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RESUMO

A anemia por deficiéncia de ferro, ¢ ainda hoje, um problema sério, de
alta prevaléncia em muitas regides do mundo, o qual resulta em graves
consequéncias para a satde e o desenvolvimento econdémico ¢ social das
comunidades. A principal causa da anemia ferropriva ¢ a alimentagdo com
baixa ingestdo e/ou pouca biodisponibilidade do ferro. Como solugdo ao
problema, tem-se procurado desenvolver novos compostos que apresentem boa

disponibilidade do fon ferro para utilizagdo como enriquecedores alimentares.

Este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de um complexo
organico de Fe*> com hidrolisado 4cido da torta de extragfo do éleo de milho

com baixo teor de sal, seguido de avaliag8o de sua biodisponibilidade.

O hidrolisado foi obtido utilizando-se 30% de matéria prima, 20% de
HC1, temperatura de 100°C ¢ tempo de agitagdo de 8 horas. A remogdo do
acido residual foi obtida por destilagdo 4 vacuo com inje¢do de vapor de dgua
por trinta minatos. Atingindo-se um nivel de cloreto de sédio de 3,9% no
produto seco (105 °C /4h).

O composto organico foi produzido utilizando-se uma relagdo molar de
1:1 de aminocacidos e ferro, apresentando um teor de ferro de 25,9%, quando
analisado por absorgo atdmica. A espectroscopia na regifo do infra-vermelho

indicou serem os grupamentos carboxilicos os principais sitios de ligagdo.

A biodisponibilidade do ferro do composto foi avaliada através do
método de depleciio e replegdo de hemoglobina em ratos anémicos, estimado
através do indice de Eficiéncia de Regeneragdo de Hemoglobina (HRE %). O
composto apresentou uma biodisponibilidade de 112,80% em relagdo ao

sulfato ferroso.
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ABSTRACT

The anaemia caused by iron deficiency is a serious and highly prevalent
nutricional problem in many parts of the world which has important health,

social and economic consequences.

The main cause of iron deficiency anaemia is low dietary iron usually
associated with low bioavailability. In an attempt to remediate the problem,
new compounds which present good iron availability have been developed in

recent years for food fortification.

This work was aimed at the production of a an organic complex of Fe®
with a low-sodium, acid-hydrolysated of corn-oil cake, followed by product

chemical characterization and bioavailability assay.

The hydrolyzate was obtained from a mixture of 30% corn cake, 20% of
HCI, heated at 100°C for 8 hours with shaking. The excess acid was removed
by vacuum destillation with steam injection for 30 minutes. A level of 3.9% of
sodium chloride was reached in the dry product (105°C) after 4h.

The organic compound was produced from a 1:1 (molar ratio) amno
acid: iron system. The product was 25.9% in iron, as analysed by atomic
absorption spectroscopy. The infrared spectra indicated that carboxylic groups

were the main link sites with the ion.

The bioavailability of the compound's iron was evaluated through the
haemoglobin depletion and repletion method in anaemic mice, estimated
through the Haemoglobin Regeneration Efficiency Index (HRE%). The
compound exhibited 112.80% bioavailability with respect to ferrous sulphate.



1. INTRODUCAO

A deficiéncia de ferro ¢ wm grave problema nutricional em muitas
regides do planeta. Embora a falta de diversos nutrientes possa ser responsavel
por anemias nutricionais, o ferro € o de maior importancia na saide publica
pois determina aproximadamente 90% das anemias carenciais, ocorrendo tanto
em paises do Terceiro Mundo como em paises desenvolvidos (WHO, 1993). A
anemia ferropriva atinge cerca de 1 milhdo de pessoas, especialmente criangas
¢ mulheres em idade fértil (BAYNES ¢ BOTHWELL, 1990; TURCONI e
TURCONI, 1992).

As principais causas deste tipo de anemia s3o a baixa ingestdo e,
principalmente, a pouca biodisponibilidade do ferro alimentar, ou seja, a
pequena quantidade de ferro da dieta que € de fato metabolizavel (LAYRISSE
e MARTINEZ-TORRES, 1983). A biodisponibilidade do ferro tem se
mostrado extremamente varidavel e muitos fatores mfluenciam sua absorgio

como: forma quimica do ferro, composi¢io da dieta na qual estd sendo
consumido, necessidades individuais, etc... (MANTOVANI, 1986).

Na tentativa de se controlar e/on prevenir a deficiéncia de ferro, algumas
propostas tem sido avaliadas, tais como: suplementa¢do medicamentosa,
fortificagdio de alimentos ou agua e diversificagdo alimentar. A longo prazo, a
fortificagdo de alimentos tem se apresentado como a forma mais efetiva de se
prevenir a anemia ferropriva a um baixo custs (COOK e REUSSER, 1983,
WHOQO, 1993).

O sucesso do enriquecimento alimentar depende tanto do veiculo a ser
escolhido, como do composto a ser utilizado. Para tanto, deve-se levar em
consideragdio ndo apenas a quantidade do mmeral mas, também , sua forma
quimica (BJORN-RASMUSSEN, 1977).



Atualmente, tdm se pesquisado complexos organo-metélicos obtidos
através de ligagdes quimicas de metais com proteinas, peptideos, aminoacidos
e outras substancias a fim de se obter compostos alternativos adequados para a
fortificacfio de alimentos (KRATZER ¢ VOHRA, 1986).

A formagdo destes complexos ocorre quando o metal ou ion € rodeado
por um grupo de ions ou moléculas orgnicas, unidas a este através de mais de
duas posigoes (BASCLO e JOHNSON, 1980). O elemento ¢ assim isolado de
reacdes com outros compostos o que o torna mais estavel nos alimentos. Assim
o complexo é absorvido intacto pelo intestino uma vez que ndo reage com
outros compostos presentes na dieta. Desta forma, obtem-se uma alta
biodisponibilidade associada a baixa reatividade (ASHMEAD et al., 1994).

Assim sendo, ¢ imteressante obter-se complexos orgénicos de ferro com
alta biodisponibilidade a partir de uma fonte protéica acessivel ¢ de baixo custo

para 0 uso como enriquecedores alimentares.
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7. REVISAQO BIBLIOGRAFICA

2.1. NECESSIDADES NUTRICIONAIS DE FERRO E TOXIDEZ

O ferro ¢ um microelemento essencial a vida desempenhando papel
central em processos vitais. Como parte do pigmento respiratério hemoglobina,
o ferro ¢ fundamental para o funcionamento de todos os orgdos e tecidos do
organismo. A maior parte deste nuiriente, ocorre combinado com proteinas,
sendo indispensavel, na formagdo de hemoglobina, mioglobina, citocromos,
citocromo oxidase, peroxidase, catalase e outras enzimas. A quantidade de
ferro total em um individuo adulto é de cerca de 4g. Aproximadamente temos:
65% sob forma de hemoglobina, 4% como mioglobina, 1% como varios
compostos hémicos, 0,1% combinados com transferrina (proteina de
transporte) ¢ 15-30% armazenados como ferritina no sistema reticuloendotelial
e células parenquimatosas do figado (GUYTON, 1991; GUTHRIE, 1986).

As necessidades de ferro do organismo variam grandemente durante as
etapas da vida. As quantidades de ferro recomendadas pela RDA
(Recommended Dietary Allowances, 1.989) para individuos de diferentes
idades e sexo sdo apresentadas na Tabela 1. Um homem aduito exige cerca de
40 mg de ferro por dia para as fimgSes metabélicas normais, sendo
provenientes de trés fontes: dos depésitos do corpo, o reutilizado da
degradagio da hemoglobina e o absorvido pelo aparelho gastrintestinal. A
maior parte do ferro é fornecido pela reciclagem fisiologica (destruigdo normal
dos eritrécitos) e somente 1 a 1,5 mg deve ser oriunda da alimentagdo
(CARPENTER ¢ MAHONEY, 1992). O balango nutricional de ferro €
regulado pela manutengio do processo de absor¢do com as necessidades de
ferro corpéreo. Para manter este equilibrio, a ingestdo didria deve repor a

quantidade perdida diariamente (0,7-1,2 mg/dia) pelas vias fisiolégicas



(descamag¢do da superficie epitelial, excre¢fio biliar, perda gastrointestinal e
menstrual) (GUTHRIE, 1986).

O ferro esta largamente distribuido na natureza ¢ existe em quantidades
relativamente grandes na maioria dos alimentos consumidos pelo ser humano
(REILLY, 1991). Contudo, a anemia por deficiéncia de ferro permanece como
um sério problema nutricional, atingindo especialmente criangas ¢ mutheres em
idade fértil (BAYNES e BOTHWELL, 1990; VANNUCHI er af, 1992;
SPOLIDORO, 1994). A NAS (National Academy of Science, 1989)
estabelece, através das Doses Didrias Recomendadas (Recommended Dietary
Allowances - RDA), em 10-15 mg/dia a quantidade de ferro a ser ingerida por
adultos. No Brasil por meio do Consetho Nactonal de Normas e Padrdes para
Alimentos (CNNPA, 1978) recomenda-se também como dose didria para
adultos de 10-15 mg/dia. Estas quantidades sfo cerca de dez vezes maiores
que a quantidade exigida para a maioria das mutheres adultas para manutengio
da homeostase (FAQ, 1970). Contudo, dificilmente essa dose pode ser obtida
pela alimenta¢do normal devido 3 dificuldade do ser humano em absorver este

metal pela mucosa intestinal.

A deficiéncia de ferro, se ndo comrigida, conduz & anema ferropriva que,
entre os intmeros, problemas leva 3 redugfo da resisténcia imunologica €
aumento de infecgdes, diminuigdo da capacidade muscular, comprometimento
do desenvolvimento psicomotor, diminmi¢do da atengfio, dificuldades de
aprendizado, aumento da pré disposi¢do para doengas associadas a gravidez e
parto, etc... (DALLMAN et ai., 1980).



