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RESUMO

MARTINO, Hércia Stampini Duarte, D.S., Universidade Federal de Vicosa,
fevereiro de 2001Fatores antinutricionais e biodisponibilidade de minerais
em soja geneticamente modificadaOrientadora: Neuza Maria Brunoro Costa.
Conselheiros: Maurilio Alves Moreira e Josefina Bressan Resende Monteiro.

Foram avaliados os fatores antinutricionais e minerais e a biodisponibilidade
de célcio, de zinco e de ferro em uma nova variedade de soja (UFV-116), em
comparacdo com uma variedade comercial (OCEPAR-19). A farinha integral de soja
da nova variedade apresentou maior teor de Ca, K e Mg, acido fitico e oxalato que a
variedade comercial. Para avaliar a absorc&o fracional de célcio pela tonfiaia de
no fémur, dois grupos receberam uma porcéo de 3g de dieta que continha farinha de
soja integral, de cada variedade, marcada comdiOde “*Ca (dose oral). Dois
outros grupos (controles) receberam dieta semelhante, sem marcador radioativo, e
apos 1 hora receberam uma dose intraperitonial (IP) de 0,3 mL de solucdo salina
0,9%, contendo 1QCi de**Ca. A absorcéo foi equivalente entre a nova variedade
de soja e a variedade comercial, sendo a nova variedade uma fonte comparavel de

biodisponibilidade de calcio. A diferenca da razao oxalato:calcio e do donde



oxalato e fitato (p<0,05) entre as variedades nédo reduziu a absorgdo de calcio. Para
avaliar a absorcdo de zinco pela retencéo corporal total e do fénftZndeos
animais receberam 3 g de dieta-teste, marcada extrinsecament&Ziud,
(0,25.Ci). As duas variedades foram testadas nos niveis de 9 e 30 ppm de zinco, de
farinha de soja desengordurada. Os dois grupos-controle receberam clara de ovo
como fonte de proteina e de zinco, ZpB@. O porcentual de retencéo B&n nos
fémures e no corpo inteiro dos animais (WBC) foi maior (p<0,05) em ratos que
receberam dietas deficientes em zinco. As variedades de soja ndo apresentaram
diferenca (p<0,05) na retencédo ¥&n nos fémures, para os diferentes niveis de
zinco. Entretanto, a retencdo 8&n no corpo inteiro dos animais para UFV-116 foi
menor (p<0,05) que para OCEPAR-19. A retenca&#e no fémur correlacionou-

se com a retencéo corporal total’d&n (p=0, 00), sendo o WBC um indicador mais
sensivel. Para avaliar a absorcéo de ferro pela retencdo corporal tofad,des
animais receberam 3 g de dieta-teste, marcada extrinsecamente’redh,

(0,2uCi). As duas variedades foram testadas nos niveis de 12 e 25 ppm de ferro, de
farinha de soja desengordurada. Os dois grupos-controle receberam caseina como
fonte de proteina e como fonte de ferro, receberam sulfato ferroso. O porcentual de
retencdo dé%Fe no corpo inteiro dos animais foi menor (p<0,05) para UFV-116 do
que para OCEPAR-19. A retencdo tee foi bastante similar, em cada nivel
testado, entre as duas variedades. Entretanto, a retenthe das dietas- controle

foi menor que a das variedades testadas. Este efeito foi dependente da dose de ferro
administrada. A biodisponibilidade de zinco e de ferro foi menor na nowvalade
(UFV-116), possivelmente por causa de seu maior conteuddo em fatores
antinutricionais, especialmente fitato. Seu mais alto teor em oxalato, eotretmn

implicou reducéo na biodisponibilidade de calcio.



ABSTRACT

MARTINO, Hércia Stampini DUARTE, D.S. University Federal of Vigosa,
February, 2001.Antinutritient factors and bioavailability of minerals in
genetically modified soybeans. Advisor: Neuza Maria Brunoro Costa.
Committee Members: Maurilio Alves Moreira and Josefina Bressan Resende
Monteiro.

Antinutritient factors, minerals and calcium, zinc and iron bioavailability
were investigated in soybean from a new Brazilian variety (UFV-116) comfmared
a common Brazilian variety (OCEPAR-19). Whole fat soy flour of the variety 1
(UFV-116) showed higher (p <0,05) Ca, K, Mg, phytic acid and oxalate than the
variety 2 (OCEPAR-19), which has higher iron content (p <0,05). To evatuate
calcium absorption using the femtiCa uptake, two groups (test) received whole
fat soy flour labeled with 1QCi of “*Ca (oral dose) and 2 groups (control) received
an intraperitoneal injection containing iCi of “°Ca in 0.3 ml of 0.9% saline 1 h

after receiving an unlabeled 3-g of the basal diet. Fractional absorption was
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equivalent in the two varieties, therefore the new variety is a comparable source of
bioavailable calciumThe difference of the oxalate:calcium molar ratio and of the
oxalate and phytate level (p <0,05) between the two varieties, didn't decrease
calcium absorption. To evaluate zinc absorption uéidg whole body retention

and femur’®Zn uptake, animals were given 3g°#nCl, labeled test diet (0, 26i).

The two varieties were tested at the level of 9 and 30 ppm of zinc as defatted soy
flour. Two other groups (control) received egg white as source of protein and
ZnSQ.H,0 as zinc sourcé>Zn retention measured by fenfizn uptake and whole

body was higher (p <0,05) in rats fed diets marginally deficient in zinc. The
soybeans varieties didn't show difference (p <0,05) in terms of f&Zwretention,

to different levels of tested zinc. However, the whole body retention was lower (p
<0.05) for UFV-116 than for OCEPAR-19. The fenfiZn uptake method was
correlated with the whole body retention, however whole body retention is more
sensitive. To evaluate iron absorptiarsing **Fe whole body retention, animals
were given a 3G°FeCk labeled test diet (0.2Ci). The two varieties were tested at

12 and 25 ppm iron as defatted soy flour. Two other groups (control) received casein
as source of protein and iron sulfate at 12 and 25 ppm. Whole’ffelyetention

was lower (p <0,05) for UFV-116 than for OCEPAR-19. Iron retention was
equivalent in the two varieties tested for each level of iron. How&¥er retention

for control diet was lower than for deffated soy flours tested and was dose
dependent. This effect was dependent of the administered dose of iron. The zinc and
iron bioavailability was lower for a new variety (UFV-116), possibly due to its
higher content in antinutritient factors, especially phytate. Its higher oxalate content,

however didn't imply in decrease calcium bioavailability.
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INTRODUCAO

A soja € a mais importante oleaginosa no mundo, e o Brasil € o segundo
maior produtor. As exportacdes brasileiras de soja em graos, farelo de soja e 6leo
de soja bruto e refinado chegaram a aproximadamente 22 bilhdes de toneladas no

ano de 2000 _(http://www.agricultura.goy.brSeu alto teor de proteinas

proporcionou multiplas utilizacbes e a formacdo de um complexo industrial
destinado ao seu processamento. Assim, levando em consideragcdo a grande
participacdo da soja e de seus derivados (farelo e 06leo) na receita das
exportacdes, parece Obvia a contribuicdo econdmica desse setor produtivo
(MORAIS e SILVA, 1996).

O potencial de utilizacdo de produtos de soja, como os isolados protéicos,
€ muito grande e o uso desses ingredientes em formulagdes tem crescido
rapidamente em todo o mundo. A capacidade de absorcdo de agua de produtos
protéicos de soja é uma propriedade relevante em aplicagBes industriais.
Enquanto a solubilidade é importante para utilizacdo em bebidas carbonatadas e
sopas, a absorcdo de agua € caracteristica interessante para aplicacbes em
produtos carneos, bolos e pdes (GOMES et al., 1987).

As propriedades funcionais dos derivados da soja sdo de grande
importancia no sistema de alimentos, entre as quais incluem: emulsificacao

(formacao e estabilizacdo), absorcéo de gordura (promocéao e absorcéo), absorcéo
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de agua (absorcao e retencéo), textura (viscosidade, formacéo de gel e formacéao
de tiras), formacdo de massa de pado e filmes, adesdo, coeséao, elasticidade,
controle de cor (branqueamento e escurecimento) e aeragcédo (MORAIS e SILVA,
1996).

A soja constitui a base de dietas humanas e animais em muitos paises
orientais, por causa de seu elevado valor nutricional e baixo custo. O uso de
produtos de soja tem aumentado em outros paises, por ser uma boa fonte de
proteina vegetal, além de desempenhar papel importante na satde (GARCIA et
al., 1997).

Esse grdo fornece ao organismo energia, proteinas e outros elementos
essenciais, como ferro, potassio, fosforo, lecitina e vitamina E (PAES, 1994). A
industria tem desenvolvido um grande numero de produtos, destinados
especialmente a criancas e idosos. Embora a soja seja uma fonte desejavel de
nutrientes para pessoas com desnutricdo, diabetes, hipercolesterolemia, cancer,
osteoporose e alergia a proteina do leite de algumas espécies animais, ela contém
fatores antinutricionais, alguns dos quais podem causar efeitos indesejaveis
(GARCIA et al., 1997).

As formulacdes a base de soja sdo geralmente bem-aceitas e nédo tém sido
associadas a problemas nutricionais em criancas, embora a biodisponibilidade de
minerais seja menor do que nos produtos semelhantes a base de leite de vaca, em
razao de seu elevado contetudo em acido fitico (DAVIDSON et al., 1994).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) eFaod and Agriculture
Organization (FAO) relatam que 2 bilhdes de pessoas, cerca de um terco da
populacdo mundial, sofrem de deficiéncia de micronutrientes, afetando todos os
estratos populacionais, principalmente as criancas e a populacdo de baixa renda.
A caréncia desses nutrientes afeta a nutricdo e a saude, o desenvolvimento fisico
e 0 aprendizado (FERREIRA, 1995).

O estudo da biodisponibilidade de nutrientes € particularmente importante,
pois visa a prevencdo de caréncias nutricionais, principalmente para individuos

com habitos alimentares nao convencionails ou consumindo dietas



desbalanceadas, assim como para idosos, que consomem menor quantidade de
alimentos e com menos freqiiéncia, ou fazem uso simultaneo de medicamentos. E
especialmente importante para grupos populacionais com necessidades
nutricionais aumentadas, como gestantes, lactantes, criancas e adolescentes,
alcoolicos e consumidores de drogas (MUELER, 1989).

Alteragbes na composicdo da soja vém ocorrendo em virtude de seu
melhoramento genético e processamento. Entédo, € importante tanto para industria
guanto para a populacdo que se determine a sua composicao em nutrientes, assim
como a sua biodisponibilidade de minerais.

O objetivo deste trabalho foi avaliar os fatores antinutricionais e minerais
e a biodisponibilidade de ferro, calcio e zinco de uma nova variedade de soja
(UFV-116) desenvolvida pelo BIOAGRO (Instituto de Biotecnologia Aplicada a
Agropecuaria da Universidade Federal de Vigosa, em comparacdo com uma

variedade comercial (OCEPAR-19), na forma de farinha integral de soja.
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CAPITULO 1

Determinagao de minerais e de fatores antinutricionais em variedades de

soja



1. INTRODUCAO

Entre os cereais e as leguminosas, a soja possui 0 maior conteudo de
proteina (~ 40%) e o segundo maior teor de lipidios (~20%), além de vitaminas
(E, K, tiamina, riboflavina e acido folico), fosfolipidios e minerais (potassio,
fésforo, magnésio, enxofre, célcio, cloreto, sodio, silicio, ferro, zinco, manganés,
cobre e molibdénio). Possui ainda muitos outros componentes, como acido fitico,
inibidores de tripsina e oligossacaridios, que sédo biologicamente ativos, e 0s
isoflavondides, que estdo sendo reconhecidos pelo potencial de prevenir e
combater o cancer, a hipercolesterolemia, a obesidade, o diabetes e a osteoporose
(LIU, 1997).

