizer que os ratos utilizaram melhor a dieta que
comeram para converter em peso corporal, o que de certa forma é esperado, pois
estdo em fase de crescimento. Dos 30 aos 60 dias de experimento, os animais
diminuem sua velocidade de crescimento e o que consomem é mais utilizado para
a manutencao fisioldgica. Os valores encontrados estdo em concordancia com
outros estudos para ratos em crescimento (BOTELHO et al., 2005; QUEIROZ-
MONICI et al., 2005).

Em estudo com DDOS como fonte de vitamina E para ratos Wistar durante
10 dias, observou-se que o0s animais suplementados com DDOS bruto e
neutralizado apresentaram reducgdo significativa do quociente de eficiéncia
protéica (NPR), no quociente de converséo alimentar (QCA) e leve diminuigdo na
evolucdo ponderal dos animais em relacdo ao controle farmaco Ephynal®,
indicando que o DDOS influenciou os indices analisados de forma negativa, o que
os autores chamaram de “fatores antinutricionais ou toxicos”, fazendo com que o
DDOS neutro tenha sido superior ao DDOS bruto, mas sem se equiparar ao
controle (OLIVEIRA et al., 2005). Entretanto, de acordo com a metodologia
utilizada, é bastante provavel que a neutralizagao dos AGL tenha sido incompleta,
pois consta que tenha sido feita uma reducdo nos AGL, ndo uma neutralizacéo

completa dos mesmos.
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Tabela 24. Valores médios de ingestdo e excretas (g/dia) e eficiéncia alimentar

aos 30 e 60 dias de experimento (n=84, 7 ratos/grupo)

Tratamentos Inges:téo Excr_eta E_ficiéncia
(g/dia) (g/dia) Alimentar *
30 dias
Depletado 15,77 ¢ 1,56 ° 0,37 °
(+ 2,85) (+0,57) (+0,03)
Soja 15,26 ° 1,49 ° 0,37 ¢
(+2,41) (+0,52) (+0,02)
Ephynal® 14,81 ° 1,70 ° 0,38 *°
(+2,79) (+0,66) (+0,02)
DDOS 15,51 ° 1,69 ° 0,39 °
(+ 3,09) (+0,73) (+0,02)
DDOS 25 15,37 ° 1,77 ° 0,38 *°
(+3,20) (£0,72) (+0,03)
DDOS 50 15,03 ° 1,75 ° 0,38 °
(+3,32) (x0,75) (£ 0,02)
60 dias
Depletado 19,61 ¢ 1,87 ° 0,24 °
(+0,54) (+0,54) (+0,04)
Soja 19,60 ° 1,82 ° 0,24 *°
(£ 0,52) (£ 0,52) (£ 0,02)
Ephynal® 18,86 ° 1,96 *° 0,23 °
(+0,29) (+0,29) (+0,03)
DDOS 19,74 ° 2,04 ° 0,26 *°
(+0,37) (+0,37) (£ 0,03)
DDOS 25 20,61 ° 211 ° 0,24 °
(+0,36) (+0,36) (+0,03)
DDOS 50 21,09 “° 1,97 ° 0,22 °
(£ 0,38) (£ 0,38) (£0,02)
Letras distintas na mesma coluna indicam diferenga significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey, de
acordo com cada periodo * Eficiéncia Alimentar = ganho de peso total / consumo de dieta total
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A figura 21 apresenta a média de consumo de dieta (g) de cada rato de
acordo com o periodo em que foram feitas as pesagens dos animais, percebe-se
que os tratamentos nao diferiram entre si, o que mostra a homogeneidade dos
animais, ja que a vitamina E nao influencia diretamente nestes parametros, além

de indicar que o DDOS nao altera o desenvolvimento dos animais.
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Figura 21. Consumo de dieta (g/rato/periodo) e peso corporal (g) dos ratos (n=42)

Marcadores cheios indicam valores referentes ao peso médio (g)
Marcadores vazios indicam valores referentes ao consumo médio de dieta (g)

A relacao entre o peso dos 6rgaos e o peso corporal dos ratos também nao
diferiu entre as suplementacdes, aos 30 e aos 60 dias como expressos na tabela
25, demonstrando mais uma vez, a homogeneidade entre os animais e sendo
mais um indicativo de que o DDOS nao acarreta em alteragbes biologicas. Os
valores encontrados para os animais de referéncia foram: 0,36g/100g de peso
corporal para bago; 1,06g/100g para rins; 3,919/100g para figado; 0,659/100g para
coragao; 0,76g/100g para pulmdes e 0,999/100g para testiculos. Vale ressaltar

que esta relagdo, de acordo com o tempo vai diminuindo, ou seja, com o
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crescimento corpéreo do animal, a propor¢cdo diminui levemente e se mantém
apos o periodo de crescimento. Para animais mais velhos (21 semanas), esta
propor¢ao € de: 0,179/100g para bago; 0,65g/100g para rins; 2,75g/100g para
figado; 0,30g/100g para coragao; 0,44g/100g para pulmbes e 0,93g/100g para
testiculos (TACONIC FARMS, 2005).

Todos os aspectos da avaliagao biologica auxiliam também a indicar um
possivel efeito toxicolégico dos suplementos. Sendo assim, a suplementagdo com
DDOS neutro, nao apresentou comprometimentos, nem tdo pouco, alteracdes
macroscopicas nos orgdos. Em trabalho com suplemento de DDOS (0,5
mL/rato/dia) durante 14 dias, os ratos que receberam o produto ndo apresentaram
alteragdes nem diferengas significativas em relagdo ao grupo controle (p>0,05)
para os dados avaliados: consumo de dieta, crescimento dos animais e relacao
entre peso dos Orgdos e peso corporal, para rins, figado, pulmdes, testiculos e
coracao, indicando que os componentes do DDOS ndo apresentaram toxicidade
aguda aos animais (OLIVEIRA et al., 2006).
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Tabela 25. Relagéo entre o peso dos 6rgaos (g) e o peso corporal (100g) dos ratos

aos 30 e 60 dias de experimento (n=84, 7 ratos/grupo)

Relacéo Peso Orgao / Peso Corporal (g/100g)

Tratamentos
Baco Rins Figado Coracao Pulmbes  Testiculos
30 dias
Depletado 0,26 ° 0,78 ° 3,43 ° 0,38 ° 0,53 ° 1,25 °
(+ 0,05) (+0,07) (+ 0,24) (+ 0,09) (+0,07) (+ 0,08)
Soja 0,25 ° 0,77 ¢ 342 ° 0,39 ° 0,55 ° 1,30 °
(+0,04) (+0,05) (+0,32) (+0,04) (+0,05) (+0,15)
Ephynal® 0,29 ° 0,76 ° 3,43 ° 0,40 ° 0,54 ° 1,29 °
(+0,07) (+ 0,05) (+0,27) (+0,07) (+0,08) (+0,10)
DDOS 0,27 © 0,80 ° 3,78 ° 0,36 ° 0,55 ° 1,26 °
(+0,03) (+ 0,06) (£ 0,32) (+ 0,05) (+ 0,09) (+ 0,05)
DDOS 25 0,27 ° 0,78 ° 3,75 ° 0,38 ° 0,56 ° 1,31 °
(+0,03) (+ 0,05) (+0,22) (+0,03) (+0,03) (+0,14)
DDOS 50 0,30 ° 0,81 ¢ 3,65 ° 0,39 ° 0,57 ° 1,25 *
(+0,03) (+0,04) (+0,27) (+0,05) (+0,07) (+0,07)
60 dias
Depletado 0,22 ° 0,68 ° 293 ° 0,34 ° 0,46 ° 1,02 *
(+0,03) (+0,07) (+ 0,54) (+ 0,05) (+0,10) (+0,07)
Soja 0,24 ° 0,62 ° 2,71 ¢ 0,33 ° 0,43 ° 1,00 °
(+0,03) (+0,04) (+0,18) (+0,03) (+0,04) (+0,07)
Ephynal® 0,21 @ 0,64 ° 288 ° 0,33 ° 0,43 ° 0,99 ©
(+0,03) (+0,04) (+0,16) (+0,04) (+ 0,06) (£ 0,11)
DDOS 0,23 ° 0,63 ° 3,00 ° 0,31 @ 042 ° 0,98 °
(+0,02) (+ 0,06) (+0,15) (+0,02) (+0,04) (+0,09)
DDOS 25 0,20 ° 0,62 ° 293 ° 0,31 @ 0,40 ° 0,99 °
(+0,04) (+ 0,05) (+0,14) (+0,03) (+0,03) (+ 0,09)
DDOS 50 0,21 @ 0,65 ° 3,02 ° 0,31 ¢ 0,43 ° 1,02 *

(+0,03) (+0,07) (£ 0,27) (+0,03) (£ 0,04) (+ 0,09)

Letras distintas na mesma coluna indicam diferenga significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey, de
acordo com cada periodo
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5.2.3 Perfil Lipidico dos Ratos

Os valores de triacilglicerdis e colesterol total sdo importantes na avaliagao
do metabolismo de lipidios. Quando os mesmos estdo elevados indicam
hiperlipidemias e até doencgas hepaticas, do contrario, podem presumir desde
desnutricdo até sindrome da ma-absorcéao.

Neste trabalho, os animais de referéncia (TO) apresentaram triacilglicerois
séricos de 60,1 mg/dL (+ 20,9) e colesterol total sérico de 65,6 mg/dL (+ 7,5). Para
ratos de referéncia do Instituto Galas, com 21 semanas, os TAG foram de 86,7
mg/dL (£ 26,7) e colesterol 66,3 mg/dL (+ 12,9), ndo diferindo dos observados
experimentalmente neste estudo (TACONIC FARMS, 2005). Na tabela 26 pode-se
observar que nao houve diferenga significativa entre os tratamentos aos 30 e aos
60 dias, indicando que o perfil lipidico dos animais ndo se alterou com a
suplementagdo. Entretanto, nota-se uma grande variagdo na dosagem de
triacilglicerdis (elevado desvio padrao), possivelmente devido a uma homeostase
nao tdo bem regulada quanto a do metabolismo do colesterol, além da propria
variabilidade entre os animais.

As figuras 22 e 23 apresentam os teores de lipidios totais nos tecidos
hepatico e muscular dos animais. Os valores encontrados nos animais de
referéncia foram de 6,37% (+ 0,66) e 4,91% (+ 0,15), sendo respectivamente em

figado e musculo.