Tabela 1 - Doses didnias de ferro recomendadas para individuos de diferentes
idades e sexo

Grupe idade (anos) (mg/dia)
Bebés 0-0,5 6
0,5-1 10
Criangas 1-10 10
Homens 11-18 12
19-50 10
51-+ 10
Mulheres 11-50 15
51-+ 10
gravidez 30
lactagdo 15

Fonte: RDA, 1989

Determinadas condiges fisioldgicas podem predispor 4 deficiéncia de
ferro. Nas mulheres a perda de sangue durante a menstruacdo faz com que a
necessidade de ferro aumente de 0,5 a 1 mg neste periodo. Na gravidez, parto
¢ puerpério a mulher perde cerca de 1 g de ferro exigindo 3-6 mg/dia no
periodo de gestagio. O crescimento dos bebés, criangas e adolescentes
também requer doses maiores de ferro. Ao nascer a crianga tem uma
quantidade total de ferro de aproximadamente 0,3 g, anmentando para 4,0-5,0
g no adulto, exigindo, portanto, um aumento médio de 0,6 mg/dia (num
periodo de desenvolvimento de cerca de vinte anos) (GUTHRIE, 1986).
Existem ainda, as anemias hereditarias e as de fundo patolégico onde se
incluem todas as sindromes que afetam a absor¢dio intestinal, sangramentos
recorrentes e verminoses que provocam expoliagdo de eritrdcitos (GROSS ef
al., 1976).



A absor¢do do ferro também ¢ bastante influénciada pelo estado
nutricional. Individuos anémicos absorvem duas a trés vezes mais do que
individuos normais (MONSEN et al, 1978). Quando o organismo estd
saturado de ferro, a velocidade de absor¢do pelo tubo intestinal diminui
acentuadamente. Sendo assim, o ferro corporal € regulado, em grande parte,
pela variagdo da velocidade de absor¢do, ndo havendo um controle

homeostatico que regale sua absor¢do/excregdo (GUYTON, 1991).

Excessos de ferro no organismo sdo altamente toxicos. A sobrecarga de
ferro, que é um grande catalisador de radicais livres, resulta na incidéncia de
cincer, angina pectoris, infarto do miocardio, derrame cerebral e infecgbes em
adultos acima dos 40 anos, idade onde comecgam a se elevar os nfveis de

radicais livres (PERCARIO ¢ FELIPPE, IR, 1994).

A intoxicacdo pelo ferro pode ser resultado de excessiva absorgdo desse
nutriente por ingestdo crénica de seus compostos ou grandes quantidades de
ferro, especialmente heme, ou também, por suplementacic medicamentosa
exagerada (CARPENTER ¢ MAHONEY, 1992). Ha ainda os individuos com
hiperabsorgdo devido a erros inatos de metabolismo, como a siderose ou
hemosiderose que atinge cerca de 0,25% da populagio e hemocromatose que
afeta aproximadamente 0,1% dos individuos (GUTHRIE, 1986).

Estas observagdes em relacdo a sobrecarga de ferro, tém levado a
controvérsias a respeito dos beneficios versus os efeitos negativos que podem
resultar de uma difusdo de alimentos fortificados com ferro (CARPENTER e
MAHONEY, 1992; GIESE, 1995). Deve-se discriminar os ahimentos
enriquecidos com ferro para uso nas diversas faixas etdrias e alertar o
consumidor para estas diferengas (PERCARIO e FELIPPE, JR, 1994).



2.2. BIODISPONIBILIDADE DE FERRO

Nenhum nutriente € totalmente absorvido e utilizado, sempre ocorrendo
perdas do processos fisioldgicos normais de absor¢do e metabolismo. Diversos
autores tem definido biodisponibilidade como a proporgdo do nutriente
presente no alimento que o organismo é capaz de absorver e utilizar nos
processos fisiolégicos (LATUNDE-DADA e NEALE, 1986; CONSAUL e
LEE, 1983; CARPENTER e MAHONEY, 1992).

Contudo, os fatores nutricionais constituem a principal causa da anemia
ferropriva, principalmente nos paises em desenvolvimento, onde ocorrem
caréncias qualitativa e quantitativa de ferro. Devido a baixa biodisponibilidade
do ferro, ou seja, ao teor reduzido deste mineral que é realmente absorvido
pelo trato gastrointestinal, com subsequente estocagem ou incorporagdo &
hemoglobina, tem-se um pequenc aproveitamento do ferro existente na dieta
(LAYRISSE e MARTINEZ-TORRES, 1983).

Diversos trabalhos (CLYDESDALE, 1983; COOK, 1983; LAYRISSE,
et al., 1984; BIANCHI et al., 1992; HALLBERG, 1981) indicam que a
guantidade de ferro disponivel nos alimentos ndo depende somente do
contetdo total do ferro mas, da forma quimica do elemento e composicio da
dieta com a qual esta sendo consumido. Sob muitos aspectos, as exigéncias
dietéticas, no que toca aos minerass, sdo mais dificeis de se definir do que para
nutrientes orginicos. Varios fatores exercem influéncia sobre a utilizagdo dos
minerais. As inter-relagdes entre minerais ou correlacbes entre fragdes
orgAnicas e minerais poderdo resultar em dimimaigio ou aumento da
biodispombilidade dos munerais (ASHMEAD ef al., 1985). Sendo assim, o
contetido total de ferro na dieta ndo ¢ um indicador preciso da eficacia do ferro
dietético (LATUNDE-DADA e NEALE, 1986).



Os alimentos, considerando-se a biodisponibilidade do ferro presente,
podem ser divididos em trés categorias: os de baixa, média ou alta
biodisponibilidade (Tabela 2). Contudo, a absor¢éo final do ferro € resultado
da agéo de diversos fatores (BAYNES e BOTHWELL, 1990).

A forma quimica do ferro afeta profundamente sua disponibilidade para
o aproveitamento metabolico. Baseando-se no mecanismo de absorgiio existem
duas formas principais: a forma "heme” e a "nfic heme" que melhor explicam a

biodisponibilidade do ferro no alimento.

O ferro "heme" estd presente nos alimentos de origem animal sob forma
de hemoglobina e mioglobina correspondendo em média a cerca de 40% do
total de ferro nos tecidos animais, incluindo produtos cameos, figado, aves e
peixes. O ferro "ndo heme” ¢ encontrado nos alimentos de origem vegetal, leite
e derivados, carnes (aproximadamente 60% do ferro total) e alimentos

industrializados fortificados com sais de ferro.

O ferro "heme" ¢é solivel no intestino delgado sendo absorvido
diretamente para dentro do enterécito na forma de complexo ferro-porfirina
intacto onde ¢ liberado por aglio enzimatica e dai segue os caminhos do ferro

"ndo heme”.

O ferro "niio heme" é transportado para dentro da célula da mucosa por
agio da apotransferrina formando a transferrina. Mais tarde ocorre a liberagéo
do ferro pelas células para a corrente sangiiinea sob a forma de transferrina
plasmatica (FINCH e COOK, 1984; GUTHRIE, 1986).



Tabela 2 - Biodisponibilidade relativa do ferro presente em alguns alimentos

Alimentos Biodisponibilidade do ferro
Baixa Média Alta
Cereais milho farinha de
aveia milho
arroz farinha de
SOrgo trigo
maci meldo golaba
abacate manga limdo
banana abacaxi mamio papaia
uva tomate
Frutas péssego
péra
ameixa
MOrango
vagem cenoura beterraba
Legumes e Verduras jon1hy batata ~ brécolis
espinafre couve
gouve flor
abobora
nabo
améndoa
castanha do Pari
Nozes amendoim
noz
Alimentos ¢/ ovo peixe
alto teor isolado protéico de soja aves
protéico farinha de soja carnes

Fonte: BAYNES e BOTHWELL, 1990.

A absorgfio do ferro "heme" sofre pouca influéncia da dieta e possui uma
absorgdo superior 4 do ferro "nfio heme” devido ao seu mecanismo absorvitivo
¢ solubilidade elevada no pH intestinal (BIANCHI, 1988). J& o ferro "nfio
heme" tem absorgdo inferior e € bastante suscetivel & presenga de varios
fatores dietéticos que melhoram ou pioram a absorgio. Fitatos, fibras, taninos,

oxalatos sdo conhecidos por reduzirem a absorgdo de ferro. Entretanto, a
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presen¢a de dcido ascorbico e outros acidos como o citrico podem aumentar a
absor¢io de ferro "nfo heme" dos alimentos (COOK, 1983; CLYDESDALE,
1983; LEIGH e MILLER, 1983; HALLBERG e ROSSANDER, 1984;
ISMAIL-BEIGlL et al., 1977).

O acido ascorbico ¢ a carne, ou tecido animal, tém grande significado
nutricional em relagdo ao aumento da biodisponibilidade. O 4cido ascorbico
como um agente redutor, mantém o ferro dos alimentos no estado ferroso, que
¢ mais solivel e com melhor absorgdio do que o estado férrico e, também,
forma o quelato ferro-ascorbato que permanece solavel com o aumento do pH
no intestino delgado. A came € um componente importante de uma dieta, ndo
somente por contribuir com ferro heme, altamente disponivel, mas também,
porque pode aumentar de 2 a 4 vezes a absor¢do do ferro "n3o heme". Este
aumento de biodisponibilidade € chamado de "fator came” e acredita-se ser
devido a formacdo de complexos entre os produtos da hidrdlise digestiva das
proteinas e o ferro presente no Imen intestinal (COOK, 1983; GORDON e
GODBER, 1989).

JACKSON e LEE (1992) concluem que o leite ¢ derivados também
afetam a biodisponibilidade de ferro. HA uma diminmc¢3o da absor¢io do
elemento, porém o0s mecanismos que promovem esta queda ainda ndo estdo

bem esclarecidos.

O ferro "heme” (produtos cameos) como ja mencionado, apresenta uma
absor¢do na ordem de 10 a 25% sendo bastante supenior ao ferro "ndo heme"
(produtos de origem vegetal) que ¢ na faixa de 1 a 6%. Uma dieta a base de
cereais, raizes ou tubérculos, com falta quantitativa de carnes e frutas (acido
ascOorbicoy € uma alimentacdo com baixa biodisponibilidade de ferro
{(BAYNES e BOTHWELL, 1990). Porém, sendo os produtos de origem animal

caros, os alimentos de origem vegetal contribuem com cerca de 90%, ou mais,
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do total de ferro da dieta, especialmente em populagbes carentes
{CARPENTER e MAHONEY, 1992).

O ferro pode sofrer significativas mudangas na sua biodisponibilidade
como resultado de interagdo com o alimento assim como o tipo de
processamento utilizado (LEE e CLYDESDALE, 1979a; BIANCHI, 1992;
LEE ¢ CLYDESDALE, 1980a).

