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RESUMO GERAL

O chumbo é um metal pesado de reconhecida toxicidade em humanos e a exposigéo
para a populagdo em geral, por meio dos alimentos e &gua, continua sendo
preocupacdo dos orgdos de saude. O grau de absorgdo e acumulo de chumbo em
animais envolve multiplos fatores fisiolégicos, quimicos e nutricionais. As fibras e o
acido fitico ja foram apontados como agentes protetores contra a contaminagdo com
chumbo, diminuindo a absorgao gastrointestinal e a retengdo do metal no organismo. O
farelo de arroz, subproduto da industrializacdo do arroz, além de conter grandes
quantidades de fibra alimentar, distingue-se por constituir uma das maiores fontes
naturais de acido fitico. Neste trabalho, descreve-se o efeito da inclusdo de farelo de
arroz na dieta padrao para o rato, como fonte de acido fitico, no acumulo de chumbo
em sangue, figado, rim e osso. As dietas foram preparadas contendo dois niveis de
fibra, quatro niveis de &cido fitico e contaminadas ou ndo com 160mg/Kg de PbQO.
Utilizou-se celulose micro-cristalina nas dietas controle (C), e farelo de arroz (F) ou
farelo de arroz parcialmente desfitinizado (Fd) em diferentes niveis nas dietas com
fitatos. Ratos machos Wistar (2 meses, 271g) foram usados em dois experimentos. O
experimento 1, consistiu de seis grupos (n = 7 x 6) recebendo: B (basal, AIN-93G, 5%
de fibra celuldsica), BF (igual a B, exceto que com 17% de F em lugar de celulose, para
atingir 5% de fibra insoluvel), C5 (igual a B, mas contaminada), C1 (semelhante a C5,
exceto que continha s 1,2% de fibra celuldsica), F5 (igual a BF, contaminada), e F1
(semelhante a F5, exceto que continha 4,7% de F fornecendo 1,2% de fibra insolavel).
O experimento 2, consistiu de trés grupos (n = 7 x 3) que receberam as dietas a saber:
B (Basal), F+Fd (igual a F5 , exceto que a fibra era fornecida, 50% por F e 50% por Fd)
e Fd (igual a F5, exceto que a fibra era fornecida por Fd). Os niveis de Pb nos tecidos
foram determinados por espectrometria de emissdo atdbmica (ICP-AES). As fragdes de
fosfato de inositol foram determinadas por CLAE no farelo de arroz estabilizado antes e
apos processo de desfitinizacéo com fitase comercial de arroz. A fragao de hexafosfato
de inositol (acido fitico) constitui, independentemente do processo de estabilizacéo e
desfitinizagéo, a fragdo mais abundante no farelo. O tratamento de desfitinizagcdo com

fitase comercial mostrou ser pouco eficiente na remogéo de acido fitico.Os valores de
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Pb no osso, figado e rim para os animais com dietas F5 F+Fd e Fd foram
significativamente inferiores (P<0,05) aos dos animais com dietas C5 e C1. Os niveis de
chumbo acumulado em rim e figado, mostraram que a retengéo por estes 6rgdos foi
inversamente proporcional & quantidade de fitatos na dieta. O farelo, usado no nivel
mais baixo (4,7%), ainda mostrou efeito protetor para o organismo, em relagéo a
celulose. Os niveis de Pb observados nos tecidos para a dieta F1 foram
significativamente inferiores (P<0,05) aqueles da dieta C1. O acumulo nos tecidos
indica que o farelo de arroz em substituicdo a celulose, fornece ao rato maior protegao
contra o envenenamento com chumbo e sugerem que o acido fitico € fator determinante

desse efeito benéfico.

Palavras-chave: farelo de arroz; chumbo; fitatos; acido fitico, fitase, fibra alimentar;

dieta moderna
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SUMMARY

Lead is recognized as a toxic metal in humans and exposure of the general population
through food and water remains a concern of public health authorities. The absorption
and distribution of lead in animals involves various chemical, physiological and
nutritional factors. Among those, dietary fiber and phytic acid have been proposed to
prevent lead poisoning by lowering the gastrointestinal absorption and deposition of the
heavy metal. Rice bran or rice polish is a by-product that contains both, unusually large
quantities of phytic acid and significant amounts of fiber. The present work describes the
effect on the uptake of lead by blood, liver, kidney and bone when stabilized rice bran is
added to a standard rat diet as a source of phytic acid. Diets were prepared containing
two levels of fiber and four levels of phytic acid. While fiber in the diets was supplied by
either micro-cristalline cellulose (C), Control, or rice bran, the source of phytate was
either the full-phytate (F) or partially dephytinized bran (Fd) in diets that were either
straight or contaminated with 160mg/kg of lead as PbO. Male Wistar rats (two-months
old, 271g) were used in two experiments. For experiment 1, six groups (n = 7 x 6)
received: B (basal, AIN-93G, 5% cellulose fiber), BF (same as B, but containing 17% of
F instead of C, to provide 5% of insoluble fiber), C5 (same as B, but contaminated), C1
(similar to C5, except that contained 1.2% of C), F5 (same as BF, but contaminated),
and F1 (similar to F5, except that contained 4.7% of F, supplying 1.2% insoluble fiber).
Experiment 2, consisted of three groups, (n = 7 x 3), receiving: B, F+Fd (same as F5 |
except that the fiber proceeded 50% from F and 50% from Fd) and Fd (same as F5,
except that the fiber was supplied by Fd, only). Lead contents in tissues were
determined by atomic emission spectrometry (ICP-AES). The inositol phosphate
fractions in the stabilized rice bran were determinated by HPLC before and after
dephytinization with exogenous phytase. Inositol hexaphosphate (phytic acid) was the
major fraction found in the bran, regardiess of the processes. Removal of phytate by
exogenous phytase proved to be a rather inefficient process. Pb accumulation in femur,
liver, and kidney of the animals fed diets F5, F+Fd and Fd were significantly lower (P <
0.05) than those consuming diets C5 e C1. The levels of the metal accumulated in
kidney and liver showed that retention by these organs was inversely proportional to the

quantity of phytate in the diet. Pb values observed in all tissues for diet F1 were
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significantly (P < 0.05) lower than for C1. Rice bran, when used at its lowest level
(4.7%), showed to be effective as a dietary protecting agent, especially in relation to
cellulose. Substituting rice bran for cellulose in the diet resulted in significant additional
protection to the rat against dietary lead intoxication. The data suggest that phytic acid in

rice bran is a determining factor in the prevention of lead absorption by the gut.

Key words: rice bran; lead; phytate; phytic acid, phytase, dietary fiber; modern diet
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INTRODUGAO

A exposi¢ao ao chumbo ambiental e ocupacional continua sendo, na atualidade,
um sério risco para a saude. Para a populacdo em geral, a principal via de
contaminagao por chumbo € através do trato gastrointestinal, mediada pelo consumo de
alimentos e bebidas (SCHWARTZ, 1994; IPCS, 1995).

O chumbo ingerido é absorvido através do intestino, sendo que a taxa de
absorgao esta determinada por mdultiplos fatores, como idade do individuo (KOSTIAL et
al., 1978), dose ingerida (AUNGST et al., 1981), forma quimica do elemento (DIETER et
al., 1993) e quantidade de alimento presente no intestino (MASATOSHI et al., 1993),

entre outros.

Alguns fatores da alimentacdo podem afetar a absorcdo e/ou retengdo do
chumbo pelo organismo, podendo alterar a sua solubilidade, diminuir o tempo de
contato do metal com a mucosa intestinal ou modificar a sua competicao com outros
nutrientes pelos mesmos sitios € mecanismos de absorgdo (CONRAD & BARTON,
1978).

Existe uma associagao entre o consumo de acido fitico e a toxicidade do chumbo
gue ingressa no organismo via trato gastrintestinal. Estudos in vitro mostraram que o
acido fitico é capaz de se complexar com metais catidnicos, entre os quais se encontra
o chumbo (WISE & GILBURT, 1981; EVANS & MARTINS, 1992). Estudos em ratos
mostraram que o acido fitico na dieta, quando administrado junto com doses aitas e
baixas de chumbo, diminuia os niveis do metal no sangue e outros tecidos (WISE,
1981; WISE, 1982; ROSE & QUARTERMAN, 1984; TRUELOVE et al., 1985).

O conteudo de fibra insoluvel na dieta também demonstrou ter um efeito protetor
para os ratos que se encontravam ingerindo uma quantidade fixa de litargirio (PbO),

monitorado pelo seu nivel de deposi¢ao nos tecidos moles (SALVA et al., 1996).

A dieta do homem primitivo era rica em graos integrais, considerados excelentes
fontes de fitatos e fibras, assim como era relativamente abundante em folhas, que sdo
fontes de fibras e outros agentes quelantes como acido oxdlico. Fibras e fitatos, s&o

geralmente dois componentes deficientes na alimentacdo moderna.
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O farelo de arroz, subproduto da industrializagdo do arroz, apresenta como
caracteristica composicional importante o seu alto contetdo de fibras, alcangando até
51g/100g (SLAVIN & LAMPE, 1992), e &cido fitico com valores de aproximadamente
6g/100g (TORIN, 1996; DOMENE, 1996).

Tendo em conta que na atualidade a contaminagdo ambiental com chumbo &
uma constante ameaca para a populagdo e que existem evidéncias independentes do
efeito protetor tanto da fibra alimentar quanto do &cido fitico, objetivou-se neste trabalho
avaliar a capacidade protetora do farelo de arroz,como fonte natural de fibras e fitatos,
incorporado a dieta padréo para roedores, no sentido de diminuir a deposi¢ao organica
do chumbo, que ingressa no organismo por meio do ftrato gastrintestinal.
Adicionalmente, pretendeu-se distinguir o efeito protetor dos fitatos daquele proveniente
da celulose. Com esse proposito, ratos jovens da raga Wistar, foram alimentados com
dietas basais ou contaminadas com litargirio, contendo celulose, farelo de arroz
estabilizado e farelo de arroz parcialmente desfitinizado, como fontes de fibra e fitatos
em diferentes niveis. Os valores de crescimento, consumo de dieta e eficiéncia
alimentar foram avaliados nos animais. A deposigédo de Pb no organismo foi avaliada no
sangue, figado, rim e osso. Também foi objetivo deste trabalho conhecer a distribuicao
das fracbes de fosfato de inositol em farelo de arroz estabilizado e apos tratamento de
desfitinizacdo com fitase comercial, para o qual foi utilizada Cromatografia Liquida de

Alta Eficiéncia.
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OBJETIVOS

» Determinar a distribuicido das fracdes de fosfato de inositol em farelo de arroz

estabilizado, assim como no produto da desfitinizagdo com fitase exdgena.

> Estudar em ratos jovens, alimentados com dietas experimentalmente contaminadas
com niveis nao letais de PbO, o possivel efeito protetor do farelo de arroz
estabilizado e desengordurado contra a absor¢cdo e deposicdo de chumbo no

organismo.

» Distinguir o efeito dos fitatos daquele devido aos demais componentes do farelo de

arroz estabilizado, em particular da fibra insoluvel.

» Avaliar o desempenho dos animais alimentados com farelo, com base nos

indicadores de consumo alimentar, ganho de peso e eficiéncia alimentar.

Objetivos 7



REVISAO BIBLIOGRAFICA

1 - A problematica do chumbo

O chumbo é um metal pesado que possui reconhecida toxicidade em humanos.
Este metal se encontra amplamente distribuido na natureza devido, ndo apenas ao seu
expressivo uso, sendo também por ter sido utilizado sem controle pela industria, o que
faz com que hoje o conceito da distribuicdo natural tenha pouca importancia sob o

ponto de vista toxicolégico (IPCS, 1995).

Levantamentos indicam que a utilizagdo mundial de chumbo se incrementou
durante o periodo de 1965 a 1990. Embora nos paises desenvolvidos a mesma tenha
diminuido, nos paises menos desenvolvidos 0 uso do chumbo quase que triplicou entre
1970 e 1990. Muitos paises, preocupados em abaixar os niveis de chumbo do meio,

limitaram o seu emprego e incentivaram a higiene nas industrias (IPCS,1995).

A exposicdo ao chumbo continua sendo uma ameaga para a saude da
populagdo, principalmente para aqueles paises em desenvolvimento, com grande
crescimento industrial (MASATOSHI et al., 1993).

Entre as utilizagdes industriais mais comuns se encontram a produgdo de
baterias, cabos e variados produtos metalurgicos. No passado, o chumbo ja foi muito
utilizado na industria quimica de tintas, pigmentos e como aditivo da gasolina. Entre as
aplicagbes que estao tendo um uso cada vez mais reduzido, estdo as soldas de

embalagens metalicas e os produtos ceramicos (IPCS, 1995).

Algumas ocupacdes especificas expbem os trabalhadores a altos niveis de
chumbo. No Brasil, os estudos confirmam a intoxicagdo ocupacional com chumbo em
trabalhadores mecanicos de veiculos automotores (BORGES & FRANCO, 1982),
trabalhadores de industrias de acumuladores elétricos (CARVALHO et al., 1985;
ROCHA & HORTA, 1987) e trabalhadores de metalurgicas (SOUZA et al., 1984), entre

outras.
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CORDEIRO & LIMA FILHO (1995) estudaram a ocorréncia de manifestagdes
neurolégicas centrais e periféricas em trabalhadores que apresentaram niveis de
exposicdo considerados insuficientes para causarem saturnismo. Foram encontradas
disfuncbes da condugdo nervosa periférica e central, além de outras alteragbes
nervosas, mesmo quando os limites de exposicdo ao chumbo eram inferiores aqueles

estabelecidos pela legislagéo brasileira.

Para populagdes de sociedades industrializadas, sem exposi¢&o ocupacional ao
chumbo, a maior fonte de exposicdo ao metal esta constituida pelas bebidas e
alimentos, dos quais, processos industriais, préticas agricolas, processamento de
alimentos e os processos geoldgicos naturais, sdo as principais vias de contaminagao
(ALBERTINI et al., 1997; JORDAO et al., 1996).

O ser humano, como consumidor, se encontra no final de muitas cadeias
alimentares e devido a bioacumulacgéo, esta as vezes exposto a altas concentragdes de

agentes toxicos presentes nos alimentos (CLARKSON, 1995).

Moradores de areas com alta poluicéo industrial, como as areas da Grande S&o
Paulo (FERNICOLA & AZEVEDO, 1981), Cubatao, no Estado de S&o Paulo (NAOUM et
al., 1984) e Santo Amaro, no Estado da Bahia (CARVALHO et al., 1986), apresentaram

teores de chumbo plasmaticos elevados.

SANTOS et al.(1993) estudaram metais pesados no sangue de criangas entre 1
e 10 anos de idade, no distrito de Cubatdo, e encontraram uma média de 17,8 (+
5,8)ug/dL, enquanto que os valores de chumbo nos peixes e vegetais das regides mais

poluidas do pais ultrapassam varias vezes os niveis de seguranga permitidos.

Alguns recipientes alimenticios, como pratos ceramicos, vasilhas esmaltadas e
recipientes metalicos, podem constituir importantes fontes de contaminagao durante o
preparo ou armazenamento de alimentos, principalmente de alimentos &cidos
(GRAZIANO & BLUM, 1991; MOHAMED et al., 1995; BACZYNSKYJ & YESS, 1995). O
chumbo também esta presente nos filtros dos cigarros, sendo que aproximadamente
um 5% consegue ser inalado (MUSSALO-RAUHAMAA ef al., 1986).

Revisdo Bibliografica 9



Na populagao em geral, os depésitos de chumbo nos tecidos aumentam com a
idade. Os niveis sanguUineos que em criangas sao de 2ug/100ml, podem alcangar na
idade adulta 200ug/100ml. Excetuando-se a exposi¢céo ocupacional ao metal, as outras
formas de contaminagdo ndo seriam suficientes para causar uma intoxicacido aguda,
embora contribuam para aumentar a carga do metal no organismo. Na pessoa normal,
parte do chumbo sanguineo € incorporado no 0sso, onde se acumula com relativa
inocuidade até que, em determinadas circunstancias metabdlicas, o metal € mobilizado
e os seus efeitos tdxicos podem chegar a se manifestar de forma aguda (SILBERGELD
et al.,, 1988, BERLIN, et al., 1995).

2 - Efeitos do chumbo em humanos

O chumbo provoca diversas alteragbes bioquimicas, por apresentar uma
configuragao eletrdnica que |he confere valéncia 2 no orbital 6p livre, tendo a
capacidade de formar ligagbes covalentes principalmente com atomos de enxofre de
compostos biolégicos e também aminicos, carboxilicos e imidazdlicos. Nestas
condigbes, o chumbo pode alterar as estruturas terciarias normais de uma moiécula e,
ao mesmo tempo, destruir a fungdo bioquimica normal, conseguindo inibir enzimas,
diminuir a sintese de hemoglobina, interferir na transmissao nervosa periférica e central,
alterar a funcgdo renal, produzindo até deficiéncia renal, entre outras modificagdes
(ALBERTINI et al., 1997; FOWLER & DUVAL, 1991).

Nas exposi¢cdes cronicas, os efeitos mais evidentes se referem a encefalopatia,
com irritabilidade, cefaléia, tremor muscular, alucinagdes, perda de memoéria e da
capacidade de concentracao (ALBERTINI et a/., 1997).