Em geral, os cultivares de soja possuem aproximadamente 8% de casca,
90% de cotilédone, onde estd o maior porcentual de proteina e lipidio, e 2% de
hipocotilédone. A composicédo da soja e de suas partes estruturais depende de
muitos fatores, incluindo variedades, estacdo de crescimento, localizagao
geografica e estresse ambiental (LIU, 1997).

Cerca de 80 a 90% das proteinas da soja séo globulinas, que séo proteinas
de estoque com solubilidade minima em torno de pH 4,5 a 4,8. As principais
proteinas de estoque sao glicina (11S), B e Y-conglicina (7S), que representam
40, 28 e 3%, respectivamente. Existem outras menos abundantes, como a alfa-
conglicina (2S), que inclui varios inibidores de tripsina, citocromo C e humerosas
enzimas, além da 9S e 15S (contém urease) (GARCIA et al., 1997; LIU, 1997).

As mais importantes enzimas da soja sdo: monofosfatase, fosfodiesterase,
calmodulina, alfa-glicosidase, lactatodesidrogenase, lipoxigenases e [3-amilase.
Dentre essas enzimas, a lipoxigenase catalisa a peroxidacdo das estruturas cis,
cis-1,4-pentadieno dos acidos graxos poliinsaturados, formando hidroperoxidos.
Essa reacdo leva a producdo de compostos volateis, como aldeidos, cetonas,
alcoois e acidos, causando sabor estranho e rancificagdo de alguns produtos
(GARCIA et al., 1997).



Todos os nove aminodcidos essenciais requeridos pelos humanos podem
ser encontrados na composi¢cdo aminoacidica da soja. A digestibilidade de 100 a
95% tem sido encontrada em estudos com isolado protéico de soja, em animais e
humanos, quando comparado com dietas de caseina (GARCIA et al., 1997).
Entretanto, esta é considerada de qualidade nutricional inferior quando
comparada a proteina animal, pois 0os aminoacidos sulfurados, metionina e
cistina, estao presentes em quantidades limitadas (MORAIS e SILVA, 1996).

Os lipidios estdo contidos em organelas denominadas corpos lipidicos,
situados no reticulo sarcoplasmatico. Durante o processamento, eles sao
extraidos por solventes organicos e sdo classificados como Oleo bruto. Seus
principais componentes sdo os triacilglicerois, aléem de outros, como o0s
fosfolipidios, 0s materiais nao-saponificaveis (tocoferol, fitosterol e
hidrocarbonetos) e os acidos graxos livres, que variam de 1 a 3% (LIU, 1997).

A soja possui, em base seca, cerca de 35% de carboidratos. Contém
quantidades-traco de monossacaridios (glicose e arabinose) e quantidades
significantes de di e oligossacaridios, com 2,5 a 8,5% de sacarose, 0,1 a 0,9% de
rafinose e 1,4 a 4,1% de estaquiose, que sao basicamente aclcares nao-redutores.
Entre esses carboidratos sollveis, a rafinose e a estaquiose recebem mais
atencdo, porque estdo ligadas a producdo de flatuléncia e ao desconforto
abdominal. Dentre os carboidratos insollveis podem ser citadas a celulose, a
hemicelulose, a pectina e as quantidades-traco de amido, que sdo encontradas
principalmente na parede das células (LIENER, 1994).

Entre os principais componentes minerais da soja, o potassio € encontrado
em maior concentracdo, seguido pelo fésforo, magnésio, enxofre, calcio, cloreto
e sodio, que variam na faixa de 0,2-2,1%. Em menor propor¢céao estdo o silicio,
ferro, zinco, manganés, cobre, molibdénio, fldor, cromo, selénio, cobalto,
cadmio, chumbo, arsénio, mercurio e iodo, que variam de 0,01-140 ppm (LIU,
1997).

As vitaminas hidrossollveis na soja incluem tiamina, riboflavina, niacina,

acido pantoténico e acido folico. A quantidade de acido acorbico é insignificante
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em graos maduros, embora esteja presente em quantidades apreciaveis nas
sementes imaturas e germinadas. Dentre as vitaminas lipossoluveis, o contetudo
da vitamina A € pequeno em grdos maduros. A vitamina E vai para o 6leo
durante o processo de extracdo e é perdida, em grande, parte durante o
refinamento dos gréos (LIU, 1997).

A soja contém menores componentes considerados antinutricionais, que
podem influenciar a sua qualidade nutricional, como acido fitico, oxalatos,
inibidores de protease, saponinas, hemaglutininas, entre outros.

O &cido fitico (hexafosfato monoinositol) € a principal forma de estoque
de fosforo na soja, e seu contetdo varia de 1 a 2,3%. E localizado no corpo das
proteinas, e sua funcao fisiologica na semente das plantas é servir como fonte de
fésforo para germinacdo. Porém, tem sido documentado que esse acido tem
habilidade de formar quelatos com metais di e trivalentes, corifo K2g™,

Zn*? e Fé&* formando compostos pobremente sollveis, que ndo s&o prontamente
absorvidos no intestino (GARCIA et al., 1997; LIU, 1997).

Os inibidores de proteases, a maioria dos quais localizados no cotilédone,
junto com as principais proteinas de estoque, inibem a capacidade da enzima
tripsina quebrar ligacdes peptidicas entre os aminoacidos especificos, lisina e
arginina. Existem dois tipos de inibidores de protease: kunitz, que ocorre em
maior quantidade, e Browman-Birk. No entanto, a maioria destes é inativada
durante o tratamento térmico (GARCIA et al., 1997).

A soja contém dois principais isoflavondides, genisteina e daidzeina, e, em
menor teor, gliciteina. Na semente, estes estdo presentes na forma de R3-
glicosidios, e a porcao dos glicosidios também é substituida no C-6 hidroxil da
glicose pelo grupo malonil, os quais constituem aproximadamente 2% da
semente (ANDERSON e WOLF, 1995). O derivados acetil também tém sido
reportados (WANG e MURPHY, 1994), mas estes podem ser produtos de
degradacédo, como resultado da descarboxilacdo durante a extracdo e elaboracéo
de extratos (ANDERSON e WOLF, 1995).



Os isoflavonoides ingeridos em modesta quantidade sdo biotransformados
pela microflora intestinal e absorvidos pela circulacédo enterohepatica. Equol, um
dos produtos derivados da daidzeina, possui atividade estrogénica de
aproximadamente 0,2% do estrodiol, que pode competir com receptores de
estrogenos (SETCHELL, 1998). A ginesteina é indicada como agente anti-
carcinogénico, provavelmente por inibir a atividade da proteina tirosina kinase
(KAUFMAN et al., 1997). Estes também tém sido indicados no tratamento da
osteoporose, de doencas cardiovasculares, do diabetes e outros (LIU, 1997).

Para o emprego da soja na industria de alimentos e na nutricdo humana, ha
necessidade de submeté-la a procedimentos que visam inativar fatores
antinutricionais, reduzir agentes causadores de flatuléncia e melhorar o seu sabor
e odor. Alguns tratamentos basicos, como remocao da casca, moagem fina para
liberacdo do material digerivel e aquecimento Umido, contribuem para inativacao
da maioria dos fatores antinutricionais.

A alternativa genética para superar o problema de oxidacao e instabilidade
da soja é cultivar linhagens sem lipoxigenases (LOXs). Essas enzimas catalisam
a oxidacao dos acidos graxos poliinsaturados da soja, produzindo hidroperéxidos
gue levam a formacao de varios tipos de compostos volateis responsaveis pelo
beany flavoy o que reduz a qualidade do produto (LIU, 1997). Assim, a remogao
das LOXs 2 e 3 da variedade 1 (UFV-116) foi para melhorar a qualidade do
flavor dos produtos de soja e aumentar sua vida de prateleira. DAVIDES et al.
(1987) prepararam farinha e extrato solivel de soja de variedades sem LOX 1,
LOX 2, LOX 3, LOX1 + 3 e LOX 2 + 3. O painel sensorial pHiaxor e aroma
evidenciou que ambosff-flavors e oxidacdo de lipidios (4cido tiobarbiturico),
foram menores em amostras preparadas de linhagens sem LOX 2, quando
comparadas com o controle e as linhagens em que faltavam outras LOXs.

O objetivo deste trabalho foi determinar o teor de minerais e de fatores
antinutricionais de uma nova variedade de soja (UFV-116) desenvolvida pelo
BIOAGRO (Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuéaria da Universidade

Federal de Vigcosa), sem as lipoxigenases 2 e 3, em comparacdo com uma

9



variedade comercial (OCEPAR-19), que possui lipoxigenases 1, 2 e 3, obtidas na

forma de farinha integral.

2. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no Laboratério de Andlises Fisico-
Quimicas do Departamento de Nutricdo e Saude, da UFV, e no Laboratorio de
Andlises de Minerais do Departamento de Alimentos e Nutricdo da Universidade
de Purdue, IN, EUA.

2.1. Caracterizacao e preparacao das farinhas de soja

A variedade de soja UFV-116 foi desenvolvida pelo BIOAGRO (Instituto
de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria da Universidade Federal de Vicosa).

E uma linhagem quase isogénica, sem as lipoxigenases (LOX) 2 e 3, obtida por
retrocruzamento (Backcross) e selecéo entre a variedade Cristalina (normal) e os
acessos sem lipoxigenases 2 (Pl 86023) e 3 (Ichigowase). Neste caso, como 0s
genes que determinam a auséncia de LOX 2 e 3 séo recessivos, primeiramente
foram obtidos materiais sem cada isoenzima separadamente, e depois esses genes
foram piramidados em uma unica linhagem (UFV-116). Esta nova variedade nao

€ uma linhagem transgénica que possui LOX 1, e foi cultivada na regido de S&o
Gotargo - MG, no ano agricola 1998/99. A OCEPAR-19 é uma variedade
comercial que possui todas a trés isoenzimas (LOX 1, 2 e 3), e foi cultivada na
Regido Sudeste do Brasil, no ano agricola 1998/99.

ApoOs a selecao e lavagem, em uma panela que recebia calor seco de uma
chama de gas, os grdos foram submetidos a um tratamento térmi@/ 180
minutos), revolvidos constantemente, para evitar a queima. Os graos foram
guebrados em moinho apos o resfriamento, de forma a resultar em pedacos
grandes, promovendo, assim, a retirada das cascas secas. A separagao das cascas

secas dos pedacos de graos foi feita mediante o uso de peneiras de abanar e
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limpar gréos. Posteriormente, os pedacos de grdos foram moidos em moinho de
martelo, com peneira de 20 mesh (abertura 0,84 mm). A farinha integral de soja
obtida foi embalada em sacos plasticos, que foram estocados sob refrigeracao
(GOMES e COELHO, 1989).