84



Resultados e Discusséo

Tabela 26. Valores médios dos triacilglicerdis e colesterol total séricos dos animais

suplementados durante 30 e 60 dias (n=84, 7 ratos/grupo)

Triacilglicerol Colesterol Total
Tratamentos
sérico (mg/dL) sérico (mg/dL)
30 dias
Depletado 137,80 ° 64,58 °
(+58,02) (+5,91)
Soja 108,42 ° 66,80 °
(+ 44,52) (*5,11)
Ephynal® 107,22 ® 70,11 ®
(+ 36,89) (+11,98)
DDOS 145,61 ° 79,11 °
(+ 39,36) (+18,21)
DDOS 25 115,20 * 71,04 °
(+29,36) (+4,84)
DDOS 50 98,48 “° 67,39 °
(+31,52) (*9,72)
60 dias
Depletado 72,88 *° 58,99 “°
(+43,81) (+6,59)
Soja 73,58 “° 64,01 °
(+13,23) (+ 13,54)
Ephynal® 90,34 ° 68,60 °
(+29,06) (+10,72)
DDOS 93,77 ° 69,89 °
(+ 36,53) (+10,10)
DDOS 25 98,69 ° 65,82 °
(+ 15,68) (+6,32)
DDOS 50 84,13 * 65,80 °
(+21,90) (+10,43)

Letras distintas na mesma coluna indicam diferenga significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey, de
acordo com cada periodo
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Lipidios Totais Hepaticos (%)

30 dias / 60 dias'

Bl Depletado Il Soja BB Ephynal [[@] DDOS [O] DDOS 25 [O] DDOS 50

Figura 22. Teor de lipidios totais (%) no figado dos ratos (n=42, 7 ratos/grupo)

Marcadores vazios indicam valores referentes a 30 dias e marcadores cheios referentes a 60 dias
Letras minusculas distintas indicam diferencga significativa (p<0,05 - teste de Tukey) aos 30 dias
Letras maiusculas distintas indicam diferencga significativa (p<0,05 - teste de Tukey) aos 60 dias

Lipidios Totais Musculares (%)

30 dias / 60 dias

Bl Depletado IEll Soja 0 Ephynal [[@] DDOS [O_] DDOS 25 [@] DDOS 50

Figura 23. Teor de lipidios totais (%) no musculo dos ratos (n=42, 7 ratos/grupo)
Marcadores vazios indicam valores referentes a 30 dias e marcadores cheios referentes a 60 dias
Letras minusculas distintas indicam diferenga significativa (p<0,05 - teste de Tukey) aos 30 dias
Letras maiusculas distintas indicam diferenga significativa (p<0,05 - teste de Tukey) aos 60 dias
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5.2.4 Dano Hepatico

As determinagdes de transaminases séricas, GPT e GOT; e de bilirrubinas
foram feitas nos animais de referéncia, onde encontraram-se os valores de 105,31
U/L (= 9,40) para GOT; 26,37 U/L (+ 3,97) para GPT e para bilirrubinas: 0,17
mg/dL (+ 0,08), 0,09 mg/dL (+ 0,08) e 0,08 mg/dL (+ 0,02), sendo respectivamente
total, direta e livre.

Na tabela 27, observa-se que para GOT e bilirrubinas (total, direta e livre),
os suplementos nao diferiram (p>0,05) em cada periodo. Apenas, a analise de
GPT nos animais suplementados durante 30 dias € que diferiu significativamente
(p<0,05), sendo que a suplementagdo com DDOS apresentou os valores menores
em todos os niveis (DDOS, DDOS 25 e DDOS 50). Comparando-se os valores de
transaminases obtidos aos 60 dias de experimento, que nao diferiram entre os
tratamentos, com os animais de referéncia do Instituto Galas com a mesma idade,
percebe-se que se assemelham, cuja média de GPT foi 22 U/L e GOT 65 UIL,
comparada a média geral deste experimento, respectivamente 28 U/L e 81 U/L.
Aos 30 dias os tratamentos suplementados com Ephynal®, DDOS, DDOS 25 e
principalmente DDOS 50 apresentaram valores de GPT mais baixos, ou seja, a
enzima GPT que indica dano hepatico estava atuando em menor propor¢ao
nestes grupos do que no Soja e Depletado, evidenciando-se portanto, um efeito

protetor da vitamina E.
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Tabela 27. Determinacdo das enzimas transaminases e bilirrubinas no soro de

ratos suplementados durante 30 e 60 dias (n=84, 7 ratos/grupo)

Transaminases (U/L) Bilirrubinas (mg/dL)
Tratamentos
GOT GPT Total Direta Livre
30 dias
Depletado 72,39 ° 26,64 *° 0,28 ° 0,09 @ 0,18 @
(*7,97) ( 4,44) (+0,10) (+ 0,05) (+0,10)
Soja 77,87 ° 32,41 °© 0,18 @ 0,10 * 0,08 *
(+ 11,80) (+ 5,23) (+ 0,09) (+ 0,08) (+ 0,06)
Ephynal® 75,70 ° 21,78 ® 0,25 ° 0,09 @ 0,16 @
(+5,97) (+5,98) (+0,10) (+ 0,06) (+ 0,09)
DDOS 69,26 ° 18,98 * 0,25 ¢ 0,16 * 0,10 *
(+ 11,00) (+ 2,98) (+ 0,09) (+ 0,09) (£ 0,07)
DDOS 25 74,12 ° 24,05 * 0,30 * 0,11 @ 0,19 @
(+ 5,90) (+ 3,94) (+0,21) (+ 0,05) (+0,16)
DDOS 50 69,50 * 17,98 * 0,16 ° 0,05 * 0,10 *
(+12,66) (+2,70) (+ 0,05) (+ 0,05) (+0,07)
60 dias
Depletado 84,90 © 30,16 ° 0,37 * 0,11 @ 0,26 *
(*7,21) (+7,48) (= 0,04) (+ 0,06) (+ 0,05)
Soja 75,27 ° 23,90 ° 0,25 * 0,16 * 0,08 *
(* 7,00) (+ 6,67) (+ 0,05) (+0,08) (+ 0,06)
Ephynal® 82,56 ° 30,87 ° 0,31 ° 0,08 * 0,23 *
(+9,15) (+ 5,56) (£ 0,12) (+ 0,08) (+ 0,06)
DDOS 80,22 * 2493 * 0,33 * 0,22 ° 0,12 °
(*12,19) (+9,43) (+ 0,05) (+ 0,09) (+0,04)
DDOS 25 79,29 ° 31,39 ° 0,37 * 0,13 @ 0,24 *
(+ 8,23) (+9,23) (£ 0,20) (+ 0,04) (+0,16)
DDOS 50 85,26 ° 28,79 ° 0,20 ° 0,07 * 0,13 *
(+ 8,78) (+ 5,89) (+ 0,04) (+ 0,06) (+ 0,09)

Letras distintas na mesma coluna indicam diferenga significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey, de
acordo com cada periodo
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5.2.5 Hemograma

As tabelas 28 e 29 apresentam os valores de hemograma dos animais aos
15 e 30 dias, bem como aos 45 e 60 dias, respectivamente. Sendo que os valores
estdo dentro do padrao para ratos Wistar do equipamento utilizado (ADVIA — 120),
constantes no quadro 2. Entretanto, percebe-se que a contagem de leucdcitos foi
um pouco mais elevada. Aos 15 dias os valores diferiram entre os tratamentos,
como os valores de hemoglobina corpuscular média (MCH), que indica a cor da
hemacea e os valores da concentracdo de hemoglobina corpuscular meédia
(MCHC), que indica a forma da hemacea, mas estas elevagdes nao
representaram alteragdes fisioldgicas, pois continuam dentro do padréo para ratos
Wistar. Aos 30, 45 e 60 dias as diferencas estatisticas desaparecem
completamente.

Ainda no quadro 2 constam os valores de referéncia para ratos Wistar do
Instituto Galas (TACONIC FARMS, 2005), para as idades de 5 e 10 semanas, que
foram as que mais se aproximaram da faixa etaria dos animais deste experimento
(TO, equivale a 4 semanas; 30 e 60 dias de experimento equivalem a 8 e 12
semanas de vida).

A contagem diferencial de leucdcitos (neutrdfilos, linfécitos, mondcitos,
eosindfilos e basdfilos) indica as respostas celulares a: inflamacgdes, agressdes
cronicas, bactérias e alergias. De acordo com PASS & FREETH (1993), os valores
desejaveis séo: neutrofilos 15 — 20%; linfocitos 69 — 86%; mondcitos 1 — 6%;
eosindfilos 1 — 4% e basdfilos raramente aparecem. Conforme estes parametros
os dados obtidos neste trabalho se enquadram dentro do padrdo de normalidade
para a espécie e ressalta-se que os valores de basodfilos foram suprimidos das

tabelas 35 e 36, pois foram iguais a zero.
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Quadro 2. Padrbes de referéncia normais para ratos Wistar de acordo com o

equipamento utilizado para o hemograma e o Instituto Galas

Padroes para Ratos Wistar
Hemograma Instituto Galas **
ADVIA - 120*
5 semanas 10 semanas
Contagem Global de
Células
Leucdcitos (x 10° células/uL) 3,3-8,7 6,9 10,8
Hemaceas (x 10° células/uL) 55-9.3 7,15 8,16
Hemoglobina (g/dL) 10,6 — 15,6 14,8 15,4
Hematdcrito (%) 32,7-44.8 45,6 49,8
Volume corpuscular médio
43,5 -62,7 64 61
(fL)
Hemoglobina corpuscular
média (pg) 15,8 -19,9 20,9 18,9
Concentracao de
hemoglobina corpuscular 31,4 -36,0 32,5 30,9
média (g/dL)
Plaquetas (x 10° células/uL) 493 — 1124 11,84 1109
Diferencial de Leucoécitos
Neutrofilos (%) 3,3-26,6
Linfocitos (%) 68,6 — 94,5
Mondcitos (%) 0-4,1
Eosindfilos (%) 0-5,0

* Equipamento do Laboratério de Rotinas Hematoldgicas do Hemocentro (UNICAMP)
** TACONIC FARMS (2005)
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5.2.6 Genotoxicidade na Medula Ossea

As figuras 24 e 25 apresentam 2 fotos das laminas de medula 6ssea dos
ratos nos diferentes tratamentos, sendo respectivamente NCEMN e PCEMN.

Figura 24. Fotomicrografia de eritrocitos de rato Wistar, detalhe NCEMN
(Giemsa, 10x100)

Figura 25. Fotomicrografia de eritrocitos de rato Wistar, em detalhe PCEMN
(Giemsa, 10x100)
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A tabela 30 apresenta a frequéncia de células micronucleadas na medula
O0ssea. Para os animais de referéncia os resultados foram: 1,20 (+ 1,10) para
PCEMN e 0,40 (+ 0,55) para NCEMN. Nestes animais, os eventuais eritrocitos
micronucleados, procedentes de eritroblastos que sofreram danos cromossdémicos
durante a divisdo celular, tem uma origem que pode ser atribuida a diversos
fatores, como: condicbes ambientais do criadouro, estado de saude do animal,
estresse e a propria taxa espontanea de PCE (KRISHNA & HAYASHI, 2000). De
acordo com RABELLO-GAY et al. (1991), a frequéncia de até 3 PCEMN para cada
1000 PCE é considerado dentro da taxa espontdnea de mutacdo dos roedores.
Ressalta-se que as mutagdes denominadas espontaneas, sdao mutagcdes naturais
que todos os seres vivos sofrem certo numero de vezes. A taxa de ocorréncia das
mesmas € caracteristica de um determinado organismo e constitui 0 chamado
nivel basal - background (KRISHNA & HAYASHI, 2000).

Uma substéncia testada €& considerada mutagénica quando produz
aumento significante (nivel de 5%) da frequéncia de PCEMN em relagcdo ao
controle (RABELLO-GAY et al, 1991). Neste caso, os tratamentos com as
diferentes doses de DDOS, principalmente DDOS 50, apresentaram valores
alterados aos 30 dias. Conforme a frequéncia de células, PCEMN funciona como
um indicador de dano de forma mais aguda que a frequéncia de NCEMN, ja que
estes devem ser apresentados quando os animais sao tratados continuamente por
4 semanas ou mais (KRISHNA & HAYASHI, 2000; RIBEIRO et al., 2004; OECD,
2005). Sendo assim, o dano apresentado pelos animais submetidos ao tratamento
DDOS 50, nao foi refletido de forma mais crénica, ou seja, nas células NCEMN.
Percebe-se ainda que este dano nao ocorreu aos 60 dias, supondo-se que 0s

animais passaram por uma adaptacédo ao suplemento.
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Tabela 30. Frequéncia de eritrécitos jovens micronucleados (PCEMN) e maduros
micronucleados (NCEMN) na medula 6ssea de ratos Wistar (n=84,

7 ratos/grupo)

Tratamentos Eritrécitos Micronucleados
PCEMN NCEMN
30 dias
Depletado 0,40 ° 1,80 °
(+0,89) (+ 2,49)
Soja 1,00 ° 2,80 °
(+ 1,00) (+1,92)
Ephynal® 1,20 ° 3,80 °
(+0,45) (+2,05)
DDOS 220 * 3,60 °
(+1,48) (+0,89)
DDOS 25 240 *® 420 °
(+1,52) (+1,10)
DDOS 50 440 ° 540 °
(+1,67) (+2,19)
60 dias
Depletado 1,20 ° 3,60 °
(+1,30) (+2,41)
Soja 2,00 @ 1,60 °
(+ 1,00) (+1,82)
Ephynal® 2,60 ° 4,20 °
(+0,55) (+ 2,49)
DDOS 1,60 ° 1,40 °
(+1,52) (+1,34)
DDOS 25 1,60 ° 1,60 °
(+1,82) (+1,52)
DDOS 50 0,40 °© 240 °
(+ 0,55) (+1,52)

PCEMN - total de células policromaticas micronucleadas entre 1000 células policromaticas da
medula dssea; NCEMN - total de células normocromaticas micronucleadas entre 1000 células
normocromaticas da medula 6ssea

Letras distintas na mesma coluna indicam diferenga significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey, de
acordo com cada periodo
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Tendo-se em vista a taxa espontanea de mutacido, apenas o tratamento
DDOS 50 aos 30 dias apresentou valores aumentados. Baseado nos estudos de
KRISHNA & HAYASHI (2000), a frequiéncia de PCEMN para ratos Wistar machos
de referéncia esta entre 1,1 — 6,4 PCEMN/1000 PCE. Sendo assim, os resultados
deste trabalho demonstram que a suplementacdo com DDOS n&o apresenta dano
ao DNA, no que se refere a formacdo de micronucleos. Nota-se portanto, a
importancia de utilizar-se a estatistica como auxiliar na avaliagcao e interpretacao
dos resultados, considerando-se em primeiro lugar a relevancia biologica dos
resultados (RIBEIRO et al., 2004).