E conhecida a existéncia de uma correlacdo inversa entre a ingestao de chumbo
em criangcas e o quociente de inteligéncia (BELLINGER et al., 1992). As criangas
apresentam maior susceptibilidade a intoxicagdo por chumbo do que os adultos, ndo
apenas por absorverem e reterem o metal com maior eficiéncia ao terem um
metabolismo mais ativo, sobretudo nos ossos, mas também por ingerirem maiores
quantidades de chumbo (POUNDS ef a/., 1991).
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3 - Absorcéo do chumbo

O chumbo ingerido com os alimentos, bebidas e particulas de p6 ingeridas, e

absorvido no intestino, em quantidades que dependem de muitos fatores.

A absorcdo de Pb é dependente da forma quimica em que o metal € ingerido,
principalmente no que se refere a sua solubilidade. DIETER et al. (1993) estudaram a
biodisponibilidade de diferentes compostos de chumbo em fémures de rato, encontrando
que o acetato de chumbo teve a maior biodisponibilidade, o 6xido de chumbo, ou litargirio,
biodisponibilidade intermediaria, enquanto que o sulfeto de chumbo apresentou a mais
baixa biodisponibilidade. Posteriormente, estes resultados foram confirmados pelo estudo
de FREEMAN et al. (1996), que alimentando ratos com dietas contaminadas com
diferentes sais de Pb e estudando a deposigdo do metal no sangue, 0sso, rim e figado,
encontraram que o chumbo na forma de acetato, apresentou o maior acumulo em todos os

orgaos analisados.

Além da forma quimica do metal, os alimentos que acompanham a dose de chumbo
também influenciam a absor¢cdo. GARBER & WEI (1974) observaram em ratos uma
absorcao significativamente maior quando o metal foi administrado depois de um periodo

de jejum.

Muitos componentes da dieta afetam a absorgdo efou excregdo de chumbo pelo
organismo. Ja foi demonstrado, por exemplo, que tanto o citrato de sodio como o suco de
laranja adicionados nas dietas, conseguem aumentar a absor¢do de Pb em ratos Os
efeitos desses componentes e outros da dieta sobre a absorgdo do metal se devem a
propriedade que 0os mesmos tém de alterar a solubilidade do composto metalico, diminuir
o contato do metal com a parede do intestino e competir pelos sitios de absorgédo ou
transporte (GARBER & WEI, 1974; CONRAD & BARTON, 1978)..

O papel do estado nutricional, alterando a suscetibilidade para a intoxicagédo com
Pb, é reconhecido desde o século passado (MAHAFFEY, 1990). O efeito de dietas néo
balanceadas na absorcdo gastrintestinal de chumbo foi avaliado por BALDINI et al. (1989).
Dietas hiperlipidicas, hiperprotéicas, hiperglicidicas e balanceadas corresponderam, nessa

ordem, a uma série decrescente de niveis de chumbo sanglineo no rato.
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Experimentos com animais demonstraram que a ingestéo prolongada de dietas
deficitarias em calcio e fosforo (QUARTERMAN & MORRISON, 1975), ferro (RAGAN,
1977), selénio (STONE & SOARES, 1976) ou zinco (CERKLEWSKI & FORBES, 1976;
BEBE & PANEMANGOLORE, 1996) incrementam a porcentagem de absor¢cdo de
chumbo no trato gastrointestinal. O 1,25 diidroxicolecalciferol, o metabdlito ativo da
vitamina D, é capaz de estimular a absor¢cdo de chumbo da mesma forma que

promoveria a absorgao de calcio (FULLMER, 1990).

A interacdo entre Ca e Pb é provavelmente o fator nutricional mais estudado,
tanto clinica como experimentalmente, indicando que ambos estdo metabolicamente

relacionados.

Segundo os experimentos in vitro levados a cabo por BARTON et al. (1978), o
célcio e o chumbo parecem compartilhar o mesmo sitio de absorgéo no intestino, o que
explica o fendbmeno pelo qual ratos alimentados com dietas deficitarias em caélcio
apresentaram maior absorgdo de chumbo. Por outro lado, os trabalhos de FULLMER &
ROSEN (1990) atribuem ao chumbo alteracéo do transporte de calcio e outros minerais,
afetando as suas proteinas carregadoras, mais do que a competigcdo pelo mesmos

sitios de absor¢do na superficie da mucosa intestinal.

Estudos em humanos indicam que o consumo elevado de calcio diminui a
absorgdo e retengdo de chumbo em criangcas, adolescentes e adultos.
Concomitantemente, dietas deficientes em calcio sdo associadas com alta prevaléncia

de niveis elevados de chumbo em sangue (IPCS, 1995).

KOSTIAL et al. (1991) estudaram os niveis de Pb sanglineo em dois grupos de
mulheres, que diferiram pelo consumo de Ca, de 450mg/dia para um grupo e de
940mg/dia para o outro. A concentragcédo de Pb foi significativamente inferior naquele
grupo com maior consumo de Ca, apresentando valores de 69mu-g/L, em relag&o a

83mu-g/L no outro grupo.

O leite ja foi reconhecido como um alimento capaz de fornecer protegao contra a
contaminag¢ao por chumbo. Foi demonstrado por GOYER (1997) que leite, como fonte

de Ca, nado proporciona um efeito inibitério da absor¢éo intestinal de Pb, propondo-se
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que outros componentes do leite, como lactose e gorduras, conseguiriam atuar

favorecendo a absorgao do metal.

Outros dados indicam que estados de deficiéncia de ferro no organismo adulto

estimularam a absorgéo, tanto de ferro quanto de chumbo (WATSON et al., 1980).

A deficiéncia de Fe tem mostrado favorecer a absorgdo de Pb em experimentos
com animais, as experiéncias de MAJAFFER & GOYER (1972) mostraram em ratos
que a deposicdo de chumbo em drgéos, inclusive no osso, € aumentada quando as
dietas administradas sdo deficitarias em ferro. Por outro lado, a adi¢éo de ferro na dieta
de 'ratos, também resulta em diminuicdo da deposicdo de chumbo (CONRAD &
BARTON, 1978).

Uma possivel relagcéo entre a ferritina intestinal e o ferro ja foi sugerida (GOYER,
1997). Ja a populagéo infantil mostra elevadas taxas de absor¢édo e, neste sentido,
ZIEGLER et al. (1978) observaram em criangas, entre duas semanas e dois anos de
idade, uma absorgdo de 42% do chumbo, quando as quantidades ingeridas superavam
os 5ug/kg de peso. Em criangas o risco de toxicidade de chumbo € significativamente
maior, particularmente para aquelas pertencentes a familias de baixa renda, primeiro
pela idade, e depois pela presenga de estados nutricionais deficitarios em calcio e ferro,
além de outros fatores, como a falta de saneamento basico (CONRAD & BARTON,
1978).

Os estudos de CERKLEWSKI & FORBES (1976), em ratos, mostraram que o
zinco compete com o chumbo pelos mesmos sitios de absor¢do. A adigdo de 200ppm
de zinco a dieta, na forma de carbonato, conseguiu reduzir os efeitos toxicos do
chumbo, o que n&o aconteceu quando 100ppm de zinco foram administrados por via
intraperitoneal, deduzindo-se que o efeito protetor do zinco acontece ao nivel intestinal.
Por outro lado, o aumento de cobre na dieta de ratos aumentou a intoxicagao com
chumbo. Segundo os autores, niveis de cobre elevado podem alterar o equilibrio de
outros elementos traco como o zinco, criando condicbes mais favoraveis para o
aumento da toxicidade. O mecanismo de competicdo entre os trés metais,
evidentemente néo esta bem esclarecido, pois se o0 zinco e o cobre tambem competem

pelos mesmos sitios de absorgdo no duodeno, o cobre deveria substituir o zinco na
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regulagé@o da absor¢&o do chumbo. Por outro lado, o Pb parece incrementar a excrecao
organica de Zn (GOYER, 1997).

WISE (1981) encontrou que a toxicidade do chumbo foi diminuida em ratos, que
receberam doses toxicas orais de 1000mg/kg de ragdo na forma de acetato, quando
lhes foi administrado fitato de caélcio junto com a dieta. O grupo de ratos néo
suplementados com fitato apresentaram niveis de chumbo sanglineos de 2,3ug/ml,
enquanto que o grupo suplementado, valores de 0,6ug/mi. Em um trabalho posterior, 0
mesmo autor (WISE, 1982) relatou os efeitos do fitato de calcio, quando as doses de
acetato de chumbo administradas aos ratos eram bem inferiores (0, 2, 10 e 50mg/kg de
peso), por um periodo de trés e seis meses. O fitato de calcio foi capaz de influenciar os
niveis de chumbo no sangue, mas as diferengas ndo foram tdo marcantes como no
primeiro estudo. Concluiu-se que, quanto menor a dose de chumbo, menor o efeito do
fitato de calcio sobre os niveis de chumbo no sangue. As quantidades de chumbo
depositadas nos outros tecidos ndo foram determinadas, ndo sendo possivel prever o

efeito global do fitato na deposi¢do e no equilibrio do metal no organismo.

ROSE & QUARTERMAN (1984) administraram a ratos dietas semi-purificadas
com suplementacdo com fitato (10g/kg de dieta) e acetato de chumbo (200mg/kg de
dieta), durante quatro semanas. A adigéo de fitato reduziu o acumulo de chumbo nos
tecidos analisados (0sso, sangue e figado), em relagdo a um grupo controle sem fitato,
enguanto que a suplementacédo com fitato ndo afetou os niveis de zinco e cobre. Em
um segundo experimento, administraram a ratos recém-desmamados dietas
suplementadas com 200mg/kg de dieta de chumbo, por um periodo de quatro semanas,
seguida de uma dieta suplementada com fitato, desta vez sem adi¢do de chumbo,
durante outras quatro semanas. A suplementacao com 10g/kg de dieta de fitato néo
mostrou efeito significativo na remog¢do de chumbo para nenhum dos tecidos

estudados, em comparagao a um grupo controle que nao recebeu o fitato na dieta.

LEPEN & ADRIAN (1984) estudaram em ratos submetidos a dietas
experimentalmente contaminadas com Cd, Pb e Cu, o efeito da suplementacgdo do fitato
de sodio (20g/kg de dieta), encontrando que o fitato ocasionou uma diminuicéo na

absorgéo de Pb e, em contrapartida, um incremento na absorgdo de Cd e Cu.
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Um estudo com macacos foi desenvolvido por TRUELOVE et al. (1985) para
conhecer os efeitos de dietas com fibras e/ou fitatos na absorgdo de Pb. Para tanto os
animais receberam, a partir do primeiro trimestre de vida, uma dose de 2mg/kg de peso
corporal/dia de acetato de chumbo e variadas dietas na seguinte ordem: formula lactea
mais quantidade restrita de ragdo propria para primatas, formula lactea, férmula lactea
mais celulose, férmula lactea mais acido fitico e leite de vaca mais ragéo propria para
primatas e os niveis sanglineos de chumbo foram determinados logo apés cada
tratamento. A introducdo da formula lactea produziu um aumento abrupto de 100 e
400% nos niveis sanguineos de chumbo, em relagdo aos niveis iniciais. A adigado de
celulose ndo teve efeito nas concentragdes sanglineas de chumbo, enquanto que a
adi¢do de acido fitico causou uma diminuic;éb subita dos niveis. Os niveis alcangaram
os valores minimos com a dieta de rag&o prépria para primatas € aumentaram com a

dieta de leite de vaca.

Ja foi observado in vitro que varios tipos de fibra alimentar, como celulose
(SALVA et al, 1996; ROSE & QUARTERMAN, 1987), pectina, agar e carragena (ROSE
& QUARTERMAN, 1987) sdo capazes de ligar chumbo em diferentes graus.

Uma membrana semi-permeavel foi utilizada por LEE & LEE (1989) para avaliar
in vitro a capacidade da fibra dietética para inibir a absorgédo de chumbo. Entre os
compostos de fibra estudados, a celulose n&o teve efeito, a goma guar e a carboximetil-
celulose mostraram pouco efeito, enquanto que a pectina e o alginato sédico tiveram o
maior efeito inibidor. Entre as fontes de fibra alimentar estudadas, farelo de arroz e

farelo de trigo foram as que mostraram maior efeito inibidor.

ITO et al. (1987), em um estudo realizado em trabalhadores expostos ao chumbo
numa fabrica de ago, encontraram que os niveis sanguineos do metal estavam

correlacionados negativamente com o consumo dietético de fibra, ferro e tiamina.

SALVA et al.(1996) desenvolveram um estudo em ratos para avaliar os efeitos da
celulose alimentar na absorgéo intestinal de dxido de chumbo. Para tanto administraram
aos animais dietas com diferentes concentragcées de celulose (0, 0,5, 1 e 2%) e a
concentracdo de chumbo em sangue, rins, figado e fezes foram determinadas. Os

resultados mostraram que a celulose foi capaz de reduzir a absorgéo, deposigdo inicial

Revisio Bibliografica 15



e a retencdo de chumbo pelo organismo. Quanto maior foi a porcentagem de celulose
administrada, maior a quantidade de chumbo excretada nas fezes. Esses autores,
também verificaram em experiéncias in vitro, que a celulose mostrou capacidade de
reter grandes quantidades de chumbo devido, talvez, a baixa solubilidade do composto.
Eles propuseram que este tipo de fibra pode atuar na reducao da toxicidade do chumbo
por um ou mais dos seguintes mecanismos. “fixacdo” do chumbo por um grande
numero de fracas interagdes fisico-quimicas fornecidas pela celulose hidratada;
retenc&o mecanica pela massa de celulose hidratada, o que diminuiria a oportunidade
de contato do metal com a parede intestinal, e encurtamento do tempo de transito do

residuo fecal.

Estudos em animais mostraram que a absorgéo de chumbo parece obedecer os
mesmos principios que regem a absorgao de varios nutrientes minerais, como caicio e
ferro. Assim, a absorgao se manifesta como um processo saturavel, mediado por um
transportador ativo, de tal forma que, quanto maior a dose administrada, menor a
porcentagem de absor¢do (BUSHNELL & DE LUCA, 1983), e que também é suscetivel
de se complexar aos fitatos e consequentemente ser eliminado nas fezes. O conjunto
de mecanismos, entretanto, ndo impede que uma maior exposicdo leve a maior

absorgao e deposigdo no organismo.

4 - Distribuigcéo e excregao do chumbo no organismo:

Estudos em ratos mostraram que logo apdés a absorgdo, o chumbo é
transportado para o sangue € distribuido entre os tecidos moles, principalmente rins e
figado, e os tecidos duros, osso e dentes (CONRAD & BARTON, 1978).

Segundo RABINOWITZ et al. (1976), o chumbo absorvido ndo se distribui
uniformemente no organismo e trés localizagbes podem ser identificadas: sangue,
tecidos moles e osso. Os dois primeiros teriam em humanos uma vida média de
aproximadamente 40 dias e aquele do osso, mais estavel que os anteriores, uma vida

média de aproximadamente 27 anos.
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Em adultos, quase 95% do chumbo corporal se localiza no osso, enquanto que

em criangas, o depdsito desse metal no osso alcanga 74% (BARRY, 1981).

O osso acumula chumbo ao longo de toda a vida, constituindo o maior deposito
organico do metal. O acimulo de Pb em osso, é considerado como um indicador da
carga organica. Periodos de crescimento acelerado € mudangas no metabolismo do
osso, reduzem a possibilidade de predizer, através de um unico 0sso, 0O conteudo total
do metal na massa 6ssea corporal. Formando parte da prépria matriz dssea existem
proteinas transportadoras de cétions, as que tém uma distribuicao que difere tanto pela
idade &ssea, como tipo de osso e idade do sujeito. Relacionado com a distribui¢éo
dessas proteinas, é que diferentes tipos de osso tém diferentes quocientes de
crescimento e mineralizagdo, assim como densidade final (POUNDS et al, 1991,
O'FLAHERTY, 1995).

O chumbo acumulado no osso ndo tem manifestagbes toéxicas, porém, o chumbo
que se deposita na parte inter-trabecular pode ser uma fonte importante de
redistribuicdo organica, uma vez que a exposi¢ado ao metal tenha diminuido ou cessado,
como é o caso dos trabalhadores expostos ao chumbo quando se afastam dos seus
empregos (SCHUTZ et al., 1989, BERLIN et al, 1995, OFLAHERTY et al, 1982
KEHOE, 1987).

Estados metabdlicos como os de desmineralizagdo 6ssea, caso de doencgas
como osteoporose, conduzem a liberagdes macicas do ion, transformando o osso numa

fonte interna de Pb que pode ocasionar até intoxicagdo aguda (POUNDS et al., 1991).

O Pb presente em qualquer um dos compartimentos organicos representaria a
combinacdo da incorporagéo atual, proveniente do ambiente, e o pool interno,
proveniente da incorporagéo pregressa (HAN et al., 1996). Dois exemplos de liberagoes
de chumbo interno s&o as que naturalmente aparecem durante a menopausa e
gravidez. SILBERGELD et al. (1988) observaram que as concentragbes de chumbo
sanglineo aumentam entre 20 e 25% apos a chegada da menopausa. A mobilizagao
do chumbo ésseo até os outros compartimentos organicos & considerado um risco
latente de toxicidade também durante a gravidez (SILBERGELD, 1990) e por ocorréncia
de algumas doengas 6sseas (SKERFVING & EDLING, 1995).
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Tanto em humanos como em animais, o chumbo é eliminado do organismo
através da urina e as fezes. O chumbo da dieta ou ambiental, que € ingerido e néo é
absorvido pelo intestino, € eliminado nas fezes. O chumbo sanguineo que néo é retido
e aquele liberado pelos tecidos € excretado na urina ou nas fezes, principalmente por
meio da excregao biliar (CONRAD & BARTON, 1978).