2.2. Determinacéo de alguns minerais e fatores antinutricionais

2.2.1. Umidade

A umidade foi determinada em estufa, a 405conforme o procedimento
descrito nas Normas Analiticas do INSTITUTO ADOLFO LUTZ (1985).

2.2.2. Cinzas

As cinzas foram determinadas por meio da calcinacdo das amostras em
mufla a 550C, segundo o método descrito pela AOAC (1984).

2.2.3. Minerais

As amostras de farinha integral de soja foram secas em estufa a vacuo
(70°C, por 12 horas) e colocadas em mufla (3D@or 6 horas e 60 por trés
dias, para que todos os nutrientes fossem queimados e ficassem apenas oS
minerais nas cinzas. As cinzas foram dissolvidas em 1 mol/L HCI. Para Ca, Na,
K e Mg, as cinzas foram diluidas com lantanio a 0,5% comos;lea®0,5 mol/L
HCI. Para Zn e Fe, as cinzas foram dissolvidas em 2,5%;H#l0idas com
lantanio a 0,5%, como Lag£ém 2,5% HNQ e analisadas em espectrofotometro
de absorc¢do atdmica Perkin Elmer (Norwalk, CT) 5100 PC.
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2.2.4. Fibra alimentar

A determinacé&o dos teores de fibra alimentar total (FAT) e fibra alimentar
insolavel (FAI) das amostras de farinha integral de soja foram feitas de acordo
com o método enzimatico gravimétrico (AOAC, 1992). As fibras soluveis (FAS)

foram obtidas por diferenca entre FAT e FAI.

2.2.5. Fitato

Os fitatos foram determinados segundo a metodologia descrita por
LATTA e ESKIN (1980). Foi pesado 0,1 g de amostra, que foi colocada em
frasco de cintilacéo, e entdo foram adicionados 5 mL de HCI a 2,4%. Os frascos
foram colocados em banho-maria, a temperatura ambiente, com agitacao
constante por 12 horas. Logo apoés, as amostras foram filtradas em bomba a
vacuo, utilizando papel-filtro Whatman # 1; o papel-filtro e o frasco foram
lavados com 20 mL de agua deionizada. O filtrado foi mantido em um erlemeyer,
para posteriormente ser corrido, em uma coluna de carga.

No preparo da coluna, foi pesado 0,5 g de resina de anion trocavel (AG1-
X8, 200-400 mesh) e adicionado 0,05 M de NaCl, para dissolver a resina. Foram
adicionados de 2 a 5 mL de NaCl 0,05M na coluna de anion trocavel, com a
torneira fechada, e em seguida foi adicionada a resina diluida na coluna,
esperando aproximadamente 10 minutos para a resina assentar. Logo apés, a
torneira foi aberta para que o NaCl 0,05M fosse eluido, carregando os fosforos
inorganicos. A coluna foi lavada com 10 mL de NaCl 2M, para que esta fosse
carregada.

A amostra salva no erlemeyer foi colocada na coluna, e o eluente foi
descartado. Em seguida, lavou-se a coluna com 15 mL de agua deionizada,
descartando o eluente, e com 15 ml de NaCl 0,05M, descartando novamente o

eluente. Finalmente, foram corridos 15 mL de NaCl 2M e coletado o eluente que
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continha fitato, dentro de um béquer, que foi analisado pelo método
colorimétrico.

O fitato de sédio foi utilizado como padréo, preparando uma solucdo na
concentracdo de 1mg/mL de &cido fitico, com as seguintes concentrac¢des: 100,
75, 50, 25 e 10 pg/mL, respectivamente.

Foi adicionado 1 mL do reagente de Wade em cada 3 mL da amostra ou
do padrédo. Este reagente continha 0,03 g de;fG0O e 0,3 g de &cido
sulfosalicilico, tendo sido diluido para 100 mL com &gua deionizada. A
absorvancia da solucdo foi determinada em espectrofotdmetro, a 500 nm.

Utilizou-se agua deionizada como branco.

2.2.6. Inibidores de tripsina

Determinou-se a atividade de tripsina por meio do método descrito por
ERLANGER et al. (1992) e BARBOSA (1997). Para isto, foram pipetados em
tubo de ensaio 10(4L de extrato ou 1Q4L de tampao Tris-HCI 0,1M, pH 8,2,
contendo CaGl20 mM, e 5QL da solugcédo de tripsina. Esta mistura foi agitada
lentamente e deixada a temperatura ambiente por 5 minutos. Apds o periodo de
incubacéo, 50QuL dessa solucéo foram retirados e transferidos para outro tubo
de ensaio, com 50QL de tampé&o Tris-HCI| 0,1 M, pH 8,2, contendo GaCl
20 mM, e 500pL da solucdo de incubacdo (D, L-BapNA; 1,2 X M). A
mistura foi agitada rapidamente e deixada a temperatura ambiente por 5 minutos.
Em seguida, a reacéo foi interrompida com a adicéo del3@@ acido acético
60% (v/v). A absorvancia da solucao foi determinada em espectrofotdometro a
410 nm e o branco do controle foi preparado ao adicionar 4cido acético 60%
(v/v) antes da adicdo do substrato D, L-BapNA. Cada amostra foi analisada em
triplicata. A porcentagem de inibicdo foi calculada a partir das leituras de
absorbancias do controle e do teste, sendo expressa em 1 mg de proteina nos
extratos. Os resultados foram convertidos em mg de tripsina pura inibida por
grama de proteina, por meio da equacao:
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mg de tripsina inibida/g de proteina = A x B/C x 1.000 x P

em que

A= absorvancia do controle enzimatico (410 nm) — absorvancia da amostra
(410 nm);

B = diluicdo da amostra;

C = fator de tripsina, ou seja, a hidrolise gey He tripsina sob o substrato
D,L-BapNA resulta em uma absorvancia de 0,019 a 410 nm, nas condic¢des
do ensaio; e

P = concentracdo de proteina em g/mL no extrato, determinado pelo método

semimicro kjeldahl.

2.2.7. Oxalato

Os teores de oxalato foram determinados de acordo com a metodologia de
IWOHA e KALU (1995), com algumas modificacdes. No processo de digestao
foi utilizado 0,25 g de amostra e adicionados 1 mL de HCI 6M e 20 mL de agua
destilada. A amostra foi aquecida a 2G0por 1 hora e, em seguida, foi resfriada
a temperatura ambiente, tendo o volume sido completado para 25 mL com agua
destilada e o filtrado sido mantido para analises posteriores.

Para obter o preciptado de oxalato de célcio, foram adicionadas duas gotas
de vermelho de metila e gotas de /@ concentrado ao filtrado, até obter pH
na faixa de 4,4, a 4,6. Apés o aquecimento &®por 2 minutos, o filtrado foi
resfriado, e filtrou-se novamente. O segundo filtrado foi aquecido®@,3@éndo
sido adicionados 4 mL de CaCh 5%. No dia seguinte, o filtrado foi
centrifugado a 2.200 x g por 30 minutos, filtrou-se novamente e o preciptado no
papel-filtro foi dissolvido com 6 mL (3 X 2 mL) de;80O, a 20%. Em seguida, 0
filtrado foi recolhido em tubo de centrifuga que continha o preciptado. O
conteudo foi transferido para o erlemeyer, e o tubo de centrifuga foi lavado com

4 mL de HSO, a 20% e transferido para o erlemeyer. As paredes do erlemeyer
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foram lavadas com 5 mL de &gua destilada, obtendo-se um volume final de 15
mL.

No processo de titulacdo, a solucdo do erlemeyer foi aqueciddGer0
titulada com solucéo de KMn@®,1 N previamente padronizada. O porcentual de
acido oxalico foi calculado pela seguinte equacéao:

% &cido oxalico =V KMn@x N KMnO, x 0,04502 x 100

Peso da amostra (g)

Em que

V = volume de KMnQgasto na titulagcéo (ml);
N = normalidade da solucéo de KMp@
0,04502 = massa miliequivalente dg0s0D;,.

ESTEVES (2000) analisou os teores de proteinas e lipidios, o perfil de
aminoacidos e o perfil de acidos graxos e isoflavondides das variedades de soja
UFV-116 e OCEPAR-19. No presente trabalho, o teor de carboidratos foi
calculado por meio da diferenca porcentual do somatorio de lipidios e proteinas,
realizado por ESTEVES (2000), e também por meio da umidade, das cinzas e da

fibra alimentar.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No Quadro 1 estd a composicdo centesimal da farinha integral de soja de
duas variedades. Os estudos mostram que esta farinha possui em torno de 42% de
proteina, 21% de lipidio, 4,7% de cinzas e menos de 10% de umidade
(PRINGLE, 1974, STEINKE, 1992; LUSAS e RIAZ, 1995), os valores estes
similares aos encontrados neste trabalho.

A soja conttm de 33 a 35% de carboidratos, principalmente
polissacarideos e fibra alimentar. Os carboidratos incluem amidos, hemicelulose,
celulose, estaquiose, rafinose, arabinose, glicose e sacarose (LUSAS e RIAZ,
1995). A farinha intregal de soja, segundo PRINGLE (1974), possui em torno de
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25,6% de carboidratos, o que corrobora com o obtido neste estudo. A diferenca
no teor de carboidratos entre os graos e a farinha de soja provavelmente ocorreu
em virtude da retirada da casca para o preparo da farinha, visto que parte desses

carboidratos sao fibras que se encontram principalmente na casca.

Quadro 1 - Composicao centesimal das amostras de farinha integral de soja de
duas variedades (g/100g)*

Farinha Integral de Soja

Composicao UFV-116 OCEPAR-19
**Protefna 39,37 37,83
**Lipidio 20,83 22,57
Cinza 6,62 4,31
Umidade 8,09 8,13
FAT 2,11 2,10

FAI 0,83 0,55
FAS 1,28 1,55
Carboidrato 22,98 25,06

*= média e desvio-padréo e** estudos realizados por ESTEVES (2000).

Com relacao as fibras, a variedade OCEPAR-19 apresentou teores de 0,55,
1,55 e 2,10 g/100 g, enquanto a variedade UFV116 apresentou 0,83, 1,28 e
2,119/100 g de fibra alimentar insolavel (FAIl), fibra alimentar solavel (FAS) e
fibra alimentar total (FAT), respectivamente. Pode-se observar que as variedades
apresentaram maior teor de fibra soltivel do que insoltuvel, o que provavelmente
tenha ocorrido porque a casca da soja foi retirada para producéo das farinhas de
soja. Sabe-se que sete variedades de soja cultivadas no Estado de Sao Paulo
possuem conteudo de fibras entre de 6,13 e 7,06%, e que 87% das fibras
encontram-se na casca (MORAIS E SILVA, 1996). Segundo PRINGLE (1974) e

USDA (1998), a farinha integral de soja possui um teor total de fibra em torno de
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2,2 a 2,3 %. A composicao da soja e de seus produtos varia com o0 genétipo, 0s
fatores climaticos, a variedade, o armazenamento, 0 processamento etc.
(MORAIS e SILVA, 1996).

A soja e seus produtos contém a maioria dos minerais requeridos por
humanos, embora sua biodisponibilidade dependa de muitos fatores, como a
presenca de inibidores (fitato e fibra) e promotores (acido ascorbico e proteina), o
pH, a temperatura, o processamento do alimento etc. (STEINKE, 1992).
RIBEIRO (1992) reportou que as variedades de soja BR-13 e Parana
apresentaram teor de 1,8 e 1,5 mg/g de calcio, de 1,8 e 2,0 mg/g de magneésio, de
19,8 e 22,9 mg/g de potassio, de 0,123 e 0,086 mg de ferro e de 0,026 e 0,036 mg
de zinco, respectivamente.