5.2.7 Estado de Oxidagao

Os dados de literatura sdo escassos e pouco conclusivos, pois além de nao
haver valores de referéncia para os animais, a bibliografia comenta a utilizagao de
isoprostanas em casos de produtos especificos e também em doencas crénicas
como diabetes, aterosclerose ou alzheimer. Os valores encontrados para ratos
Wistar variam desde menos de 20 pg/mL (NANJI et al., 1994) até 2053 pg/mL
(SCHRIJVERS et al., 2004).

As figuras 26 e 27 mostram as dosagens de isoprostanas (8-iso-PGF3,) no
soro dos ratos aos 30 e 60 dias, respectivamente. A quantificacdo no soro dos
animais de referéncia foi de 65,7 pg/mL (+ 13,2). Observa-se que aos 30 dias o
grupo Depletado apresentou-se levemente aumentado, mas aos 60 dias os
tratamentos ndo tiveram diferenca estatistica. Devido a inexisténcia de dados

bibliograficos de referéncia, apenas comparou-se os tratamentos entre si.
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30 dias

Depletado soia Ephynal 5008 DDOS 25DDOS 5 ] Media
"1~ Media+0,95*DP
Tratamento

Figura 26. Isoprostanas séricas de ratos com suplementac&o por 30 dias (n=30,

5 ratos/grupo)

Letras distintas indicam diferencga significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey

Portanto, a excecdo do DDOS 25, os demais tratamentos néo
apresentaram variagdes ao Depletado aos 30 dias. Ja aos 60 dias ndo houve
diferenca entre os tratamentos. Comparando-se as médias aos 30 dias
(67,7 pg/mL) e 60 dias (84,1 pg/mL) também ndo houve diferengca, assim,
percebe-se que a isoprostana ndo apresentou-se como um indice sensivel para
avaliar a oxidacao lipidica neste caso.

A correlacdo obtida entre a ingestdo de o-TE e o teor de isoprostanas
séricas foi negativa (r=-0,5), mas nao significativa, indicando apenas uma
tendéncia a diminuicdo na concentracao deste indicador de autoxidacao lipidica no

soro dos ratos com o aumento na ingestao de tocoferdis.
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Figura 27. Isoprostanas séricas de ratos com suplementacéo por 60 dias (n=30,

5 ratos/grupo)

Em relagdo ao MDA como indicador de autoxidagcao lipidica, os teores
deste produto nos diferentes tecidos dos animais de referéncia foram: 2,90 pg/g
(+ 0,74) no tecido hepatico; 1,90 ug/g (= 0,51) no tecido adiposo abdominal e
2,83 ug/g (= 1,79) no tecido muscular.

O teor de MDA no figado e no musculo de ratos Wistar suplementados com
vitamina E na dieta durante 21 semanas, foi menor do que os animais controle,
indicando que a dieta suplementada com 0,285% de acetato de o-T promoveu
menor prejuizo lipidico. Em tecidos em que isto ndo ocorre, sugere maior
susceptibilidade aos danos oxidativos, ou dose insuficiente para propiciar o efeito
protetor (OLIVEIRA et al., 2003).
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Tabela 31. Determinacdo de malonaldeido nos tecidos hepatico, adiposo e
muscular dos ratos suplementados por 30 e 60 dias (n=84,

7 ratos/grupo)

MDA (ng/g amostra)
Tratamentos

Tecido Hepatico Tecido Adiposo Tecido Muscular
30 dias
Depletado 2,77 © 1,93 2@ 2,08 @
(+0,29) (+0,56) (+0,69)
Soja 1,93 @ 2,17 @ 2,13 @
(+0,13) (+0,38) (+0,93)
Ephynal® 1,54 2 2,20 @ 0,97 @
(+0,23) (+0,13) (+0,11)
DDOS 3,01 ¢ 1,48 @ 0,61 2
(+0,24) (+ 0,08) (+0,07)
DDOS 25 2,53 bcd 1,45 @ 1,91 @
(+0,18) (+0,33) (+0,13)
DDOS 50 2,05 3° 1,98 @ 2,11 @
(+0,06) (+0,12) (+0,98)
60 dias
Depletado 4,01 @ 3,86 ° 0,60 2
(+1,20) (+ 0,46) (+0,34)
Soja 2,99 @ 2,80 0,46 2
(+0,10) (+0,52) (+0,04)
Ephynal® 2,44 2 2,49 @ 0,37 @
(+0,12) (+0,28) (+0,07)
DDOS 2,88 @ 2,01 @ 0,49 2
(+0,63) (+0,09) (+0,03)
DDOS 25 4,17 @ 3,02 0,45 2
(+ 0,86) (+0,28) (+0,02)
DDOS 50 2,03 @ 1,74 @ 0,67 2
(+0,13) (+ 0,04) (+0,14)

Letras distintas na mesma coluna indicam diferenga significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey, de
acordo com cada periodo

Na tabela 31 percebe-se que o teor de MDA no tecido muscular aos 30
dias, n&o apresentou variagao entre os grupos (1,6 ung MDA/g amostra) e aos 60
dias verificou-se uma reducdo neste teor (0,5 ng MDA/g amostra), também sem

diferenca estatistica entre os tratamentos. Para o tecido adiposo, aos 30 dias n&o
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houve variagdo entre os grupos (1,9 ug MDA/g amostra) e aos 60 dias houve
aumento no teor de MDA, sendo que os valores foram diferentes apenas
matematicamente, sendo que com excegao do grupo Depletado, os demais nao se
diferenciaram, fornecendo uma média aparente de 2,7 ug MDA/g amostra. No
tecido hepatico, aos 30 dias houve uma diferengca entre os grupos, com média
aparente de 2,3 ug MDA/g amostra, posteriormente, aos 60 dias, houve um
aumento no teor de MDA, sem diferenca estatistica entre os tratamentos
(3,1 ug MDA/g amostra). Verificou-se também que nao existiram correlagbes
significativas entre a quantidade deste indicador nos tecidos e a quantidade de a-
TE ingerida pelos animais durante a suplementacéo.

De acordo com LAGE et al. (2003), os musculos de bovinos Nelore
suplementados com acetato de a-T, apresentaram menor teor de MDA em relacéo
aos animais de controle (ndo suplementados), demonstrando mais estabilidade
lipidica dos primeiros, principalmente apds o periodo de exposicdo da carne em
condigdes de varejo. Entretanto, em relagdo ao tipo de musculo, o que apresentou
maior teor de vitamina E (Supraspinatus) foi o que obteve menor estabilidade. Em
outro trabalho com bovinos, a suplementagcdo de 5000mg DL-o-T/cabecga/dia,
durante 1 semana pré-abate, retardou a oxidagao lipidica de 0,26 a 2,62 mg
MDA/kg no grupo controle e de 0,17 a 1,01 mg MDA/kg no grupo suplementado,
sendo do 1° ao 4° dia, respectivamente. A suplementagéo por 10 dias aumenta a
estabilidade e consequentemente a vida de prateleira da carne, tanto prevenindo a
oxidacao dos lipidios de membrana, quanto indiretamente prevenindo a oxidacao
dos pigmentos. Sugere-se que estas diferengcas se devem a estabilidade das
mitocondrias e reticulo sarcoplasmatico que podem ser afetados pela
suplementagao de vitamina E na dieta (MITSUMOTO et al., 1998). Em relagéo a
suplementacao intra-ruminal com DDOS, feita por BORHER et al. (2002), 48h
antes do abate aumenta significativamente a estabilidade da gordura de cobertura
do musculo Gluteus biceps de bovinos, inclusive quando a carne foi mantida sob
refrigeragao durante 2 semanas.

De forma geral, neste Trabalho, os resultados obtidos, especialmente no
tecido hepatico, estdo sugerindo a possibilidade de que a variagao entre os grupos
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aos 30 dias seja de carater individual de adaptacao aos lipidios da suplementagao
introduzida. Posteriormente, aos 60 dias esta variagao individual desaparece, pois
ja houve uma estabilizacdo do estado de oxidagdo nos tecidos dos ratos nos
diferentes grupos.

A mesma explicagao vale para o tecido adiposo, sendo que se pode ainda
especular, que os ratos mais jovens praticamente ndo apresentaram tecido
adiposo abdominal, estando de forma nao patogénica no figado. Pois, a medida
que ocorre o crescimento, os lipidios vao deixando de se acumular no figado e vao
se acumulando no tecido adiposo abdominal, assim como nos seres humanos.

Assim, o teor de MDA no figado e tecido adiposo aumenta aos 60 dias, em
relagdo aos 30 dias, pois ha uma estabilizagdo na sintese, ou seja, os valores aos

30 dias ndo expressam a realidade, pois estdo com metabolismo mais acelerado.

5.2.8 Distribuicao dos Tocoferoéis

A analise do teor de tocoferdis nos animais em TO é extremamente
importante para obtencdo de um referencial antes da suplementacao. A tabela 32
apresenta estes valores nos tecidos estudados: soro, figado, gordura e musculo.

As médias dos teores dos isdmeros de tocoferdis e dos tocoferdis totais na
dieta AIN-93G depletada em vitamina E foram determinadas e seguem: a-T 9,07
ug/g (= 1,28); B-T 0,70 ug/g (+ 0,42); y-T 26,96 ng/g (+ 3,18); 6-T 8,17 ng/g (+
0,96), perfazendo um total de 44,89 ug/g (+ 5,78). Convertendo para a-TE o total é
de 12,84 ug/g de dieta, ou seja, 0,01 mg/g de dieta, portanto um valor muito baixo
comparado a suplementacao.