Em experimentos realizados por Ito et al. (1987), observou-se que ratos aos
quais administrou-se acetato de chumbo por via subcutanea, apresentaram niveis
menores de chumbo, quando se lhes administrou o metal conjuntamente com um
suplemento vitaminico. A excrecdo de chumbo aumentou nas fezes, 0 que nao se

observou na urina, sugerindo que a excre¢do de chumbo ocorreu por via biliar.

5 - O farelo de arroz

O farelo de arroz, também conhecido como p6 ou salvado de arroz, € o primeiro
subproduto do beneficiamento do arroz descascado. O farelo propriamente dito consiste

no pericarpo e tegumentos, camadas externas que recobrem o gréo (PRAKASH, 1996).

A composigao porcentual do farelo de arroz depende de muitos fatores, entre
eles o tipo de arroz do qual foi obtido, sua qualidade, os pré-tratamentos aos quais
pode ser submetido o grédo de arroz previamente a ser separado das suas camadas
externas, como o tratamento de parbolizagdo, por exemplo, que influi
fundamentalmente no conteudo de lipideos do farelo, e, em particular, o grau de
polimento empregado e o grau de extracdo de Oleo. Aos fatores anteriormente
mencionados obedecem as grandes variagdes nas quantias dos nutrientes para
diferentes amostras de farelo, que s&o relatadas na literatura (GUERRA & JAFFE,
1975, TORIN, 1991; SALUNKLE et a/., 1991; DOMENE, 1996).

As caracteristicas composicionais mostram o farelo de arroz como um
subproduto rico em fibra alimentar, com predominancia da fragdo insoluvel sobre a
soluvel. Em geral o farelo contém 95% da fibra do grdo, sendo que a celulose é o
polissacarideo mais importante (POMERANZ & ORY, 1982). Os dados da literatura

mostram valores que superam os 50g por 100g de farelo desengordurado
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(SAUNDERS, 1990; SLAVIN & LAMPE, 1992; DIAS et al., 1994, DOMENE, 1996). O
farelo de arroz, como fonte de fibras aparece, devido a relagéo existente entre dietas
pobres em fibra e desenvolvimento de doengas cronicas degenerativas, utilizado como
suplemento da dieta moderna de adultos (SAUNDERS, 1990; TORRE et al., 1991).

O alto conteldo protéico do farelo, aproximadamente 15g por 100g, inclui
fundamentalmente albuminas e globulinas. Aminoacidos essenciais como triptofano,
metionina e fenilalanina, estdo presentes em concentracéo importante. Entretanto,
como cereal que &, a lisina constitui o seu principal aminoacido limitante (SALUNKHE et
al., 1991).

Entre os carboidratos, o amido é o mais importante e a sua quantidade no farelo
esta diretamente relacionada ao grau de polimento do gréo, ja que o amido,

originalmente, forma parte do endosperma do grdo (SAUNDERS, 1990).

O alto conteldo de gordura, rico em &cidos graxos insaturados, alcangando
valores de 15 a 23g por 100g no farelo integral, representam um importante problema
tecnolégico de instabilidade devido & intensa atividade das lipases, que se inicia logo
apos o processamento. A presenga da lipoxigenase e os acidos graxos insaturados leva
a deterioragdo do subproduto por rancificagdo &cida e oxidativa (WARREN &
FARRELL, 1990). Portanto, a utilizagio do farelo exige extragéo do Gleo e simuitanea
inativacdo enzimatica, o que da origem ao farelo estabilizado desengordurado, com
valores de gordura inferiores a 5g por 100g (JULIANO, 1980; SAUNDERS, 1990;
SALUNKHE et al., 1991).

Quanto a fracdo mineral, estudos relatam que o farelo de arroz possui niveis
elevados de zinco, ferro, cobre, manganés, potassio e fosforo, ao passo que o calcio se
apresenta em pequenas quantidades, tal como outros cereais (SAUNDERS, 1990;
WARREN & FARRELL, 1990; DOMENE, 1996).

O alto contetdo de fésforo do farelo (14.800 a 28.700 mg/kg) fornece uma
indicacdo da alta porcentagem de &cido fitico (BARBER, 1971; SAUNDERS, 1990;
WARREN & FARRELL, 1990), visto que nos gréos em geral, 90% do elemento se
encontra na forma de fosfato de mioinositol (O’'DELL et al., 1972). Segundo O'DELL et

al. (1972), 80% do &cido fitico do gréo de arroz se encontra no pericarpo e 7,6% no
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gérmen. Os dados da literatura mencionam valores de fitatos da ordem de 6,25 a 6,9
g/100g para farelo desengordurado (TORIN, 1991; DOMENE, 1996).

5 - O acido fitico

Acido fitico ou mio-inositol hexafosfato (C6 H18 024 P6) é um componente
natural de todas as sementes, constituindo de 1 a 3% do peso de muitos cereais e
oleaginosas, o que geralmente perfaz do 60 a 90% do fésforo total (JULIANO, 1980;
ERDMAN, 1983; GRAF, 1983). Estudos demonstraram que a quantidade de acido fitico
contido no gréo de arroz esta diretamente afetada pela quantidade de fésforo disponivel
na planta e assume-se que todo o excesso de fésforo € normalmente armazenado na
forma de &cido fitico (MAGA, 1982).

O acido fitico tem varias fungdes fisiolégicas importantes, mas a primordial € a de
servir de reservatério de fosforo, cations e matéria prima para a formagéo das paredes
celulares, o que é fundamental tanto para a germinagao, como para o desenvolvimento
e crescimento da nova planta. Além disso, supbe-se que o acido fitico protege as
sementes contra o dano oxidativo durante a armazenagem (GRAF, 1983, LASZTITY &
LASZTITY, 1990).

O acido fitico, em pH intermediario e alcalino, € capaz de formar complexos
insoluveis com cations di e polivalentes (WISE & GILBURT, 1981, EVANS & PIERCE,
1998). Esta propriedade compromete a biodisponibilidade de proteinas e muitos
minerais, interferindo na sua absor¢géo ao nivel intestinal (LASZTITY & LASZTITY,
1990). As proteinas s@o susceptiveis a formar complexos ternarios com acido fitico e

minerais catidnicos, capacidade que varia de acordo com as diferentes fontes protéicas.

A particular estrutura do acido fitico sugere o grande potencial quelante atribuido
ao composto. O acido fitico, IPs, tem seis prétons de dissociacdo forte com pK 1,1 até
2,1 e seis prétons de dissociagao fraca, com pK 4,6 até 10,0 (ERDMAN, 1983). Devido
a dissociacao destes prétons, os fitatos podem formar complexos muito fortes, do tipo
quelato com metais catidnicos. O acido fitico, como agente quelante, pode complexar

cations de trés formas diferentes: com um unico grupo fosfato; com dois grupos fosfato
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da mesma molécula e com dois grupos fosfatos de moléculas diferentes (NOLAN &
DUFFIN, 1987).

Existem evidéncias suficientes para afirmar que o &cido fitico compromete a
absorcéo intestinal de zinco (REDDY et al.,, 1982; TURNLUND et al., 1984, GRAF &
EATON, 1984). Ja no caso do ferro, os dados nZo sdo igualmente conclusivos,
provavelmente pelo fato de que s6 uma porgdo do ferro é absorvida ao nivel do
duodeno, a qual seria susceptivel a se complexar com o &acido fitico, enquanto que o
resto do ferro consegue ser absorvido em outras partes do trato digestivo. Por outro
lado, niveis adequados de acido fitico na dieta teriam um efeito benéfico, minimizando
os processos de oxidagdo catalisados pelo ferro (GRAF & EATON, 1984). Entretanto,
resultados de outros estudos sugerem uma relagdo inversa entre a absorgao de Fe e o
contelido de fitato na dieta (HALLBERG et al, 1987; HALLBERG et al, 1989,
TUNTAWIROON et al., 1989).

A influencia do é&cido fitico sobre a absorgdo de calcio €& controvertida.
NAHAPETIAN & YOUNG (1980) demonstraram que existe uma diminuig&o na absorgao
de célcio em presenca de acido fitico, enquanto que GRAF & EATON (1984) nao

encontraram efeitos negativos do acido fitico na absorgéo do calcio em ratos.

Os estudos realizados in vitro e in vivo mostram um grande nuamero de fatores
influindo na biodisponibilidade mineral em relacdo ao acido fitico, entre eles: a
quantidade de &cido fitico, o pH, quantidade e tipo de cations presentes e a associagao
do &cido fitico com proteinas (NOSWORTHY & CALDWELL, 1988; SERRANO et al,,
1985).

KELSAY (1987) fez uma revisdo de resultados de numerosos estudos com
pessoas adultas consumindo dietas variadas e concluiu que ndo existem efeitos
negativos sobre a biodisponibilidade dos minerais em dietas contendo até 2g de acido

fitico por dia.

A utilizacdo do fosforo a partir dos fitatos pela planta envolve o processo natural

de desfosforilag&o enzimatica, através da enzima mio-inositol fosfohidrolase (fitase),
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que atua no acido fitico (IPs) transfomando-o em inositol e fosforo livre, via
intermédiarios (pentafosfato de inositol, IPs, até monofosfato de inositol, IP;). A
localizagao das fitases no arroz é geralmente na camada de aleurona em contato intimo
com os fitatos (YOSHIDA et al., 1975).

Do ponto de vista nutricional, € importante indicar que a literatura aponta que
apenas as fragdes IPs e IPs determinam o comprometimento significativo da
biodisponibilidade de minerais catidnicos (TOMA & CURTIS, 1986; ROSSANDER et al.,
1992; SANDBERG et al., 1989).

O processamento de alimentos ricos em fitatos conduzem a efeitos positivos e
negativos sobre a biodisponibilidade de minerais. O calor frequentemente resulta em
inativagdo da enzima fitase, enquanto que outros processos como germinagio,
fermentacdo e extrusdo seriam capazes de ativar as enzimas, ao passo que a
fermentacgao favorece a absorc¢éo de Fe (ROSSANDER et al., 1992).

A partir da fitase naturalmente presente nos graos, surge a possibilidade de
diminuir o conteudo de fitatos de um alimento. Algunas etapas de processos como
maceragéo, germinacéo e fermentagdo ja foram propostos como formas efetivas de
desfitinizagdo, fornecendo condi¢gbes favoraveis de atividade para a fitase enddgena.
TANGENDJAJA et al. (1981) conseguiu por incubagdo de farelo de arroz durante 24

horas a pH 5,1 e 55°C, reducgéo de um 80% dos niveis de acido fitico.

O farelo de arroz estabilizado possui as fitases inativas, o que impede a
utilizagdo de algum dos métodos anteriores, baseados na ativagdo enzimatica, quando
o propésito € de conseguir uma desfosforilagdo. SANBERG & SVANBERG (1991)
estudaram a desfitinagcédo de farelo de trigo com fitase endégena inativa, mediante a
adicdo de fitase de trigo comercial, em uma concentracdo de 1%, a 55°C e pH 5,
durante 4 horas, conseguindo uma reducao de 55% do acido fitico.

JAJARAJAH et al. (1997) estudaram a matriz de fibra de farelo de trigo antes e

apos de tratamento de desfitinizagdo com fitase comercial, sob condigbes de incubagéo
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a temperatura e pH mencionadas anteriormente. Concluiram que este tratamento néo

conduz a modificagdes nos componentes da fibra.
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DETERMINAGAO DE FITATOS POR CLAE EM FARELO DE ARROZ
ESTABILIZADO ANTES E DEPOIS DO TRATAMENTO COM FITASE



RESUMO

O farelo de arroz constitui uma das maiores fontes naturais de acido fitico (myo-inositol
hexafosfato), fato que limita a sua utilizacdo na alimentagdo humana ou animal. Fitase
exogena purificada de trigo foi utilizada na remogéo de acido fitico e a distribuicdo das
fragcdes de polifosfatos de m-inositol foram estudadas por CLAE. Depois de 24h de
hidrdlise, o hexafosfato (IPs) continuou sendo a fracdo predominante (81%) enquanto
que as fragdes IP4 e IP3 permaneceram insignificantes (0,3 e 0,5%, respectivamente).
A reducéo dos fitatos totais mediante este processo alcangou 37%, provando ser pouco

eficaz para farelo estabilizado.

Palavras chave: farelo de arroz, acido fitico, fitase
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ABSTRACT

The utilization of rice bran as human food or animal feed is greatlhy limited by its large
content of phytic acid (myo-inositol hexaphosphate). Removal of phytic acid with purified
exogenous phytase from wheat was attemped and evolution of the m-inositol
polyphosphate pattern followed by HPLC. After 24h of hidrolysis, the hexaphosphate
(IPg) continued to be the predominant fraction (81%) whereas the IP4and IP3 remained
negligible (0.3 and 0.5%, respectively). Total reduction of phytates by this process

amounted to 37% and proved to be rather inefficient for the stabilized bran.

Key words: rice bran, phytic acid, phytase
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1 - INTRODUGAO

Acido fitico ou mio-inositol hexafosfato (Cs Hig O24 Ps) € um componente natural
de toda as semente, constituindo 1 a 3 % do peso de muitas leguminosas, cereais e
oleaginosas, o que perfaz de 60 a 90% do fosforo total (O'DELL ef a/., 1972). Os fitatos
tém varias fungbes fisioldgicas importantes para a planta durante o seu ciclo de vida,
iIncluindo o armazenamento de fésforo e cations, fornecendo matéria-prima para a
formagéo das paredes celulares, apds a germinacdo da semente. Além disso, o &cido
fitico protegeria a semente contra o dano oxidativo durante a sua armazenagem
(ERDMAN, 1979; MAGA, 1982; GRAF, 1983).

Numerosas sdo as publicagdes que nos ultimos anos ressaltam as propriedades
nutricionalmente negativas dos fitatos. O acido fitico, em pH neutro e alcalino, forma
complexos insoluveis com cations bi e polivalentes o que compromete a
biodisponibilidade de alguns minerais, fundamentalmente zinco, calcio, ferro e cobre
(MORRIS & ELLIS, 1980; CHERYAN, 1980, REDDY et al., 1982; OBERLEAS, 1983;
GRAF & EATON, 1984; LASZTITY & LASZTITY, 1990; DOMENE, 1996).

O alto conteudo de fésforo do grdo do arroz (14.800 a 28.700 mg/kg) €
concentrado no farelo (BARBER, 1986; SAUNDERS, 1990; WARREN & FARRELL,
19908), encontrando-se principalmente na forma de fitatos. Segundo O’Dell et al.
(1972), 85% do acido fitico do arroz localiza-se no pericarpo, 13% no gérmen e 2% no
endosperma. Os dados da literatura mencionam para farelo de arroz completo valores
de fitatos totais da ordem de 3,65g e 4,48g, por 100g (RAVINDRAN et al., 1994;
BERGMAN et al, 1997), e de 6,25 a 6,9g, por 100g, para farelo de arroz
desengordurado (WEBER & CHAUDHARY, 1987; DOMENE, 1996).

O acido fitico (IPg) naturalmente presente no farelo de arroz representa 85 a 92%
dos fitatos totais (SANDBERG & AHDERLINNE, 1996; LEHRFELD & MORRIS, 1992).
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Vérios trabalhos ressaltam o possivel valor nutritvo do farelo de arroz,
subproduto do beneficiamento do arroz descascado, com base na determinagao
quimica de nutrientes onde aparece como fonte de proteinas, vitaminas, minerais e
fibora. O &cido fitico ou fracdo hexafosférica, entretanto, tem sido apontado como o
principal determinante da baixa biodisponibilidade de minerais em dietas baseadas em
farelo de arroz desengordurado (THOMPSON & WEBER, 1980; WARREN & FARRELL,
1990b; PRAKASH, 1996).

A hidrélise de fitatos em cereais & resultante da atividade das fitases ou
fosfoidrolases de mio-inositol hexafosfato, que tém como produtos finais fosfato
inorganico livre e o inositol e como produtos intermediarios, os penta-, tetra-, tri-, bi- e

monofosfato de inositol.

Existem trabalhos mostrando que é possivel ativar a fitase enddgena do farelo,
ocasionando a eliminagdo quase completa do acido fitico (SERRANO & THOMPSON,
1984: BARTRIK & SZAFRANSKA, 1987; NAYINI & MARKAKIS, 1983; SANDBERG &
SVANBERG, 1991). Esse processo, entretanto, requer a utilizagdo do substrato na sua
forma virgem; ou seja, ndo estabilizada por tratamento térmico. Para a desfitinagéo por
ativagdo da fitase enddgena seria necessaria a utilizagdo de grandes fermentadores,
passos de hidratagdo, incubagdo, seguidos de desidratacdo e posterior
desengorduramento e estabilizacdo. E evidente que o processo é caro, ndo justificando-
se os investimentos para um produto de tdo baixo valor de mercado (aprox. US$
100/ton). Alternativamente, porém, o desengorduramento poderia ser efetuado por
extraco inicial do 6leo com solvente (evitando o uso de calor forte), mas preservando a

atividade da enzima enddgena, sem a garantia de diminuig&o significativa dos custos.

A forma mais racional de aproveitar o farelo, subproduto dos engenhos de arroz,
é extraindo o dleo por prenssdo e aquecimento, gerando-se o farelo estabilizado, como
um novo subproduto. Os tratamentos de estabilizagdo enzimatica e desengorduramento
envolvem passos de aplicagdo de temperatura atingindo 50°C, tratamento com vapor,

prensagem, alguns deles tendo sido apontados como capazes de produzir
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desfosforilacdo parcial dos ésteres de inositol (TANGENDJAJA, ef al.; 1981; PHYLIPPY
et al.,, 1988; LEHRFELD, 1989).