LEE ¢ CLYSDESDALE (1980b) observaram a ag8io de processos de
secagemn por pulverizagdo ("spray-drying” ) e por congelamento ("freeze-
drying") sobre diversas fontes de ferro em bebidas e concluiram que o "perfil”
do ferro de certas fontes se alterava, como resultado de reagdes com outros
componentes existentes nas bebidas, apés 3 dias de estocagem. Estas
 mudangas foram aceleradas pela secagem por pulverizagdo. O mesmo néo foi

observado na secagem por congelamento.

A acdio do aquecimento sobre o ferro endégeno e o adicionado em puré
de espinafre enlatado foi estudado por LEE e CLYSDEDALE (1981). Foram
 utilizados 8 fontes de ferro em produtos ndo processados, processados com
ascorbato e o controle. O ferro endogeno do espinafre puro estava 93% na
forma insoltvel enquanto o ferro adicionado variou largamente no seu grau de

insolubilidade.
HAZELL e JOHNSON (1987) avaliaram a biodisponibilidade de ferro

em diversos produtos processados e suco de frutas. Observou-se que certos
processamentos alimentares produzem grande aumento de biodisponibilidade,
~ muitos dos alimentos que foram cozidos, secos, fermentados ou tiveram
aditivos adicionados, exibiram aumento da difusibilidade do ferro quando

comparados com alimentos ndo processados.

KADAN e ZIEGLER (1986) avaliaram o efeito de ingredientes sobre a

solubilidade e o estado quimico do ferro em pies, concluindo que o sal (NaCl}



12

promovia um efeito inibidor sobre o ferro solivel e consequentemente sobre
sua biodisponibilidade. O fermento biologico utilizado demonstrou aumentar a

biodispomibilidade do elemento.

JONNALAGADDA et al. {1991} analisando o efetto do aquecimento
em farinha de trigo concluiram que o aquecimento prolongado reduz a oferta

de ferro biodisponivel.

Ainda na drea da panificagfio, FAIRWATHER-TAIT ¢ SYMSS (1987),
trabalhando com processos de fabricagdo de pdo: o fradicional e o

"chorleywood" ndo encontraram mudangas significativas na absorgdo de ferro.

INDUMADHAVI ¢ AGTE (1992) pesquisaram o efeito da fermentagdo
sobre cereais ¢ legumes através de 31 diferentes combinagbes de arroz, trigo,
sorgo € outros. Os resultados indicam que a fermentagio promove aumento de

solubilizacdo do ferro com methora da disponibilidade do mineral.

2.3. ENRIQUECIMENTO DE ALIMENTOS COM FERRO

A anemia ferropriva é a mais comum desordem nutricional no mundo,
mas com maior gravidade, em paises em desenvolvimento. Com o propésito de
s¢ evitar as graves consequéncias oriundas desta anemia, alguns métodos vém
sendo testados tais como: suplementagdo medicamentosa, fortificagfo de
alimentos ou dgua ¢ ainda mudangas nos habitos alimentares. Como programa

de ac@io imediata a suplementagdo com medicamentos contendo ferro, tem a
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vantagem de restabelecer mais rapidamente 0s niveis relativos do ferro. No
entanto, a infra-estrutura exigida para a distribuicdo destes suplementos ¢ os
efeitos colaterais limitam sua implantagdo. Mudangas nos habitos alimentares
exigem, por sua vez, uma motivagdo ¢ participagdo eficiente da populagiio. A
longo prazo, a fortificagdo de alimentos tem sido a forma mais eficiente de se
reduzir a anemia ferropriva a um custo reduzido (COOK ¢ REUSSER, 1983;
WHO, 1993; LATUNDE-DADA e NEALE, 1986, BORENSTEIN, 1971).

A partir das décadas de 30/40, com base nos estudos da populagdo dos
Estados Unidos, que indicaram deficiéncia nutricional de algumas vitaminas e
minerais como; tamina, riboflavina, niacina e ferro, surgiu a necessidade de se
estudar a fortificagdo para alimentos bdsicos (YETLEY e GLINSMANN,
1983).

Os programas nacionals para o enriquecimento de alimentos com ferro
iiciaram em 1941, quando os Estados Unidos e Inglaterra enriqueceram
farinha de trigo com ferro. Logo nos anos segumies, o ennquecimento de
farinha de trigo com ferro estendeu-se a outros paises como Canadi,
Dinamarca, Japdo ¢ Suécia, sendo o ferro reduzido (metalico) o mats
comumente utilizado. Neste periodo nfo se dispunha de uma metodologia
apropriada para medir a utilizag8o biolégica deste mineral e 56 30 anos mais
tarde comprovou-se uma absorcio de pequena significincia (0,06 mg de ferro
com ingestdo de 200 g de pao/dia, produzido com farnnha fortificada na ordem
de 1,6 mg de ferro/100 g de farinha) (LAYRISSE e MARTINEZ-TORRES,
1983).

As pesquisas para o enriquecimento alimentar, vem sendo desenvolvidas
no sentido de estabelecer os alimentos que devem ser forticados, teores e
forma quimica do elemento ferro a ser utilizada, wma vez que diversos autores
térn apontado que a suplementagio de alimentos com ferro é a methor forma de
eliminar a anemia ferropriva (HALLBERG ¢ ROSSANDER, 1984; COOK e
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REUSSER, 1983; PABON e LONNERDAL, 1992; OLOGUNDE et al., 1991;
DAHIYA e KAPOOR, 1994),

Os cuidados com o enriquecimento de produtos alimentares devem
recair na escolha do alimento a ser fortificado, obedecendo alguns critérios
basicos, entre os quals: ser acessivel e consumido regularmente pela
populagdo, a quantidade ingerida deve ter pouca variagfo individual, e pequena
variagdo regional, e a forma do elemento ferro, de modo a ser adequadamente
absorvido, sem alteragdo de sabor, odor e aparéncia dos alimentos durante o
processamento e a estocagem (BORENSTEIN, 1971; BJORN-RASMUSSEN
et al., 1977, RUSIG, 1994a; AMINE e HEGSTED, 1974).

Dentre o diversos veiculos que tem sido pesquisados para a utilizagio
como “"carreadores” de ferro podemos citar: dgua (FERREIRA er al., 1991),
suco de laranja (SERON e GUZMAN, 1993), leite (STEKEL er al., 1986;
RUSIG, 1994b), aclicar (LAYRISSE e MARTINEZ-TORRES, 1976),
biscoitos (WALTER, 1993), farinha de trigo (HALLBERG et al., 1989), sal de
cozinha (WORKING GROUP, 1982) entre outros.

O enriquecimento de alimentos com ferro ¢ tecnicamente dificii porque
formas mais biodisponiveis sdo frequentemente mais reativas quimicamente e
muitas vezes produzem efeitos sensoriais e/ou nutricionais indesejéveis
(COOK, 1983). A Tabela 3 apresenta os compostos de ferro mais utilizados na

fortificagfio de alimentos e seus valores biologicos relativos.

A forma quimica dos compostos usados peira a fortificagio dos
alimentos tem um grande efeito na sua biodisponibilidade, como ja citado em
varios trabalhos (JONNALAGADA et al., 1991; BIANCHI, 1992; BJORN-
RASMUSSEN ef al., 1977). Desta forma, o tipo de sal, de mineral ou o
elemento quimico a ser utilizado para o enriquecimento alimentar influi muito

na escolha devido a sua disponibilidade bioldgica, bem como o custo,



15

solubilidade, reatividade, granulometria, cor, gosto, densidade, odor e outros
(RUSIG, 1994a). A solubilidade de varios compostos de ferro esta diretamente
relacionada com a sua biodisponibilidade, pois o ferro para ser absorvide
precisa chegar 4 parte superior do intestino delgado na forma soluvel. O estado
de oxidagdo ¢ uma caracteristica que também afeta a absor¢fo. Sais de ions
ferrosos sdo mais facilmente utilizados pelo homem do que sais férricos,
provavelmente pela maior solubilidade dos sais ferrosos (SMITH, 1983; LEE ¢
CLYDESDALE, 1979a; LEE e CLYDESDALE, 1979b). Ha a possibilidade
ainda, da formagdo de complexos com diversos compostos orginicos
existentes no alimento ou na dieta que podem ligar-se ao ferro aumentando ou

diminuindo sua absor¢do (SMITH, 1983; COOK, 1983; AISEN, 1976).
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Tabela 3 - Valor bioldgico relativo (VBR) de ferro de vérias fontes minerais

VBR
Fonte Média Limites
Citrato de ferro e aménio 107 08-115
Citrato de ferro e colina 102 -
Cloreto férmmico 44 26~ 67
Citrato férrico 73 70~ 76
Glicerofosfato férnco 93 86-100
Pirofosfato férrico 45 38-52
Qrtofosfato férrico i4 7-32
Oxido férrico 4 0- 6
Sulfato férrico 83 65-100
Sulfato de ferro € amonio 99 99-100
Carbonato ferroso 2 0-6
Cloreto ferroso 98 .
Fumarato ferroso 95 71-133
Gluconato ferroso 97 -
Sulfato ferroso hepta hadr. 100 -
Sulfato ferroso anidro 100 -
Tartarato ferroso 77 70-83
Ferro reduzido 37 8- 66
Pirofosfato de sodio e ferro 14 2-23
NaFe EDTA* 99 97-100

Fonte: FRITZ et al (1970)

* Sal de EDTA monosédico ¢ monoférrico
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2.4. COMPLEXOS DE FERRO

O tratamento da anemia de ferro, bem como a fortificagfio de alimentos
esta sendo feito principalmente com sulfato ferroso. Mais recentemente, tem se
verificado o desenvolvimento de compostos alternativos que apresentam alta
biodisponibilidade de ferro e auséncia ou redugo de efeito adversos,

comuumente observados, do sulfato ferroso.

Tem sido relatado que pode-se melhorar a biodisponibilidade do ferro
através de uma quelagdo ou complexagdo com agentes quelantes de baixa
massa molecular com capacidade de impedir a formagio de complexos
insoltveis ou outras reagdes que afetam negativamente a absor¢do (LEE ¢
CLYDESDALE, 1979a). A quelagdo ou a complexacio de citions ¢ um
processo empregado no sentido de aumentar a absorgdo dos elementos, sem

interferir qualitativamente no metabolismo.