Segundo USDA (1998), em 100 g de farinha de soja integral encontram-se
206 mg de Ca, 6,37 mg de Fe, 429 mg de Mg, 2515 mg de K, 13 mg de Na,
3,92mg de Zn, 494 mg de P, 2920 mg de Cu, 2275 mg de Mn e 7,5 mg de Se. No
Quadro 2 esta a composicao de alguns minerais das farinhas integrais de soja. Os
niveis de Ca, K e Mg da variedade 1 (UFV-116) sdo maiores que os da variedade
2 (OCEPAR-19). Dos minerais analisados, o0 potassio apresentou a maior
concentragao para ambas as variedades, seguido pelo magnésio e céalcio. Menores
concentragOes foram observadas, em ambas as variedades, para zinco e ferro. Os
resultados encontrados estdo préoximos aos reportados pela USDA (1998), com
excecao do potassio e magnésio, que apresentaram resultados inferiores.

O maior teor de magneésio encontrado na linhagem UFV-116 é uma
vantagem, pois sabe-se que, embora o magnésio reduza a absorcdo aparente de
calcio por competirem entre si por sitios de absorcao intestinal, ele promove a
formacao 6ssea, previne a reabsorcdo 0ssea em ratas ovarioctomizadas e também
aumenta a for¢ca dinamica dos 0ssos, 0 que pode ser benéfico na prevencédo da
osteoporose (TOBA et al., 2000).
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Quadro 2- Teor de minergis das amostras de farinha integral de soja de duas
variedades (mg/q)

Farinha Integral de Soja

Minerais (mg/g) UFV-116 OCEPAR-19
Ca 2,084 1,703

Fe 0,044 0,045

Zn 0,042 0,043

K 18,867 17,385
Na 0,245 0,255
Mg 3,165 2,613

*= média + desvio-padréo.

Os fitatos s@o os sais de célcio, magnésio e potassio do acido inositol
hexafosférico, comumente conhecido com acido fitico (LIU, 1997). Este &cido
(monoinositol hexafosfato) é a principal forma de estoque de fésforo da soja. O
contetdo de &cido fitico da soja geralmente varia de 1 a 2,3% (LIENER, 1994;
ANDERSON e WOLF, 1995). Entretanto, este conteudo depende ndo somente
da variedade, mas também das condi¢cdes de crescimento e da metodologia
utilizada para sua determinacéo (LIU, 1997).

Neste estudo, as variedades de soja encontram-se dentro dos niveis citados
anteriormente, porém a variedade 1 possui maior teor de acido fitico que a
variedade 2 (Quadro 3). Este acido pode, potencialmente, influenciar a absor¢ao
de minerais, quelando-os e tornando sua superficie absortiva indisponivel. Ao
mesmo tempo, ele inibe a acdo de algumas importantes proteinas (alfa-amilase,
pepsina e tripsina) durante a digestdo, em pH baixo, e também afeta o ponto
isoelétrico, a solubilidade e a funcionalidade das proteinas de soja (LIU, 1997).
Entretanto, existem outros componentes dos vegetais, como 0s acidos organicos
(ascorbico, succinico e malico), que podem aumentar a biodisponibilidade de
metais (ANDERSON e WOLF, 1995; GARCIA et al., 1997). Sendo assim, a

18



variedade UFV-116 pode apresentar maior interferéncia na biodisponibilidade de
minerais, como o calcio, o magnésio, o zinco e o ferro, e na utlizagcdo da
proteina.

Os inibidores de proteases sédo substancias que, quando adicionadas a
misturas de uma protease (como tripsina ou quimiotripsina) e um substrato,
ligam-se a enzima e produzem uma reducdo na taxa de clivagem do substrato
(LIU, 1997). Estes componentes estdo presentes na soja e sdo considerados,
tradicionalmente, como fatores antinutricionais (GARCIA et al., 1997). A maior
parte destes inibidores é removida pela germinacdo ou pelo tratamento térmico

durante o processamento (LIENER, 1994).

Quadro 3-Teor de acido fitico e de oxalato e atividade de tripsina das amostras de
farinha integral de soja de duas variedades

Farinha Integral de Soja

Fatores antinutricionais UFV-116 OCEPAR-19
*Fitato (g/1009) 1,33 1,03
*Oxalato 0,381 0,198
mg tripsina inibida/g proteina 9,02 7,22

*= média + desvio-padréo.

Kakade et al. (1972), citados por LIU (1997), apdés analisarem 108
variedades de soja, relataram que elas continham de 35 a 123 mg de inibidor de
tripsina/g de proteina. Quando a soja foi processada em farinha integral, nenhum
dos inibidores foi removido, mas eles se tornaram enriquecidos na farinha em
niveis de 28 a 32 mg/g de farinha, o que corresponde a, aproximadamente, 58 mg
de inibidor/g de proteina. Dipietro e Liener (1989), citados por LIU (1997),
fizeram uma diferenciacdo entre o contetdo dos inibidores Kunitz e Bowman-
Birk em farinhas, os concentrados e uma variedade de produtos de soja. As

farinhas de soja apresentaram teores de 1,1 a 19,6 mg/g de amostra e <0,2 a
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4,9mg/g de amostra para os inibidores Kunitz e Bowman-Birk, respectivamente.
As amostras de concentrados apresentaram uma faixa de <0,5 a 6,1 mg/g de
Kunitz e < 0,2 a 1,0 de Bowman-Birk, enquanto o isolado protéico apresentou
conteudo que variava de < 0,5 a 3,6 mg/g e 0,3 a 2,0 mg/g para Kunitz e
Bowman-Birk, respectivamente.

As variedades estudadas foram avaliadas quanto ao conteudo de inibidores
de tripsina, por meio da atividade de tripsina. A porcentagem de inibicdo da
tripsina foi de 9,02 e 7,22 mg tripsina inibida/g proteina, para UFV116 e
OCEPAR-19, respectivamente.

Em 19 variedades de soja estudadas, foram encontrados de 35 a 123 mg de
inibidor de tripsina/g de proteina nos graos, enquanto na farinha integral de soja
tostada o teor encontrado foi de 8 a 9 mg de inibidor de tripsina/g de amostra ou,
aproximadamente, 16mg/g de proteina. Esta reducdo dos inibidores de tripsina
aconteceu porque eles, sendo proteinas, estdo sujeitos a desnaturacédo e inativacao
pelo calor (ANDERSON e WOLF, 1995). Neste estudo, a farinha integral de
duas variedades de soja apresentou niveis inferiores aos obtidos anteriormente
(Quadro 3).

O oxalato é também considerado um potente inibidor da absorcdo de
minerais, que se encontra em maior concentracdo na casca de leguminosas.
Verificou-se aqui que a variedade UFV-116 apresentou niveis superiores em
relacdo a OCEPAR-19. Estudos realizados por WEAVER et al. (1993) mostram
gue o feijdo-branco, o feijdo-vermelho e o feijdo-carioquinha "pinto beans"
apresentam niveis de 0,34, 0,22 e 0,44 % de oxalato, respectivamente. Esses
valores estdo proximos aos encontrados no presente estudo.

O interesse na soja esta sendo colocado no seu alto conteudo de proteina e
baixo de lipidio. A indUstria tem desenvolvido um grande nimero de produtos de
soja para facilitar 0 seu consumo, especialmente entre criancas e pessoas idosas,
embora seja desejavel também para pessoas com diabetes, osteoporose, doencas

cradiovasculares, cancer etc. A soja também contém fatores antinutricionais,
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alguns dos quais podem causar efeitos indesejaveis. Entretanto, seus efeitos
benéficos excedem os efeitos adversos (GARCIA et al., 1997).

As diferencas na composicdo da farinha de soja integral entre as
variedades UFV-116 e OCEPAR-19 podem ser atribuidas ao gendétipo, aos
fatores climaticos, a variedade, ao armazenamento, ao processamento etc. A
variedade UFV-116 apresentou maiores teores de proteinas (ESTEVES, 2000) e
cinzas e menor teor de lipidios (ESTEVES, 2000), que a OCEPAR-19. Pequenas
alteracdes na composicdo de aminoacidos foram observadas, com um teor de
aminoacidos essenciais de 23,79 % para UFV-116 e 21,77 % para OCEPAR-19 e
um teor de acidos graxos saturados de 15,19 e 15,24 % e de insaturados de 63,12
e 62,89 %, respectivamente. A razao linoléicg)(Molénico (W) foi de 7,1
para UFV-116 e de 6,83 para OCEPAR-19 (ESTEVES, 2000).

Quanto ao teor de minerais, a UFV-116 apresentou maior teor de calcio,
potassio e magnésio. Possui também maiores teores de acido fitico e de tripsina/g
de proteina. Entretanto, segundo estudos realizados por ESTEVES, (2000), a
UFV-116 possui maior teor de agliconas (dadzeina e ginesteina), que sao
consideradas os novos nutrientes na soja, por aumentarem as funcdes bioldgicas
e, ou, prevenir doencas.

Embora algumas vezes sejam observadas diferencas significativas na
composicédo de nutrientes entre as variedades estudadas, ndo se pode dizer que
estas serdo suficientes para afetar significativamente, em termos bioldgicos, a
utilizacdo destes nutrientes pelo organismo. A maioria dos resultados
encontrados foi semelhante aos dados de literatura, para ambas as variedades, e
as diferencas podem ser devido ao gendétipo, aos fatores climaticos, a variedade,
ao armazenamento, ao processamento, ao melhoramento genético e as diferencas
metodoldgicas de determinacéao.

Como citado, a soja € reconhecida como um produto alimentar
nutricionalmente significante, em virtude de sua composicdo em nutrientes.
Considerando seu valor nutritivo e sua disponibilidade no Pais, é necessério fazer

um esfor¢co para que seu consumo seja aumentado, diante dos inumeros efeitos
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benéficos de seus componentes. Sendo assim, é necessario desenvolver novas
variedades, visando melhorar o sabor e aumentar o consumo, sem reduzir suas

caracteristicas nutricionais, ja que ela desempenha um papel importante na saude.
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CAPITULO 2

Avaliacao da biodisponibilidade de calcio de variedades de soja em

ratos
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1. INTRODUCAO

A guantidade de nutrientes na dieta ndo é necessariamente o melhor
indicador de sua adequacao. Isto se deve ao fato de nutrientes de diferentes
fontes serem absorvidos com diferentes eficiéncias, e, uma vez absorvidos, a
utilizacao pode ser influenciada por outros componentes na dieta ou no alimento,
pelo estado nutricional ou pela forma quimica do nutriente. O balanco de calcio
do individuo € um fator significante em estudos designados para comparar a
biodisponibilidade relativa de diferentes fontes de calcio ndo conhecida, podendo
ser um dos fatores responsaveis pelo elevado nimero de dados conflitantes na
literatura. Sendo assim, a biodisponibilidade deve ser vista como uma avaliacao
mais relativa do que absoluta e pode ser definida como a eficiéncia de utilizacéo
do nutriente no alimento ou na dieta em relacdo ao padrao apropriado, ou seja, é
a quantidade do nutriente que é absorvida na forma em que € metabolicamente
ativo (MILLER, 1989).