Valores de fitatos totais determinados em farelo de arroz mostraram que nao
ocorre uma reducdo importante dos compostos fosforilados como consequéncia do
processo de estabilizacdo (DOMENE, 1996). Entretanto valores de distribuicdo de
fragcbes de inositol (IPg,IPs, IP4, € IP3) no farelo de arroz, apos estabilizacéo e

desengorduramento, ndo foram encontrados na literatura.

Do ponto de vista nutricional, € importante destacar que, fundamentalmente as
fracbes de inositol hexa e pentafosféricas sdo as que determinam um comprometimento
significativo na biodisponibilidade de minerais, em especial, para os animais
monogastricos, enquanto que ésteres menores do que o [IPs ndo mostram efeito
antinutriente significativo (SANDBERG et al., 1989; ROSSANDER et al., 1992).

A maioria dos métodos de determinagdo de fitatos em alimentos, entre eles o
método oficial, baseia-se na quantificacdo de fosforo (-PO4?*), considerando o &cido
fitico como unica fonte de fosforo. Na realidade, outras formas, inclusive aquelas
resultantes da desfosforilagio dos préprios IPs e IPs, estdo normalmente presentes em
alimentos que sofreram algum tipo de processamento. Como consequéncia, é comum
ocorrer a superestimacado do teor real deste componente (LEHRFELD & MORRIS,

1992), quando se empregam métodos inapropriados.

‘ A Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (CLAE), ja tem sido utilizada para a
identificag@o de acido fitico (IPs; GRAF & DINTZIS, 1982), assim como também dos
inositois parcialmente fosforilados (IPs, IP4, IP3; SANBERG & AHDERINNE, 1986;
LEHRFELD, 1989). Atualmente esta sendo divulgada a utilizagdo de variantes desses
métodos, utilizando derivatizagdo pdés-coluna com perclorato férrico nonaidratado e

acido perclérico na determinagao de acido fitico em racéo para aves (BASF, 1998),.

Neste trabalho, utilizou-se a técnica de CLAE para determinar as fragdes IPs, IPs,
IPs, € IP; em farelo de arroz estabilizado (F) e no produto apdés processo de

desfitinacdo com fitase exdégena comercial (Fd). Via de comparagao, os fitatos totais
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foram determinados no farelo de arroz estabilizado pelo método colorimétrico de LATTA
& SKIN (1980).

2 - MATERIAL E METODOS

2.1- Matéria prima

Farelo de arroz estabilizado (F), proveniente de IRGOVEL, Industria
Riograndense de Oleos Vegetais Ltda. (Pelotas, RS, Brasil), foi totalmente moido em
moinho de facas e peneirado até granulometria de 42 mesh. O material foi conservado
em sacos plasticos e mantido a aproximadamente -12°C até a sua utilizagcdo. O
processo de estabilizagdo, que consiste basicamente na extragdo do Oleo e
concomitante inativag@o térmica das enzimas oxidativas do farelo, foi feita por processo
da propria indUstria, que consta de varias etapas: selegdo e limpeza do farelo,
padronizagdo da umidade, prensagem no formato de pellets para extragédo do dleo,
remogdo do residuo com hexano aquecido a 50°C e, por ultimo, aplicagédo de calor

direto e indireto, para eliminagéo do hexano.

2.1.1 - Processo de desfitinizagdo

Para a obtencdo de farelo de arroz desfitinizado (Fd), fracGes de F foram
suspensas com agua destilada na relagéo 1:4 e adicionou-se fitase (Sigma, crude from
rice, P-1259), na concentragdo de 1,13g/100g de F e Chemynol (ChemyUnion;
0,1mL/100mL), como preservante contra crescimento microbiano. O pH foi ajustado
com HCl para 5,15 e o sistema incubado em banho-maria na temperatura de 55°C, com

agitacdo mecanica continua; condicdes de pH e temperatura otimas para a fitase
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(TANGENDJAJA et al., 1981). Ap6s 24 h, o material obtido foi resfriado, congelado e

liofilizado.

2.2 - Determinacao de fitatos totais

Aproximadamente 2g de F e Fd, foram suspensos em 40 mL de HCI 0,65N, em
temperatura ambiente, com agitagdo mecanica continua. Apés um periodo de 1,5 h, o
extrato foi centrifugado a 17300xg durante 30 minutos e imediatamente, aliquotas do
sobrenadante foram diluidas em agua desionizada (1/25mL) e passadas em coluna de
vidro contendo 0,5g de resina AG 1-X4 (Bio-rad, 100-200 mesh), segundo as
recomendagbes de HARLAND & OBERLEAS (1986). Para remog¢ido do fdsforo
inorganico e outros compostos interferentes, NaCl 0,1M foi passado primeiramente. Os
fitatos retidos na coluna foram eluidos da resina com NaCl 0.7M. Seguindo as
recomendacgdes de Latta & Eskin (1980), parte do eluato (3mL) foi combinado com 1mL
de regente de Wade (cloreto férrico + acido sulfosalisilico), agitado em vortex e
centrifugado. A absorbancia no sobrenadante foi lida em Espectrofotdometro a 500nm.
Solugbes padréo de acido fitico (Sigma, P-3168), em concentragdes de 0 a 50ug/mL,
previamente submetidas ao mesmo tratamento dos extratos, foram utilizadas para a

construg&do de uma curva de calibragéo.

2.3 - Determinacéo de Tri-, Tetra-, Penta-, e Hexafosfatos de inositol por CLAE
2.3.1 - Instrumento

As determinacdes foram realizadas em equipamento de Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE), provido de bomba (Varian 9012), forno para coluna (Varian,

Mistral), utilizando o programa Star Chromatography Workstation e detector de indice
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de refracdo (Varian Star 9040 IR). A coluna foi de fase reversa, 100 RP-18, esferas de

5um e um comprimento de 12.5cm (Hibar, Merck).

2.3.2 - Fase movel

A fase movel consistiu de solugdo 0,05M de acido férmico : metanol (Merck, grau
CLAE), numa relagdo 49:51, adicionada de 1,5mL/100mL de TBA-OH (hidréxido de
tetrabutilamonia, Fluka, 40% em agua). O pH da solucdo foi ajustado para 4,3
adicionando &cido sulfdrico 9M. A fase mével foi filtrada através MF-Millipore (0,45um),
sob vacuo e sonicada por 20 min. Todas as solugdes foram preparadas em agua
ultrapura (18,2MQ).

2.3.3 - Curva de calibragao

Acido fitico, (hexafosfato de m-inositol, Sigma, “Dodecasodium salt from rice”, P-
3168), foi utilizado para estudar a linearidade da concentrag&o do fitato em relagao as
areas dos picos e construgdo de curva de calibragdo. Injecbes de solugbes em
concentracdes de 2, 4, 6, 8, 12 e 16mg/mL de &cido fitico em agua, foram estudadas
considerando 893mg de &cido fitico, por grama de sdlido, do composto padréo (valor
estimado pela determinagéo prévia de fosforo, usando o método de digestao seca). A

curva de calibracdo se apresenta no Figura 1.
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Figura 1. Curva de calibragdo para o acido fitico. Os pontos representam
concentragbes de 2, 4, 8, 12 e 16mg/mL de fitato de sédio. Y: area do pico. R: 0,999.

Cada ponto representa a média de trés determinacgoes.

2.3.4 - Preparacao das amostras

Aproximadamente 0,59 de F e Fd foram suspensos em 20mlL de HCI 0,5M, em
temperatura ambiente, com agitagdo mecanica vigorosa e continua. Apés um periodo
de 2h, o extrato foi centrifugado a 17300xg durante 30 minutos. Imediatamente depois,
0 sobrenadante foi levado a freezer por uma noite e filtrado sob pressdo em seringas
plasticas de 20mL, usando MF-Millipore (0,22um). Os fosfatos de inositol foram

separados e concentrados utilizando uma modificagdo do método de GRAF & DINTZIS
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(1982). Primeiramente, o filtrado foi concentrado até secura em rotaevaporador,
utilizando banho de agua com temperatura controlada para n&o exceder os 40°C e uma
bomba de vacuo. O extrato foi dissolvido em 20mL de HCI 0,025M e eluido em coluna
de vidro contendo 0,5g de resina AG 1-X4 (Bio-rad, 100-200 mesh), seguido de 10 e
5mL de HCI 0,025M. Os fitatos foram removidos da coluna com dez porgbes de 1mL de
HCI 2M. Este eluato foi coletado e novamente evaporado em temperatura controlada

até a secura e, por ultimo, diluido em 1mL de agua ultrapura.

2.3.5 - Procedimento

O equipamento foi pré-condicionado durante 1,5 h com fase movel. Fizeram-se,
injecdes de 20ul, com um fluxo de 1,5mL por min. O equipamento foi mantido em
temperatura constante de 28°C. A fracdo hexafosfato, foi identificada e quantificada

usando o padrdo externo de acido fitico (Sigma, P-3168, curva de calibragéo).

As fracées IP5, IP4 e IP3, foram identificadas através dos tempos de retengéao
referidos pela literatura (SANDBERG & AHDERINNE, 1986; LEHRFELD, 1989;
BURBANO et al., 1995), e quantificadas usando o inositol hexafosfato, como padréo
interno, e aplicando fatores relatados por SANDBERG & AHDERINNE (1986) para
correcdo das diferengas das dreas. Todas as determinagbes foram realizadas em

triplicata.

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

O teor médio de fitatos totais no farelo estabilizado, determinado por método
colorimétrico, alcangou 7,53 (+ 0,66)g por 100g. Este valor foi préximo do encontrado

por DOMENE (1996). Esses valores obtidos pelo método colorimétrico, mostraram
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também concordancia com a somatéria das fragbes determinadas pelo método de
CLAE.

Os perfis de distribuicdo, dos diversos fosfatos de m-inositol, obtidos para o
padréo de acido fitico Sigma, as amostras de farelo de arroz (F) e farelo de arroz

desfitinizado (Fd), por CLAE, sdo apresentados nas Figuras 2 e 3, respectivamente.

O &cido fitico (IPe) no F alcangou 6,69g por 100g, equivalente a 84,8% do teor
total, enquanto que o percentual para a fragdo pentafosfato ndo superou 1,1. Os
fosfatos de inositol encontrados em gréos e legumes usualmente contém ao redor de
90% do inositol na forma hexafosférica, correspondendo os restantes 10% a somatéria

dos penta-, tetra-, ... fosfatos.

Uma pergunta comum entre industriais e consumidores que pretendem empregar
o farelo na alimentagdo humana ou animal é o quanto que o processo de estabilizagdo
pode diminuir o teor de fitatos. Aparentemente, o processo de estabilizagéo térmica e
desengorduramento do farelo virgem ndo resulta em ativagdo suficiente da fitase

endbgena, capaz de produzir desfosforilagéo significativa na fase inicial do processo.

No farelo desfitinizado, a quantidade de acido fitico diminuiu para 4,3g por 100g,
0 que correspondeu ao 63,3% do valor encontrado no F; ou seja, obteve-se apenas
37% de desfitinizagdo em 24h de hidrélise. Este valor foi pequeno quando comparado
aos niveis de desfitinizagdo obtidos por outros pesquisadores que utilizaram o
procedimento de ativagdo da fitase endogena. TANJENDJAJA et al. (1981),
conseguiram sob as mesmas condigbes de incubacdo, com fitase enddgena ativada,
reducao de 70% nos niveis de &cido fitco. SANDBERG & SVANBERG (1991),
estudaram a degradagé&o do &cido fitico em farelo de trigo, com fitase endogena
inativada em autoclave e incubada com fitase comercial, sob condi¢cdes 6timas de
atividade para a enzima e conseguiram degradagao de somente 50%. Em experiéncia
paralela, esses pesquisadores observaram que o mesmo farelo incubado por 24h, sem

adicéo de fitase, ndo teve qualquer diminuigcdo no nivel de fitato.
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Na Tabela 1 sdo apresentadas as fragdes dos ésteres de inositol para ambas

amostras de farelo, F e Fd.
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Figura 2. Cromatograma, obtido em coluna de fase reversa, de solugdo padréo de fitato

de sddio (IPg). X: tempo em minutos e y: resposta no detector Rl (indice de refracéo).
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Tabela 1. Fosfatos de inositol para amostras de farelo de arroz estabilizado antes (F) e

depois (Fd) da desfitinizacdo'.

Amostra |Pe |P5 |P4 |P3
g % [+] % g % g %
F? 6,8 848 1.16 14,8 0,028 0,36 0,003 0,04
(x0,03) (x0,007) - - -
Fd® 4.3 81,0 0.96 18,1 0,013 0,26 0,027 0,51
(£0,02) (£0,009)

! Valores médios e desvio padrao de trés determinagbes expressos em g/100g (base seca) e
em % de total interno.

2 Amostra de farelo de arroz estabilizado.

3 Amostra de farelo de arroz estabilizado e submetido a tratamento de desfitinizagao com fitase

comercial.

De um modo geral, foi observado que as quantidades de IP4 e IP3 nos farelos
foram despreziveis. As escassas diferengas entre F e Fd, em termos das fragoes IPs,
IP, e IPs, mostraram que, o tratamento de F com fitase comercial ndo conduziu ao
incremento significativo das fragdes menores, as expensas das formas maiores. Nesse
respeito, resultados similares em farelos tratados com fitase microbiana foram relatados
por JAJARAJAH et al. (1997).

Apesar de ndo se ter uma explicagdo logica para esse resultado, dada a
superioridade numérica das moléculas de IPs e IPs, ndo é descartavel a possibilidade
de que os substratos IPg e IPs se encontrem protegidos na matriz do granulo da farinha.
Foi notavel também o fato de que a relagéo IP¢/IPs se mostrou alterada de 1,58, antes

do tratamento, para 1,21 apds a desfitinagdo (Tabela 1). Esta alteracéo, embora nao
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muito grande, € explicavel pela maior agdo esperada da enzima pelas formas do

substrato presentes em maior concentragao.

Em conclusdo, o teor de acido fitico encontrado no farelo industrial estabilizado
correspondeu ao ja observado naturaimente no gréao de arroz integral, confirmando que,
mesmo apds o processo de estabilizagdo e desengorduramento, sio poucas as
alteragGes, do ponto de vista quantitativo ou qualitativo. A fitase comercial exdgena de
arroz mostrou ser pouco eficaz para a remogao de acido fitico em farelo estabilizado,
conseguindo teores de desfitinagdo baixos, em relacdo aos conseguidos através da
ativacédo da fitase endogena, descritos na literatura. A explicagdo mais plausivel para
esta observagdo estaria na localizagdo estratégica que a enzima enddgena possui
naturalmente com relacéo ao substrato, na matriz da camada aleurdnica. Permanece
ainda a ser determinado um meio de imitar tal disposigdo natural da enzima e substrato
para tornar o processo de moagem, n;nacerac;éo e hidrdlise mais eficiente. O farelo
estabilizado ndo possui fitase enddgena ativa e, portanto, qualquer tratamento para
conseguir diminuicdo expressiva do nivel de fitato no F devera, obrigatoriamente, ser
efetuada em etapa anterior ao aquecimento da estabilizagdo; de tal forma que a fitase

enddgena possa ser utilizada.

Os autores agradecem o apoio da FAPESP pela bolsa (Proc. 97/05788-0) e auxilio a Infra-
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CAPITULO Il

FARELO DE ARROZ NA DIETA PROTEGE O RATO CONTRA A
INTOXICAGAO COM CHUMBO



RESUMO

Fibras e fitatos tém sido sugeridos isoladamente como agentes protetores contra o
envenenamento com chumbo. O presente trabalho objetivou investigar o efeito da
inclusao de farelo de arroz (F), como fonte de fibras e fitatos, na deposicdo de chumbo
no organismo do rato, quando alimentado com dieta padrao contaminada com litargirio
(PbO). Para tanto, dois experimentos foram realizados com ratos machos Wistar (60
dias, 271g). O experimento 1, consistiu de seis grupos de sete animais cada, recebendo
dietas padrédo com celulose ou farelo: B (basal, AIN-93G, 5% de fibra celuldsica), BF
(igual a B, exceto que com 17% de F em lugar de celulose, para atingir 5% de fibra
insoluvel), C5 (igual a B, mas contaminada com 160mg/kg de PbO), C1 (semelhante a
C5, exceto que continha 1,2% de fibra celulésica), F5 (igual a BF, contaminada com
160mg/kg de PbO), e F1 (semelhante a F5, exceto que continha 4,7% de F fornecendo
1,2% de fibra insoluvel). O experimento 2, consistiu de trés grupos, de sete animais
cada, recebeu dietas padréo com celulose ou farelo parciaimente desfitinizado (Fd), a
saber: B, F+Fd (igual a F5 , exceto que a fibra era fornecida, 50% por F e 50% por Fd)
e Fd (igual a F5, exceto que a fibra era fornecida por Fd). O crescimento e consumo de
dieta dos animais foi controlado semanalmente. Os niveis de Pb em sangue, figado,
rins e osso foram determinados por espectrometria de emissdo atdmica (ICP-AES).
Apds 28 dias de alimentagdo, os resultados de crescimento e eficiéncia alimentar
mostraram que o F n&o produziu efeitos negativos aparentes, ao passo que os valores
de Pb no osso, figado e rim para os animais com dietas F5, F+Fd e Fd foram
significativamente inferiores (P<0,05) aos dos animais com dietas C5 e C1. Os niveis de
chumbo acumulado em rim e figado, mostraram que a retencéo por estes 6érgdos foi
inversamente proporcional as quantidades de fitatos na dieta. O farelo, usado no nivel
mais baixo (4,7%), ja mostrou efeito protetor para o organismo, em relacéo & celulose.
Os valores de Pb observados nos tecidos para a dieta F1 foram significativamente
inferiores (P<0,05) aqueles da dieta C1. Conclui-se que substituicdo da celulose da

dieta padr&o pelo farelo de arroz proporciona protecdo ao rato contra o envenenamento
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com chumbo alimentar, num estagio em que nem a contaminag@o nem 0s niveis de

farelo, manifestam qualquer efeito negativo no crescimento do animal jovem.