Na figura 28 constam as quantidades de o-TE fornecidas nas intubag¢des ao
longo do periodo experimental, sendo valores referentes ao teor diario de cada
intubacao, ressaltando-se que o grupo Depletado n&o recebeu suplementagéo

alguma.
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Tabela 32. Médias (+ DP) dos teores dos isdbmeros de tocoferdis e dos tocoferois

totais nos diferentes tecidos dos animais de referéncia (n=7)

Animais de Tocoferois

Referéncia o-T p-T v-T &-T Totais
Soro 5,19 0,37 1,09 nd 6,65
(ng/mL) (+0,67) (+0,15) (+0,54) (+1,06)
Tecido 5,62 0,15 0,72 0,01 6,50
Hepatico (ug/g) (+1,16) (+0,16) (+0,13) (+0,02) (+1,35)
Tecido 70,87 0,49 2,78 0,62 74,78
Adiposo (ug/g) (+23,41) (+0,52) (+2,23) (+0,44) (+25,12)
Tecido 18,07 0,34 0,86 0,05 19,32
Muscular (ug/g) (+1,41) (+0,18) (+0,30) (+ 0,00) (+1,89)

nd = nao detectado
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Figura 28. Quantidade de a-TE fornecida por intubagéo orogastrica

Em relacdo aos teores de tocoferdis nos tecidos, as tabelas 33 a 36

apresentam as determinacdes de cada isbmero e o somatoério dos tocoferdis totais

para cada tecido, de acordo com o periodo de suplementacdo, sendo

respectivamente os tecidos: sérico, hepatico, adiposo e muscular.
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Tabela 33. Médias (+ DP) dos teores dos isdbmeros de tocoferdis e dos tocoferois

totais séricos (n=84, 7 ratos/grupo)

Tratamentos a-T p-T T o-T TO'?S’I;LOIS
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ug/mL)
30 dias
Depletado 1,94 2 0,35 @ 0,43 @ nd 2 2,72 @
(+0,42) (+ 0,30) (+0,25) (+ 0,85)
Soja 4,23 % 0,84 2 1,06 *® nd 2 6,13
(+0,99) (+0,27) (+0,38) (+1,45)
Ephynal® 12,77 ¢ 0,45 @ 0,45 @ nd 2 13,68 ©
(+2,82) (+0,43) (£ 0,26) (+3,36)
DDOS 6,82 °° 0,61 2 1,15 ° 0,04 @ 8,63 °
(+1,49) (+ 0,40) (+0,37) (+ 0,08) (+1,85)
DDOS 25 7,82 ° 0,40 @ 0,75 ® 0,15 @ 9,12 °
(+1,68) (+0,28) (+0,62) (+0,14) (+2,12)
DDOS 50 7,17 " 0,81 @ 1,10 0,69 @ 9,76 °
(+1,62) (+ 0,63) (+0,38) (+1,55) (+2,18)
60 dias
Depletado 1,34 2 0,23 @ 0,26 ° nd 2 1,83 @
(+0,43) (+0,29) (+0,27) (+ 0,95)
Soja 3,22 @ 0,31 @ 0,43 @ 0,01 @ 3,97 @
(+0,82) (+ 0,20) (+0,26) (+0,01) (+1,17)
Ephynal® 13,90 °© 0,40 @ 0,30 @ 0,01 @ 14,60 °©
(+2,97) (0,20) (+0,13) (+0,01) (+3,07)
DDOS 6,90 ° 0,39 @ 0,77 @ 0,16 @ 8,22 °
(+1,53) (+0,12) (+0,25) (+0,09) (+1,81)
DDOS 25 6,27 ° 0,41 @ 0,74 @ 0,11 @ 7,53 °
(+1,47) (+0,26) (+0,65) (+0,17) (+2,09)
DDOS 50 7,03 ° 0,27 @ 0,66 ° 0,14 @ 8,10 °
(+1,29) (+ 0,20) (+0,41) (+0,11) (+1,84)
Letras distintas na mesma coluna indicam diferenga significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey, de
acordo com cada periodo nd = ndo detectado
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O teor de a-T sérico (tabela 33) no grupo Ephynal® foi estatisticamente
superior aos demais tratamentos, tanto com 30 dias de suplementagédo, quanto
aos 60 dias. De acordo com LICHTENSTEIN & RUSSEL (2005), a suplementagao
com elevadas doses de o-T, diminui a concentracdo plasmatica dos demais
isdmeros devido a seletividade destes na absorgéo.

Na figura 29 observa-se que o teor de a-TE sérico dos grupos Depletado e
Soja diminuiu ao longo do periodo experimental, indicando que os animais
utilizaram sua vitamina E intrinseca para o metabolismo. O grupo Ephynal® se
destacou com teores mais elevados e os grupos com DDOS obtiveram um

desempenho intermediario.
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Figura 29. Teor de a-TE sérico (ug/mL) ao longo do periodo experimental
Existiu uma forte correlacédo entre a concentracédo de vitamina E no soro e o

teor de vitamina E ingerido pelos animais com 30 dias (r=0,80, figura 30) e aos 60
dias (r=0,81, figura 31), o que é corroborado por OLIVEIRA et al. (2003).
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ingestdo 0.~ TE (mg/g dieta):a.-TE sérico (ug/mL): r=0,7996; p = 0,0000001

11

a-TE sérico (#g/mL)
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ingestdo 0.—TE (mg/g dieta)

Figura 30. Correlagao entre o teor de a-TE sérico (ug/mL) e a ingestao de a-TE ao

longo dos 30 dias

| ingestdo 0.—TE (mg/g dieta):a-TE sérico (ug/mL): r=0,8071; p =0,00000001
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o-TE sérico (ug/mL)
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Figura 31. Correlacdo entre o teor de a-TE sérico (ug/mL) e a ingestdo de a-TE ao

longo dos 60 dias
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Tabela 34. Médias (+ DP) dos teores dos isdbmeros de tocoferdis e dos tocoferois

totais hepaticos (n=84, 7 ratos/grupo)

Tratamentos a-T B-T T o-T To'lc':g’{aeirsms
(ng/9) (ng/g) (ng/9) (ng/g) (ug/g)
30 dias
Depletado 211 2 0,10 @ 0,65 @ 0,02 @ 2,87 @
(+0,51) (+0,14) (+0,15) (+ 0,03) (+ 0,63)
Soja 4,89 ® 0,20 0,76 2 0,01 @ 5,87 2
(+ 0,50) (+0,19) (+0,31) (+0,01) (+ 0,56)
Ephynal® 18,00 ¢ 0,07 @ 0,16 2 nd 2 18,23 ©
(+ 3,50) (+0,08) (+0,11) (+ 3,55)
DDOS 10,64 °© 0,24 1,36 @ 0,54 @ 12,77 °
(+1,55) (+0,23) (+0,83) (+ 0,45) (+1,44)
DDOS 25 8,84 "° 0,30 1,68 2 0,55 @ 11,36 °
(+1,86) (+0,16) (+ 0,99) (+ 0,39) (+2,22)
DDOS 50 10,92 °© 0,50 ° 1,44 @ 0,48 @ 13,34 °
(+ 2,59) (+0,31) (+1,15) (+ 0,40) (+ 3,20)
60 dias
Depletado 0,93 @ 0,07 @ 0,26 *® nd @ 1,26 @
(+ 0,09) (+ 0,08) (+0,10) (+0,18)
Soja 1,65 2 0,06 @ 0,30 @ 0,02 @ 2,04 @
(+ 0,40) (+ 0,03) (+0,10) (+ 0,04) (+ 0,48)
Ephynal® 25,07 © 0,05 @ 0,29 @ 0,46 @ 25,88 °©
(+ 4,56) (+0,07) (+0,23) (+0,92) (+4,61)
DDOS 12,18 ° 0,40 2° 2,39 "° 0,55 ® 1552 "
(+4,99) (+0,32) (+1,47) (+0,37) (+ 5,86)
DDOS 25 11,63 ° 0,34 @ 1,50 2 0,35 @ 13,82 °
(+ 3,69) (+0,26) (+0,76) (+0,13) (+4,77)
DDOS 50 13,52 ° 0,71 ° 4,00 ° 1,76 ° 19,99 °°
(+ 3,46) (+0,17) (+ 0,58) (+0,97) (+2,71)

* letras distintas na mesma coluna indicam diferenga significativa no mesmo periodo (p<0,05) pelo
teste de Tukey. nd = ndo detectado
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O teor de tocoferdis hepaticos dos animais suplementados com DDOS teve
desempenho intermediario com 30 e 60 dias de suplementagdo, assim como o
perfil dos tocoferdis séricos. Na figura 32 evidencia-se este mesmo
comportamento, mas em relacdo ao teor de o-TE, inclusive com diferenca
estatistica, formando 3 blocos: Depletado e Soja (menor teor de a-TE); grupos

com DDOS (valores intermediarios) e Ephynal® (maior teor de o-TE).
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Figura 32. Teor de a-TE hepatico (ug/g) ao longo do periodo experimental

Assim como em OLIVEIRA et al. (2003), também existe uma correlagéao
forte para o teor de a-TE aos 30 dias (figura 33) e aos 60 dias (figura 34).
Entretanto, de acordo com os mesmos autores, e corroborado por MITSUMOTO et
al. (1998), o teor de vitamina E no figado & mais elevado do que no musculo e
plasma, em virtude do desempenho do figado no armazenamento dos tocoferdis,
mas isto ndo se refletiu neste trabalho, onde os teores de vitamina E no musculo
foram mais elevados do que no figado e soro. Para BORHER (2002) os valores
mais elevados na suplementacdo de bovinos com DDOS, em dose uUnica pré-
abate, foram para os tecidos adiposo (12,96 ug/g) e figado (11,74 ug/g), sendo
que plasma e musculo obtiveram valores respectivamente de 4,18 ng/g e
4,24 nglg.
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ingestdao 0.—TE (mg/g dieta).o.-TE hepatico (ug/g): r=0,8655; p = 0,00000002
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Figura 33. Correlagao entre o teor de o-TE hepatico (ug/g) e a ingestdo de o-TE

ao longo dos 30 dias

| ingestdao 0.—TE (mg/g dieta):.o.-TE hepatico (ug/g): r=0,8486; p = 0,0000002
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Figura 34. Correlagdo entre o teor de a-TE hepatico (ug/g) e a ingestdo de o-TE

ao longo dos 60 dias
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Tabela 35. Médias (+ DP) dos teores dos isdbmeros de tocoferdis e dos tocoferois

totais no tecido adiposo (n=60, 5 ratos/grupo)

Tratamentos (a';r p-T T o-T To'lc':g’{aeirsms
ng/g) (ng/g) (ng/g) (ng/g) (ug/g)
30 dias
Depletado 8,07 0,22 @ 2,86 0,82 ® 11,97 @
(+2,12) (+0,21) (+1,27) (+ 0,90) (+4,43)
Soja 18,31 0,16 2 3,87 1,62 ® 2396 @
(+ 5,40) (+0,13) (+0,92) (+ 0,56) (+6,31)
Ephynal® 49,64 nd 2 1,56 2 0,72 @ 51,92 ©
(= 14,42) (+0,52) (+0,53) (+ 14,65)
DDOS 16,12 0,32 @ 512 ° 3,38 ° 24,94
(+4,52) (+0,31) (*1,77) (+1,28) (+7,50)
DDOS 25 18,89 0,25 @ 544 ° 3,62 ° 28,19
(+ 5,44) (+0,17) (+1,61) (+1,98) (+ 7,00)
DDOS 50 23,38 0,20 @ 9,49 © 7,19 © 40,25 *°
(+3,71) (+0,15) (+0,82) (+ 0,54) (+4,38)
60 dias
Depletado 12,35 0,12 @ 3,76 2 0,58 2 16,81 @
(+3,75) (+ 0,08) (+1,92) (+ 0,39) (+5,03)
Soja 14,03 0,15 @ 3,98 @ 1,25 2 19,41 @
(+ 3,08) (+0,12) (+0,88) (+ 0,20) (+4,10)
Ephynal® 79,48 0,04 @ 1,67 2 1,12 @ 82,30 ©
(+ 24,43) (+0,05) (+ 0,59) (+0,47) (+ 24,99)
DDOS 27,88 0,69 " 8,63 ° 7,02 ° 44,23 @
(+ 6,69) (+0,48) (+1,83) (+ 2,05) (+9,67)
DDOS 25 23,75 0,84 ° 10,02 ° 8,95 *° 4354 *
(= 1,24) (+0,21) (+0,96) (=1,33) (= 3,50)
DDOS 50 36,56 0,26 @° 13,77 °© 11,12 © 61,70 *°
(+9,36) (+0,29) (+0,97) (+1,03) (+10,91)