O termo "quelagdo" se deriva da palavra grega "chele” que significa
garra ou pinga. Quimicamente a quelagic ¢ o resultado da ligag8o entre cargas
positivas de certos cations e um, dois ou mais sitios de alta eletronegatividade
de moléculas ditas ligantes com formagdo de uma espécie compliexa
(ASHMEAD, 1987).

Os quelatos ou complexos representam a "transformagdo” quimica dos
elementos em compostos organo-metalicos com caracteristicas de superior
biodisponibilidade. Os macro e microelementos, como na forma inorganica de
oxidos, sulfatos, carbonatos, comumente utilizados como fonte de minerais,
tendem a ficar menos disponiveis ao reagirem com oufros nutrientes da dieta,
tornando-se insolaveis e ndo assimildveis pelo organismo. Os complexos de
minerais s30 compostos especiais com massa molecular reduzida (abaixo de
1500 Daltons) que favorece seu transporte ¢ a absorgdo pelo organismo

(ASHMEAD ef al., 1985).
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Tem se vertficado o uso de diversas substncias como agentes capazes
de se ligar a metais formando compostos estaveis ¢ com boa biodisponibilidade
(KRATZER ¢ VOHRA, 1986). Os agentes complexantes de interesse
nutricional mais utilizados tem sido: proteinas e derivados (caseina, produtos
oriundos da soja, albumina, etc...), dcidos orglnicos {ascérbico, citrico, etc...},
aminoacidos e compostos correlatos, carboidratos, etc... (GALDI ¢
VALENCIA, 1988; SUBBA RAO e NARASINGA RAQO, 1985). De modo
geral, todos os aminoacidos sdo efetivos como agentes ligantes com metais.
Sdo também, de significativa importancia no transporte destes elementos do
lamem para células da mucosa intestinal. Como faz parte da espécie formada,
o aminoacido ligante passa a agir como um transportador de metal

(ASHMEAD, 1987).

A habilidade de um mineral em sofrer o processo de quelagfio ¢ mutto
dependente do meio reacional. As propriedades quimicas e fisicas de todos os
componentes do sistema determinam o quanto de complexagio ira ocorrer no
ambiente quimico (KRATZER ¢ VOHRA, 1986). Portanto, vanas sdo as
condi¢des necessarias para ocorrer a complexagdo entre aminoacidos e

munerais, podendo-se citar:

1) Os compostos devem ser soltiveis ¢ estarem num meio com agua suficiente

para ocorrer a solubilizag3o e promover a interagio entre as substéncias.

2} Deve haver uma relagdo propicia entre mineral ¢ agente quelante. Na falta
desta adequagdo, pode ocorrer formago de hidroxidos em excesso, além de

problemas de rendimento.

3) pH proprio. O meio onde se dara a quelagdo exige uma condi¢do Otima
acido/base para um maximo de complexagio, onde a maioria dos grupamentos
carboxilicos dos aminoacidos fiquem desprotonados facilitando a

complexagdo. O pH muito elevado favorece também a formagdo de hdréxidos
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dos metais, 1986; (KRATZER ¢ VOHRA, 1986; ASHMEAD et al., 1985,
BASOLO e JOHSON, 1980).

Diversos trabalhos tém sido propostos com o objetivo de se obter
compostos de ferro gque apresentem boa absorgdo, para o use como

enriguecedores de alimentos.

BATES et al. (1972) desenvolveram um complexo de ferro e frutose que
proporcionou um aumento de absorgdo do ferro em comparagdo com o sulfato
ferroso. Este complexo apresentou propriedades fisico-quimicas e biologicas

adequadas para uso como aditivos de varios alimentos.

JONES et al. (1975) trabathando com um polifosfato de ferro obtido a
partir da ligagio A proteina de soro de leite criaram um produto com
aproximadamente 10% de ferro, 13% de fosforo ¢ 50% proteina. Em ensaios
biolégicos obtiveram 92-100% de eficiéncia relativa ao sulfato de ferro, na
avaliagdo através da replegdo dos niveis de hemoglobinas em ratos e frangos.
O produto foi considerado como adequado para a complementagdo alimentar

podendo ser ntilizado em farinha de trigo, leite, produtos para bebés ¢ outros.

Um complexo de ferro e EDTA (Fe(IlI)-EDTA) estudado por
LAYRISSE ¢ MARTINEZ-TORREZ (1977), que avaliou a absorgdo de ferro,
apresentou vantagens sobre outros sais de ferro, contudo, ndo foi determinada

a utilizagdo bioldgica do total do ferro absorvido.

RAUCH et al (1990), determinaram a biodispomibilidade de trés
complexos de ferro e sacarose. Estes foram obtidos pela rea¢do com sacarose ¢
cloreto férrico com pH corrigido para 7.4, pela adigdo de 4cido citrico, ou de
acido ascorbico ou de acido ascérbico mais dcido citrico. Conseguiram valores
superiores de biodisponibilidade na comparagio com sulfato ferroso na faixa
de 119-165% sendo possivel a utilizagio dos mesmos como enriquecedores

alimentares principalmente para bebidas.
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Ha ainda, o trabalho de ASHMEAD e LITTLE (1977) que descreve a
produgdo de complexos orgdnicos de cobalto, cobre, manganés, ferro, zinco,
calcio e magnésio a partir da reagdo de hidrolisado 4cido de soja e sais dos
metais. O ensaio estabelece para obtengdo dos complexos um pH minimo de
7.5, considerando entretanto, que o pH ideal estaria na faixa de 8,0 - 10,0 para
ocorrer uma desprotonagdo completa dos grupamentos de ligagdo dos
aminoacidos. Através de ensaios com animais observa um melthor

aproveitamento dos elementos.

Em 1987, NASSAR ¢ TIERNEY relatam a produgdo de quelatos de
metais (cdlcio, magnésio, ferro, zinco, manganés, cobre, cobalto, etc...)
utilizando um hidrolisado protéico de soja obtido por agdio enzimdtica a pH
neutro (7,0-7,4) ¢ a temperatura ambiente para fins de enriquecimento

ahimentar.

CHAUD (1993) trabathando com quelato peptideo de ferro, formado a
partir da reagéo com hidrolisado enzimético parcial de caseina, obteve, através
de testes com ratos, nivel de biodisponibilidade um pouco inferior (63%)
quando comparado ao sulfato ferroso (69%), calculado através dos indices de
recuperagdo de hemoglobina em ratos anémicos. A porcentagem de
biodisponibilidade em relagdio ae sulfato ferroso foi de 91,0%. Porém, sem ter
realizado testes, acrediton haver reducdo de efeitos colaterais geralmente
descritos para sulfato ferroso. O quelato desenvolvido apresentou melhor
absor¢do, proporcionando niveis plasmaticos mais duradouros que o sulfato
ferroso e restabeleceu niveis de hemoglobina, embora de forma menos
eficiente que o sulfato ferroso. Isto indicou que o quelato foi capaz de,
rapidamente, proporcionar quantidades suficientes de ferro disponivel para os
processos fisiologicos e enzimaticos ferro dependentes, bem como para a
sintese de hemoglobina. CHAUD (1993) manteve durante o periodo reacional,

na produgdo do complexo, um pH igual a 7,8. Seu produto era formado pela
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a—

ligacfio de peptideos e aminodcidos de um hidrolisado parcial de caseina com
ions Fe. O autor considerou que neste valor de pH a maioria dos
grupamentos carboxilicos dos peptideos ¢ aminodcidos permanecessem

desprotonados facilitando a complexagio.

FAIRWEATHER-TAIT ef al. (1992), avaliando a biodisponibilidade do
ferro quelatado com aminoécidos glicina ("Chelazone™ da Albion Laboratories
New Jersey, USA) em experimentos com animais, apresentou niveis superiores
para o quelato em comparagdo com o sulfato ferroso. A concentragio de
hemoglobina apresentada pelo grupo alimentado com dietas contendo ferro
quelatado foi significativamente (p< 0,001) maior do que a concentragio de
hemoglobina dos animais alimentados com dietas onde o sulfato ferroso estava

presente.

PINEDA, (1993) em estudos sobre biodispombilidade de ferro com
aminodcidos quelatados ("Chelazone” da Albion Laboratories New Jersey,
USA), demonstrou que em bebés anémicos 75% do ferro destes aminoacidos
quelatados foi absorvido e em relagfo ao ferro de origem do sulfato ferroso,
houve uma absorcdo de apenas 27% . Em individuos ndo anémicos, apenas 4%
do ferro do sulfato ferroso foi absorvido, em comparagdio com mais de 15% de
ferro absorvido do quelato, Isto indicou uma melhor absor¢do de ferro do

quelato, de cerca de 3 a 4 vezes, ao ferro originado do sulfato ferroso.

Os trabalhos com complexos de ferro tém apontado duas grandes
vantagens para sua utilizagio como suplemento alimentar que s30: estabilidade

molecular e maior biodisponibilidade do ferro.

A complexagfio ou a quelag@io promove a formagéo de uma estrutura em
forma de anel que "protege” os cdtions de reagdes com outros CompoStos.
Diferentes dos sais metalicos, os complexos ndo reagem com oufras

substincias presentes nos alimentos. N#o interagem com vitaminas, o que
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comumente resulta na destruicdo destas ultimas, e ndo participam de reagdes
quimicas que possam alterar o produto, ao qual sdo adicionados. Os cations
tornam-se “pouco reativos”, pois estdo ligados aos aminoacidos. Esta ligagio
do mineral ao aminoacido, que impede diversas reagdes quimicas indejesaveis
nos alimentos, traz outro beneficio que é a maior biodisponibilidade
(ASHMEAD e al., 1994). A estabilidade do complexo, permite a absorgdo do
metal pelo intestino de forma intacta, por transporte ativo, como parte de uma
molécula semelhante a um aminoacido ou a um dipeptideo. O complexo ndo se
sujeita as infimeras reagdes quimicas que interferem na absorgdo dos ions
metalicos inorginicos (ASHMEAD et al., 1985). Assim, hidrolisados protéicos
complexados com ferro tém surgido como uma boa alternativa para o

enriquecimento de alimentos.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Obter um complexo de ferro, a partir de sintese com hidrolisado protéico
acido de torta de extragio do 6leo de mitho (protenose) com baixo teor de
cloreto de s6dio com caracterizagdio quimica e avahiagdo da biodisponibilidade

do ferro ligado.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Determinagfio das condigBes exigidas para a formagdo dos complexos
utilizando, além do hidrolisado protéico, os aminoacidos: metionina, lisina e

glicina como agentes quelantes.
* Caracterizag¢do quimica dos complexos formados.
* Quantificacdo do porcentual de ferro presente nos complexos obtidos.