Palavras-chave: farelo de arroz; chumbo; fitatos; fibra alimentar; dieta moderna
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ABSTRACT

It has been suggested that both dietary fiber and phytates, individually play a role in the
prevention of lead poisoning. The purpose of the present investigation was to study the
uptake of lead by the body from a standard rat diet that was both contaminated with
litarge (PbO) and added with rice bran (F) as a source of fiber and phytates. Male Wistar
rats (60-day old, 271g) were used in two experiments. For experiment 1, six groups (n =
7 X 6) received the standard diet containing either cellulose (C) or rice bran: B (basal,
AIN-93G, 5% cellulose fiber), BF (same as B, but added with 17% of F instead of C, to
provide 5% of insoluble fiber), C5 (same as B, but contaminated with 160mg/kg PbO),
C1 (similar to C5, except that contained 1,2% of C), F5 (same as BF, contaminated with
160mg/kg PbQO), and F1 (similar to F5, except that contained 4,7% of F, supplying 1,2%
insoluble fiber). Experiment 2, consisted of three groups, (n = 7 x 3), receiving the
standard diet containing either C or dephytinized F (Fd), as follows: B, F+Fd (same as
F5, except that the fiber proceeded 50% from F and 50% from Fd) and Fd (same as F5,
except that the fiber was supplied by Fd, only). Growth and food consumption was
monitored weekly. Lead contents of blood, liver, kidney and bone were determined by
atomic emission spectrometry (ICP-AES). On the 28" day of feeding results of growth
and food efficiency indicated that while F did not produce any apparent detrimental
effects, Pb accumulation in femur, liver, and kidney of the animals fed diets F5, F+Fd
and Fd were significantly lower (P < 0,05) than those consuming diets C5 e C1. The
levels of the metal accumulated in kidney and liver showed that retention by these
organs was inversely proportional to the quantity of phytate in the diet. Pb values
observed in all tissues for diet F1 were significantly (P < 0,05) lower than for C1. Rice
bran, when used at its lowest level (4,7%), showed to be effective as a dietary protecting
agent, especially in relation to cellulose. It is concluded that substitution of rice bran for
the cellulose of a rat standard diet brings about significant protection to animals exposed
to dietary contamination with lead. Neither the levels of rice bran used nor the extent of

the contamination appeared to have acute clinical or nutritional consequences.

Key words: rice bran; lead; phytate; dietary fiber; modern diet
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1 - INTRODUGCAO

O chumbo ambiental e ocupacional continua a apresentar uma ameaca para a
saude publica, sendo que a principal via de contaminag&o para a populagéo em geral é
por meio dos alimentos e bebidas (SCHWARTZ, 1994; BOGDEN et a/., 1997).

Quando se avalia o risco da exposig&o ao chumbo para uma populagdo, devem-
se considerar os habitos alimentares e os padrées de consumo da populagéo. De modo
geral, o desenvolvimento de um pais esta associado a um aumento no consumo de
alimentos. Esse incremento, porém, ndo apresenta caracteristicas homogéneas para
todos os géneros, e sim aumentos seletivos em relagdo ao consumo de gorduras e
carnes, com diminuigdo concomitante no grupo dos cereais, especialmente no de gréos
integrais. Tais mudangas nos habitos alimentares conduzem a alteragdes na absorcéo
de metais presentes na dieta, entre eles os contaminantes (GOYER, 1997). A
preocupacdo atual esta voltada principaimente para o impacto que a dieta moderna

pode trazer para a saude da populagédo (BALDINI ef al., 1989).

Tanto o fitato de célcio (WISE, 1981; ROSE & QUATERMAN, 1984), como a fibra
dietética insoluvel (SALVA et al., 1996), quando incorporados a dieta de animais tém
mostrado isoladamente efeito benéfico, no sentido de diminuir a deposicdo de Pb em
diversos 6rgéos. E importante salientar que tal efeito benéfico foi notado apenas
quando o fitato de calcio foi fornecido ac animal concomitantemente com o chumbo e

nao através de uma fonte natural de fibras e fitatos

O farelo de arroz € um subproduto agroindustrial que se distingue pelos seus
altos teores de fitatos (~6%), fibras (~38%) (WEBER, et al., 1993; RAVINDRAN, et al.,
1994, DOMENE, 1996), além de proteinas, enquanto que a sua fragdo mineral possui
abundantes quantidades de zinco, cobre e ferro, contrastando com niveis infimos de
calcio (WARREN & FARRELL, 1990; SAUNDERS, 1990, DOMENE, 1996).

O objetivo do presente trabalho foi quantificar o possivel efeito protetor, que a
inclus&o de farelo de arroz, em substituicdo da celulose microcristalina, da dieta padréo

para roedores (AIN-93), traria para o rato, diminuindo o actimulo de chumbo em quatro

Capitulo II 48



tecidos. Os parametros a serem monitorados foram o consumo e eficiéncia alimentar e

ganho de peso, assim como a deposi¢do de Pb em sangue, figado, rim e osso.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Matéria-prima

2.1.1 - Farelo de arroz estabilizado e desengordurado (F)

Utilizou-se farelo de arroz estabilizado proveniente de IRGOVEL, Industria
Riograndense de Oleos Vegetais Ltda. (Pelotas, RS, Brasil). O processo de
estabilizagéo, que consiste basicamente na extragdo do 6leo e concomitante inativagao
térmica de enzimas oxidativas do farelo, foi feita pela prépria industria envolvendo os
passos de selecéo e limpeza do farelo, padronizagdo da umidade (8%), secagem no
formato de pellets, extragdo do éleo com hexano aquecido a 50°C e, por uitimo,
aplicacéo de calor direto e indireto, para eliminagdo do hexano. O farelo, na forma de
pellets foi moido em moinho de facas e peneirado totalmente até granulometria de 42
mesh. O material foi estocado em sacos de polietileno e mantido a, aproximadamente, -

12°C até sua utilizacdo.

2.1.2 - Farelo de arroz parcialmente desfitinizado (Fd)

Para a obtencdo de farelo de arroz parcialmente desfitinizado fragbes de farelo
foram suspensas em agua destilada na relagdo 1:4 junto com fitase (Sigma, bruta, de
arroz, P-1259), a qual foi adicionada em concentragao de 1,13%, e Chemynol (mistura
de parabenos, ChemyUnion), 0.1mL/100mL de suspens&o para prevenir crescimento
microbiano. O ajustado com HCI para 5,15 e incubado em banho-maria a 55°C com

agitacdo mecanica continua, condigbes de pH e temperatura otimas para fitase
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(TANGENDJAJA et al., 1981). Apds 24h, o material obtido foi resfriado, congelado e

liofilizado.

2.1.3 - Caracterizagao quimica da matéria-prima

No farelo foram determinadas as seguintes caracteristicas composicionais:
umidade, por método gravimétrico (A.A.C.C., 1983), proteina total pelo método de
Kieldahl (A.O.A.C., 1975), utilizando 5,95 como fator de converséo para proteina de
arroz (HOLLAND, et al., 1991), lipideos totais (BLIGH & DYER, 1959), cinzas (método
08-01 da A.A.C.C., 1983), fibra alimentar sollvel e insoluvel por método gravimétrico-
enzimatico (PROWSKY, 1992) e carboidratos determinados por diferenca, usando a
formula: 100 — (proteinas + lipideos + fibra sollveis e insollveis + cinzas). O contetdo
de proteina total na caseina, a ser utilizada nas dietas experimentais, foi determinado
(A.O.A.C., 1975) utilizando 6,38 como fator de conversdo para proteina de caseina
(SGARBIERI, 1996). As anédlises foram realizadas em triplicata e expressas em base

seca, com excegao das fibras que foram calculadas a partir de amostras compostas.

Os conteudos de fragdes de inositol fosfato foram determinados nos farelos, por
HPLC seguindo as recomendagbes de SANBERG & AHDERINNE (1986). Para tanto, o
material foi extraido em HCl 0,5M, purificado em resina AG 1-X4, concentrado em

rotaevaporador e diluido em agua ultrapura.

2.3 - Animais e dietas

Ratos machos da raga Wistar, recém-desmamados (22d), provenientes do
CEMIB (Biotério Central da Unicamp), foram mantidos em gaiolas coletivas plasticas
durante um periodo de crescimento de 42 dias. Durante esse periodo, os animais
receberam dieta comercial para roedores (NUVITAL, Curitiba) e agua “ad libitum”. Na
segunda parte do ensaio, os animais, ja com pouco mais de 2 meses de idade, foram

distribuidos em grupos com médias de pesos semelhantes (171+1g), empregando
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como metodologia a separagdo em blocos, conforme os pesos e apés, distribuicdo
aleatoria em grupos. A partir desse momento, foram oferecidas aos animais as dietas
experimentais. Durante todo o ensaio, os animais tiveram livre acesso a dieta e agua,
mantendo as condigdes ambientais no laboratério em 22 + 2°C, e ciclos de luz/escuro
de 12h. Observando-se o protocolo da Comissé&o de Etica da FEA para Experimentacéo

com Animais, o ensaio bioldgico se levou a cabo em dois experimentos.

Experimento 1. Quarenta e dois ratos foram distribuidos em grupos de 7 animais cada,

recebendo as seguintes dietas-tratamento:

B (basal): dieta com a composigéo da AIN-93 G, contendo 50g/kg de dieta de

celulose microcristalina, equivalentes a 5% de fibra insoluvel.

BF (basal com farelo). igual a AIN-93 G, s6 que contendo quantidades
suficientes de farelo, substituindo a celulose, para atingir 50g/kg de dieta de fibra

insoluvel.

C1 (controle contaminada, baixa em fibra): igual a B, mas com baixo teor de fibra
insolGvel (12g/kg de dieta) proporcionado por celulose microcristalina e contaminada
com PbO.

C5 (controle contaminada): dieta com a composi¢do da AIN-93 G, contendo
50g/kg de dieta de celulose microcristalina, equivalentes a 5% de fibra insoluvel e

contaminada com PbO.

F-1 (farelo, contaminada e baixa em fibra). dieta contendo quantidades
suficientes de farelo para atingir 12g/kg de dieta de fibra insoluvel, contaminada com
PbO.

F5 (farelo contaminada): igual a AIN-93 G, s6 que contendo quantidades
suficientes de farelo, substituindo a celulose, para atingir 50g/kg de dieta de fibra

insoltvel, contaminada com PbO.
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Separadamente e sob as mesmas condigbes preparatérias do primeiro

experimento, se desenvolveu um segundo experimento.

Experimento 2. Vinte e um ratos, distribuidos em trés grupos de 7 animais cada,

receberam as seguintes dietas-tratamento:

B (basal): dieta com a composi¢do da AIN-93 G, contento 50g/kg de dieta de

celulose microcristalina, equivalentes a 5% de fibra insoltvel.

F+Fd (basal com F e Fd, contaminada). AIN-93 G contendo quantidades
suficientes de F, em substituicio da celulose, fornecendo 50g/kg de dieta de fibra
insoluvel, sendo 50% proveniente de farelo e 50% proveniente de farelo desfitinizado e

contaminada com PbO.

Fd (basal com farelo de arroz desfitinizado e contaminada): contendo
quantidades suficientes de Fd, substituindo a celulose, para atingir 50g/kg de dieta de

fibra insoluvel e contaminada com PbO.

Na formulagdo das dietas se utilizou caseina (Cassab, SP), 6leo de soja (Lisa),
amido e amido dextrinizado (Refinagdes de Milho Brasil), celulose microcristalina
(Whatman), acucar refinado (Unido), farelo de arroz estabilizado e farelo de arroz
estabilizado e parcialmente desfitinizado, vitaminas (BASF S.A.) e sais minerais
(Merck). Os teores de umidade no farelo desfitinizado ja liofilizado, foram corrigidos

para restituir os valores anteriores ao tratamento de desfitinagéo.

Para a formulagdo das dietas-tratamento, se seguiram as recomendagbes do
American Institute of Nutrition para ratos em crescimento, AIN-93 G (REEVES, 1993).
Os valores composicionais esperados nas dietas foram: proteinas (19,3%), fibra (5%),
carboidratos (64%) e lipideos (16,7%). A densidade energética esperada foi de
3766Cal. por Kg/dieta.

Para que as dietas fossem isoprotéicas e isoenergéticas, na substituicdo da
celulose por F e Fd, foram realizados ajustes quanto aos teores de proteinas, energia e

lipideos, considerando os valores de composicéo do farelo de arroz.
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As dietas-tratamento foram contaminadas com o6xido de chumbo (PbO),
incorporado na forma de pd e misturado progressivamente as dietas na guantidade final
de 160ppm (~147 mg/kg de Pb), dosagem que n&o compromete visivelmente o
crescimento do animal (SALVA, 1996), que é equivalente a ~10 vezes a recomendagao
toleravel provisoria semanal para uma pessoa adulta, aprovada pela comiss&o de
experts em aditivos alimentares (JECFA/IFAO/WHO), considerando a relacdo de peso
rato/nomem de 300g/70kg e uma ingestdo diaria para o rato de 15g. Os animais
permaneceram em gaiolas individuais de ago inoxidavel por um periodo de teste de 4
semanas. O consumo de dieta foi controlado durante o transcurso de todo o
experimento e o ganho de peso e consumo da dieta de cada animal, apurados

semanalimente.

No final do ensaio, os ratos foram anestesiados em ambiente de éter etilico e
amostras de sangue coletadas por pungdo cardiaca. Rins, figado e fémures foram
extirpado, pesados e identificados individualmente. As amostras de sangue, figados e
rins foram congeladas e liofilizadas. Os fémures foram cuidadosamente descarnados
mediante o uso de tesouras e bisturi e conservados em freezer, junto com os tecidos

liofilizados.

2.3 - Procedimentos analiticos nos tecidos:

Tanto amostras de dietas como de sangue, rins, figado e fémures de cada rato,
foram submetidos a mineralizacdo por digestdo seca, segundo as recomendacOes de
SKURIKHIN (1993). Este método, envolve oxidagdo completa de substancias organicas

em mufla e sua solubilizagdo com acido nitrico e agua deionizada.

Os conteudos de Pb nas amostras dos tecidos e dietas, foram determinados por
meio de espectrometria de emiss&o atdmica com plasma indutivamente acoplado (ICP-
AES) em equipamento BAIRD ICP 2000, usando brancos e solugdes padrao. Todos os

reagentes utilizados foram p.a. Merck.
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2.5 - Analise estatistica

Os resultados foram submetidos a analise de variancia monovariada e as médias
comparadas pelo teste de Tukey, usando o programa Statistica e considerando P< 0,05

como critério de significancia.

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 - Composicao do farelo e das dietas

Os dados obtidos sobre a composigao do farelo de arroz, foram consistentes
com os ja relatados na literatura (GUERRA & JAFFE, 1975, WARREN & FARRELL,
1990; DOMENE, 1996; TORIN 1996), sendo constituido de proteinas, 15,69 (+ 0,59)g:
cinzas 10,41 (£ 0,59)g, Iipideos 4,62 (+ 0,03)g e carboidratos, 17,75g, por 100g de

farelo.

Esses valores mostraram que o processo de estabilizacdo e desengorduramento
baixou o teor de gordura do farelo para préximo de 1/5 do conteudo natural, como ja foi
indicado na literatura (JULIANO, 1980; SAUNDERS, 1990; SALUNKHE, 1991).

Noventa e cinco por cento da fibra do gréo se encontra no farelo, sendo que a
celulose € o polissacarideo mais importante (POMERANZ & ORY, 1982). Os teores de
fibra encontrados, 5,54 de soluvel e 32,48% de insoluvel confirmam o farelo de arroz

como uma importante fonte de ambos os tipos de fibra alimentar.

A quantidade de farelo necessaria para substituir a fibra insoltivel na dieta padrao
(AIN 93) foi de 170g/kg de dieta, enquanto que para a dieta com 1,2% de fibra insoltvel,
a quantidade necessaria de farelo diminuiu para 47,2g/kg de dieta. As formulagdes das

dietas sdo apresentadas na Tabela 1.
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Os valores encontrados de fitatos, 6,79 (+ 0,29)% para IP6 e de 1 (£ 0,27)% para
IP5, revelam que o farelo de arroz, constitui uma das maiores fontes naturais de acido

fitico, especialmente apds o processo de desengorduramento.

Vérias sdo as alternativas disponiveis para diminuir o contetido de acido fitico de
um alimento (MAGA, 1982): a ativagdo da fitase endégena mediante um processo de
maceracdo e ajuste do pH, promogédo de germinagédo de gréo intacto e fermentagao dos
carboidratos do produto, mediante a adi¢do de leveduras e adi¢do de fitase exdgena,
seguida de incubacdo (ROSSANDER et .a/, 1992). Neste estudo, entretanto, o
tratamento selecionado esta limitado a adicdo de fitases exdgenas, ainda impedindo a
modificacdo da matriz original do farelo, visto que tais modificagdes podem interferir no
desenho experimental. E importante justamente conservar ao maximo a natureza da
matéria prima, principalmente em relagdo a fibra dietética. Sob estas limitagdes, a
incorporacdo de fitase comercial foi a alternativa considerada mais apropriada
(JAJARAJAH et al., 1997).