* letras distintas na mesma coluna indicam diferenga significativa no mesmo periodo (p<0,05) pelo

teste de Tukey.
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No teor de tocoferdis hepaticos os grupos com DDOS apresentaram
desempenho regular, pois se assemelharam aos animais depletados e
suplementados com dleo de soja, havendo diminuigdo do teor de vitamina E do TO
até os 30 dias, mas com o decorrer do tempo, houve uma pequena recuperacao.
Mesmo assim, estatisticamente n&o se diferenciaram das demais, apenas o grupo

Ephynal® teve um bom desempenho.
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Figura 35. Teor de o-TE no tecido adiposo (ug/g) ao longo do periodo

experimental

Com as figuras 36 e 37 percebe-se que no tecido adiposo abdominal a
incorporagcao de o-T parece ser mais lenta ou o a-T € incorporado primeiramente
no tecido muscular e depois no tecido adiposo. Com 30 dias a correlagao esta no
limite entre uma associacdo moderada e fraca. Portanto, se o objetivo é a
obtencdo de gordura animal (por exemplo, bacon e banha), entdo para se obter
um produto com maior teor de o-T, e consequente resisténcia a peroxidacao

lipidica, sdo necessarios 60 dias de suplementacéo.
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ingestdo a.—TE (mg/g dieta):a-TE adiposo (ug/g): r=0,5190; p = 0,0273
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Figura 36. Correlagao entre o teor de a-TE adiposo abdominal (ug/g) e a ingestao

de a-TE ao longo dos 30 dias
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Figura 37. Correlagao entre o teor de a-TE adiposo abdominal (ug/g) e a ingestao

de a-TE ao longo dos 60 dias
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Tabela 36. Médias (+ DP) dos teores dos isdbmeros de tocoferdis e dos tocoferois

totais no tecido muscular (n=60, 5 ratos/grupo)

Tratamentos a-T p-T v-T o-T TO'IC':COJ’:c:irSOIS
(ng/g) (ng/9) (ng/g) (ng/9) (ug/g)
30 dias
Depletado 6,09 2 0,25 P 2,18 b° 0,29 @ 8,81 @
(+ 1,40) (+0,15) (+0,53) (+0,07) (+1,98)
Soja 5,60 2 0,15 0,97 0,13 @ 6,84 2
(+1,09) (+0,02) (+0,25) (+0,01) (*1,37)
Ephynal® 13,76 @ 0,02 @ 0,23 @ 0,09 2@ 14,09 *
(+3,39) (+0,01) (+ 0,09) (+0,07) (+3,52)
DDOS 17,88 2 0,25 ® 2,73 °© 1,03 ° 21,90 °
(+0,12) (+ 0,00) (+0,11) (+0,05) (+0,29)
DDOS 25 16,58 @ 0,41 ° 3,40 °© 1,44 ° 21,83 °
(+7,73) (+ 0,03) (+1,10) (+ 0,34) (+9,15)
DDOS 50 14,04 @ 0,30 ° 2,63 b° 1,16 ° 18,12
(+3,02) (+ 0,09) (+0,34) (+0,24) (+3,51)
60 dias
Depletado 9,84 ° 0,18 *® 2,21 @ 0,21 @ 12,43 @
(+ 0,65) (+ 0,03) (+ 0,30) (+ 0,00) (+ 0,98)
Soja 13,56 @ 0,29 ° 2,58 ° 0,24 16,68 *
(+ 1,60) (+0,10) (+ 0,04) (+ 0,00) (+1,47)
Ephynal® 21,10 2° 0,33 P 3,14 P 1,13 be 25,71 @
(+3,39) (+ 0,09) (+0,57) (+0,21) (+ 4,08)
DDOS 30,49 ° 0,02 @ 0,32 @ 0,16 @ 30,99 °
(+ 6,80) (+ 0,00) (+ 0,09) (+ 0,05) (+ 6,94)
DDOS 25 17,80 0,22 * 2,66 ° 1,04 @®° 2172
(+1,29) (+0,03) (+ 0,45) (+0,21) (*1,97)
DDOS 50 15,72 @ 0,24 297 ° 1,44 °© 20,37
(+2,07) (+ 0,06) (+1,08) (+ 0,49) (+ 3,56)

* letras distintas na mesma coluna indicam diferenga significativa no mesmo periodo (p<0,05) pelo
teste de Tukey. nd = ndo detectado
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O teor de tocoferdis no musculo dos ratos néo diferiu muito entre os
tratamentos, como observado na tabela 36. Os grupos suplementados com DDOS
tiveram um desempenho muito semelhante ao grupo com vitamina E sintética
(Ephynal®), com uma ligeira queda aos 30 dias e posterior elevagéo aos 60 dias,

conforme pode ser visualizado na figura 38.

35
30 -
T 25
3
= —X o
8 15 1 —0—
(2]
S 10 A
=
w O
n
3 0 ‘ |
0 30 60
tempo (dias)
‘—0— Depletado —#— Soja Ephynal Neutro —%— Neutro 25 —@— Neutro 50 ‘

Figura 38. Teor de o-TE no tecido muscular (ug/g) ao longo do periodo

experimental.

A média dos valores obtidos do teor de a-T aos 30 dias (16,17 pg/g) e aos
60 dias (21,33 ug/g) foi superior ao obtido por LAGE et al. (2003), que variou entre
8,5 e 12 ug/g, em bovinos suplementados com 1 mg de acetato de
o-T/cabecgal/dia, durante 98 dias. Destaca-se que o trabalho foi em diferentes
musculos, mas de acordo com MITSUMOTO et al. (1998), este teor néo difere
estatisticamente entre os diferentes musculos, desde que com a mesma
classificagdo quanto a propor¢cao de fibras brancas e vermelhas. As fibras
vermelhas s&o mais ricas em organelas subcelulares, principalmente mitocéndrias,
possibilitando maior concentracdo de o-T, devido a sua localizacdo nas
membranas (LAGE et al., 2003).
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ARNOLD et al. (apud FACCO, 2002) estabeleceram uma concentragao
intramuscular de a-tocoferol 6tima, para a estabilidade lipidica (3,1 ng/g), ja LIU et
al. (1995) encontraram os valores de 3,0 a 5,7 ug/g para retardar
substancialmente os processos oxidativos. Para produgdo de charque, bovinos
Nelore, com idade de 30 meses, foram suplementados com acetato de o-T
(1000mg/cabecgal/dia) durante 98 dias, os resultados mostraram que a
concentragdo de a-T utilizada nédo foi suficiente para retardar os efeitos da
oxidacdo lipidica no charque. O autor relata ainda, que o experimento foi
conduzido com animais jovens em fase de crescimento e, portanto, o tocoferol
pode ter sido consumido durante o metabolismo de crescimento (FACCO, 2002).

Observando as correlagbes apresentadas nas figuras 39 e 40, percebe-se
que no tecido muscular existe uma forte correlagao entre o teor de a-TE no tecido
e o ingerido aos 30 dias e esta passa a fraca aos 60 dias, indicando que a
incorporagao do o-T é mais eficiente com 30 dias, no restante do periodo (aos 60
dias) a associagao diminui, ou seja, a eficiéncia da incorporacdo do a-T no
musculo diminui. Na pratica, para repletar um animal com o-T, deve-se usar um
periodo até 30 dias, pois um periodo mais longo ndo se torna vantajoso. Isto € um
aspecto positivo na utilizacdo de DDOS para incrementar o teor de o-T no
musculo dos animais, principalmente bovinos, com vistas a elevar o tempo de vida

de prateleira das carnes.
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ingestdo a.—TE (mg/g dieta):a.-TE muscular (ug/g): r=0,8031; p = 0,0029
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Figura 39. Correlagéo entre o teor de a-TE muscular (ug/g) e a ingestao de o-TE

ao longo dos 30 dias
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Figura 40. Correlagéo entre o teor de a-TE muscular (ug/g) e a ingestao de o-TE

ao longo dos 60 dias
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Avaliando-se o comportamento da vitamina E sintética nos diferentes
tecidos, observa-se que as correlagdes entre o teor de o-TE nos tecidos
estudados e o teor de o-TE ingerido pelos animais ao longo do experimento vao
desde moderada a forte (figura 41). Sugere-se que cada tecido tem um
mecanismo de retencdo do o-T e 0 unico mecanismo conhecido é a presenca de
TTP. A relativa biodisponibilidade do tocoferol sintético e natural ndo é constante
em humanos ou animais, porque suas concentracdes relativas variam entre
tecidos e variam com o tempo apdés a administracdo, além da duracdo e da
quantidade de cada dose (BLATT et al., 2004).

( ):a-TE sérico (pg/mL): r=0,7797; p = 0,00001
ingestdo 0.—TE (mg/g dieta):a-TE hepatico (ug/g): r=0,8994; p = 0,0000002
ingestdo a.—TE (mg/g dieta):a.-TE adiposo (1g/g): r=0,8602; p = 0,000009
ingestdo a.—TE (mg/g dieta):a.-TE muscular (ug/g): r=0,8823; p = 0,0003

ingestdo 0.—TE (mg/g dieta

100 |

o0

o-TE (1g/g)

-20 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220
ingestdo a.—TE (mg/g dieta)

o a-TE sérico (ug/mL) = o-TE hepatico (ng/g)
~_ a-TE adiposo (ug/g) > a-TE muscular (ug/g)

Figura 41. Correlagdo entre o teor de a-TE nos tecidos (ug/g) e a ingestdo de a-

TE sintético

A modificacdo da dieta habitual dos animais por uma dieta rica em
constituintes que melhorem sua qualidade € uma das tendéncias do mercado
atual, visto que a populagdo procura alimentos que promovam saude. Uma
maneira de minimizar a perda de substancias nutricionalmente importantes e a

producdo de compostos nocivos a saude € através do uso de antioxidantes,
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principalmente os naturais (FACCO, 2002). Por sua vez, os suplementos s&o
altamente biodisponiveis, entretanto existem importantes fatores que podem
influenciar a biodisponibilidade dos nutrientes, a interacdo entre eles e o alimento
€ complexa e existem muitos fatores como a matriz a qual esta inserida, a
quantidade e o tipo de processamento tecnoldgico, a competicdo entre os
componentes com estrutura similar no intestino e a presengca de outros
componentes na dieta, que afetam tanto a biodisponibilidade quanto a bioatividade
dos nutrientes (LICHTENSTEIN & RUSSEL, 2005).