* Avaliagio da biodisponibilidade do ferro complexado com hidrolisado acido
através da determinagdo do Indice da Fficiéncia de Regeneragio da

Hemoglobina (HRE %) em ratos anémicos.



4. MATERIAL E METODOS

4.1. MATERIAL

A matéria-prima utilizada para produg@o do hidrolisado protéico foi a
torta de extracdo do 6leo de milho {protenose) doada pela RMB - Refinagles
de Milho Brasil Ltda.

Os aminoécidos lisina, glicina e metionina e demais reagentes foram de
grau PA.

“FERROCHFL” (quelato de ferro glicina) cedido pela Albion
Laboratories, New Jersey, US.A.

Os animais do experimento biolégico foram ratos (Rattus norvegicus)
machos, da linhagem Wistar, var. Albinos (Rodentia mammalia), recém
desmamados (21 dias) pesando entre 45 ¢ 54 g, provenientes da criagdo do

Bioterio Central do Campus da Universidade Estadual de Campinas.

4.2. METODOS

4.2.1. Determinaciio da Proteina Bruta

O teor de proteina, na matéria prima utilizada para produgdo do
hidrolisado (protenose) foi determinada através do método semi-micro
Kjeldahl, Para célculo da proteina o teor de nitrogénio foi multiplicado pelo
fator de corregdo de 6,25 de acordo com a AOAC (1984).
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4.2.2. Producio do Hidrolisado Protéico Acido com Baixo Teor de Cloreto
de Sadio.

4.2.2.1, Producio do Hidrolisado

A preparagio do hidrolisado foi feita segundo metodologia desenvolvida
por PRACA (1995), que estabelece o teor de matéria-prima de 30% e o de
acido cloridrico de 20%, temperatura de 100°C e tempo de agitagéo de 8 horas,

de modo a obter-se hidrélise das proteinas presentes.

No preparo do hidrolisado, a matéria prima foi adicionada em tarmbor de
polipropileno de alta densidade com capacidade para 50 litros. Em seguida,
juntou-se o 4cido cloridrico, previamente diluido com 4gua destilada aquecida.
Neste recipiente foi instalada uma resisténcia elétrica industrial, para aquecer a
mistura hidrolitica, ¢ um termostato para controlar a temperatura, sendo que,
tanto a resisténcia como o sensor do termostato, foram colocados dentro de
tubos de vidro termo-resistentes para evitar o contato direto com o 4cido
utilizado na hidrélise.

A agitagio da mistura para hidrolise, foi feita por uma haste de
policloreto de vinila (PVC) em forma de pé e com aleta superior adaptada a um
motor elétrico com redugdo de rotagdo, de modo que a velocidade fosse de 60

rota¢es por minuto (Fig. 1).

A contagem de tempo de hidrolise (8 horas) foi iniciada quando a
mistura atingiu a temperatura de refluxo, que era aproximadamente de 100 +
2°C. Apbs a hidrélise e resfriamento do produto obtido, foi feita uma pré-
filtracdo em sacos de pano e, a seguir, uma filtragdo em papel de filiro. As
filtragens tiveram a fungdo de eliminar as huminas, subproduto sélido de
coloragio escura formado durante a hidrolise acida pela condensacdo de

produtos de degradagdo (oxidagdo) do triptofano e os carboidratos.



26

A seguir, procedeu-se a evaporagdo do dcido cloridrico por destilagdo a

vacuo com injegdo de vapor de dgua.
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Figura 1 - Sistema de produgdo do hidrolisado
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4.2.2.2. Destilacdio 2 Vicuo com Injecio de Vapor de Agua

O conjunto de destilagdo era constituido por uma calderra (baldo de
fundo redondo de 2 litros aquecido por manta de aquecimento), um sistema de
injecdo de vapor, um baldo de 1.000 mL que continha a amostra (baldo de
destilagdo), um condensador de serpentina (resfriamento) e um sistema para
medir vacuo (Fig. 2). Nesse método, o vapor era produzido pelo aquecimento
de 4gua destilada até a ebuligio e injetado, através do sistema de mjecdo de
vapor, no fundo do baldo com amostra, de modo a promover a agitagéo db

hidrolisado.

O vapor de agua passava por uma serpentina de aluminio imersa em

banho de 6leo aquecido a 140°C, para produgdo de vapor super aquecido.

O baldo de destilacio era mantido durante todo o processo em banho-
maria (98 + 2°C) de modo que, o aquecimento do hidrolisado era promovido
tanto pelo banho de aquecimento, como pela injegdo de vapor, permitindo
concentrar o hidrolisado no decorrer da destilagdo. O tempo de destilagio para

remogdo do acido cloridrico era de 30 minutos com vacuo de 26 mmkHg.

O volume da amostra a ser destilado era de 500 mL, sendo a contagem
do tempo de destilagdo iniciada quando o vicuo em todo o sistema atingia 26
mmHg.

Apés a destilagdo, para a determinagdo da eficiéncia do sistema de
destilagio a vacuo, o volume da amostra foi reconstituido em baldo

volumétrico e procedida a analise de determinagdo do teor de cloreto de sodio.

Para os testes de complexagdo, o hidrolisado dessalinizado foi seco em

estufa a 105°C por 4 horas.
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Figura 2 - Sistema de destilagio para evaporagdo a vacuo do dcido cloridrico

utilizado na hidrohise.
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4,2.3. Determinaciio do Teor de Cloreto de Sédio

A porcentagem de cloreto de sodio no hidrolisado foi determunada por
titulacfio potenciométrica utilizando-se um potenciémetro B-374 Micronal com

eletrodo combinado de prata 6.0404100 (OF) Metrohm especifico para cloreto.

Nessa analise mediu-se 10 mL de hidrolisado, com pipeta volumétrica,
neutralizou-se a pH 7,0 com hidréxido de sédio ¢ completou-se o volume para
500 ml com 3gua destilada (diluicdo 1:50 ). Em seguida foi tomada uma
amostra de 20 mL do hidrolisado diluido ¢ titulou-se com solugdo de nitrato de
prata 0,1 M.

4.2.4. Obtencio dos Complexos Orgéinicos de Ferro

Devido & complexidade da composigio do hidrolisado, foram utilizados,
também, os aminoacidos lisina, glicina e metionina na produgdo de complexos
de ferro para comparagdo com produto obtido pela reagdo de ferro com o

hidrolisado.

A produgiio dos complexos foi feita a partir da reagdo de solugdes de
ferro III, obtidos pela dissolugdo de cloreto férrico hexaidratado (FeCl;
6H,0), com o hidrolisado protéico ou com os aminodcidos (agentes ligantes ou
quelantes). Usou-se¢ o cloreto férrico hexaidratado (FeCl; 6H,O) pois ¢
bastante soltvel, com grau de pureza adequado, acessivel no mercado ¢ libera
jops férricos (Fe™). Os complexos obtidos por ions ferrosos (Fe'?) sio
instaveis na presenga de oxigénio, oxidando-se rapidamente ( FITZIMMONS,
1.985). As solugdes de ferro II foram feitas utilizando-se dgua destilada de

modo a obter-se uma relagdio constante entre fons Fe™ e os agentes ligantes.
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modo a obter-se uma relagdo constante entre ions Fe™ e os agentes ligantes.
Para cada grama de cloreto férrico, utilizava-se 10 mi. de agua destilada. As

condigdes estudadas no processo foram:

o pH do meio reacional: Baseado em ftrabaihos para a producgio de
complexos de ferro (CHAUD, 1993; ASHMEAD e LITTLE, 1977, NASSAR
e TIERNEY, 1987), observou-se a utilizagfo, de modo geral, de uma faixa de
pH entre 7,0 ¢ 8,0, sendo o pH de 7,5 estabelecido para as reagfes de
complexacdo. Foram feitas musturas de solugdes de hidrolisado mais cloreto
férrico nas preparagdes abaixo, as quais foram tituladas com hidroxido de

sodio 0,5M:

- 1 mol de N/ mol de ferro
- 2 moles de N/ mol de ferro

- 3 moles de N/ mol de ferro

» relacio molar entre ferro e "agente quelante': Partindo da suposi¢do
arbitraria que os aminodcidos presentes contenham, nas suas moléculas, apenas
um atomo de nitrogénio (N), e que a ligagdo com o ferro deva ocorrer
principalmente pelos grupamentos carboxilicos, foram feitos estudos para

determinar a relagdo estequiométrica ferro/aminodcidos.

O teor de nitrogénio foi determinado através de andlise elementar C, H,
N, num aparetho Perkin-Elmer mod 2400. Baseado no valor obtido, foram
feitos ensaios para obtengfio dos "compostos de ferro”, usando as proporgses

acima mencionadas.

A avaliago da melhor relagdo molar fo1 feita em funcfo de rendimento
de produto. Em escala laboratorial obedeceu-se a seguinte metodologia: em
solugdes de ferro III, obtido pela dissolugdo de cloreto férrico hexaidratado

(FeCl; 6H;0), adicionava-se lentamente os agentes ligantes & femperatura
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(FeCly 6H,O0), adicionava-se lentamente os agentes ligantes a temperatura
ambiente (25°C) sob agitagfo constante. Acertava-se o pH para 7.5 com
hidroxido de sodio - 0,5 M, havendo entdo, a formagdo de um precipitado. Este
era filtrado em funil de vidro sinterizado com auxilio de bomba & vacuo. O
precipitado era seco a 105°C por 4 horas em estufa ¢ pesado. O célculo de
rendimento foi feito pela comparagdo entre o peso obtido dos precipitados ¢ o
peso tedrico esperado. Considerava-se como peso esperado a quantidade de

agente ligante somado ao ferro presente no cloreto férrico hexaidratado.
4.2.5. Caracteriza¢io dos Complexos Formados

4.2.5.1. Espectroscopia de Infra-Vermelho

A caracterizacdo dos complexos de ferro formados foi feita através da
espectroscopia de infra-vermelho. Esta metodologia diz respeito aos
movimentos de torgdo, rotagdo, deformagdio e vibragdo das ligagdes dos
stomos ou grupos de dtomos de uma molécula. Quando a radiagdo infra-
vermelha incide sobre a molécula, a mesma absorve energia originando uma
multiplicidade de vibragGes que ocorrem simultancamente e, fornecendo um
espectro de absor¢fo caracteristico de grupos funcionais e da configuraglo
geral da molécula (COLTHUP er al, 1964). Os espectros de infra-vermelho
podem indicar se o ferro esta ligado aos aminoacidos € qual o provavel sitio
desta ligagdo.