As porcentagens das fragdes de inositol encontradas no farelo desfitinizado
(Tabela 2) foram, 4,3% para IPs e 0,7% para IPs. Contrariamente ao esperado, néo se
alcangou uma elevada desfosforilagdo, conseguindo redugdo de apenas 35,8%, em
relacdo aos teores originais do farelo. Por outro lado, as fragbes menores (IPs e 1P4) se

encontravam presentes em quantidades despreziveis.

Os valores determinados de Pb nas dietas mostraram-se adequados com as
quantidades adicionadas, 144 (+ 8,25)mg/kg. Enquanto que as dietas basais continham

0,20 (+ 0,02)mg/kg.
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Tabela 1. Composigéo das dietas subministradas aos ratos nos experimentos 1 e 2.

Ingredientes Dietas’
B? BF c5® F5¢ c1t | F+Ed°® Ed°®
Amido® 397 354 397 354 421 408 354 354
Caseina® 200 159 200 159 200 192 159 159
Amido 132 117 132 117 139 135 117 117
dextrinizado®
Sacarose® 100 89 100 89 106 102 89 89
Oleo de soja® 70 59 70 59 70 68 59 59
Farelo - 170 - 170 - 427 85 -
Farelo - - - - - - 85 170
desfitinizado
Celulose 50 - 50 - 12 - - -
Mist. Vitam.* 10 10 10 10 10 10 10 10
Mist.Mineral.® 35 35 35 35 35 35 35 35

! Valores em g/kg de dieta. Todas as dietas adicionadas com L-cistina (3g/kg), bitartarato de
colina (2,5g/kg) e tetrabutilidroquinona (0,014g/kg), segundo recomendacdes da AIN 93-G.

B é igual a AIN-93 G, administrada nos experimentos 1 e 2.

® Quantidade necessaria para ajuste, considerando os valores de proteinas, carboidratos e
lipideos aportados pelo farelo.

* Mistura vitaminica, contendo por kg de dieta: acido nicotinico 30mg, pantotenato 15mg,
piridoxina 6mg, tiamina 5mg, riboflabina 6mg, acido fdlico 2mg, vit. K 750ug, D-biotina 200ug,
vit. B12 25ug, vit. A 4000Ul, vit. D3 1000UlI, vit. E 75Ul, segundo recomendagdes da AIN 93-G.

® Mistura mineral contendo, por kg de dieta: Caicio 5000mg, Foésforo 3000mg, Potassio 3600mg,
Enxofre 300mg, Sédio 1039mg, Cloreto 1631mg, Magnésio 513mg, Ferro 45mg, Zinco 38mg,

Manganés 10mg, Cobre 6mg, lodo 0,2mg, Molibdénio 0,15mg, Selénio 0,18, Silicio 5mg, Cromo
1mg, Fldor 1mg, Niquel 0,5mg, Boro 0,5mg, Litio 0,1mg, Vanadio 0,1mg.

® Contaminada com PbO (160 ppm).
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Tabela 2. Contelido de fosfatos de inositol das dietas para os experimentos 1 e 2,

determinados por HPLC no farelo (F) e farelo desfitinizado (Fd).

Fragbes Dietas’
BF F5 F+Fd Fd F1
IP; + IP, 2 0,04 0,04 0,028 0,016 0,011
IPs 1,7 1,7 1,4 1,2 0,4
Pt 10,2 10,2 8,7 7.1 2,6
IPg + IPs 11,9 11,9 10,1 8,3 2,9

! Valores em g/kg de dieta, base Umida.
2 Inositol trifosfato e inositol tetrafosfato. Somatéria dos picos individuais.
? Inositol penta-fosfato.

4 Inositol hexafosfato.

3.2 - Desempenho dos animais

Estudos anteriores mostraram que o farelo, quando utilizado na dieta de animais,
como fonte de nutrientes e micronutrientes ou, como suplemento protéico, vitaminico
e/ou mineral, teria um valor nutritivo muito aquém do esperado, em relagdo ao seu alto
conteddo de nutrientes. Nesse respeito, a literatura parece ser unanime em atribuir o
baixo valor nutritivo ao forte poder quelante do &cido fitico (THOMPSON & WEBER,
1980; WARREN & FARRELL, 1990; PRAKASH, 1996).

Sabe-se que Zn, Fe e Ca, sdo minerais essenciais para 0 organismo cuja
biodisponibilidade se torna seriamente comprometida, quando doses elevadas de fitatos
fazem parte da dieta (LONNERDAL et al., 1988; TORRE et al., 1991, ROSSANDER et
al., 1992: SAHA et al, 1994; LOPEZ et al, 1998), em especial fitatos altamente
fosforilados, como o IPs e IPs (SANDBERG et al., 1989; LONNERDAL et al., 1989;

ROSSANDER et al., 1992). Por sua vez, € de interesse notar que estes mesmos
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minerais s&o apontados ou reconhecidos como potentes antagonistas da absor¢éo de
Pb. Dietas deficitarias em Ca, Fe e/ou Zn estéo associadas a maior incorporacédo de Pb
pelo organismo (CERKLEWISKE & FORBES, 1976; QUATERMAN et al., 1978; BEBE &
PANAMANGALORE, 1996). Em contrapartida, quando o Pb se deposita em um 6rgéo,
€ muito provavel que um mineral essencial foi deslocado ou deixou de ser absorvido
(GOYER, 1997).

A biodisponibilidade mineral em produtos vegetais, € um intrigante topico sobre o
qual varias questdes relacionadas aos efeitos do acido fitico e das fibras dietéticas
ainda n&o foram respondidas. Os alimentos ricos em fibras s&o capazes de influenciar a
absorcéo intestinal de minerais e outros nutrientes. Visto que o acido fitico e a fibra
alimentar, ocorrem juntos em dietas ricas em gréos, é dificil separar os efeitos destes

dois componentes na utilizagdo dos minerais essenciais.

A capacidade das fibras insoluveis de trigo, aveia e arroz, livres de fitatos, de se
compliexar com minerais, foi estudada por BERGMAN et al. (1997). Nesse estudo, a
fibra insoluvel fornecida pelo farelo de arroz, foi a que apresentou menor capacidade de
complexacao para Cu, Ca e Zn, resultados que foram associados aos baixos teores de
lignina no farelo de arroz, em relagdo ao trigo e aveia. Os mesmos autores observaram
aumento da capacidade complexante de Ca e Zn para a fibra do arroz extrudada a 165
ate 180°C, sem concluir qual razdo, quimica ou fisico-quimica, seria a responséavel por

esse efeito.

Tanto o estado nutricional em minerais, como a composicéo da dieta, séo fatores
que reconhecidamente afetam a absorgdo e biodisponibilidade dos minerais, sejam
estes essenciais ou toxicos. Neste estudo, minerais altamente passiveis de sofrerem
complexagdo pelos fitatos encontravam-se em quantidades que ultrapassavam, com
excecgdo do Ca, as necessidades do rato (THOMPSON & WEBER, 1981).

Em geral, considera-se que o farelo de arroz, como outros graos, possui baixa
biodisponibilidade de calcio, o que é atribuido aos altos teores de fitatos e as pequenas
quantidades de calcio ali presentes (LOPEZ, et al., 1991). O fornecimento diario de

calcio, proporcionado por uma dieta padrdo para animais em crescimento, é bastante
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Tabela 3. Valores de ganho de peso, consumo de dieta e eficiéncia alimentar

observados nos animais do experimento 1"

Dietas Ganho de Peso (g) Consumo (g) Eficiéncia Alimentar’
B 79+19ab 533 + 64a 0,15+0,03ab
BF 92 +25a 567 + 19a 0,15+0,04ab
ct® 64 +13ab 487 +37a 0,13 +0,02a b
c5° 56 + 15b 491 +23a 0,11 +0,03a
F1° 78 +19ab 538 +73a 0,15+0,02ab
F5° 89 + 10a 579 + 58a 0,16 +0,01b

' Valores representam médias de 7 animais e seus desvios-padrdo. Médias que nao
apresentam letra em comum, dentro da mesma coluna, s&o significativamente diferentes (P <
0,05).

? Relagéo ganho de peso/dieta consumida.

3 Dietas contaminadas com 160mg/kg de PbO.

Tabela 4. Valores de ganho de peso, consumo de dieta e eficiéncia alimentar observados

nos animais do experimento 2".

Dietas Ganho de Peso(g) Consumo (g) Eficiéncia Alimentar’

B 117 £10 704 £ 47 0.14 £ 0.06
F+Fd® 98 + 13 718 £ 62 0.14 £ 0.02
Fd’ 105 +£22 699 + 55 0.15+£0.03

' Valores representam meédias de 7 animais e seus desvios-padrdo. Médias que nao
apresentam letra em comum, dentro da mesma coluna, sdo significativamente diferentes (P <
0,05).

2 Relagdo ganho de peso/dieta consumida.

® Dietas contaminadas com 160 mg/kg de PbO.
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3.4 - Acumulo organico de chumbo

De maneira geral, as dietas com farelo forneceram protecao significativamente
superior do que as dietas com celulose sobre a retengdo do metal pelos 6rgdos rim,

figado e osso.

O tipo de contaminagéo, utilizando doses intermediarias de Pb em condigbes
sub-crdnicas, entretanto, propiciou nos animais uma intoxicagéo ndo aguda, onde néao
houve comprometimento do crescimento, nem aparecimento de sinais visiveis, como

alopécia ou perda de reflexos primarios.

A incorporacéo orgéanica de chumbo foi estudada em sangue, figado, rim e osso,
por constituirem-se estes nos principais tecidos e érgaos de deposicdo do metal, sendo
os resultados apresentados na Tabela 5. Os pesos dos érgéos, rim, figado e o0sso,
assim como a relagédo entre o peso dos 6rgéaos e o peso corpéreo dos animais, ao final

do experimento, sdo apresentados na Tabela 6.

O conteudo de chumbo no sangue ndo guardou relagdo com o tipo de dieta-
tratamento administrado, com excec¢do da dieta F5, onde o teor foi tdo baixo quanto nas
dietas nao contaminadas B e BF (Tabela 5). Este fato, coerente com os dados de
crescimento e eficiéncia alimentar, sugeriu a existéncia de um efeito protetor do farelo ja
em nivel de absorgdo. A andlise do sangue total, e ndo do plasma, fragdo onde se
concentra a maior parte do metal, foi realizada a fim de observar qualquer coeréncia
com os resultados dos orgdos. A verdadeira utilidade deste parametro ja foi
questionada por outros pesquisadores, sendo mais aplicada em casos de intoxicacéo
aguda (MYLROE et al., 1977; CONRAD & BARTON, 1978). Em termos metabélicos, o
sangue constitui um tecido de transicdo ou de carreamento e distribuicdo do metal até
outros tecidos, como rim, figado e osso, onde este permanece por periodos médios ou

longos.
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Tabela 5. Chumbo depositado em sangue, figado, rim e 0sso para animais dos dois

experimentos’.

Dietas Sangue’® Figado® Rim? Osso?
B* 0,26 + 0,17ab 0,16 £ 0,05a 0,4 +0,3a 0,23 £0,2a
BF* 0,11 £ 0,06a 0,15+ 0,08a 0,4 + 0,4ab 0,36 +0,3a
c1®¢ 0,43 +0,1b 1,34 £0,34b 13 +2c 60 + 16b
cs5** 0,46 + 0,04b 1,34 £0,21b 13 +2,1c 65 +6b
F134 0,35 +0,2b 0,90 £ 0,2¢cb 8,0 + 3d 35 +16d
Fs5°* 0,30 +0,1ab 0,56 + 0,07ac 3,4+ 0,8ab 15 +4c
B® 0,30 £ 0,2ab 0,18 £0,0a 0,7 + 0,3ab <0,1a
F+Fd*® 0,34 £0,1b 0,73 +0,28¢ 43+2bd 11 +0,6¢c
Fd*>*® 0,38 +0,1b 0,67 +0,30c 50+1bd 14 +2¢

' Médias (mg Pb/kg de tecido, base umida) e desvios-padréo para cinco 6rgaos por grupo.

2 Valores que nao apresentam letra comum dentro da mesma coluna sdo significativamente

diferentes (P < 0,05).

3 Dietas contaminadas com 160mg/kg de PbO

4 Dietas do experimento 1

® Dietas do experimento 2
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Tabela 6. Médias de peso dos érgdos e relagdes de peso érgao/peso corpéreo para

rim, figado e osso nos animais dos dois experimentos.

Rim/ Figado/ Osso/
Dietas Rim (g)"* corpogal Figado (g)’ corporsal s corporsal
(g x10) (g x10) Osso (g)” (g x10)
B 2,1+0,2b 0,26 9,7 + 1ab 1,2 2,0+02 0,2
BF 21+0,2b 0,23 10,1 + 1ab 1,1 1,9+0,1 0,2
C1? 2,3+0,2b 0,36 9,1+ 1b 1,4 2,1+0,1 0,3
C5? 2,4+02a 0,42 8,7+ 0,3a 1,5 2,1+0,1 0,3
F1? 2,5+0,3a 0,32 9,5 + 1ab 1,2 2,0+0,2 0,2
F5? 2,4+0,2ab 0,27 9,8 + 1ab 1,1 1,9+0,1 0,2
B 2,7+0,3a 0,23 9,9+ 0,8ab 1,0 2,1+02 0,2
Fd? 2,1+02b 0,20 10,5 +0,7ab 1,0 2,1+0,1 0,2
F+Fd® 22+0,1b 0,24 11,1 +0,9ab 1,1 2,1+0,1 0,2

' Valores representam meédias de 7 animais e seus desvios-padrdo. Médias que ndo
apresentam letra em comum, dentro da mesma coluna, sédo significativamente diferentes (P <
0,05).

? Dietas contaminadas com 160mg/kg de PbO.

® Valores de osso correspondem a somatéria de ambos fémurs.

* Valores de rim correspondem a somatéria de ambos rins.

Relacdo de peso corpéreo/peso do érgéo.

Existem relatos de que quanto menor o conteudo de Pb na dieta, menor a
capacidade do fitato de modular os niveis de chumbo sanguineos. WISE (1982),

monitorou as concentragdes de Pb no sangue de roedores depois de administrar doses

Capitulo II 66



cronicas moderadas de acetato de Pb (0, 2, 5, 10 e 50 mg/kg de dieta), por periodos de
3 e 6 meses, com ou sem adigdo de 20mg de fitato de calcio. Na dieta com 10mg/kg de
acetato de Pb, diferengas significativas na redugéo do Pb no sangue, atribuiveis ao
fitato, foram notadas sé apds 6 meses de alimentag&o; enquanto que para 50mgl/kg, as
diferencas foram observadas ja apds os trés meses. Considerando que o sangue nao
reflete o nivel de contaminacdo do organismo para doses intermediarias, acreditamos
que no mencionado estudo, o efeito protetor dos fitatos tenha sido mascarado, pois n&o

forneceu informacéo sobre a situagéo em outros tecidos.

No presente estudo, os animais com dietas contaminadas alcancaram decerto
concentragdes consideravelmente superiores no rim do que no figado ou no sangue
(Tabela 5), em concordancia com relatos afirmando que o rim constitui dentre os tecidos
moles, o 6rgdo mais susceptivel & intoxicagdo com chumbo (MYLROIE, et al, 1977,
HAYASHI, et al., 1993; BEBE & PANEMANGALORE, 1996). Os valores no rim foram
até 10 vezes maiores do que os encontrados em figado para as dietas com celulose
(C5 e C1). Entretanto, essa relagéo diminuiu para 9 na dieta F1 e para 6 ou 7 nas dietas
F5 Fd e F+Fd, mostrando que houve variagdo na suscetibilidade do rim em relagéo as

quantidades de fitato na dieta.

Dentre as dietas contaminadas, a dieta F5 foi a que conseguiu 0s acumulos mais
baixos, tanto no tecido renal como hepatico, seguida progressivamente das dietas com
menor contetido de fitatos (F+Fd, Fd e F1); vindo por ultimo, as dietas com celulose (C5
e C1), estas Ultimas n&o diferindo significativamente entre si. O efeito protetor do farelo
quando no nivel de 17% na dieta foi tdo visivel, que os niveis de chumbo no figado e
rim para a dieta F5, ndo diferiram significativamente dos niveis alcangados pelas dietas
basais (B e BF). O farelo de arroz no nivel mais baixo, 4% (dieta F1), ainda mostrou
protecdo em relacdo & dieta homologa com celulose (C1), tanto no rim (P < 0,05), como
no figado (P < 0,065).

E importante ressaltar aqui que, mesmo nao tendo se obtido desfitinacéo total do
farelo no laboratorio, o processo enzimatico foi Gtil, no sentido de mostrar que valores
intermediarios de fitatos na dieta resultaram em acumulos proporcionais de chumbo em

rim e figado, como visto para as dietas Fd e F+Fd (Tabela 5). Isto significa que existe
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um efeito protetor resultante da adigdo do farelo, que corresponde especificamente ao
fitato e que é independente dos outros componentes do farelo. Teste de correlagao
entre Pb-no-6rgéo e fitato-ingerido mostrou valores de R de 0,970, 0,953 e 0,865 para

rim, fémur e figado, respectivamente (Figura 3).