Os valores médios do teor de o-T para os ratos suplementados com DDOS,
neste Trabalho, foram: soro 7,27 ug/g (30 dias) e 6,73 nug/g (60 dias); figado 10,13
ug/g (30 dias) e 12,44 ng/g (60 dias); gordura abdominal 19,46 ug/g (30 dias) e
29,39 ng/g (60 dias) e musculo 16,17 ug/g (30 dias) e 21,33 pg/g (60 dias). Os
resultados obtidos neste experimento foram provenientes de modelo experimental,
dose e aplicagao de tocoferdis de forma diferente da literatura, mas ao se

comparar observou-se que as concentracdes de o-T obtidas foram maiores.
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6 CONCLUSOES

Nas condigdes em que foi realizado este trabalho, pode-se concluir que:

e a implementagdo do processo de neutralizagdo do DDOS foi vantajosa,
diminuindo o teor de AGL cerca de 52% do DDOS bruto, o que fez com que
o teor no DDOS neutro ficasse 1,8%, aumentando o teor de tocoferdis totais
para 11%. Por outro lado a neutralizacédo nao afetou a composicao fisico-
quimica do DDOS, sendo que os AG em destaque foram palmitico, oléico e

linoléico;

e 0 DDOS neutro, nas 3 doses estudadas, ndo influenciou negativamente no
desempenho bioldgico dos ratos Wistar, obtendo-se crescimento corporal e
hemograma normais, eficiéncia alimentar de 0,38 aos 30 dias e 0,24 aos 60
dias, e perfil lipidico sem alteragao significativa (triacilglicerois 119,8 mg/dL
e 92,2 mg/dL; colesterol 72,5 mg/dL e 67,2 mg/dL respectivamente, aos 30
e 60 dias);

e com relacdo a autoxidacdo lipidica, os resutados encontrados para os
indices analisados, malondialdeido e isoprostanas e, ndo forneceram uma
resposta adequada para as condicoes deste experimento. O teor de
malonaldeido apresentou-se dentro de um aspecto discutivel, encontrando
teores médios de MDA no: figado de 2,3 ug MDA/g aos 30 dias e 3,1 ug
MDA/g aos 60 dias; tecido adiposo de 1,9 ug MDA/g aos 30 dias e 2,7 ug
MDA/g aos 60 dias; musculo de 1,6 ung MDA/g aos 30 dias e 0,5 ug MDA/g
aos 60 dias. Ja a dosagem de isoprostanas nao apresentou sensibilidade

para mostrar o estado de oxidagcédo que se pretendia neste trabalho.
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e quanto aos danos hepaticos e genotdxicos, ndo foram verificadas
alteragdes significativas nas transaminases (GOT e GPT), bilirrubinas

séricas e na frequiéncia de micronucleos em medula dssea;

e a distribuigdo dos tocoferdis totais no soro, musculo, gordura abdominal e
figado dos animais suplementados com DDOS neutro mostrou teores, na
maioria, acima da literatura, mas inferiores aqueles ratos suplementados

com vitamina E sintética.

Tendo em vista o propdsito de estudar um subproduto industrial como fonte
de tocoferdis naturais (vitamina E), o DDOS neutro apresentou potencial de
utilizacdo, baixo custo e método de obtencdo simples, sem acarretar alteracdes

biolégicas aos animais consumidores.
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Apéndices

APENDICE A

O grafico de Pareto apresenta de forma rapida e clara os efeitos que sao
estatistiscamente importantes. Os efeitos cujos retangulos estiverem a direita da
linha diviséria (p=0,05) devem ser considerados no modelo matematico. Os
valores ao lado do retangulo representam os valores da estatistica do teste f,

obtidos na tabela dos efeitos principais.

Redugéo de AGL

5,66
5,10

Conc.*Temperatura

Temperatura 89,524

Concentragéo 20,75

Temperatura*Tempo

Conc.*Temperatura*Tempo

Conc.*Tempo

Efeito Estimado (valor absoluto)

Figura A1. Grafico de Pareto para a resposta redugdo de AGL do DDOS no 1°

experimento

Modelo matematico empirico para a reducédo de AGL (%) no DDOS neutro
em funcado do efeito das variaveis: Concentragcado (N), Temperatura (°C) e Tempo

(min).

Red AGL= 37,58 + (0,91xConc.) + (3,93 xTemperatura) - (0,09 xTempo) +
(0,16xConc.xTemperatura) + (0,10xConc.xTempo) + (0,24 xTemperaturaxTempo) +

(0,22xConc.xTemperaturax Tempo)
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Tabela A1. Analise de variancia para a reducao de AGL apds a neutralizacao

Fonte de variacao Soma Graus de Média F calculado
Quadratica Liberdade Quadratica

Regresséo 396,323 7 56,618 25,45097

Residuo 44,492 20 2,225

Falta de ajuste 43,609 1 43,609

Erro puro 0,883 19 0,046

Total 440,815 27

Residuos = Falta de Ajuste + Erro Puro R”=0,8991 F 095720 = 2,5140

130



Apéndices

Teor de o-TE

Concentragao

nc.*Temperatura*Tempo -2,31
|
7 1
*Tempo /// 0,40
_ N

p=0,05

Figura A2. Grafico de Pareto para a resposta teor de a-TE do DDOS no 1°

experimento

Modelo matematico empirico para o teor de a-TE (%) no DDOS neutro em

funcdo do efeito das variaveis: Concentragdo (N), Temperatura (°C) e Tempo

(min).

Teor a-TE= 12,51 + (0,85xConc.) + (2,12xTemperatura) + (1,92xTempo) +
(0,23xConc.xTemperatura) - (0,19xConc.xTempo) + (0,03x TemperaturaxTempo) -
(0,15xConc.xTemperaturaxTempo)

Tabela A2. Analise de variancia para o teor de a-TE apds a neutralizacdo

Fonte de variacao Soma dos Graus de Média F calculado
Quadrados Liberdade Quadratica

Regresséao 217,543 7 31,078 22,4529

Residuo 27,680 20 1,384

Falta de ajuste 25,752 1 25,752

Erro puro 1,928 19 0,101

Total 245,223 27

Residuos = Falta de Ajuste + Erro Puro R“=0,8871 F 0,957:20 = 2,5140
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Rendimento de DDOS neutro

111111

Concentragao

Efeito Estimado (v alor absoluto )

Figura A3. Grafico de Pareto para a resposta rendimento de DDOS neutro no 1°

experimento

Modelo matematico empirico para o rendimento de DDOS neutro (%)em

funcdo do efeito das variaveis: Concentragdo (N), Temperatura (°C) e Tempo
(min).

Rendimento= 24,10 + (2,73xConc.) - (13,33xTemperatura) + (0,88xTempo) -
(0,95xConc.xTemperatura) - (1,43xConc.xTempo) - (0,02x TemperaturaxTempo)

Tabela A3. Analise de variancia para o rendimento de DDOS neutro

Fonte de variacao Soma dos Graus de Média F calculado
Quadrados Liberdade Quadratica
Regresséao 4529,953 6 754,992 48,5422
Residuo 326,620 21 15,553
Falta de ajuste 247,106 2 123,553
Erro puro 79,514 19 4,185
Total 4856,573 27
F 005621 = 2,5727

Residuos = Falta de Ajuste + Erro Puro R*=0,9327
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Redugédo AGL

7
peratura(L)*Tempo(L) F

Concentragéo (L)

eratura (Q)

L

Tempo (L)

W
Tempo (Q) F
7
eratura (L) f /

7 l
Concentragéo (Q) F 0,51
] I

Figura A4. Grafico de Pareto para a resposta redu¢cdao de AGL do DDOS no 2°

experimento

Modelo matematico empirico para a reducédo de AGL (%) no DDOS neutro
em funcado do efeito das variaveis: Concentragcado (N), Temperatura (°C) e Tempo

(min).

Red AGL= 50,15 + (0,42xConc.) + (0,03 xTemperatura) + (0,12 xTempo) + (0,01xConc.2) -(0,19

xTemperatura ) - (0,09 xTempo ?) + (0,14 x Temperaturax Tempo)

Tabela A4. Analise de variancia para a reducao de AGL apds a neutralizagao

Fonte de variacao Soma dos Graus de Média F calculado
Quadrados Liberdade Quadratica

Regresséo 6,404 7 0,915 32,8265

Residuo 0,641 23 0,028

Falta de ajuste 0,433 7 0,062

Erro puro 0,208 16 0,013

Total 7,045 30

Residuos = Falta de Ajuste + Erro Puro R?=0,9090 F 095723 = 2,4422
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Figura A5. Grafico de Pareto para a resposta teor de a-TE do DDOS no 2°

experimento

Modelo matematico empirico para o teor de a-TE (%) no DDOS neutro em

funcdo do efeito das variaveis: Concentragdo (N), Temperatura (°C) e Tempo

(min).

Teor a-TE= 2,30 + (0,14xConc.) - (0,06x Temperatura) + (0,01xTempo) + (0,06xConc.2) -

(0,06x Temperatura °) + (0,01xTempo ) + (0,13x Temperaturax Tempo)

Tabela A5. Analise de variancia para o teor de a-TE apds a neutralizagao

Fonte de variacao Soma dos Graus de Média F calculado
Quadrados Liberdade Quadratica

Regresséao 0,960 7 0,137 5,2655

Residuo 0,599 23 0,026

Falta de ajuste 0,039 7 0,006

Erro puro 0,561 16 0,035

Total 1,560 30

Residuos = Falta de Ajuste + Erro Puro R°=61,58% F 095723 = 2,4422
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Rendimento de DDOS neutro

............

Efeito Estimado (v alor absoluto)

Figura A6. Grafico de Pareto para a resposta rendimento de DDOS neutro no 2°

experimento

Modelo matematico empirico para o rendimento de DDOS neutro (%)em
funcdo do efeito das variaveis: Concentragdo (N), Temperatura (°C) e Tempo

(min).

Rendimento= 13,18 + (4,11xConc.) + (0,33xTemperatura) + (0,95xTempo) + (0,51xConc.2) -

(1,18xTemperatura 2) - (1,09xTempo ) - (1,08xConc.xTemperatura)

Tabela A6. Analise de variancia para o rendimento de DDOS neutro apés a

neutralizacao

Fonte de variacao Soma dos Graus de Média F calculado
Quadrados Liberdade Quadratica

Regresséao 373,734 7 53,391 4,2962

Residuo 285,831 23 12,427

Falta de ajuste 65,269 7 9,324

Erro puro 220,562 16 13,785

Total 659,565 30

Residuos = Falta de Ajuste + Erro Puro R*=0,5666% F 095723 = 2,4422
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APENDICE B
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Figura B1. Cromatograma dos tocoferdis (1= a-Tocoferol; 2= B-Tocoferol; 3= y-

Tocoferol; 4= 5-Tocoferol)
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ANEXO B

Tabela B1. Composigao da mistura mineral (AIN-93G)

Elementos Minerais a/kg
Essenciais
Carbonato de calcio 357,00
Fosfato de potassio monobasico 196,00
Citrato de potassio tribasico 70,78
Cloreto de sodio 74,00
Sulfato de potassio 46,60
Oxido de magnésio 24,00
Citrato de férrico 6,06
Carbonato de zinco 1,65
Carbonato de manganés 0,63
Carbonato de cobre 0,30
lodeto de potassio 0,01
Selenato de sddio 0,01025
Paramolibdato de aménio 0,00795
Potencialmente Benéficos

Metassilicato de sédio 1,45
Sulfato de cromo e potassio 0,275
Cloreto de litio 0,0174
Acido bérico 0,0815
Fluoreto de sodio 0,0635
Carbonato de niquel 0,0318
Vanadato de aménio 0,0066
Sacarose em po 221,026
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ANEXO C

Tabela C1. Composi¢ao da mistura vitaminica (AIN-93G) depletada em vitamina E

VITAMINAS g/kg
Acido nicotinico 3,000
Pantotenato de calcio 1,600
Piridoxina — HCI 0,700
Tiamina — HCI 0,600
Riboflavina 0,600
Acido félico 0,200
D-Biotina 0,020
Cianocobalamina (B12) 2,500
Palmitato de all-trans-retinol (A) 0,800
Colicalciferol (D3) 0,250
Filoquinona (K) 0,075
Sacarose em po 989,655

MIX CASSAB UNI 5234
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RESUMO

A utilizagdo de subprodutos vem crescendo devido a necessidade de adequacgdo das
empresas as normas ambientais. Por outro lado, a substitui¢do de insumos artificiais por
produtos de origem natural, vem ganhando forte destaque mundial. Estes fatos fomentam o
estudo da utilizagio do Destilado da Desodorizagio do Oleo de Soja (DDOS) como
suplemento de tocoferdis - compostos com atividade vitaminica E e a¢do antioxidante
natural. O DDOS ¢ um subproduto oriundo do processo de refino do d6leo de soja, que
também ¢ rico em acidos graxos livres, esterdis e hidrocarbonetos, com potencialidade para
extracdo de vitamina E; entretanto tem sido demonstrado que esta pratica nao ¢ vidvel
economicamente. Devido ao excesso de &cidos graxos livres presentes no DDOS
acarretarem efeitos nocivos as células, torna-se necessario uma etapa de neutralizagdo deste
subproduto, afim de que o DDOS neutro possa ser uma alternativa para o enriquecimento
de dietas animais e possivelmente humanas. Com vistas a atingir tais objetivos, foram
realizados ensaios de neutralizagdo do DDOS bruto, sob diferentes condigdes: quanto ao
tipo de alcali, concentragdo do mesmo, tempo de homogeneizacao e temperatura da reacao.
Tendo como respostas de interesse a redu¢do de acidos graxos livres, teor de tocoferodis
(expressos em equivalentes de o-tocoferol) e rendimento em peso de DDOS neutro obtido.
Através do planejamento experimental, estabeleceu-se as condi¢des de neutralizacao ideais
com Na,COj; 4,34N, temperatura de 45,8°C e tempo de 3°20”. Tais pardmetros serdo
empregados em futuras neutralizagdes de DDOS, que serdo testados em ensaios bioldgicos.
Palavras-chave: Oleo de soja; subprodutos industriais; neutralizagdo; destilado da
desodorizagao de 6leo de soja.