Na preparacdo das amostras foi utilizada a técnica de pastilha, onde a
amostra ¢ finamente pulverizada, misturada com brometo de potassio (KBr) ¢
comprimida em prensa hidraulica (Schwing Siwa - 15 toneladas) para a

produgio de uma pastitha.
O aparetho utilizado foi Perkin-Elmer FTIR mod. 1503.
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4.2.5.2. Espectroscopia de Fluorescéncia de Raio-X

A espectroscopia de fluorescéncia de raio-X foi utilizada na andlise
qualitativa dos complexos, ou seja, na avaliagdo da presenga de metal. A
formacéo do espectro caracteristico de fluorescéneia de raio-X, é consequéncia
da irradia¢do da amostra, por exemplo, por um feixe primario de um tubo de
raio-X. A excitagdo resultante da absorgdo fotoelétrica de um foton de raio-X,
promove a ejecio de um elétron de wma camada interna do atomo. O 4tomo,
aoc regressar ao estado fundamental, pela transferéncia de um c¢létron de
camadas externas para interna, promove a emissjo de energia sob forma de
raio-X, equivalente a diferenga de potencial entre os dois estados (WILLARD,
1974).

O aparelho utilizado foi Espectrémetro de Fluorescéncia de Raio-X de
Energia Dispersiva-Spectrace 5000.

As amostras foram finamente pulverizadas (400 mesh) ¢ comprimidas na

forma de pequenos bastonetes.

4.2.6. Determinacio do Teor de Ferre

As andlises do teor de ferro, presente nos complexos formados e nas
dietas utilizadas no ensaio biolégico, foram feitas pela técnica de absorgdo
atdmica, usando o aparetho Perkin-Elmer, mod 5000.

Na espectroscopia de absorcdo atdmica, a amostra ¢ infroduzida nwma
chama onde sofre dessolvatagdo, vaporizacdo ¢ atomizagio, Hi emissdo de

irradiagdo, proveniente de uma fonte externa, correspondente a energia
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necessaria para a transi¢do eletronica do estado fundamental a um estado
excitado. A absorgdo das radiagles ¢ dependente da populagdo dos atomos no
estado fundamental, ou seja, a concentragdo da solugdo distribuida na chama.
A quantificagdo ¢ feita pela diferenca entre o sinal transmitido na presenca ¢ na
auséneia do elemento a se quantificar (WILLARD, 1974). As leituras foram
realizadas nas solugbes de amostras calcinadas a 550°C em mulfla,
solubilizadas com acido cloridrico ¢ diluidas com 4dgua deionizada segundo
normas do Instituto Adolfo Lutz. O aparetho foi calibrado segundo as
condigdes abaixo recomendadas (PERKIN-ELMER, 1982) para determinagdo

de ferro:

Comprimento de onda 248,3 nm
Corrente da iampada 30 mA
Abertura espectral da fenda 0,2 nm
Chama (oxidante) Ar-acetileno

Vazio 50 -45 L/min

Como padrdo, foi utiizado Oxido de ferro PA. (Fey03) nas
concentragdes 2 a 4 pg/ml..

4.2.7. Determinacio do Nitrogénio

O teor de nitrogénio foi determinado através da andlise elementar C, H,
N do hidrolisado dessalinizado e seco. A andlise foi realizada em Analisador
Elementar Perkin-Elmer mod 2400.
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4.2.8. Recuperacio dos Niveis de Hemoglobina em Ratos Anémicos.

A metodologia empregada para avaliar o aproveitamento biologico do
ferro de alimentos em ratos, foi baseada no método da recuperag@o dos niveis
de hemoglobina conforme referido nas normas da Association of Official

Analytical Chemists (AOAC, 1984).

O ensaio biolégico utilizado para estudar a biodisponibilidade do ferro
presente no complexo orgénico de hidrolisado protéico € curativo e, portanto, ¢
dividido em duas fases: obtencdo dos anémicos € recuperagio dos niveis de

hemoglobina.

A dieta basal (pobre em ferro) utilizada no periodo de deplegdo foi
preparada segundo as especificagdes da AOCAC (1984).

A composicio percentual da dieta € apresentada na Talela 4 e as
composi¢des das mistyras mineral ¢ vitaminica na Tabela 5.

As ragdes utilizadas no periodo de recuperagéio foram preparadas pela
adi¢do, a dieta basal, de sulfato ferroso heptaidratado (grupo padriio) e de
complexo orginico de ferro do hidrolisado protéico (grupo teste) numa
concentracdo tal que fomecesse 35 mg de ferro por quilo de dieta. As
conceniragdes de ferro nas dietas foram determinadas por espectroscopia de

absorgdo atémica.



Tabela 4 - Composig¢do porcentual da dieta a base de caseina (Dieta Basal)

Componentes g/100g
Ghicose 49 38
Amido 20,00
Gelatina 15,00
Oleo de mitho 5.00
Fosfato monossadico 5,00
Carbonato de calcio 2,00
Cloreto de potassio 2,00
Sal iodado 0,50
Cloreto de colma 0,15
L. Metionina 0,10
Mistura Mineral (1) 0,27
Mistura Vitaminica (2) 0,10

(1) (2) Composigdo especifica na Tabela 5

Fonte: AOAC, 1984
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Tabela 5 - Composi¢io das misturas salina ¢ vitaminica utilizadas no preparo

das dietas
MISTURAS
(1) Mineral 2/100g
Sulfato de magnésio 73,816
Sulfato de zinco 19,657
Sulfato de manganés 5,733
Sulfato de cobre 0,731
fodeto de potassio 0,0625
(2) Vitaminica
Vitamina A 500.000 Ul/g 1,00
Vitamina D3 200.0600 Ul/g 0,75
Acetato de tocoferol 5,00
Menadiona 0,04
Cloridrato de tiamina 0,30
Riboflavina 0,30
Cloridrato de piridoxina 1,00
Pantotenato de célcio 1,00
Niacing 3,00
Acido félico 0,10
Vitamina B 12 0,1 % em gelatina 2,00
Sacarose 85,51

Fonte: AOAC, 1984
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Na formulagdo das ragdes necessarias ao experimento utilizou-se
somente material de widro, plastico ou ago moxidével, previamente imersos em
acido nitrico & 30% por 2 horas e, posteriormente, enxaguados

abundantemente com dgua delonizada e secos em estufa.

Os compostos solidos das dietas eram misturados manualmente em
recipientes plasticos e passados em tela plastica. O material rettdo era triturado
e novamente peneirado. Apos acrescentar oleo, a ragdo obtida era peneirada
por mais seis vezes. As dietas prontas foram armazenadas em sacos plasticos e

conservadas em camara fria (4°C).

Fase de Deplecdo

Nesta primeira fase, ratos machos recém-desmamados foram colocados
em gaiolas individuais de ago inox em condigSes de temperatura (22°C),
wmnidade ¢ ciclo de luz controladas, recebendo dieta basal pobre em ferro (8
ppm) ¢ dgua deionizada "ad libitum" durante trinta e cinco dias. Apds este
periodo o sangue foi colhido da cauda através de pequeno corte. A
hemoglobina foi dosada e os animais pesados. Os ratos foram considerados

anémicos quando a média de hemoglobina estava ao redor de 6 g/dL.

Fase de Recuperacio

Na fase de recuperagio dos niveis de hemoglobina, com duragdo de
quatorze dias, 0s animais anémicos foram distribuidos em trés grupos de seis
animais cada, observando a concentragfo de hemoglobina (g/dL.} e peso (g} de

modo a obter a menor variagdo possivel intra ¢ inter grupos.

Grupo Controle: Formado por 6 ammais que consumiram ragdo basal (pobre
em ferro)} e 4gua deiomzada "ad hibitum” por 14 dias.
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Grupo Padriio: Formado por 6 animais que receberam dieta basal suplementada
com sulfato ferroso (35 mg/kg de ragdo) e Agua deionizada "ad libitum” por 14
dias.

Grupo Teste: Formado por 6 animais que tiveram a dieta basal adicionada de
complexo orgdnico de ferro do hidrolisado (35 mg/kg de ragdo) e Agua
deionizada "ad libitum" por 14 dias.

Apos este periodo, o sangue foi novamente colhido da cauda, através da

seccdo de um pequeno segmento para determinagio do nivel de hemoglobina.

4.2.8.1. Dosagem de Hemoglobina

Os niveis de hemoglobina foram determinados pele método de

cianometahemoglobina (CROSBY et al., 1954).

O sangue coletado dos animais (0,02 mL) foi transferido para tubo de
ensaio com 5 ml. de solugio de Drabkin (AOAC, 1984). A leitura das
amostras foi realizada em espectréfotometro (Beckmam, med.D.U. 70) na
regido do visivel, comprimento de onda 540 nm. Os resultados em absorbéncia
foram convertidos em gramas de hemoglobina por decilitros através do produto
da absorbincia por um fator, calculado a partir de um padro de hemoglobina.
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4.2.8.2. Determinaciio da Utilizacdo Biologica do Ferro

Utilizando os dados colhidos no ensaio bioldgico determinou-se a
biodisponibilidade do ferro através do indice da Eficiéncia de Regeneragio da
Hemoglobina (HRE %) segundo MAHONEY et al. (1974).

A porcentagem de biodisponibilidade foi calculada em termos da
eficiéncia de conversdo do ferro dietético para ferro hemoglobinico. Para isso,
dividiu-se 0 ganho de ferro hemogiobinico (mg) pelo total de ferro ingerido

durante o periodo de replecio ¢ o resuitado expresso em porcentagem.

O peso dos animais {g) e os niveis de hemoglobina (g/dL) foram
utilizados para calcular o ferro hemoglobinico. Considerou-se que o volume
total de sangue no rato fosse de 6,7% do peso corpéreo e que o contetdo de
ferro hemoglobinico fosse de 3,35 mg de ferro elementar para cada grama de

hemoglobina (MAHONEY er al., 1980).