A rota metabdlica de uma dieta, de um dia especifico, ou de um alimento
pode ser distinguida dos minerais de outras fontes, utilizando tracadores
isotopicos (radioativos ou estaveis) como marcadores. Duas técnicas de
marcacao tém sido utilizadas. A marcacgado intrinseca consiste em fazer um
alimento crescer, incorporando o marcador e fornecendo informacdes precisas da
biodisponibilidade de alimentos isolados. JA na marcagcdo extrinseca, uma
quantidade-traco de um mineral é adicionada a dieta-teste, baseando no fato de
gue uma troca isotdpica completa ocorra entre 0 marcador extrinseco e o mineral
endogeno da dieta, de modo que a absorcéo e a utilizacdo do isétopo adicionado
extrinsecamente ocorram de forma idéntica a dos is6topos naturalmente
presentes. Pode ser utilizada tanto para alimentos quanto para dietas
(SANDSTROM et al., 1993).

NICKEL et al. (1996) mostraram que a absorcéo fracional de calcio do
leite e derivados foi similar, aproximadamente 30% em mulheres na pré-

menopausa, e a absorcéo ndo foi afetada pela de técnica de marcacéo, extrinseca
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ou intrinseca, pelo contetudo de lactose, pela fermentacdo ou pela forma quimica
do célcio. Este estudo confirmou os resultados obtidos por BUCHOWSKI et al.
(1989), ao compararem métodos que utilizam marcadores extrinsecos e
intrinsecos para estimar a biodisponibilidade de calcio no leite de cabra e
derivados, em ratos, o que evidencia que a técnica que utiliza marcador
extrinseco é vdlida para estes produtos. Mas estes resultados ndo podem ser
generalizados para todos os alimentos. WEAVER et al. (1987), comparando a
absorcdo de calcio do espinafre e da couve marcados intrinseca e
extrinsecamente, em ratos, verificaram que a absorcdo dos dois tracadores para
couve foram similares, mas a absor¢cdo usando o marcador intrinseco para
espinafre foi duas vezes maior do que quando foi usado o marcador extrinseco.
WEAVER et al. (1992) observaram que a absorcédo fracionalGie marcado
extrinseca e intrinsecamente foi similar para produtos de p&o fermentado.

O célcio pode ser obtido de alimentos que sdo naturalmente ricos em
célcio, de alimentos fortificados e bebidas, de suplementos ou da combinac¢ao
dessas fontes. Tais fontes de calcio devem ser avaliadas com base no seu
conteuddo e na sua biodisponibilidade. A biodisponibilidade de calcio dos
alimentos pode ser afetada pelo seu conteddo em oxalato e fitato. Em geral, sua
absorcdo € inversamente proporcional ao conteuddo de &acido oxalico dos
alimentos. Assim, a biodisponibilidade de célcio é reduzida para as variedades
americanas e chinesas de espinafre e ruibarbo, intermediaria para batata-doce e
elevada para couve e brécolis, que possuem baixo teor em &acido oxalico
(WEAVER et al., 1997; WEAVER e HEANEY,1999) .

O &cido fitico, uma forma de estocar fésforo nas sementes, € um modesto
inibidor da absorc&o de célcio. E mais provavel que o acido fitico associado com
alimentos ricos em fibra seja 0 componente que afeta a absorcéo de calcio, uma
vez que a fibra purificada ndo mostrou este efeito (WEAVER e HEANEY,
1999). Nos ultimos 20 anos, varios estudos com animais e humanos tém
mostrado que alimentos ou dietas ricas em fibra podem alterar o metabolismo de

minerais, quando o fitato esta presente (SANDSTEAD, 1992). Entretanto, tem
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sido demonstrado em varios estudos que a fibra sozinha ndo afeta a absorcéo de
elementos-traco (SUNVOLD et al., 1995) e que a inulina e a fibra de beterraba
aumentam o balanco de calcio, sem efeitos adversos na retencdo de outros
minerais (COUDRAY et al., 1997).

A absorcdo de célcio da soja com teores baixo (108 mg) e elevado (352
mg) de fitato, marcado intrinsecamente ct@a, foi avaliada em 16 mulheres
normais e comparada com a de individuos que consumiram leite de vaca. A
absorcao de célcio para ambos os grupos que utilizaram soja foi semelhante a do
leite, entretanto a absorcéo fracional de céalcio da soja com baixo teor de fitato foi
aproximadamente 25% superior a da soja com alto teor de fitato (HEANEY et
al., 1991).

PROULX et al. (1993) estudaram a biodisponibilidade de calcio em trés
cultivares de feijio Rhaseolus vulgar)smarcados intrinsecamente cdnca,
contendo 1,7% de fitato e 0,37% de oxalato e com teores baixos (feijdo cozido) e
elevados (feijao cru) de inibidores de tripsina e tanino, em ratos. A absorcao de
calcio ndo foi afetada pelos inibidores de tripisina e taninos em feijdes crus,
guando comparada com a de feijdes cozidos. A absorcdo de célcio foi
aproximadamente 50% da dieta de caseina marcada extrinsecamente, entre os
feij0es, podendo a reducéo da absorcéo de calcio ser atribuida aos teores de fitato
e oxalato. O mesmo estudo foi conduzido por WEAVER et al. (1993), porém em
humanos. A absorcao fracional do leite foi duas vezes maior que a das diferentes
espécies de feijdo. Mas quando os autores trataram os feijdes com fitase, a
absorcdo de calcio aumentou significativamente, porém continuou inferior a do
leite, provavelmente por causa do teor residual de oxalato.

SAHA et al. (1994) avaliaram, em ratos, farelo de trigo marcado
intrinsecamente, com diferentes niveis de fitato. A absorcdo de calcio foi
significativamente menor nos grupos com elevado teor de fitato, quando
comparados com os grupos com baixo e médio teor de fitato.

Além desses fatores que afetam os aspectos da homeostase do calcio pelo

simples efeito na digestibilidade, varios constituintes dietéticos, como saédio,
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proteina e cafeina, afetam a excrecédo urinaria de célcio, pois o sédio e calcio e o
sodio dividem o mesmo sistema de transporte no tubulo proximal. Assim, a cada
2.300 mg de sédio excretados pelos rins, de 40 a 60 mg de célcio sédo carreados.
Como as perdas urinarias de calcio somam 50% da variabilidade na retencdo de
calcio, o sodio dietético possui uma grande influéncia nas perdas Osseas
(WEAVER e HEANEY, 1999; WEAVER et al., 1999).

A ingestao de proteina também aumenta a excre¢ao urinaria de calcio, em
virtude da reducado da reabsorcéo fracional tubular. Para cada grama de proteina
metabolizada, os niveis de calcio urinario aumentam cerca de 1,75 mg por dia.
Com a média de eficiéncia de absorcdo em torno de 30%, isto requer a adicdo de
5,83 mg de calcio/dia. Assim, duplicando a quantidade de proteinas dietéticas
purificadas, a excrecdo de calcio € aumentada em torno de 50%, por isso as
recomendacdes de calcio dietético sdo influenciadas pela ingestdo de proteina da
populacdo. Os sulfatos produzidos do metabolismo de aminoacidos sulfurados
também aumentam a acidez da urina, causando maiores perdas de calcio para o
tamponamento. Apesar de os alimentos ricos em proteinas serem ricos em
fésforo, o que poderia contrabalancar a perda de calcio, por reduzir sua perda
urinaria, o fosforo aumenta o conteudo de calcio nas secrecdes digestivas,
aumentando as perdas endogenas de calcio nas fezes (WEAVER e HEANEY,
1999).

Em média, um copo de café (240 mL) diminui de 2 a 3 mg a retencéo de
calcio. Assim, até mesmo um elevado consumo de cafeina possui um modesto
efeito na perda de calcio, na maioria das pessoas (WEAVER e HEANEY, 1999;
WEAVER et al., 1999).

O calcio dietético pode desempenhar um papel importante na prevencao
da osteoporose, beneficiar criancas deficientes em lactase ou alérgicas ao leite de
vaca, pessoas que tém intolerancia a lactose ndo-persistente apds a infancia e as
gue ndo consomem produtos de origem animal. Portanto, grande énfase esta
sendo dada a inclusdo de leguminosas na dieta e na determinacdo da

biodisponibilidade de calcio desses alimentos e aos fatores que podem aumentar
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ou reduzir sua absorcao. Assim, este estudo foi conduzido com o objetivo de
avaliar a absorcdo de calcio de uma nova variedade de soja (UFV-116), em
comparacdo com uma variedade comercial, pela técnica de marcacao extrinseca

com®Ca, no fémur de ratos.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento com os animais foi realizado no Departamento de

Alimentos e Nutricdo da Universidade de Purdue (Animal Facility), IN, USA.

2.1. Modelo experimental

Foram utilizados 40 ratos mach8prague DawleyHarlan, Indianapolis,
IN), com pesos iniciais entre 150 e 170 g. Os animais foram pesados e divididos
aleatoriamente em grupos de dez e distribuidos em gaiolas individuais de acgo
inoxidavel. A temperatura foi controlada pard@5e os animais foram mantidos
em ciclos claro e escuro de 12 horas. Os ratos receberam dieta-controle, baseada
na dieta semipurificada AIN93-G (REEVES et al., 1993), e agua deiorazhda
libitum durante o experimento. Os animais foram adaptados a consumir 3g de
dieta por um periodo de sete dias consecutivos, apds o jejum de 12 a 16 horas. O
tempo de jejum passou de 12 para 16 horas, por causa da dificuldade de os
animais ingerirem a por¢cdo de 3 g de dieta durante 1 hora. Essa dieta era
composta de 30% de farinha de soja, 62% de acucar e 8 % de 6leo de milho, e
teve por finalidade acostumar os animais com essa forma de alimentacéo, para a
posterior aplicacdo das dietas-teste. No oitavo dia, ap0s 16 horas de jejum, dois
grupos receberam uma dose de 3 g de dieta-teste, contendo farinha de soja
integral, um de cada variedade, marcada conuiode “°Ca (dose oral). Os
outros dois grupos (controles) receberam dieta semelhante, sem marcador

radioativo, e apOs 1 hora receberam uma dose intraperitonial (IP) de 0,3 mL de
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solucéo salina 0,9%, contendo [ICi de **Ca (Quadro 1). Trés horas ap6s

receberem a dosagem, os animais retornaram a dieta AIN93-G.

Quadro 1-Composicao das dietas-teste (g/39)

Dietas
UFV-116 OCEPAR-19

Componentes Contrdle Testé Controlé Testé
Farinha de soja, g 0,9 0,9 0,95 0,95
Acucar, g 1,86 1,86 1,66 1,81
Oleo de milho, g 0,24 0,24 0,24 0,24
Calcio, mg 1,876 1,876 1,618 1,618
CaCQ@, mg - - 0,645 0,645
Proteina, mg 360 360 360 360

1 = controle (sem marcador) e 2=teste (é3@aCl, 10uCi), n=10.

2.2. Andlises

2.2.1. Analise das dietas experimentais

O teor de proteina foi analisado pelo método macro-kjeldahl, segundo
FRITZ e SCHENK (1969), e o de calcio por absorcdo atbmica, segundo a

metodologia descrita no Capitulo 1.