Também, com relagéo a distribuicdo do chumbo no organismo, é sabido que em
animais com dietas contaminadas, 0 0sso € o0 6rgdo que apresenta maior acumulo,
tanto em termos de concentragdo como em termos absolutos, dada a massa total do
mesmo. O resultado de substituir a fibra celulésica da dieta padrdo por farelo, neste
trabalho, foi a clara tendéncia do metal pesado a se depositar menos no osso. Para os
animais com dietas ndo contaminadas (B e BF), as concentragbes de Pb foram
semelhantes em todos os tecidos, mesmo levando em conta o fato de que os teores de

chumbo renal foram maiores do que os hepéticos.

De forma semelhante ao o observado em rim e figado, os ossos dos animais
alimentados com dietas contendo farelo, apresentaram menor acumulo de Pb. Em
contraposigéo, esses mesmos animais foram os que tiveram maior consumo de dieta,
portanto, os mais expostos ao contaminante. As concentragoes de Pb dsseo resultantes
das dietas F5, F+Fd, Fd e F1 diferiram significativamente daqueles das dietas com

celulose, C5 e C1, atingindo valores até 1/6 destes ultimos.

O osso, ndo se mostrou tdo sensivel as variagdes nas quantidades de fitato na
dieta quanto foram os tecidos hepatico e renal, exceto para os animais do grupo F1
(2,9% de fitatos), o qual apresentou concentragbes de deposicdo significativamente
superiores as das dietas F5, F+Fd e Fd (11,9; 10,1 e 83 g/kg de fitatos,
respectivamente), mas ainda significativamente inferiores aos dos animais com dietas
com celulose C5 e C1. Mesmo nessas circunstancias, no osso foi também possivel
observar que o acumulo de chumbo no organismo esta diretamente relacionado com o

fitato contido no farelo.
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Figura 3. Correlagéo entre o chumbo depositado em osso, figado e rim (6rgao inteiro) e
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Como fora observado para figado e rim, o efeito protetor da dieta F+Fd foi tio
forte no osso que os niveis de deposicdo de chumbo ndo diferiram significativamente
dos encontrados para as dietas basais. Neste 6rgdo, tampouco houve diferencas
significativas de acdimulo entre as dietas C5 e C1. Conclui-se entdo, que néo foi a fibra

insoluvel o fator determinante do nivel de deposigao nos diferentes 6rgdos estudados.

Em trabalhos anteriores, SALVA et al. (1996) encontraram que a celulose
consegue diminuir as taxas de deposi¢édo no rim e figado, quando a sua concentragao

na dieta, € superior a 1% e em relagao a auséncia total de fibra

Todas as dietas com farelo forneciam iguais quantidades de fibra insoltvel do
que as dietas com celulose, porém continham quantidades consideraveis de fibra
soltvel, em niveis de 8g/kg de dieta para F5, F+Fd e Fd, e 2g/kg, na dieta F1. E sabido
que a fibra soluvel na dieta de ratos consegue ndo sé aumentar a viscosidade dos
acidos biliares e formar géis (MATHESON et al., 1994; BUHMAN et al., 1998), como de
se complexar in vifro com o chumbo (CONRAD & BARTON, 1978, ROSE &
QUATERMAN, 1992). E sabido também que uma das vias de eliminacado fecal do
chumbo orgénico é através da secrecdo biliar (GARBER & WEI, 1974). Portanto, dietas
com importantes aportes de fibra sollvel, as quais induzem maior excregéo de acidos
biliares, dever&o ser responsaveis pela complexagéo de Pb e menor reabsorcio de bile
em nivel intestinal, contribuindo para um menor acimulo de chumbo nos 6rgdos. No
podemos entdo descartar neste estudo o efeito combinado da inibigdo da absorgéo e o
estimulo da eliminagdo de chumbo, ambos atribuiveis a fibra soltvel do farelo. Contudo
se detectavel, esse efeito deveria se manifestar entre a dieta F1 e as demais com farelo
e contaminante (F5, F+Fd e Fd). Tal diferenga, de fato ocorreu e foi significativa para
osso e figado, mas no rim, s6 o foi entre F1 e F5. Apesar desse efeito ser evidente, ndo

nos foi possivel separa-lo do efeito do fitato.

Por outro lado, EVANS & MARTIN (1992) estudaram por calorimetria sob
condigbes acidas, as reagbes entre numerosos cations divalentes e &acido fitico
encontrando, que o Pb?" exibe a maior afinidade de complexagdo com o acido fitico,
sendo capaz de ligar 5,3 moles de Pb. Nossas dietas apresentaram razdes molares

IPe:Pb?* de 26, 22, 18 para a dieta F5, F+Fd e Fd, respectivamente, e 6 para F1. Na
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teoria, pelos resultados obtidos, muitos dos sitios de complexagao dos fitatos podem ter
sido ocupados pelo Pb?*, o que consequentemente possibilitaria uma melhor absorgao
de metais essenciais, diminuindo a susceptibilidade dos mesmos para ser complexados

pelos fitatos.

As diferencas as de acumulo do presente estudo em relag&o aos da literatura,
resultam das proprias diferencas inerentes aos desenhos experimentais, nivel de
contaminagdo e forma quimica do Pb utilizado, idade dos animais, e duragdo do
experimento, entre outros. E importante ressaltar, que trabalhos sobre a capacidade
dos fitatos e da fibra, de agirem como antagonistas da absor¢&o de Pb, utilizaram dietas
semi-purificadas, isentas de fibra dietética, adicionadas de fitato de sédio comercial,
enquanto que neste estudo, fibra e fitatos foram incorporados a dieta fazendo parte de
uma fonte complexa, tentando n&o remover os componentes e interagbes normais da

alimentagao.

4 - CONCLUSOES

Nossos dados confirmaram que o farelo de arroz desengordurado e estabilizado,
adicionado a uma dieta padrdo como fonte de fibra e proteina, protege o rato contra o
acumulo de chumbo alimentar. Nas concentragbes de farelo utilizadas n&o se
apresentaram conseqUéncias negativas aparentes para o animal, segundo os
indicadores de crescimento, consumo de dieta e eficiéncia alimentar. Em relagéo ao
farelo, a fibra celulésica, quando presente em concentragdes superiores a 1%, n&o tem

efeito protetor significativo.

Com base nos resultados deste estudo e outros anteriores, podemos afirmar que
para avaliagdo de dietas, que contém niveis de contaminagao intermediarios, 0 0sso é o
principal alvo da deposicéo organica, apresentando os valores de concentragégo mais
elevados, além de ser um dos maiores 6rgdos do animal. O rim, foi o segundo drgéao

acumulador do chumbo alimentar, seguido do figado. Dadas as condigdes dos
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experimentos, e considerando que o sangue total funciona como veiculo distribuidor, o
caminho preferencial de incorporacdo deste metal pesado é do sangue para o 0sso.
Orgdos como figado e rim sdo receptores intermediarios, sendo que o rim mostra
afinidade expressivamente maior, talvez devido a complexagéo irreversivel do Pb com

as proteinas dos canais de ions retentores de minerais.

A extrapolagcdo dos resultados para humanos ndo é direta. Na tentativa de se
encontrar uma aplicagdo pratica, devem ser considerados varios fatores, a saber: 1)
que para a populagdo em geral, a exposi¢do cronica ao chumbo ocorre em niveis muito
baixos; 2) a adig&o direta de fitatos purificados aos alimentos industrializados ndo seria
uma opg¢do adequada pois as populagdes, tanto infanti como idosa, ndo devem
exceder o consumo de fitatos, sob pena de prejudicarem a sua deposicdo de massa
Ossea ou acelerarem certas osteopenias; 3) as fibras sollveis do farelo ainda podem ter
papel importante no efeito protetor. 4) ndo existem dados de ingestéo recomendavel de
fitatos para uma dieta sadia, mas sugestdes gerais podem ser feitas para grupos
populacionais com baixo consumo de grdos integrais, geralmente moradores das
grandes areas urbanas, com maior risco de exposigdo a metais tdxicos. 5) que o rato
possui aproximadamente 30 vezes mais atividade fitasica intestinal do que o homem
(IQBAL et al., 1994).

A dieta moderna, sem duvida, continua sendo bastante pobre em fitatos,
compostos estes considerados ainda hoje como antinutrientes por muitos estudiosos.
Na medida em que géneros como arroz integral, trigo e outros grdos integrais, sdo
componentes da dieta urbana que vao perdendo espago para os produtos dos cereais
refinados e polidos, devemos reconsiderar o outro lado destes compostos; se ora eles
aparecem como fatores antinutricionais, ora como agentes protetores da salde.
Pesquisas deveriam ser desenvolvidas para responder a pergunta de quais seriam os

niveis de ingestao de fitatos adequados ou recomendaveis em humanos.

Os autores agradecem o apoio da FAPESP pela bolsa (Proc. 97/05788-0) e auxilio a infra-
estrutura (Proc. 95/6589-6) e a FAEP pelo auxilio a pesquisa. A Dilza Mantovani e Marcelo
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CONCLUSOES GERAIS

>0 estudo das fragSes de fosfato inositol nos farelos mostraram que o teor de acido
fitico em farelo de arroz industrial, submetido a processo de estabilizagdo e
desengorduramento com calor, corresponde com aquele naturalmente presente no

grao.

>0 processo de desfitinizagdo com fitase comercial € pouco eficaz na remocédo de

acido fitico em farelo de arroz com fitase endégena inativa.

»0O farelo de arroz desengordurado e estabilizado incorporado a dieta de roedores
como fonte de fibras e proteinas num nivel maximo de 5%, em substituicdo da
celulose, ndo prejudica o crescimentd, consumo de dieta nem eficiéncia alimentar, ao
passo que fornece prote¢do ao rato contra a intoxicagdo com chumbo, diminuindo a

absorgéo e incorporagdo do metal pelos tecidos.

>0 acido fitico, mostrou ter efeito protetor independente do resto dos componentes do
farelo. Entretanto, fibra celulésica em concentragdes superiores a 1%, ndo teve efeito

protetor significativo.

»Um efeito inibidor da absorgéo e estimulo da eliminagéo do chumbo atribuivel a fibra

soluvel do farelo ndo conseguiu ser descartada neste estudo.
> A extrapolacéo dos resultados deste estudo para humanos n&o pode ser direta.

> Consideramos necessario reavaliar os reconhecidos efeitos antinutritivos dos fitatos e
considerar seus potenciais efeitos benéficos, tendo em conta que a dieta moderna é,
para a maioria da populacdo, pobre em fitatos € que a aparigdo de casos de
intoxicagdo com chumbo constitui uma realidade na populagdo em geral e,
especialmente, naqueles individuos com maior susceptibilidade pela sua situagéo
bioldgica ou pelas suas diferengas no padréo de consumo de alimentos, como sdo as

criangas e os adolescentes.

Conclusbes gerais 79



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

. ALBERTINI, S.; OETTERER, M,; PRADO FILHO, L. G. Fontes de contaminagao e
toxicologia por chumbo. Boletin da Sociedade Brasileira de Ciéncia e Tecnologia
de Alimentos, v. 31, n. 2, 1997.

. AUNGST, B. J.; DOCLE, J. A;; FUNG, H. The effect of dose on the disposition of lead
in rats after intravenous and oral administration. Toxicology and Applied
Pharmacology, v. 61, n. 1, p. 48-57, 1981.

. BACZYNSKYJ, W. M.; YESS, N. J. U. S. Food Drug Administration monitoring of lead
in domestic and imported ceramic dinnerware. Journal of AOAC International, v. 78,
n. 3, p. 610-613, 1995.

. BALDINI, M.; CORE, E; MANTOVANI; A.; STACCHINI, A.; ZANASI, F. Effects of
unbalanced diets on the long-term metabolism of a toxicant 1- lead in rats: Preliminary
note. Food Additives and Contaminants, v. 6, n.1, p. 117-124, 1989.

. BARBER, S. Nuevas perspectivas en el aprovechamiento del salvado de arroz.

Revista de Agroquimica y tecnologia de alimentos, v.11, n. 2, p.181-186, 1971.

. BARRY, P. S. I. Concentrations of lead in the tissues of children. British Journal of
Individual Medicine, v.38, p. 61-71, 1981.

. BARTON, J. C.; CONRAD, M. E.; NUBY, S.; HARRISON, L. Effects of iron on the
absorption and retention of lead. Journal of Laboratory and Clinical Medicine, v.92,
p. 536-547, 1978.

. BEBE, F. N.; PANEMANGALORE, M. Modulation of tissue trace metal
concentrations in weanling rats fed different levels of zinc and and exposed to oral
lead and cadmium. Nutrition Research, v. 16, n. 8, p. 911-917, 1996.

. BERLIN, K.: GERLARDSOSON, L.; BORYESSON, J.; LINDH, E.; LUNDSTRON, N.:
SCHULTZ, A;; SFERFVING, S.; EDLING, C. Lead intoxication caused by skeletal

Referéncias bibliograficas 80



p. 296-300, 1995.

10.BELLINGER, D. C.; STILES, K M.; NEEDLEMAN, H. L. Low-level exposure,
intelligence and academic achievement: A long-term follow up study. Pediatrics, v.
90, p. 855-861, 1992

11.BORGES, P. C.: FRANCO, A. R. Intoxicag&o saturninica em mecanicos de veiculos
auto-motores da cidade de Riber&o Preto - SP. Medicina, v. 15, n. 4, p. 233-236,
1982.

12.BUSHNELL, P. J.: DELUCA H. The effects of lactose on the absorption and excretion
of lead. Journal of Nutrition, v. 113, n. 4, p. 365-378, 1983.

13.CAVALHO, F. M.; SILVANY, N.; KUNIZ, A; LIMA, M. E. C.; TAVARES, T.; ALT, F.
Intoxicagcdo por chumbo e cadmio em trabalhadores de oficinas para reforma de
baterias em Salvador, Brasil. Revista de Satude Publica, v. 19, n. 5, p. 411-420, Out.
1985.

14. CARVALHO, F.; TAVARES, T. M.; SOUZA, S. P; LINHARES, P. Absorgao e
intoxicacdo por chumbo e cadmio em pescadores da regido do Rio Subae. Ciéncia e
cultura, v. 35, n. 3, p. 360-366, 1983.

15.CERKLEWISKI, F. L.; FORBES, R. M. Influence of dietary zinc on lead toxicity in the
rat. Journal of Nutrition, v. 110, p. 689-696, 1976.

16. CLARKSON, T. W. Environmental contaminants in food. American Journal of
Chemical Nutrition, 61 (Suppl.), p. 6825-6865, 1995.

17.CONRAD, M. E.; BARTON J. C. Factors affecting the absorption and excretion of lead
in the rat. Americam Gastroenterological Association, v. 74, n. 4, p. 731-740, 1978.

18. CORDEIRO, R.; LIMA-FILHO E. C. A inadequagao dos valores dos limites de
tolerancia biolégica para a prevengao da intoxicagao profissional pelo chumbo no
Brasil. Cadernos de Saade Publica, v.11, n. 1, p. 177-186, 1995.

19.DIAS, L. C. G. D.; REYES, F.; CAMARGO, J. L. V.; RODRIGUES, M. A. M.
Contetidos de celulose, hemicelulose e lignina no farelo de arroz fresco. Revista de

Nutricao da PUCCAMP, v. 7, n. 1, p. 62-70, 1994.
Referéncias bibliograficas 81




18.CORDEIRO, R ; LIMA-FILHO E. C. A inadequacéo dos valores dos limites de
tolerancia bioldgica para a prevengao da intoxicagdo profissional pelo chumbo no
Brasil. Cadernos de Saude Publica, v.11, n. 1, p. 177-186, 1995.

19.DIAS, L. C. G. D.; REYES, F.; CAMARGO, J. L. V.; RODRIGUES, M. A. M.
Conteudos de celulose, hemicelulose e lignina no farelo de arroz fresco. Revista de
Nutricao da PUCCAMP, v. 7, n. 1, p. 62-70, 1994.

20.DIETER, M.; MATHEWS, H. B.; JEFFCOATE, R. A.; MOSEMAN R. F.
Bioavailability of lead found in mine tailings from Alaska. Journal of Toxicological
and Environmental Health, v. 39 n.1, p. 79-93, 1993.

21. DOMENE, S. M. A. Estudo do valor nutritivo mineral do farelo de arroz.
Utilizag&o do zinco, ferro, cobre e calcio pelo rato em crescimento. Campinas,
1996. 104p. Tese (Doutor em Ciéncia da Nutricdo) - Faculdade de Engenharia de

Alimentos, Universidade Estadual de Campinas.

22.ERDMAN, G. Applications of Phytic Acid. Journal of the American Oil Chemistry,
v. 60, n. 11, 1983.

- 23.EVANS W. J.; MARTINS, C. J. Interactions of inositol hexaphosphate with Pb (1),
Be (Il). A calorimetric study. XVIIl. Journal of Inorganic Biochemistry, v. 45, 105-
113, 1992.

24 EVANS, W. J.; PIERCE, A. G. Interaction of phytic acid with the metal ions copper
(I1), cobalt (1I), iron (1), magnesium (1l) and manganese (Il). Journal of Food
Science, v. 47, n. 3, p. 1014-1015, 1998.

25.FERNICOLA, N. A,; AZEVEDO, F. A. Niveis de chumbo e atividade gama-
aminolevulinico (gama-ALAD) no sangue da populacdo da Grande S&o Paulo,
Brasil. Revista de Sadde Publica; v. 15, n. 3, p. 272-282, 1981.

26.FOWLER, B. A, DUVAL, G. Effects of lead on the kidney: roles of high-affinity lead-
binding proteins. Environmental Health Perspectives, v. 91, p. 77-80, 1991.