Depois de calculada a porcentagem de biodisponibilidade do ferro da
ragdo padriio (sulfato ferroso), a porcentagem da biodisponibilidade relativa ao
sulfato ferroso foi obtida dividindo-se a porcentagem da biodisponibilidade do
ferro da ragdo teste (complexo organico de ferro) pela biodisponibilidade de
ferro do sulfato ferroso e multiplicado por 100.

4.2.8.3. Anilise Estatistica
Depois de calculada a porcentagem da biodisponibilidade do ferro em

termos de Eficiéncia de Conversdio de Hemoglobina os dados foram analisados
estatisticamente {(ANOVA) para verificagio da existéncia de diferenga
sipmificativa entre a biodisponibtlidade do sulfato ferroso e do complexo de

ferro.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1, PRODUCAO DO HIDROLISADO ACIDO COM BAIXO TEOR DE
CLORETO

| A principio, toda matéria prima protéica pode ser submetida & uma
hidrolise, sendo as de origem vegetal comumente utilizadas,
(PRENDERGAST, 1974). Em fungdo da disponibilidade, baixo custo e teor de
proteina (64%), a protenose foi utilizada como matéria-prima no preparo do
hidrolisado. Contudo, diversos produtos protéicos, oriundos de residuos

industriais, podem ser aproveitados para a obtengdio de hidrolisados.

_ O hidrolisado protéico foi obtido com a finalidade de ser uma fonte de
aminodcidos de custo reduzido para produgdo de complexos de ferro. Metais
\_ complexados exigem, para um bom aproveitamento biolégico, que a molécula
formada tenha uma massa molecular total, incluindo o metal, abaixo de 1500
- Daltons, para que penetre na célula da membrana intestinal sem requerer uma
' hidrolise intra-luminal adicional (ASHMEAD et al., 1985). Desta forma,
optou-s¢ por uma hidrélise 4cida, para que houvesse um maior numero de
aminoacidos livres disponiveis para a complexagdo e, também, pelo fato de
ser, a hidrolise dcida, o método mais utilizado industrialmente para a produgdo
de hidrolisados protéicos (PRENDERGAST, 1974).

Procedeu-se 4 remogdo do dcido cloridrico residual, para que se evitasse
gastos excessivos de hidroxido de sédio, durante ajuste de pH, necessario para
a formagdo dos complexos. Com este procedimento impediu-se também que o

produto final tivesse altos teores de sédio.

A metodologia utilizada na preparacio do hidrolisado proporcionou a
obtencdo de um produto desidratado com alto teor protéico (45,4%). A tabela
6 apresenta a composi¢do elementar do hidrolisado dessalinizado e seco.

Ty
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A tabela 7 demonstra os teores de cloreto de sédio, indicando uma

redugio de 76,36% no teor de sal.

Tabela 6 - Composigdo elementar do hdrolisado dessatinizado e seco.

Elemento Porcentagem em base seca (%)*
Carbono (C) 33,87 +0,27
Hidrogénio (H) 5,95 + 0,07
Nitrogénio (N) 7,27 £ 0,06

* Média de trés determinagdes + desvio padrio

Tabela 7 - Teores de cloreto de sodio no hidrolisado

Tempo (min) % de NaCl # % de NaCl eliminado *#
0 16,5 S
30 3.9 76,36
NaCl residual
* % Na Cl eliminado=100 - ——- SO
% NaCl imcial

# Média de trés determinagdes.
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5.2. PRODUCAO DOS COMPLEXOS DE FERRO

Os hidrolisados protéicos sdo constituidos por uma mistura de
compostos, além dos aminoacidos. Pode-se encontrar aldeidos, furanos ¢ em
menores quantidades lactonas, fendis e outras. Os hidrolisados &cidos
apresentam portanto, uma complexidade de substincias quimicas (MANLEY ¢
FERGERSON, 1970). Por isto fez-se a opg¢do por trabalhar também, com
aminoacidos puros para a produc;z’io dos complexos com a finalidade de
facilitar a compreensdo das modificagdes quimicas em virtude da complexagio

e avaliacfo do rendimento.

Na reacdo de complexagfio com ferro, observou-se a methor propor¢do
enire mineral/agente quelante ¢ o pH mais adequado, uma vez que sdo

condicBes importantes para promogio da ligagdo quimica entre as substéncias,

Em vista de uma série de experimentos (ASHMEAD ¢ LITTLE, 1977,
NASSAR e TIERNEY, 1987, CHAUD, 1993), onde se trabalhou com
hidrolisados protéicos para a produgdio de complexos de metais bivalentes,
numa faixa de pH proximo a 7,5, foram feitos, no presente trabalho, titulagdes
com hidréxido de sddio em solugBes de hidrolisado protéico mais cloreto
férrico (Figuras 3, 4 e 5), considerando o pH de 7.5 adequado para a reagdo de

compiexagio.
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Figura 5 - Curva de titulagio da solugdo de fons Fe™ (FeCl; 6H;0) e
hidrolisado com hidréxido de sodio 0,5 M (3 moles de N/ mol de
ferro).
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Na estimativa da reagdo entre aminoacidos ¢ fons férricos, considerou-se
que cada nitrogénio era formador de um aminoacido e este teria como principal
sitio de ligagdo os grupamentos carboxilicos (ASHMEAD, 1987). O teor de
nitrogénio do hidrolisado seco foi de 7,27 %. Portanto cada grama possu
aproximadamente 0,07 g de nitrogénio. Cada 200 g de hidrolisado possui cerca
de 14,5 g de nitrogénio o que corresponde a aproximadamente 1 mol de
nitrogénio. Estes valores foram utilizados para calculo da relagdo molar do
hidrolisado.

As tabelas, (8, 9, 10 ¢ 11) a seguir ilustram os experimentos realizados
para determinagdo do melhor rendimento, em fun¢do da relagdo molar entre o
cloreto férrico e aminodcidos na complexagdo. Em vista da quantidade do
produto final, ou seja, da porcentagem de produto obtido em fungdo de
produto esperado concluiu-se que, das relages molares estudadas entre

aminoacidos ¢ fons férricos, a mais adequada fot de 1:1.

Tabela 8 - Rendimento, em fungdo da relagio molar entre o nitrogénio (N} e o
jon férrico (Fe™), do hidrolisado dessalinizado e seco, na produgéo

do complexo

Hidrolisado (g}  FeCl; 6H0 (g) Relagdo Rendimento %
*MM = 270 N/Fe
2,0106 2,7557 1:1 84,5
4,0675 2,7759 2:1 53,5
6,0450 2,7045 3:1 39,9

*MM = Massa Molar
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Tabela 9 - Rendimento, em fungio da relagdo molar entre aminodcido glicina

(AA) e o fon férrico (F&*), na produgio do complexo.

Glicina (g) FeCl; 6H,0 (2} Relaciio Rendimento %
“MM = 75,07 *MM =270 AA/Fe
0,7576 2,7582 1:1 80,5
1,5032 2,7552 2:1 670
2,2521 2,7352 31 | 42,0

*MM = Massa Molar

Tabela 10 - Rendimento, em fungdo da relacdo molar entre aminodcido lisina

(AA) ¢ o fon férrico (Fe™) na produgdo do complexo

Lisina (g) FeCl; 6H;0 (g) Relacio Rendimento
*MM = 146 *MM =270 AA/Fe
1,4635 2,7591 1:1 85,5
2,9828 2,7047 2:1 62,0
4,4785 2,7010 3:1 46,4

*MM = Massa Molar
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Tabela 11 - Rendimento, em funcdo da relagdo molar entre o ammoécido

metionina (AA) e o ion férrico (Fe™) na produgio do complexo

Metionina (g) FeCl; 6H;O (g) Relacio Rendimento %
*MM = 149 *MM =270 AA/Fe
1,4945 2,7609 11 83,8
2,9839 2,7598 2:1 62,5
44713 2,7078 3:1 45,0

* MM = Massa Molar

5.3, CARACTERIZACAO DOS COMPLEXOS FORMADOS

A caracterizagio dos complexos formados foi realizada através de
métodos espectrograficos, contudo, ainda nos dias de hoje, n3o ha uma
metodologia oficial para avaliagio das estruturas dos complexos orglnicos

com metais, sejam quelatos ou proteinatos (HOLWERDA, 1995).
5.3.1. Espectrometria de Infra-Vermelho
Foram feitos espectros dos aminoacidos puros, dos ammoacidos

complexados na relagio molecular estabelecida, do hidrolisado 4cido ¢ do
complexado (Figuras 6 & 13). Para comparagio do comportamento, no infra-
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vermelho, foram analisados os espectros do quelato ferro-glicina da Albion
Laboratories ¢ de um acetato basico de ferro produzido nas mesmas condigdes
que os demais complexos, obtidos da relagio molar de 1 : 1 de 4cido acético e
cloreto ferrico hexaidratado (amexo n 05). As andlises indicam que,
possivelmente, houve a formagdo de um “"aminocarboxilato™ de ferro, ou seja a
estrutura quimica obtida, provavelmente, envolve o ferro ligado aos

aminoacidos através da carboxila.

A regido do infra-vermelho de 4.000 2 1.300 em™ ¢ denominada de
“zona das frequéncias de grupos”, pa qual pode-se atribuir unidades
vibracionais que dependem do grupo funcional que provocou a absorgdo. A
posigio do grupamento carbonila se estende na regido de 1825 a 1575 em’
(WILLARD, 1974). Pela comparagdo dos espectros dos aminoacidos e dos
complexos, percebe-se que ocorrem alteragdes das bandas nesta regido. Isto se

deve, provavelmente, & coordenagio do grupo carboxila. Bandas na regido de

2.100 cm™ caracteristicas do grupamento NH;+ (FITZSIMMONS, 1985) estdo
ausentes no espectro dos complexos, indicando desprotonagdio e possivel
coordenagdo do grupamentd NH,. Por outro lado, o espectro de infra-vermelho
do acetato basico de ferro (vide anexo n* 5) que foi preparado nas mesmas
condicdes que os “complexos” do hidrolisado, ¢ muito semelhante aos
espectros destes Gltimos. Isto poderia indicar que ndo ha ligagdo do NH; ao
ferro. Se isto for verdadeiro, teremos “aminocarboxilatos” e ndo complexos
propriamente ditos.