2.2.2. Fémur

Quarenta e oito horas apds receberem a dieta-teste, os animais foram
sacrificados com Cfe seus fémures direitos foram retirados para analise. Estes
foram dissolvidos em 3mL HN@oncentrado, em baldo volumétrico, e o volume

completado para 25mL com agua deionizada. Aliquotas de 1mL dessas solucdes
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foram diluidas com 15 mL de coquetel de liquido de cintilagdo (ICN,
Biomedicals), para determinacéo B€a em cintilador Beckman L®Béckman
instruments A absorcéo fracional de calci®Ca) nos animais que receberam
dieta-teste foi calculada em relacéo a quantidadgGieno fémur de cada rato
gue recebeu IP (injecao intraperitonial), assumindo 100% de absorc¢ao:

% de dose ordP@a /femur

% Absorcao fracional = x 100

@ dose intraperitonial d&Ca /femur

2.2.3. Analise estatistica

Os resultados foram analisados por meio do programa SAEG (Sistema
para Analises Estatisticas e Genéticas), desenvolvido na Universidade Federal de
Vigcosa (1993). Utilizou-se o teste “t” de Student para dados nao-pareados,
assumindo variancias homogéneas para comparar entre si as médias dos grupos-

teste.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A quantidade de radioatividade proveu contagem adequada, sem perturbar
0s niveis normais de calcio dos animais. Os animais foram pesados no inicio e no
final do experimento. N&o foi observada diferenca significativa (p>0,05) no
ganho de peso, entre 0s grupos experimentais (Quadro 2).

Quanto ao teor de proteina e célcio das dietas-teste, observou-se que nao
houve diferenca significativa no teor de calcio, embora o teor de proteina tenha
sido significativamente superior na dieta da variedade-teste, (UFV-116), que
possui maior teor de fitato (Quadro 3). Essa diferenca, entretanto, ndo foi
suficiente para reduzir a biodisponibilidade de calcio, pois néo foi observada

diferenca significativa entre as médias de absorcédo fracional de calcio no fémur
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dos ratos alimentados com farinha de soja das duas variedades estudadas (Quadro
4).

Quadro 2 — Peso inicial (Pl), peso final (PF) e ganho de peso (GP) dos animais

experimentais*

UFV-116 OCEPAR-19
Peso (g) Dieta-controle Dieta-teste Dieta-controle Dieta-teste
Pl 162,5+12,31 165,1 +7,75 165,6 6,93 165,9 6,67
PF 214 +10,82 211,2 6,32 213,3 8,21 214 +10,82
GP 48,9 16,24 48,7 47,45 47,7 +4,97 44,2 46,91

* média + desvio-padrdo.As médias encontradas ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste F, por
ANOVA, a 5% de probabilidade; n=10.

Quadro 3 - Teor de proteina e célcio das dietas-teste

Nutriente (mg/qg) Dietas-teste P
UFV-116 OCEPAR-19
Célcio 0,654+ 0,01 0,653+ 0,07 0,4801
Proteina 128,1% 2,80 121,03 4,82 0,0105

* = média e desvio-padrdo e p = probabilidade pelo testeStudent, para dados ndo-pareados.

Quadro 4 - Absorcao fracional f€a no fémur dos animais experimentais

UFV-116 OCEPAR-19
Dosagem Dieta-controle*  Dieta-teste* Dieta-controle* Dieta-teste*
(IP) (**Ca extrinseco) (IP) (**Ca extrinseco)

CPM/femur 498374,58 486160,80: 490760,38t 483470,18

24753,64 28186,65 18599,25 24898,37
% dose 3,62+ 0,18 3,29 0,19 3,56t 0,14 3,24 0,17
Absorcao dé°Ca ** - 90,84+ 5,24 - 91,75+ 4,72
p 0,3912 0,3912

* = média e desvio-padrdo.** As médias encontradas néo diferem estatisticamente entre si pelo teste
t, para as duas amostras, assumindo variancias homogéneas; p= probabilidade; e CPM = contagem
por minuto, n=10.
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Os inibidores potenciais da absorcao de calcio parecem nédo estar ativos nos
produtos testados. Sabe-se que o fitato em sementes e graos pode influenciar a
absorcdo de minerais, quelando o mineral e tornando a superficie absortiva
indisponivel. Sabe-se também que a maioria do célcio dos alimentos esta na forma
de complexos com outros constituintes dietéticos. Esses complexos devem ser
guebrados e o calcio ser liberado em uma forma sollvel e ionizada, antes de ser
absorvido. No trato gastrointestinal os constituintes dos alimentos séo liberados,
como glicose, acidos graxos, fosfato e oxalato, que podem se ligar ao calcio
soluvel, resultando em formacao de complexo com diferentes graus de solubilidade
(ALLEN, 1982).

MASON et al. (1993)verificaram que o célcio foi mais biodisponivel em
ratos alimentados com farinha de soja com minima quantidade de fitato (0,11%)
do que com farinha com elevado nivel de fitato (1,12%). Nenhuma diferenca na
absorcao de célcio foi observada em dietas com 0,34, 0,63 e 1,12 % de fitato. No
presente estudo, a absorcdo de calcio foi similar entre a nova variedade, que
possui 1,33% de fitato, e a variedade comercial, com 1,03% (Figura 1).
Provavelmente esta diferenca nos niveis de fitato, embora significativa, ndo seja
suficiente para afetar a absorcéo de calcio. Os resultados obtidos neste trabalho
sao similares aos de outro estudo realizado por MASON et al. (1993), no qual
niveis diferentes de fitato (0,74 e 1,7%) em isolado protéico de soja nao
influenciaram a absorcéo de calcio em ratos recém-desmamados e adultos. Em
humanos, HEANEY et al. (1991) observaram que a absorcdo de célcio em soja
com menor teor de fitato foi maior do que em soja com maior teor de fitato.

WILLIAMS e TAYLOR (1985) verificaram que a hidrélise de fitato pela
fitase bacteriana do intestino grosso é a principal responsavel pela quebra de
fitato, quando os ratos sdo alimentados com dietas sem fitase. Assim, a fitase
intestinal pode aumentar a biodisponibilidade de célcio e as diferencas nos teores
de fitato entre dietas, como as aqui observadas, podem nao afetar a absorcdo de

calcio, em ratos.
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HEANEY et al. (1988,1993) estudaram a biodisponibilidade de calcio do
espinafre e da couve e verificaram que o calcio da couve € mais disponivel que o
do espinafre e que a absorcdo de calcio do espinafre foi apenas 5%, comparada
com 27% do leite ingerido com o mesmo teor de célcio. Parte da diferenca na
biodisponibilidade desses dois vegetais pode ser atribuida ao elevado teor de
oxalato no espinafre. Entretanto, HEANEY e WEAVER (1989) reportaram que 0
oxalato de calcio é mais bem absorvido que o calcio do espinafre. Sendo assim,
parte da diferenca na biodisponibilidade de calcio do oxalato e do espinafre pode
ser devido a baixa digestibilidade do espinafre. Este fator pode também ser

importante na diferenca da biodisponibilidade de calcio entre couve e espinafre
(BRONNER, 1993).
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Figura 1 - Porcentual de absorcdo fracional de calcio entre as variedades, V
(UFV-116) e 4 (OCEPAR-19), estudadas.
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Somente concentradas fontes de fitato, como cereal extrusado preparado
com farelo de trigo e diferentes tipos de feijdes, afetam a absorcédo de calcio
(WEAVER et al., 1991, 1993). Para outras plantas ricas em calcio, do género
Brassica como brocolis, couve, repolho e mostarda, a biodisponibilidade de
calcio é tdo boa quanto a do leite (HEANEY et al., 1993), provavelmente porque
essas plantas ndo acumulam oxalato para desintoxicar do excesso de calcio e
proteger contra a morte celular. Uma notavel excecéo para esta generalizacdo é a
soja, que ¢é rica em fitato e oxalato, e no entanto possui elevada
biodisponibilidade de calcio (WEAVER e HEANEY, 1999).

HEANEY et al. (1991) WEAVER et al. (1993) comparam a absorcao
fracional de célcio do feijao e da soja com relacdo ao teor de acido fitico. A
absorcao foi inversamente proporcional ao conteudo de fitato, em ambas as
espécies, no entanto a queda foi maior para feijdo quando aumentou o teor de
fitato, o que provavelmente foi devido a presenca de outro inibidor no feijdo, ndo
presente na soja. SAHA et al. (1994) também observaram que a absorcdo de
calcio diminui com o aumento do contetudo de acido fitico em farinha de trigo
marcada intrinsecamente c4rta, em ratos.

A razdo molar fitato:célcio entre as dietas-teste que continham farinha de
soja integral das variedades UFV-116 e OCEPAR-19 foi de 0,387 e 0,367,
respectivamente. SAHA et al. (1994) verificaram que a absorcdo de calcio
reduziu significativamente quando a razao molar fitato:calcio foi maior que 1,56,
em dietas que continham farinha de trigo integral, em ratos. No entanto,
WEAVER et al. (1991) reportaram que a razdo molar fitato:calcio ndo é melhor
parametro para avaliar a absorcdo de calcio do que o conteudo total de fitato na
dieta que utiliza produtos de trigo em humanos. Neste estudo, verificou-se que a
razao molar fitato:calcio entre as variedades foi proxima, o que pode explicar
melhor a similar absorcdo de célcio entre as variedades testadas do que os
diferentes niveis de fitato das dietas-teste.

O acido oxalico € o mais efetivo inibidor da absor¢céo de calcio, o qual tem

sido reportado em véarias plantas ricas em oxalato, como espinafre (HEANEY et
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al., 1988) e soja (HEANEY et al., 1991). O conteudo de calcio das variedades
UFV-116 e OCEPAR-19 é de 0,381 e 0,198%, respectivamente, apresentando
diferenca significativa. A razdo molar oxalato:calcio entre as dietas-teste que
continham farinha de soja integral das variedades UFV-116 e OCEPAR-19 foi
0,81 e 0,52, respectivamente. Portanto, esta diferenca da razdo oxalato:calcio e
do contelddo de oxalato entre as variedades nédo foi suficiente para reduzir a
absorcdo de calcio. O mesmo foi observado por WEAVER et al. (1993),
utilizando diferentes variedades de feijao. Os autores verificaram que o feijao-
carioquinhapinto beansque possuia maior relacdo oxalato:calcio (1,29) e fitato:
calcio (0,73), ndo reduziu a absorcao de calcio em relacdo as outras variedades de
feijdo que tinham razdo molar oxalato:calcio de 0,84 e fitato:calcio de 0,73 para o
feijdo-branco e o feijao-vermelho de 0,71 e 0,57, respectivamente. Tal fato
evidéncia que nem todo fitato e oxalato do feijdo pode formar complexos com o
calcio, pois cerca de 20% do calcio do feijao esta em compartimento separado do
oxalato do feijao.