Referéncias bibliograficas 82



27. FREEMAN, G. B.; DILL, J. A.; JOHNSON, J. D.; KURTZ, P. J.; PARHAM, F ;
MATHEWS, H. B. Comparative absorption of lead from contaminated soil and lead
salts by weanling fischer 344 rats. Fundamental and Applied Toxicology, v. 33, n.
1, 1996.

28 FULLMER, C. S. Intestinal lead and calcium absorption: effects of 1,25-
dihydroxycholecalciferol and lead status. Proceedings of the Society of
Experimental Biology and Medicine, v. 194, n. 3, p. 258-264, 1990.

29. FULLMER, C. S.; ROSEN, J. F. Effects of dietary calcium and lead status on
intestinal calcium absorption. Environmental Research, v. 51, p. 91-99, 1990.

30. GARBER, B. T.: WE|, E. Influence of dietary factors on the gastrointestinal
absorption of lead. Toxicology and Applied Pharmacology, v. 27, p. 685-691,
1974.

31.GOYER, R. A. Toxic and essential metal interactions. Annual Review of Nutrition,
v. 17, p. 37-90, 1997.

32. GRAF, E. Applications of phytic acid. Journal of American Oil Chemists Society ,
'v. 60, n. 3, p. 1861-1867, 1983.

33.GRAF, E.; EATON, J. W. Effects of phytate on mineral bioavailability in mice.
Journal of Nutrition, v. 114, n. 7, p. 1192-1198, 1984.

34. GRAZIANO, J. H.: BLUM, C. Lead exposure from lead cristal. Lancet, v. 337, p.
141-142, Jan. 1991.

35. GUERRA, M. J,; JAFFE, W. G. Estudios nutricionales en salvado de arroz.

Archivos latinoamericanos de Nutricién, v. 25, n.4, p. 401-417, 1975.

36.HALLBERG, L.: ROSSANDER, L.; SKANBERG, A. B. Phytates and the inhibitory
effect of bran on iron absorption in man. American Journal of Clinical Nutrition, v.
45, p. 988-996, 1987.

Referéncias bibliograficas 83



37.HALLBERG, L.; BRUNE, M.; ROSSANDER-HULTHEN, L. Rice and iron absorption
in man. European Journal of Clinical Nutrition, v. 49 p. 140-144, 1989.

38.HAN, S.; QIAO, X.; SIMPSON, S.; AMERI, P.; KEMP, F.W.; BOGDEN, J. D. Weight
loss alters organ concentrations and contents of lead and some essential divalent
metals in rats previously exposed to lead. Journal of Nutrition, v. 126, n. 1, p. 317-
323, 1996.

39.IPCS Environmental Health Criteria 165: Inorganic Lead. Genebra, World Health
Organization, p. 300, 1995.

40.1TO, Y.: NINYA)Y.; OTANY M.; SARAI, S.; SHIMA, S. Effect of food intake on blood
lead concentration in workers occupationally exposed to lead. Toxicology Letters,
v.37,n. 2, p. 105-114, 1987.

41.JAJARAJAH, C. N; TANG H.; ROBERTSON, J.; SELVENDRA, R. Dephytinisation
of wheat bran and the consequences for fibre matrix nonstarch polysaccharides.
Food Chemistry, v.58, p 5-12 1997.

42.JORDAO, C. P; PEREIRA, J. C.; BRUNE W.; PEREIRA J.; BRAATHEN P. C.
Heavy metal dispersion from industrial wastes in the Vale do Ago minas Gerais,
Brasil. Environmental Technology, v. 17, n. 5, p. 489-500, 1996

43.JULIANO, B. O. Properties of rice carypsis. In: LUH, B.H. Rice: production and
utilization. Wesport, AVI. Publishing Company, 1980, p. 403-438.

44 KEHOE, R.A. Studies of lead administration and elimination in adult volunteers under
natural and experimentally induced conditions over extended periods of time. Food
Chemical and Toxicology, v. 25, n. 6, p. 425- 493, 1987.

45.KELSAY, J. L. Effects of fiber, phytic acid and oxalic acid in the diet on mineral
bioavailability. The American Journal of Gastroenterology, v. 82, n. 10, 1987.

46.KOSTIAL, K.; KELLO, D; JUGO, S. Influence of age on metal metabolism and
toxicity. Environmental Health Perspectives, v. 25, p. 81-86, 1978.

Referéncias bibliograficas 84



47 KOSTIAL, K., DEKANIC, D., TELISMAN, S., BLANUSA, M., DUVANCIC, S;;
PRPICMAJIC, D.;: PONGRACIC, J. Dietary calcium and blood lead levels in women.
Journal of Biological Trace Element Research, v. 28, n. 3, p. 181-185, 1991.

48.LASZTITY, R.; LASZTITY, L. Phytic acid in cereal technology. Advances in
cereal science and technology, v. 10, p. 309-371, 1990.

49.LEE, S. R.; LEE, K. S. A surpressive effect of dietary fiber on in vitro absorption of
lead. Korean Journal of Food Science and Technology, v. 21, n. 1, p. 63-67,
1989.

50.LEMPEN, B.; ADRIAN, J. Interaction between the sodium phytate na toxic metals.
Medicine et Nutrition, v. 20, n. 2, p. 113-117, 1984.

51.MAGA, J. A. Phytate: Its chemistry, ocurrence, food interactions, nutritional
significance, and methods of analysis. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, v. 30, n. 1, p.1-9, 1982.

52.MAHAFFEY, K. R. Environmental lead toxicity: nutrition as a component of

intervention. Environmental Health Perspectives, v. 89, p. 75-78, 1990.

53.MAHAFFEY, K. R.; GOYER, R. A. The influence of iron deficiency on tissue content
and toxicity of ingested lead in rat. Journal of Laboratory Clinical Medicine, v. 79,
n. 1, p. 128-136, 1972.

54 MASATOSHI, H.; KAZULIRO, Y.; MAKOTO, Y.; TORU, K.; ATSUSHI, S. Effects of
fasting on distribution and excretion of lead following long term lead exposure in rats.
Archives of Environmental Contamination and Toxicology, v. 24, p. 201-205,
1993.

55.MOHAMED, N.; CHIN, Y. M.; POK, F. W. Leaching of lead from local ceramic
tableware. Food Chemistry, v. 54, n. 3, p. 245-249, 1995.

56. MUSSALO-RAUHAMAA, H.; SALMELA, S.S.; LEPPANEN, A.; PYSALO, H.
Cigarettes as a source of some trace and heavy metals and pesticides in man.
Archives of Environmental Health, v. 41, n. 1, p. 49-55, 1986.

Referéncias bibliograficas 85




57.NAHAPETIAN, A.; YOUNG, V. R. Metabolism of phytate in rats: effects of low and
high dietary calcium intakes. Journal of Nutrition, v. 110, n. 7, p. 1458-1472, 1980.

58.NAOUM, P. C.; MOURO, C. A;; RUIZ, M. A. Alteragbes hematoldgicas induzidas
por poluigéo industrial em moradores e industriarios de Cubatao, SP (Brasil).
Revista de Saude Publica, v. 18 n. 4, p. 271-277, 1984.

539.NOLAN, K. B.; DUFFIN, P. A. Effects of phytate on mineral bioavailability. In vitro
studies on Mg®*, Ca®*, Fe**, Cu?* and Zn?* (also Cd?") solubilities in the presence of
phytate. Journal of Science and Food Agriculture, v. 40, p. 79-85, 1987.

60.NOSWORTHY, N.; CALDWELL, R. A. The interaction of zinc 1l and phytic acid with
soja bean glycinim. Journal of Science Food and Agriculture, v. 44, p. 143-150,
1988.

61.0'DELL, B. L.; BURPO, C. E.; SAVAGE, J. E. Evaluation of zinc availability in
foodstuffs of plant and animal origin. Journal of Nutrition, v. 102, p. 653-660, 1972.

62. OFLAHERTY, E. J.; HAMMOND, P. B.; LERNER S. |. Dependence of apparent
blood lead halflife on the length of previus lead exposure in humans. Fundamental
Applied Toxicology, v. 2, p. 49-54, 1982.

63.POMERANZ, Y; ORY, R. L. Rice processing and utilization. In: Handbook of
Processing in Agriculture. Vol. I, Parte 1. Plant Products, ed. Wolff, I. A., p. 139-
150. Boca Raton, FI: CRC Press, 1982.

64.POUNDS, J. G.; LONG, G. J.; ROSEN, J. F. Cellular and molecular toxicity of lead
in bone. Environmental Health Perspectives, v. 91, p. 17-32, 1991.

65.PRAKASH, J. Rice bran proteins: propierties and food uses. Critical Reviews in
Food Nutrition, v. 36, n. 6, p. 537-552, 1996.

66. QUARTERMAN, J.; MORRISON, J. N. The effects of dietary calcium and
phosphorus on the retention and excretion of lead in rats. British Journal of
Nutrition, v. 34, n. 3, p. 351-362, 1975.

Referéncias bibliograficas 86



67.RABINOWITZ, M. B.; WETHERILL G. M.; KOPPLE J. D. Kinetics analysis of lead
metabolism in heathy humans. Journal of Clinical Investigation, v. 58, p. 260-270,
July-Dec. 1976.

68.RAGAN, H. A. Effect of iron deficiency on the absorption of lead and calcium in the
rat. Journal of Laboratory Clinical Medicine, v. 90, n, 5, p. 700-706, May 1977.

69.REDDY, N. R. SATHE, S. K..; SALUNKLE, D. K. Phytates in legumes and cereals.
Advances in Food Research, v. 8, p. 1-92, 1982

70.ROCHA, L. A. R.; HORTA, G. O. Avaliagao da intoxicagao profissional por
chumbo em indistrias de acumuladores eletricos na grande Belo Horizonte. In:
V CONGRESSO DA ASSOCIACAO NACIONAL DE MEDICINA DO TRABALHO, 5,
Floriandpolis, Associacéo Nacional de Medicina do Trabalho, 1987, p. 375-397.

71.ROSE, H. E.; QUARTERMAN, J. Effects of dietary phytic acid on lead and cadmium
uptake and depletion in rats. Environmental Research, v. 35, n. 2, p. 482-489,
1984.

72.ROSE, H. E.; QUARTERMAN, J. Dietary fibers and heavy metal retention in the rat.
Environmental Research, v. 42 n. 1, p. 166-175, 1987.

73.ROSSANDER, L.; SANDBERG, H. S.; SANDSTROM, B. The influence of dietary
fibre on mineral absorption and utilization. In: SCHWEIZER, T.F.; EDWARDS, C.A.
Dietary fibre a component of food. Nutritional function in health and disease.
London: Springer-Verlag, 1992, p. 197-216.

74 SALUNKHE, D. K.; CHAVAN, J. K; ADSULE, R. N.; KADAN, S. S. In: World
Oilseeds Chemistry, Technology and Utilization. Rice. AVI, Van Nostrand Reinhoid,
1991, p. 424444,

75.SALVA. T. J. G.: FARFAN, J. A.; WILKE, B. C. Efeito da celulose alimentar na
absorcao intestinal do chumbo. Journal Biomolecular Medicine Free Radicals,
v.2, n. 3, p. 85-89, 1996.

Referéncias bibliograficas 87



76.SANDBERG, A. S.; CARLSSON, N. G.; SVANBERG V. Effects of inositol tri-, tetra-,
penta-, and hexaphosphates on in vitro estimation of iron availability. Journal of
food Science, v. 54, n. 1, p. 159-161, 1989.

77.SANDBERG, A. S.; SVANBERG, U. Phytate hydrolysis by phytatse in cereals;
effects on in vitro estimation of iron availability. Journal of Food Science, v. 56, n.
5, 1991.

78.SANTOS FILHO, E; SILVA, R.; BARRETTO, H. C.; INOMATA, O. N.; LEMES, V. R.;
SUKUMA, A; SCORSAFAVA, M. A. Concentragdes sanglineas de metais pesados
e praguicidas organoclorados em criangas de 1 a 10 anos. Revista de Saude
Publica, v. 27, n. 1, p. 59-67, 1993.

79.SAUNDERS, R. M. The properties of rice bran as a foodstuff. Cereal Foods World,
v. 35, n. 7, p. 632-636, 1990.

80.SCHUTZ, A. S.; RANSTAM, J.; SKERFVING, S.: TEJNING S. Blood - lead levels in
school children in relation to industrial emission and automobile exhausts. Ambio, v.
13, n. 2, p. 115-117, 1989.

81. SCHWARTZ, J. Societal benefits of reducing lead exposure. Environmental
Research, v.66, n. 1, p. 105-124, 1994.

82.SERRANO, M. R;; Thompson, |. V.; SAVOIE, L.; PARENT, G. Effect of phytic acid
on the in vitro rate of digestibility of rapeseed proteins and amino acids. Journal of
Food Science, v. 50, p. 1689-1692, 1985.

83.SILBERGELD, E. K.; SCHWARTZ, J.; MAHAFFEY, K. R. Lead and osteoporoses:
mobilization of lead from bone in menopausal women. Environmental Research, v.
47, n. 1, p. 79-94, 1988.

84.SILBERGELD, E. K. Lead in bone: implications of toxicity during pregnancy and
lactation. Environmental Health Perspective, 91, p. 63-70, 1990.

Referéncias bibliograficas 88



85.SKERFVING, S.; EDLING, C. Lead intoxication cased by skeletal disease.
Scandinavian Journal of Work and Environmental & Health, v. 21, n_ 4, p.
296-300, 1995.

86.SLAVIN, J. L.; LAMPE, J. W. Health benefits of rice bran in human nutrition. Cereal
Foods World, v. 37, n. 10, p. 760-763, 1992.

87.SOUZA, M. G. F.; CARVALHO, R. D. S.: SPINDOLA, A. G. Hemoglobina AS em
trabalhadores expostos ao chumbo inorganico. Revista Brasilera de Saude
Ocupacional, v. 46, n. 12, p. 14-16, 1984.

88.STONE C. H.; SOARES J. H. The effect of dietary selenium level of lead toxicology
in the Japanese quail. Poultry Science, v. 55 n. 1, p. 341-349, 1976.

89. TANGENDJAJA, K ; BUCKLE, A;; WOOTON, M. Dephosphorylation of phytic
acid in rice bran. Journal of Food Science, v. 46, p. 1021-1024, 1981.

90.TOMA, R. B.; CURTIS, D. J. Dietary fiber: effect on mineral bioavailability. Food
Technology, v. 40, p. 111-116, 1986.

91.TORIN, H. R. Utilizagdo do farelo de arroz industrial. Composigéo e valor
nutrificante em dietas recuperativas. Campinas, 1991. 147p. Tese (Mestre em
Ciéncia da Nutricdo) - Faculdade de Engenharia de Alimentos, Universidade

Estadual de Campinas.

92.TORIN, H. R. Dietas a base de farelo de arroz. Efeito na composi¢ao mineral
do fémur de ratos , avaliado por processamento da imagem radiografica.
Campinas, 1996. 104p. Tese (Doutor em Ciéncia da Nutricdo) Faculdade de

Engenharia de Alimentos, Universidade Estadual de Campinas.

93. TORRE M.; RODRIGUEZ, R. A.; SAURA-CALIXTO Effects of dietary fiber and
phytic acid on mineral availability Critical Reviews in Food Science and Nutrition,
v. 1, n1, p. 1-22, 1991,

Referéncias bibliograficas 89



94. TRUELOVE, J. F.; GILBERT, S. G; RICE, D. C. Effect of diet on blood lead
concentration in cynomolgus monkey. Fundamental Applied Toxicology, v. 5, n. 3,
p. 588-596, 1985.

95. TUNTAWIROON, M.; SRITONGKUL, N.; ROSSANDER-HULTHEN, L. Rice and
iron-absorption in man. European Journal of Clinical Nutrition, v.44, p. 489-497,
1989.

96. TURNLUND, J. R;; KING, J. C.; GONG, B.; GONG B.; KEYES, W. R.; MICHEL, M.
C. A stable isotope study of cooper absorption in young men: effect of phytate and

a-celulose. American Journal of Clinical Nutrition, v. 40, p. 1071-1077, 1984.

97. WARREN, B. E.; FARRELL, D. J. The nutritive value of full-fat and defatted
Australian rice bran. | Chemical composition. Animal Food Science and
Technology, v. 7, n. 3, p. 219-228, 1990.

98.WATSON, W. S.; HUME, R.; MOORE, M. R. Oral absorption of lead and iron.
Lancet, v. 2, n.8188, p. 236-237, 1980.

99.WISE, A. Protective action of calcium phytate agaist acute lead toxicity in mice.
Bulletin Environmental Contamination and Toxicity, v. 27, n. 6, p. 630-633, 1981.

100. WISE, A. Blood lead levels after chronic feeding to mice of lead acetate with
calcium phytate in the diet. Bulletin Environmental Contamination and Toxicity,
v. 29, p. 550-553, 1982.

101.  WISE, A; GILBURT, D. J. Binding of cadmium and lead to calcium phytate
complex in vitro. Toxicology Letters, v. 9, n. 1, p. 45-50, 1981.

102. YOSHIDA, T.; TANAKA, K ; KASAI, Z Phytase activity associated with isolated
aleurone particles of rice grains. Agricultural and Biological Chemistry, v. 39, p.
289-290, 1975.

103. ZIEGLER, E. E.; EDWARDS B. B.; JENSEN, R. L.; MAHAFFEY, K. R.; FOMON,
S. J. Absorption and retention of lead by infants. Pediatric Research, v. 12, n. 1, p.

29-34, 1978.
Referéncias bibliograficas 90