ABSTRACT

Recovery and use of by-products by industry have increased substantially to conform with
ever stringent environmental concerns. As well, replacement of synthetic material by
natural products has deserved great attention. Both facts motivated this work, which
regarded the use of soybean oil deodorizer distillate (SODD) as a tocopherols supplement -
compounds with vitamin E activity and natural antioxidant action. SODD is a by-product
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from the soybean oil refining process. It is rich in free fatty acids, sterols and hydrocarbons,
and a source of vitamin E, although this extraction has been proved not economical. To be
used to enrich animal or even humane food, SODD must get rid of the excess of free fatty
acids, which are harmful to cells. This work carried out neutralization assays under
different conditions, considering different alkaline compounds and concentrations,
homogenization time and reaction temperature. The measured outputs were the reduction
on free fatty acids concentration, the content of tocopherols (expressed as a-tocopherol
equivalent), and the mass yield of neutral SODD. The ideal neutralization conditions,
obtained carrying out analyses suggested by an experimental planning, were: Na2CO3 4.34
N, 45.8 Celsius, 3 min 20 s. Such conditions will be employed in further biological tests.
Keywords: Soybean oil; industrial by-products; neutralization; soybean oil deodorizer
distillate.

1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Durante as etapas do refino do 6leo de soja, sdo gerados diversos subprodutos: borra
de neutralizagdo, gomas e destilado da desodorizagdo, contendo tocoferdis e fitosterdis.
Estes possuem baixo valor econdomico (Woerfel, 1981), mas, sdo matérias-primas muito
interessantes devido ao seu conteudo de tocoferois e esterdis (Augusto, 1988), podendo ser
recuperados e concentrados, tornando-se produtos de alto valor comercial. Entretanto, a
produgdo de compostos com propriedades tecnoldgicas, nutricionais e/ou terapéuticas na
forma de concentrados, exige muitas técnicas de separagdo e purificagao (Facioli, 2001),
encarecendo os produtos. Almeida (2000) salienta que os métodos utilizados no pais para a
extracdo nao apresentam boa eficiéncia na remog¢do dos tocoferdis, concentrando os
mesmos em quantidade insuficiente, indicando que ainda existe caréncia de tecnologia
aplicavel economicamente, pelo menos no Brasil, para a elaboragdo de concentrados de
tocoferois a partir do subproduto.

O DDOS ¢ um produto heterogéneo, rico em acidos graxos (principalmente
palmitico e linoléico), [-sitosterol (9,13%), esterdis (20%) tocoferdis totais (10%)
(Augusto, 1988). Este subproduto representa de 0,15 a 0,45% em peso do Oleo a ser
desodorizado (Augusto, 1988). Estima-se que se obtenha entre 0,1 a 0,3 kg de tocoferois a
cada tonelada de 6leo de soja produzido (Barata & Contreras, 1984 apud Augusto, 1988),
mas o processamento exige técnicas altamente sofisticadas para a separagdao dos
componentes (Woerfel, 1981). Assim sendo, com uma média de 465 mil ton de oleo
produzido (safra 2004/2005), podemos obter no mercado uma média de 93 ton de DDOS
mensalmente.

Portanto, dada a importancia dos tocoferdis, a utilizagdo do DDOS sob a forma mais
bruta possivel ¢ uma solugdo para a elaboracdo de um suplemento vitaminico viavel. O
aproveitamento deste subproduto como nutriente na alimentacdo corrobora ainda, com o
aumento na tendéncia mundial de utilizagdo de compostos e ingredientes naturais. Sendo
assim, o objetivo deste trabalho ¢ implantar uma etapa de neutralizagdo do DDOS, visando
principalmente a redugdo no teor de AGL, sem perdas de a-tocoferol, a fim de se verificar
o potencial de utilizacdo do DDOS como suplemento de vitamina E.
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2. MATERIAIS E METODOS

Na etapa de neutralizacdo, os parametros importantes ao processo sdo: temperatura,
concentracdo e tempo de contato entre o produto e o alcali, além do tipo de alcali
empregado. Baseado nestes preceitos, o procedimento de neutralizagdo do DDOS foi
testado e adaptado de acordo com as necessidades do produto, ou seja, teor de AGL.

Ensaio Preliminar: Foram testados diferentes tipos de alcalis [NaOH, Mg(OH),,
Ca(OH),, KOH, NaHCOs3, Na,CO3 e EtOH 70% mais adi¢ao de alcali], nas concentragdes
2N e 4N; e excessos [0,12%, 10% e 20%].

Planejamentos _Experimentais: utilizou-se o software STATISTICA® 7.0, para
obter as condigdes Otimas do processo, ou seja, melhor neutralizacdo dos acidos graxos
livres com menor arraste dos tocoferdis e obten¢ao de maior quantidade de DDOS neutro.

No 1° experimento, o teor de AGL do DDOS bruto foi medido e em seguida a
matéria-prima foi neutralizada, com solugdes alcalinas sob diferentes condigdes, de acordo
com o planejamento fatorial completo 2k (2° com 4 pontos centrais e todos ensaios em
triplicata). As varidveis e niveis utilizados foram embasados nos melhores resultados
obtidos no Ensaio Preliminar: Concentracdo: 2 e 4N; Temperatura: 25 e 50°C; Tempo: 2 e
6 minutos, respectivamente niveis minimos € maximos.

O 2° experimento foi realizado de acordo com o 1°, entretanto o planejamento foi
do tipo estrela (2° com 4 pontos centrais, 6 pontos axiais e todos ensaios em triplicata). As
varidveis e niveis de operagdo diferiram um ponto a fim de buscar a regido de 6timo para as
respostas analisadas: Concentracdo: 3 e 4N; Temperatura: 30 e 44°C; Tempo: 2 e 3
minutos, respectivamente, niveis minimos € maximos.

As respostas analisadas nos experimentos foram: reducao no teor de AGL (%), teor
de equivalentes de a-tocoferol (%) e rendimento em peso de DDOS neutro (%). O método
para a quantificacdo do teor de AGL foi o 940.28 (AOAC, 1995); e para o teor de
tocoferdis foi por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia - Ce 8-86 (AOCS, 1998).
Sendo que as andlises foram realizadas em triplicatas e as médias confrontadas pelo teste de
Tukey, considerando diferenga significativa p<0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Ensaio preliminar: O alcali que melhor neutralizou o DDOS, com maior liberagao de
DDOS neutro foi o Na2CO3, com excesso de 20%, sendo que em relagdo a concentracao,
nao houve diferenca entre 2 e 4N.

Planejamentos Experimentais: A tabela 1 apresenta os resultados do 1° experimento, onde
os melhores resultados para a redu¢do de AGL e teor de equivalentes de a-tocoferol foram
para os ensaios 3, 4, 7, 8 e PC, entretanto nestes ensaios o rendimento foi muito inferior aos
demais.

142



Anexos

Tabela 1. Varidveis e niveis utilizados no 1° experimento e as respostas estudadas

. - Temperatura i Equivalentes de .

Ensaio tr(ejlzgge(rll\l) (QC) (riienmu{)é)s) R,i(gl&%e oftocoferol (%) Rendimento (%)
1 2 25 2 32,6 * 1,724 * 33,0 -«
2 4 25 2 343 ¢ 1,797 = 42,5 ¢
3 2 50 2 40,1 < 2,346 75 ¢
4 4 50 2 416 ° 2,750 ¢ 147 °
5 2 25 6 32,5 »® 1,685 ° 36,9
6 4 25 6 334 ° 1,691 = 422 ¢
7 2 50 6 39,8 & 2,416 -« 129
8 4 50 6 42,6 ¢ 2,585 « 12,8

PC 3 37,5 4 40,6 ° 2,710 ¢ 169 °

* letras distintas na mesma coluna indicam diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey

ndo apresentava tanto interesse.

Baseado nestes dados elaborou-se o 2° experimento, cujos resultados estdo
representados na tabela 2. Através dos pontos axiais, foi possivel definir melhor a regido de
Otimo para as respostas, sendo esta regido a de valores maximos para todas as varidveis
estudadas. Percebeu-se que quanto maior a concentracao do alcali, o tempo de agitagao e
uma temperatura intermediaria, melhores foram os resultados obtidos para a reducdo de
AGL e teor de equivalentes de a-tocoferol, variando dentro de uma faixa entre valores
maximos ¢ minimos para rendimento, ja que esta resposta em comparagao com as demais

Tabela 2. Variaveis e niveis utilizados no 2° experimento e as respostas estudadas

. - Temperatura a Equivalentes de .
Ensaio tr(ejtzgge(rll\l) (IZC) (iienmult)(;)s) R/ex(glfi%e oftocoferol (%) Rendimento (%)
1 3 30 2 493 ° 2,489 ° 52 °
2 4 30 2 50,5 " 2,738 ° 13,4 ¢
3 3 44 2 493 ° 2,151 ° 7,7 ©
4 4 44 2 502 2,365 ° 13,0
5 3 30 3 495 ° 2214 ° 55 °
6 4 30 3 50,1 ° 2,515 ° 149 °
7 3 44 3 49,7 2,304 ° 10,6 ™
8 4 44 3 50,8 ¢ 2,737 ° 143 “
9 2,66 37 2'30" 49,6 ° 2,285 ° 70 °
10 4,34 37 2'30" 50,8 ¢ 2,681 ° 245 '
11 3,5 25 2'30" 496 ° 2,576 ° 11,6 ™
12 3,5 49 2'30" 49,6 ° 2,342 ° 10,4 ™
13 3,5 37 1'40" 496 ° 2,304 ° 92 ™
14 3,5 37 3'20" 50,2 2,367 ° 13,3 ¢
PC 3,5 37 2'30" 502 ™ 2,304 ° 12,9

* letras distintas na mesma coluna indicam diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey

Através dos experimentos descritos, estabeleceu-se que as melhores condigdes de
neutralizagdo do DDOS sao: concentracdo do Na,COj; de 4,34N, temperatura de 45,8°C e
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tempo de homogeneizacao de 3°20”, sendo estas as condigdes para maior neutralizacao,
com menor arraste de tocoferois e obtengdo de maior quantidade de DDOS neutro.
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RESUMO

A utilizagdo de residuos e subprodutos da industria vem crescendo devido a necessidade
de adequacdo das empresas as normas ambientais. Por outro lado, a substituicdo de
insumos artificiais por produtos naturais nas areas alimenticias e farmacéuticas, vem
ganhando forte destaque mundial. Estes fatos fomentam o estudo da utilizagdo do
Destilado da Desodorizacdo do Oleo de Soja (DDOS) como suplemento de tocoferdis,
que sao compostos extremamente importantes na nutricio humana e animal, por
apresentarem atividade vitaminica E e agdo antioxidante natural. O DDOS €& um
subproduto oriundo do processo de refino do 6leo de soja, com potencialidade para
extracdo de tocoferdis; entretanto tem sido demonstrado que esta pratica ndo é viavel
economicamente. Com vistas a atingir tais objetivos, foi realizado um estudo do processo
de neutralizacdo e o DDOS neutro foi caracterizado de forma fisico-quimica. Os
resultados obtidos foram: teor de tocoferdis totais 10,9% (+£3,0), com palmitico (14,7%),
oléico (24,3%) e linoléico (48,2%) como acidos graxos predominantes e 1,8% de acidos
graxos livres. Em relagcido a qualidade lipidica, o indice de peréxido foi 4,8mEq/kg e valor
de TBA 11,04 mg MDA/kg. O indice de iodo e de saponificagao foram, respectivamente,
114,8 mEq lodo/g e 130,2 mg KOH/g. O teor de agua encontrado foi de 0,81% e de
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matéria insaponificavel de 35,4%, apresentando densidade igual a 0,9062, cor (CIELAB
L*a*b*) 18,65, 33,94, 29,67 e valor caldrico de 9,68 Kcal/g. Sendo assim, a utilizagdo do
DDOS na forma semi-refinada (neutra) torna-se uma alternativa para o enriquecimento de
dietas animais e possivelmente humana.