WEAVER et al. (1987) reportaram que a absorcédo de calcio foi similar
para CaGl CaCQ e couve, 0os gquais ndo contém &cido oxalico. Entretanto, a
absorcao de calcio de oxalato de calcio e espinafre foi de aproximadamente 10%
das fontes citadas. HEANEY e WEAVER (1989) verificaram que a absorcao
fracional de célcio do oxalato foi inferior a do leite que, quando o leite e o
oxalato foram ingeridos juntos, a absor¢cdo aumentou, sendo maior que a
absorcao de calcio do espinafre reportada por HEANEY et al. (1988). Segundo
WEAVER et al. (1997), a absorcao fracional de calcio de vegetais chineses,
mostarda e folha da flor de couve-chinesa, com baixo teor de oxalato, 0,22 e
0,20%, respectivamente, foi tdo boa quanto a do leite. A absorcdo de calcio foi
reduzida para espinafre (~7,52% de oxalato), apresentando menor absorcdo de
calcio (p<0,001) com relacdo ao leite e aos outros vegetais chineses. A absorcao
de célcio da batata-doce e do ruibarbo foi de 42 e 24%, respectivamente, em

relacéo ao leite.
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O teor total de fibra alimentar de ambas as variedades foi de
aproximadamente 2%. Foi por causa do baixo teor que provavelmente a fibra ndo
interferiu na absorcdo de calcio. Entretanto, alguns mecanismos tém sido
propostos por MILLER (1989) para explicar o efeito da fibra na absorcao de
minerais: a fibra pode ligar a cations via acido carboxilico ou residuos de acidos
urdnicos, podendo resultar em reduzida absorcdo do mineral. Entretanto,
substancial digestdo pode ocorrer no célon, podendo o calcio ser liberado e
absorvido. Por outro lado, as fibras sollveis aumentam a viscosidade e o tempo
de esvaziamento gastrico, o que pode aumentar a absor¢cdo de minerais. A fibra
pode aumentar o transito no intestino, reduzindo o tempo do nutriente na
superficie da mucosa, podendo este protamente ser absorvido. Os alimentos ricos
em fibras geralmente contém fitato ou acido oxalico, que podem interferir na
absorcao de calcio. SHEN et al. (1998) verificaram que a lignina extraida de
farelo de trigo e couve ndo alterou a absorcdo de calcio. Assim, os efeitos
observados na reducédo da absorcao de célcio podem ser devido a outros fatores, e
nao a fibra alimentar (MILLER, 1989).

Os elevados valores de absorcdo fracional de calcio encontrados aqui
foram provavelmente devido a baixa concentracéo de calcio nas dietas testadas.
Assim, os valores de absorcdo obtidos diferem e s&o superiores aos valores
encontrados por MASON et al. (1993), utilizando farinha de soja com diferentes
niveis de fitato, em ratos, cuja concentracdo de calcio nas dietas-teste foi mais
elevada. Com isto, apesar de os valores de absorcdo serem maiores, ndo se pode
dizer que essas variedades de soja apresentam melhor absorcéao de calcio.

O uso de técnicas radioisotopicas, como as utilizados neste estudo,
possibilita de forma mais precisa avaliar a rota metabodlica e a retencdo do
mineral no organismo, sendo de grande importancia na prevencédo e no combate
da desnutricdo, especialmente em se tratando de dietas a base de leguminosas,
em que os fatores antinutricionais podem exercer efeitos adversos. Sendo assim,
poderdo ser obtidas informacbes da real absorcdo do mineral pelo organismo e

fornecer a populacéo recomendacdes precisas de suas necessidades nutricionais.
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As duas variedades de soja estudadas apresentaram uma boa absorcéo de
calcio, quando comparadas com as de outros estudos. Tal fato pode ser
importante para individuos e populacdes que utilizam soja na alimentacdo ou que
nao fazem uso de leite e seus derivados. Pode-se concluir que a absorcéo de
calcio foi equivalente entre a nova variedade (0,91 + 0,05) de soja e a variedade
comercial (0,92 £+ 0,05). A nova variedade, sem as lipoxigenases 2 e 3, € uma

fonte comparavel de biodisponibilidade de calcio.
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CAPITULO 3

Avaliacao da biodisponibilidade de zinco de variedades de soja em

ratos
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1. INTRODUCAO

A biodisponibilidade de zinco é definida como a fracdo de zinco que é
retida e utilizada para fungdes fisiolégicas normais. Sua absorcdo ocorre em
funcdo do conteudo de zinco na dieta e da solubilidade dos compostos que
contém zinco, do sitio de absorcao e do status ou da necessidade corporal, pois 0s
requerimentos fisioloégicos podem variar, dependendo da idade, do sexo, do
estagio de crescimento, da gravidez e da lactacdo (FAIRWEATHER-TAIT 1997
KING e KEEN, 1999).

O zinco tende a se ligar a compostos organicos em pH elevado. Ligantes
de pequeno peso molecular, como aminoacidos e outros acidos organicos, podem
aumentar a solubilidade e facilitar a absor¢cdo. Entretanto, compostos de elevado
peso molecular, como o &cido fitico, formam compostos pobremente sollveis, o0
gue reduz a absorcédo. A competicdo entre zinco e outros minerais, como ferro e
cobre, por sitios ligantes na mucosa da célula pode influenciar sua absorcédo. No
entanto, a proteina animal tem aumentado sua absorcdo (SANDSTROM e
SANDBERG, 1992; FAIRWEATHER-TAIT e HURREL, 1996; KING e KEEN,
1999).

Grandes quantidades de zinco ingeridas podem interferir na
biodisponibilidade de cobre, por induzir a sintese de metalotioneina na mucosa
da célula, que sequestra o cobre, tornando-o indisponivel para transferéncia
serosal e diminuindo sua absorcdo. No caso da interagdo de zinco com ferro,
sugere-se gque estes competem com um mesmo sitio para absorcdo dentro das
células da mucosa, pois ions quimicamente similares podem competir por uma
mesma posicéo dentro da rota de absorcéo (KING e KEEN, 1999).

WHITTAKER (1998) reportou que elevada concentracdo de ferro pode
afetar negativamente a absor¢cdo de zinco em adultos, quando elementos-traco
sao dados em solucéo. No entanto, quando o ferro e 0 zinco séo oferecidos juntos

com a refeicdo, este efeito ndo € observado. FRIEL et al. (1998) verificaram que
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uma elevada ingestdo de zinco nao interferiu na incorporacdo de ferro nos
eritrocitos de criancas pré-maturas.

RUDLOFF e LONERDAL (1992) verificaram que a biodisponibilidade de
calcio e zinco foi elevada em férmulas baseadas em proteina hidrolisada de leite,
porém nao foi significativamente superior aos hidrolisados de soja. Os elevados
niveis de calcio e zinco em férmulas a base de soja compensaram a menor
biodisponibilidade e resultaram em similares quantidades de calcio e zinco
retidas. WOOD e ZHENG (1997) verificam, em humanos, que a absorcdo de
zinco foi reduzida em 50% quando os individuos receberam suplemento de calcio
durante a refeicdo e que a inclusao extra de zinco na dieta como parte da
suplementacéo de calcio compensa o efeito prejudicial de calcio na absorcéao de
zinco.

Carnes, figado, ovos e peixes sdo considerados boas fontes de zinco,
sendo sua absor¢cdo elevada em virtude da auséncia de compostos que inibem
sua absorcdo e da presenca de certos aminoacidos, como cisteina e metionina,
gue aumentam a absorcao, por formarem complexos solaveis (KING e KEEN,
1999). HUNT et al. (1995) observaram que a absorcao de zinco foi cerca de 80%
em dietas ricas em carnes (280 g/dia), quando comparadas com uma dieta pobre
em carne (42 g/dia), em mulheres em pés-menopausa. No entanto, em produtos
de cereais integrais, graos e proteinas de plantas, como a proteina de soja, 0 zinco
encontra-se numa forma menos disponivel. O acido fitico pode explicar parte
desta menor disponibilidade do zinco nesses compostos (KING e KEEN, 1999).

GIBSON et al. (1998) citam algumas estratégias dietéticas para melhorar o
conteudo e a biodisponibilidade de zinco na dieta: aumentar a ingestao de peixes,
carnes de galinha, carne de cabra e amendoim, pois estes contém elevado
conteudo e boa biodisponibilidade de zinco; consumir alimentos que aumentam a
absorcédo de zinco, como certos aminodcidos liberados durante a digestdo da
proteina animal e acidos organicos, como citrico, lactico, aceético, butirico e
férmico, produzidos durante a fermentacdo, formando ligantes solUveis com o

zinco ou prevenindo a formacdo de complexos insolUveis, como zinco-fitato, e
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usar a germinacédo e a fermentacao para induzir a enzima fitase a hidrolisar acido
fitico, como também métodos ndo-enzimaticos, como tratamento térmico.

O'DELL (1998) reportou o resultado da interacdo de calcio, fitato e zinco
em estudos conduzidos em seu laboratério, com ratos, porcos e galinhas,
utilizando dietas baseadas em caseina e suplementadas com fitato. A elevada
concentracdo de calcio na dieta aumentou 0s requerimentos de zinco somente
guando o fitato estava presente. O complexo calcio-fitato-zinco foi menos
solavel que o complexo fitato-zinco.

LONNERDAL et al. (1984) verificaram a biodisponibilidade de zinco em
jovens adultos alimentados com dietas que continham leite humano, leite de vaca
e formulas de uma variedade de soja ou leite de vaca suplementados com fitato,
célcio e citrato, marcados extrinsecamente éamm. A adicdo de fitato em
férmulas que continham leite de vaca reduziu a absorcdo de zinco de 31 para
16%, tornando-a similar a absorcdo para formulas a base de soja (14%), de onde
se conclui que o acido fitico é o principal responsavel pela reducédo da absorcéo
de zinco. Além disto, 0 aumento da concentracédo de zinco em formulas a base de
soja nao levou a uma absorcédo semelhante ao leite de vaca. Assim, sugere-se que
a reducdo do conteudo de fitato em férmulas a base de soja por processos
tecnoldgicos possa ser a medida mais importante para aumentar a retencdo de
zinco.

A soja € reconhecida como um produto alimentar nutricionalmente
significante no controle da desnutricdo, por causa de sua composicado em
nutrientes. Como novas variedades de soja estdo sendo desenvolvidas, é
importante estudar sua composicdo em nutrientes, assim como a
biodisponibilidade de minerais. Este trabalho foi conduzido com o intuito de
avaliar a absorcdo de zinco de uma nova variedade de soja (UFV-116), em
comparacdo com uma variedade comercial (OCEPAR-19), na forma de farinha
de soja desengordurada, pela técnica de marcacdo extrinsetaraamaliando

seu porcentual de retencédo corporal total e no fémur, em ratos.
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2. MATERIAL E METODOS

O experimento com o0s animais foi realizado Aaimal Facility,

Departament of Foods and Nutrition, Purdue University, IN, EUA.

2.1. Modelo experimental

Foram utilizados 60 ratos mach8prague DawleyHalan, Indianapolis -

IN), com pesos iniciais entre 150 e 170 g. Os animais foram pesados e divididos
aleatoriamente em seis grupos de dez ratos e alojados em gaiolas individuais de
aco inoxidavel. Temperatura foi controlada pardC25 os animais foram
mantidos em ciclos claro e escuro de 12 horas.

Dois grupos foram alimentados com dietas experimentais adequadas em
zinco (30 mg/kg de dieta), e outros dois grupos com dietas deficientes em zinco
(9 mg/kg de dieta), nos quais a farinha de soja desengordurada de diferentes
variedades de soja foi utilizada por 14 dias. Dois outros grupos (controles)
receberam clara de ovo em p6 como fonte de proteina e.Ba®@omo fonte
de zinco (9 e 30 mg/kg de dieta), no mesmo periodo de tempo. Planejou-se um
teor de 27,5% de proteina nas dietas.