Os dados fornecidos por literatura (KRATZER ¢ VOHRA, 1986;
ASHMEAD et al, 1985) indicam como principal sitio de ligagdo o
grupamento carboxilico. O quelato produzido por CHAUD (1993) também |
apresentou grupamentos carboxilicos como principal sitio de ligagdo ¢ em

menor extensio os grupamentos aminicos.
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%.3.2. Espectrometria de Fluorescéncia de Raio X

O espectro de fluorescéncia de raio-X (Figura 14) obtido para o
hidrolisade complexado indica de modo qualitativo a presenga do ferro no
hidrolisado. Esta metodologia fornece apenas informagdes sobre a presenga do
elemento ferro no produto, mas ndo indica se o ferro esta ligado ou livre. As

linhas espectrais sdo caracteristicas do elemento ferro e correspondem,

respectivamente, ao FeKa e FeKp.

Nido foi possivel a quantificagio por esta andlise devido 4 dificuldade
encontrada na preparagdo de uma curva padrio. O material (hidrolisado seco)
usado como matriz onde se adicionaria os padrdes de ferro (6xido de ferro) em
diferentes proporgdes, devido ao seu cardter higroscopico, ndo oferecia

condigBes adequadas para obtengdo de uma curva padrdo.

5.3.3. Espectrometria de Absercio Atdmica

A determinagio do teor de ferro nos complexos foi feita pela
espectrometria de absorgio atdmica e estdio apresentados na tabela 12. Os
valores obtidos nos complexos de aminodcidos simples foram superiores ao do
complexo de hidrolisado. Isto talvez se deva 4 propria pureza dos aminodcidos,
ndo havendo possiveis interferentes nas reagdes de complexagdo. O complexo
do hidrolisado com um teor de 25,9% + 0,27 apresenta um valor bastante
proximo ao do quelato produzido por CHAUD (1993) que € de 25%, apesar do
metodologia de produgio ser ligeiramente diferente.
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Tabela 12 - Teores de ferro obtidos por absorgéo atdmica para os produtos de
relagfio molar N/Fe 1:1

Produto Porcentagem de ferro {(%)*
Complexo do hidrolisado 2590 %027
Complexo de glicina 26.50 + 0,60
Complexo de metionina 2970 + 0,62
Complexo de lisina 2930 £ 0,37
Ferrochel 20,20 £ 0,12

* Média de trés determinagdes + desvio padrio

5.4. AVALIACAO DA BIODISPONIBILIDADE DO FERRO DO
COMPLEXO DO HIDROLISADO PROTEICO PELO INDICE
DE REPLECAO DE HEMOGLOBINA

A biodisponibilidade de um nutriente reflete a soma dos efeitos de todos
outros fatores de absor¢do, transporte, organizagiio celular, estoque e excregdo
do elemento. Assim sendo, nenhuma técnica ou modelo animal € perfeito para
um estudo de biodisponibilidade de um nutriente (GREGER, 1992).

As limitagdes no rato como modelo para seres humanos na avaliagio da
biodisponibilidade de ferro em alimentos se devem a diferenga de utilizagéo
deste metal entre ratos ¢ humanos. O metabolismo do rato é mantido
principalmente pelo ferro dietético, na sua forma "ndo heme” ¢ apresentado
também, maiores perdas basais (DALLMAN et al., 1982). Entretanto, para
estudos de metabolismo mineral, o paralelismo com humanos e ratos sdo
geralmente bastante consistentes (GREGER, 1992). Diversos trabalhos, como
os desenvolvidos por SCHRICKER er al. (1981) e FORBES et al. (1989), tém
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demonstrado que testes com ratos tém sido um bom modelo para predizer a

biodisponibilidade de ferro em diferentes fontes de alimentos, através de dados

relativos a utilizagio de uma fonte referéncia, geralmente o sulfato ferroso.

A biodisponibilidade de ferro em alimentos expressa em termos de
eficiéncia de sua conversio em ferro hemoglobinico, segundo MAHONEY
(1974), é 1til porque € capaz de predizer respostas hematinicas para qualquer
quantidade de ferro do alimento consumido, além disso .tem a vantagem de
utilizar apenas um quarto dos animais exigidos no meétodo da AOAC (1984),
pois apenas um nivel de ferro na dieta é testado (FORBES e al., 1989).

Os resultados encontrados na determinagio do aproveitamento biolégico
do complexo de ferro obtido a partir do hidrolisado protéico, em relagdo ao
sulfato ferroso estio apresentados na tabela 13. Todos os ammais tiveram

ganho de peso no periodo de replegdo.

No presente ensaio a porcentagem de biodisponibilidade do sulfato
ferroso foi de 54,4%, com nivel de ferro nas dietas de 35 mg/kg de racdo,
sendo bastante préximos aos valores obtidos por BIANCHI (1988) de 52,80%.
CABRAL (1990) obteve 50,60% de biodisponibilidade do sulfato ferroso para
ragdes com nivel de suplementagfio bastante proximo (36 mg/kg). MAHONEY
(1974) apresentou uma biodisponibilidade do sulfato ferroso de 51,0%
trabalhando com dieta padrdo com 27,8 mg de ferro por quilo de ragdo.

A biodisponibilidade do complexo organico de ferro em relagdo ao
sulfato ferroso foi superior em 12,8% representando uma diferenga
significativa (p<0,001) por analise de varidncia, indicando que o composto
produzido proporcionou um methor aproveitamento do ferro.

CHAUD (1993) num experimento com um “quelato” de peptideos ¢

ferro obteve um aproveitamento de 91% de ferro em relagfio ao sulfato ferroso.

Este valor um pouco inferior aos resultados apresentados nesta pesquisa,
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provavelmente, deve-se ao fato do complexo desenvolvido por CHAUD
(1993) ter sido produzido utilizando-se um hidrolisado obtido por hidrolise
enzimatica onde o composto era, em sua maior parte, formado por peptideos

que dificultariam a absorg¢o do quelato.

Num ensaio biologico com “quelato™ de ferro (bi-glicinato de ferro da
Albion Laboratories) FAIRWEARTHER-TAIT ef al (1992) demonstrou
superior biodisponibilidade do quelato em relagdo ao sulfato ferroso da ordem
de 13% (p<0,001). Contudo, estes resultados ndo podem ser comparados aos
nossos devido ao delineamento experimental diferente. Os animats, apds
desmame foram alimentados com ragdes contendo 30 mg Fe/kg sendo um
grupo (padriio) e o outro teste (bi-glicinato de ferro). Apos 4 semanas, foram

sacrificados e colhidos os dados. Nao foi feita deplegdo de ferro.
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Tabela 13 - Biodisponibilidade de ferro proveniente do sulfato ferroso e do
complexo orginico de ferro, calculado através do Indice de

Recuperagio de Hemoglobina em ratos anémicos.

Grupos

Basal Padrio Teste
Peso (g)
Inicial 201+ 17 191+ 16 195+ 11
Final 215+ 12 237+ 125 244 + 17
Hemoglobina (g/dl)
Inicial 6,3+ 0,7 5905 6305
Final 56+05 13,1£09 145+09
Consumo dieta (g) 180 + 39 232 + 32 243 + 37
Fe ingerido (mg) e 81172 85+13
Fe hemoglob.(mg) e 44+05 3,2+0,7
% Biodisponibilidade
do sulfato ferroso — 544+45 613156
% Biodisponibilidade
do complexo em
relago ao sulfato
ferroso e e 1128£52

Os valores sdo média * desvio padriio para n=6.

Grupo Basal = os ratos recebem ragdo pobre em ferro (8 mg/kg)
Grupo Padriio = os ratos recebem ragdo com sulfato ferroso (35mg/kg)

Grupo Teste = os ratos recebem ragdo com complexo ferro (35mg/kg)
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6. CONCLUSOES

A avéliagéo dos dados obtidos no presente trabatho permitem concluir

que:

1. A metodologia de preparagio do hidrolisado acido com baixo teor de
cloreto de sédio, demonstrou ser uma alternativa vidvel. Obteve-se um produto
seco com 45% de proteina, 3,9% de cloreto de sédio. Sua utilizagdo como
"fonte de aminoacidos " para a formagdo de complexos de ferro, mostrou-se
adequada por permitir a utilizagdo de um residuo industrial de baixo custo na
produgdo de um complexo de ferro com fins alimenticios. Dessa forma o uso
do hidrolisado, em lugar de aminoacidos "puros”, para a preparagdo de

"complexos”, parece ser uma alternativa vidvel,

2. Dentre as relagSes molares avaliadas entre aminodcidos e ions Fet de
1:1,1:2e1:3,arelagdo molar de 1 : 1 proporcionou um rendimento final

de produto mais alto, sendo assim, considerada a mais adequada.

3. O complexo de ferro obtido da reagdo entre hidrolisado protéico e fons
Fe*® apresentou um teor de ferro de 25,9%, sendo eficaz no restabelecimento

dos niveis de hemoglobina de modo superior ao sulfato ferroso.

4. A utilizagio biolégica do ferro do complexo protéico em relagdo ao
sulfato ferroso, estimado através do Indice de Eficiéncia de Regeneragfio de
Hemoglobina (HRE %) foi superior ao sulfato ferroso em 12,8%. Isto indica
que o complexo foi mais eficiente em formecer ferro disponivel para os

processos fisiologicos que o sulfato ferroso.

S. Os complexos de glicina, metionina ¢ lisina produzidos apresentaram

maior teor de ferro que o produto comercial importado.
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Pode-se concluir, portanto, que o complexo de ferro obtido a partir de
hidrolisado protéico preparado neste trabalho, parece ser bastante promissor

para o uso como fonte de ferro em alimentos.
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Anexo 1 - Espectros de Infra-vermelho
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) Anexo 2 - Espectros de Infra-vermelho
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o Anexo 3 - Espectros de Infra-vermetho
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Espectro de infra-vermelho do complexo formado de ions Fe™ (FeCly 6H,0)
mais glicina. Relagdio molar de 2 moles de N / mol de ferro.
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0. 18- Anexo 4 - Espectros de Infra-vermelho
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Espectro de infra-vermetho do complexo formado de ions Fe™ (FeCly 6H,0)
mais hidrolisado. Relagfio molar de 2 moles de N/ mol de ferro.
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Anexo 5 - Espectros de Infra-vermetho
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