Palavras-chave: Oleo de soja; subprodutos industriais; suplementacéo; tocoferdis.

INTRODUGAO

Na safra 2006/2007 (1) foram esmagados mensalmente em média 2,4 milhdes ton
de graos, produzindo 1,84 milhdes ton de farelo bruto e 459,5 mil ton de 6leo bruto por
més. Este d6leo possui compostos indesejaveis, por isto, para transforma-lo em um
produto estavel, nutritivo e com sabor agradavel é necessario o refino (2-3).

A desodorizacao, etapa do refino quimico, ocorre por arraste de vapor a alta
temperatura e pressao. Neste processo, os tocoferdis sdo concentrados no destilado,
tornando-o uma boa fonte de antioxidantes naturais, que podem ser recuperados e
concentrados, agregando valor comercial. Entretanto, a produgdo de compostos com
propriedades tecnoldgicas, nutricionais e/ou terapéuticas na forma de concentrados, exige

muitas técnicas de separagao e purificagao (7), encarecendo os produtos.

A composi¢do do DDOS, especialmente em relagdo aos tocoferois, se deve a
origem, cultivar, estadio de maturagdo da semente, qualidade e tipo de refino do dleo,
assim como ao gas de arraste, condigdes de pressao, temperatura, vacuo e do aparelho
utilizado na desodorizagao (8, 9). Conforme estas variagdes, o prego e a utilizagdo do
DDOS diferem, sendo que o interesse no DDOS vem crescendo com a exportagao para
paises que obtém concentrados destes nutrientes (7). Em geral, o DDOS representa de
0,15 a 0,5% (2, 6) em peso do 6leo a ser desodorizado. Estima-se que se obtenha entre
0,1 a 0,3 kg de tocoferdis a cada tonelada de d6leo de soja produzido (6), mas o
processamento exige técnicas altamente sofisticadas para a separacdo dos componentes.
Portanto, com o 6leo produzido (safra 2006/2007), podemos obter no mercado uma média
de 91,9 ton de DDOS mensalmente.

Além do aspecto econbmico, pesquisas vém demonstrando que o DDOS tem
potencial de utilizagao e necessita de aprimoramento na sua aplicagdo. Sendo assim, este
trabalho tem como objetivo caracterizar quimicamente o DDOS obtido através da

neutralizagao do DDOS bruto.
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PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Através da neutralizagdo do DDOS bruto (10), obteve-se o DDOS neutro. Foram
realizadas analises fisico-quimicas de caracterizagao:
- Teor de Tocoferoéis: Método por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) Ce 8-
89 (11); Bomba isocratica Perkin Elmer 250; fluxo 1,1 ml/minuto, detector fluorescéncia:
excitagao 290nm; emissao 330nm, coluna analitica: MERCK 250X4mm Li Chrosorb Si 60.
Fase movel: 99:1 Hexano/lIsopropanol. A identificacdo dos isbmeros foi por comparagao
dos tempos de retengdo dos padrées (a, B, y e d-tocoferol) e a quantificagdo por
padronizagao externa.
- Composigdo de Acidos Graxos por Cromatografia Gasosa: extracdo de ésteres
metilicos de acordo com Hartman & Lago, 1973 com modificagdes para condi¢cdes de
trabalho (12) e método de injegcdo Ce 1-62 (11). O cromatografo utilizado foi o Gasoso
Capilar — CGC AGILENT 6850 SERIES GC SYSTEM, com coluna capilar: DB-23
AGILENT (50% cyanopropyl — methylpolysiloxane, dimensdes: 60m, didmetro interno de
0,25 mm, 0,25 um filme). As condigdes foram: fluxo coluna 1 mL/min.; velocidade linear =
24 cm/seg; temperatura do detector: 280°C; temperatura do injetor: 250°C; temperatura do
forno: 110°C — 5 minutos, 110 — 215°C (5°C/min), 215°C — 24 minutos; Gas de arraste:
Hélio; Volume injetado: 1uL. A identificagdo foi por comparagdo dos tempos de retencao
dos padrdes e a quantificacdo por padronizagéo externa.
- indice de Peréxido: 965.33 (13); Valor de TBA (14); Acidos Graxos Livres — AGL:
940.28 (13); indice de lodo: Hanus - 920.158 (13); indice de Saponificagdo: N° de
Koettstorfer 920.160 (13); Teor de agua no DDOS: Karl Fischer Tb 2-64 (11); Teor de
Matéria Insaponificavel: Ca 6a-40 (11); Analise de Valor Calérico: feita em calorimetro
isoperibol automatico (PARR 1261) com bomba de oxigénio (PARR 1108); Cor: por
transmitancia total, através do colorimetro Hunter Lab (modelo Color Quest), programa
universal no método CIELAB L*a*b*, utilizando como parametros: angulo de observacgao
de 10°, iluminante D65, luminosidade (L*, 100-branco a 0-preto), indice de vermelho (a* -
eixo vermelho/verde) e indice de amarelo (b* - eixo amarelo/azul); e Densidade: Cc 10c-
95 (11).

RESULTADOS E DISCUSSAO
O DDOS bruto apresentou teor de AGL de 53,57% (+ 0,48) e apds a neutralizagéo
caiu para 1,80% (= 0,100), ou seja, foi reduzido em torno de 52%. O DDOS utilizado por

Martins et al. (5), apresentou teor de AGL 57,8%, ou seja, um pouco mais elevado que 0s
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obtidos neste trabalho. J& o teor de tocoferdis totais é inferior (8,97%), diferindo na
proporc¢ao dos isémeros o-T (2,91%), B-T (0,14%), v-T (4,66%) e 5-T (1,25%). Na Tabela
1 constam os teores de cada isébmero de tocoferol, sua transformagdo em equivalentes
em o-tocoferol (a-TE) e o teor de tocoferdis totais, sendo que os resultados encontrados
nao diferem de outros trabalhos (4, 6).

Nota-se na Tabela 2 que dentre os AG que constituem o DDOS bruto e neutro,
destacam-se o palmitico, oléico e linoléico, assim como nas analises de Augusto (6),
obtendo como AG com maiores teores no DDOS bruto: o palmitico 23,11%, o oléico
19,52% e o linoléico 48,51%. Almeida et al. (4), corrobora estes dados, pois o DDOS

bruto continha 17,7% de palmitico, 25,2% de oléico e 42,2% de linoléico.

Tabela 1. Teor de dos isébmeros de tocoferdis (%), seus equivalentes de a-tocoferol (%) e

tocoferdis totais (%) no DDOS bruto e neutro

Teor de isdmeros (%) Total (%)

Amostra 1 BT  wTE 4T aTE T oTE isomeros o-TE

Bruto 1,28 0,22 0,09 659 084 236 0,02 10,439 2,219

DP(+) 0,018 0,013 0,026 0,040
Neuto 2,03 025 0,10 667 085 203 0,01 10,976 2,990
DP(+) 0,041 0,004 0,277 0,081

o-T: alfa-tocoferol; B-T: beta-tocoferol; y-T: gama-tocoferol; §-T: delta-tocoferol; a-TE: equivalentes

de alfa-tocoferol

Tabela 2. Teor de Acidos Graxos (%) no DDOS bruto e neutro

AG DDOS Bruto (%) DDOS Neutro (%)
14:0 0,245 0,208
16:0 17,955 14,673
16:1 0,138 0,153
18:0 6,590 4,167
18:1t 1,625 0,601
18:1 ¢ 23,567 24,341
18:2't 0,532 0,723
18:2 ¢ 43,788 48,218
18:3 4,181 4,143
20:0 0,464 0,779
20:1 0,179 0,230
22:0 0,478 0,565
22:1 nd nd
24:0 0,259 0,249
24:1 nd nd
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Em relacdo aos indices de oxidagcdo do DDOS bruto e neutro, obteve-se
respectivamente IP 7,49 e 4,80 mEqg/kg. Os valores de TBA foram 15,98 mg MDA/kg para
o DDOS bruto e 11,04 mg MDA/kg para o neutro. Foi evidenciada a diminuicdo dos
produtos da oxidagdo no DDOS neutro, indicando que estes produtos foram parcialmente
separados durante o processo de neutralizagdo. Na literatura ndo foi encontrado valores
de referéncia para estes indices, mas sao dados bem caracteristicos da qualidade no
armazenamento do produto.

As principais caracteristicas fisicas e quimicas das amostras de DDOS estao
descritas na Tabela 3. Almeida et al. (4) realizou as andlises de densidade, indice de
saponificacdo e residuo de evaporagao, sendo que as 2 primeiras analises corroboram
com as realizadas neste trabalho, mas o teor de agua é maior, possivelmente devido a
metodologia empregada. O valor caldrico do DDOS é coerente com o de produtos oleosos

(cerca de 9 kcal/qg).

Tabela 3. Caracterizagao fisico-quimica do DDOS bruto e neutro

Anilises * DDOS
Bruto Neutro
|. de lodo (mEq lodo/g) 109,572 (1 1,82) 114,831 (14.181)
. de Saponificacdo (mg KOH/g) 159,420 (13,70 130,19 (+4,620)
Teor de agua (%) 0,762 (+0,14) 0,810 (+0,046)
Matéria Insaponificavel (%) 20,064 (1 0,06) 35415 (1 0,988)
Valor caldrico (Kcal/g) 9,524 (+0,01) 9,684 (10,092
Densidade 0,9059 (1 0,002) 0,9062 (1 0,001)
Cor L* a* b* L* a* b*

52,46 31,10 77,43 18,65 33,94 29,67

*Médias (+ DP)

Quanto ao teor de matéria insaponificavel, alguns trabalhos sdo muito variaveis,
de 3,5 a 27,1% (4). No DDOS utilizado neste trabalho, a matéria insaponificavel foi
20,06%, o conteudo de tocoferdis também deve ser maior, ja que os tocoferdis sao partes
integrantes da matéria insaponificavel. Este fato € confirmado, pois no DDOS deste
trabalho, o teor de tocoferdis totais & de 10,44% e na amostra com maior teor de matéria
insaponificavel de Almeida et al. (4) este teor foi de 8,6%. De acordo com Augusto (6) a
caracterizacdo do DDOS bruto apresenta os seguintes resultados: peso especifico de

0,9116; indice de peroxidos de 3,40; indice de acidez de 37,09; indice de saponificagao
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de 159,40; solidos totais 95,26%, acidos graxos totais variando entre 58,13 e 60,13%;
AGL 37,09%; matéria insaponificavel entre 26,1 e 36,46% e tocoferdis totais 8,50%.

Pelo exposto, conclui-se que o processo de neutralizagdo reduziu os AGL (~52%),

com leve aumento de tocoferdis totais (~0,5%), sugerindo que o produto possa ser

estudado para suplementacao alimentar de animais.
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