Durante esse periodo, os animais foram submetidos a um treinamento para
consumir 3 g de dieta ap0s jejum de 16 horas, durante quatro dias consecutivos.
Este periodo de jejum foi estipulado para que todos o0s animais pudessem
consumir a porcdo da dieta-teste em aproximadamente 2 horas. Apdés o
treinamento e 16 horas de jejum, cinco ratos de cada grupo receberam uma dose
de 3 g de dieta (marcada), contendo Z5de ®°ZnCl,/g de farinha de soja
desengordurada ou clara de ovo em p6. No dia seguinte, o restante dos animais
recebeu a porcédo de 3 g da dieta-teste. Apds a ingestdo das dietas-teste, 0s ratos
foram removidos das gaiolas e colocados individualmente em contador de corpo

inteiro, para medir a retencdo G&n, contanto a atividade @&n (cpm),
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utilizando janelas com amplos canaBx“6 weel crystal Whole—body gamma
counter Harshaw Type

Quadro 1 - Composicao das dietas experimentais (g/100 g)

Dietas

Ingredientes Zn (+) Zn (-) V1i(+) V1() V2(+) V2 (-)
Clara de ovo em p6 35,6 35,6 0,0 24,9 0,0 25,0
Farinha de soja 00 0,0 55,3 16,6 56,5 16,9
desengordurada

Amido de milho 24,1 24,1 4,2 18,0 2,9 17,5
Amido de milho 13,2 13,2 13,2 13,2 13,2 13,2
dextrinizado

Acucar 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0
Fibra 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
Oleo de milho 7,0 7,0 7,0 7,0 7,0 7,0
Mistura  mineral 3,9 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5
sem Zn

Mistura vitaminica 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
L-cistina 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
L-metionina 0,0 0,0 0,3 0,3 0,3 0,3
Bitartarato de 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
colina

Zinco (ZnSQ.H0) 35mg 0,9 mg - - - -

Zn (+) - Controle (adicionado de sulfato de zinco, fornecendo 30 ppm de zinco).

Zn (-) - Controle (adicionado de sulfato de zinco, fornecendo 9 ppm de zinco).

V1 (+) - Farinha de soja desengordurada da variedade 1 (UFV-116), com 30 ppm de zinco.

V1 (-) - Farinha de soja desengordurada da variedade 1 (UFV-116), com 9 ppm de zinco.

V2 (+) - Farinha de soja desengordurada da variedade 2 (OCEPAR-19), com 30 ppm de zinco.
V2 (-) - Farinha de soja desengordurada da variedade 2 (OCEPAR-19), com 9 ppm de zinco.

Nal (TI)", acoplado com um detector Canberra sérier80itichannel analysér
localizado no "Radiological and Environmental Management Laboratory,
Purdue University”.As fontes de proteinas das dietas - teste marcada¥zom
foram medidas regularmente, antes de contar 0s animais para corrigir o

backgrounde a decaida do radioisétopo. Apos a contagem, eles foram colocados

49



em suas gaiolas e permitidos ingeri lbitum dieta AIN-93G até o final do
experimento. A radioatividade do corpo inteiro também foi medida 12 horas apos
a ingestdo da dieta - teste e nos dias 1, 3, 5, 7, 9, 11 e 13, para determinar a
porcentagem de retencdo @&n (Anexo 1). O porcentual de absorcdo d&zn

foi calculado a partir da extrapolacdo da porcao linear da curva, para o €ixo vy,
obtida do porcentual de absor¢do®Zmersuso tempo, a partir dos dados
transformados logaritmicamente, segundo a metodologia proposta por HEAT e
HOEKSTRA (1965).

A divisdo dos animais de um mesmo grupo experimental para receberem a
porcdo de 3 g de dieta - teste marcada radioativamente foi para assegurar que 0S
ratos ndo eliminassem o marcador radioativo pelas fezes e pela urina antes da
primeira contagem. Com isto, reduziu-se a diferenca do tempo de contagem da
dose retida entre o primeiro e o Ultimo animal, no tempo zero.

A eficiéncia alimentar foi calculada nas duas primeiras semanas do

experimento.

Periodo de pré - dosagem Periodo de pés - dosagem
|— Dieta pré —t Dieta pés =teste
4d libitum) est$ | Ad libitum (AIN-93G) |

Dieta de
’, treinamen{o

16?-horas de jejum
Dia0 1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23
‘ Dieta - teste radioativa

L1 | | | | | |
Contagem da decdfim dms ratos

Figura 1 - Esquema do modelo experimental.
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2.2. Preparo das dietas-teste

As dietas-teste radioativas apresentaram a mesma composicdo que as
dietas experimentais, porém adicionadas®@nCl,. O marcador radioativo,
Zn®, foi adicionado na fonte protéica de cada dieta experimental. Assim, a
farinha de soja desengordurada e clara de ovo em pé foram diluidas em agua
deionizada, até a formacdo de um liquido viscoso. Em seguida, adicionou-se a
dose de Zfr estimada (0,2%Ci de ®**ZnCl,/g de farinha de soja desengordurada
ou clara de ovo em pd). Na clara de ovo em po, também adicionou-se a fonte de
zinco uma solucéo de sulfato de zinco com 9 ou 30 ppm de zinco (considerando
para o calculo da solucdo, que em 1g de sulfato de zinco contém 0,4 g de zinco).
Apds a homogeneizacdo, as amostras foram secd$reame Dryer'.Apds a
secagem, as amostras foram maceradas em cadinho de porcelana, reconstituidas
no formato de pé. Antes do preparo das dietas-teste, analisou-se a radioatividade
das fontes protéicas no contador gdiBackman 4000 counting systentbm
eficiéncia de 2% e no contador de corpo inteiro, para certificar se a dose

radioativa proveu a contagem adequada para realizagao do experimento.

2.3. Analises

2.3.1. Analise das dietas-teste e experimentais

As amostras das dietas-teste e experimentais foram secas em estufa a
vacuo (70°C, por uma noite), pesadas e colocadas em mufla°@@or 6 horas
e a 600°C por trés dias). As cinzas foram dissolvidas em 2,5% iNiliidas
com lantanio a 0,5%, como LaClem 2,5% HNQ@ e analisadas em
espectrofotdmetro de absorcao atbnieakin Elmer (Norwalk, CT) 5100 PC

As farinhas de soja utilizadas foram desengorduradas conforme o
procedimento descrito nas Normas Analiticas do INSTITUTO ADOLFO LUTZ
(1985), em aparelho de Soxhlet, utilizando éter de petréleo como solvente

extrator, com o objetivo de n&o ultrapassar o conteudo de lipidio recomendado
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nas dietas experimentais. O teor de proteina foi analisado pelo método macro-
kjeldhal, segundo FRITZ e SCHENK (1969).

2.3.2. Fémur

No final do experimento, os ratos foram sacrificados corp €QOos
fémures direitos foram cuidadosamente removidos, limpos e pesados. A
atividade de®*Zn foi medida mediante o uso de um contador g&®ekman
4000 counting system, com eficiéncia de 2%. Em seguida, os fémures foram
secos em estufa a vacuo por 24 horas, &7® pesados. Apdos esse periodo 0s
ossos foram colocados em mufla a 3@0 por 6 horas, e em seguida a 600
por trés dias consecutivos. As cinzas foram dissolvidas em 1mL de HCI, em
baldo volumétrico de 10 mL, e o volume completado com agua deionizada. O
conteudo total de zinco nos fémures foi determinado em espectofotbmetro de
absorcao atdmicderkin Elmer (Norwalk, CT) 5100 PC Atomic Absorption

Spectrophotometer.

2.3.3. Andlise estatistica

Os resultados foram analisados pelos programas SAEG (Sistema para
Andlises Estatisticas e Genéticas) e Statistica. Os dados qualitativos foram
analisados pelo teste F, por ANOVA, a 5% de probabilidade. Utilizou-se
contraste para avaliar as diferencas entre as médias dos tratamentos. Para os
dados quantitativos utilizou-se o teste F, por ANOVA, seguido da analise de

regressao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A biodisponibilidade de zinco das dietas - controle adicionadas de clara de

ovo e sulfato de zinco e das dietas-teste contendo farinha de soja desengordurada,
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com niveis normais e deficientes em zinco, foi estudada, utilizando a técnica de
marcacdo extrinse¢aZn, em que o marcador foi adicionado na fonte protéica.
Segundo MEYER et al. (1983), para produtos de soja a marcacao extrinseca de
®Zn ndo tende a superestimar a retencdo de zinco quando o marcador é
misturado na fonte protéica antes de ser incorporado na dieta, pois considera-se
gue existe uma troca completa entre os sais de zinco do radiois6topo e o zinco
endogeno da fonte protéica estudada.

Analisando as dietas experimentais, pode-se observar que os teores de
proteinas entre os grupos experimentais foram semelhantes (Quadros 1 e 2). O
conteudo de proteina entre 0s grupos experimentais deve ser controlado, pois
sabe-se que alguns aminoacidos ligantes como histidina e cisteina promovem
uma absorcdo de zinco mais eficiente (KING e KEEN, 1999). O Quadro 2
também apresenta a teor de zinco das dietas experimentais, ndo ocorrendo
diferenca significativa entre 0os grupos com maior e menor teor de zinco,
conforme planejado.

N&o foi observada diferenca significativa no ganho de peso dos animais ao
comparar grupos-controle e experimentais durante o periodo de adaptacao
(Quadros 1 e 2). Foi observada uma diferenca significativa entre os grupos
alimentados com soja (30 ppm de zinco), tendo o grupo alimentado com a
variedade 2 (OCEPAR-19) com menor teor de fitato apresentado maior ganho de
peso. Entretanto, essa diferenca néo foi significativa no final do experimento.
ZHOU et al. (1992) nao verificaram diferenca no ganho de peso de animais
alimentados a base de isolado protéico de soja com teores baixo (0,51) e normal
de acido fitico (1,01%) e dietas de clara de ovo em pd, ambas possuindo em
torno de 9 ppm de zinco. Entretanto, STUART et al. (1986) verificaram que o
ganho de peso em ratos alimentados com dieta de soja deficiente em zinco
(8 ppm) foi significativamente menor quando comparado com os dos grupos
alimentados com clara de ovo (~33,6 ppm de Zn) e carne de galinha (~11,6 ppm
de Zn), durante 20 dias.
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Quadro 1 - Ganho de peso (GP), coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA) de

ratos alimentados com dietas experimentais no periodo de adaptacao

(14 dias) e teor de proteina e zinco das dietas experimentais*

Dietas GP (9) CEA (%) Zinco (mg/g) Proteina (%)
Zn (+) 79,80+ 15,05 40,46% 5,20 0,054 28,68+ 1,55
Zn (-) 82,20+ 9,20 38,01+ 6,63 0,012 29,3% 0,68
V1 (+) 69,89+ 8,52 30,25+ 3,38 0,055 29,57+ 0,51
V1(-) 78,30+ 6,85 35,50+ 3,20 0,012 28,18+ 0,70
V2 (+) 83,20+ 14,48 34,24+ 5,17 0,044 28,91+ 1,01
V2 (-) 83,70+ 11,54 39,01+ 3,04 0,011 28,29+ 0,67

O Média desviat padréo.

Zn (+) - Controle (adicionado de sulfato de zinco, fornecendo 30 ppm de zinco).

Zn (-) - Controle (adicionado de sulfato de zinco, fornecendo 9 ppm de zinco).

V1 (+) - Farinha de soja desengordurada da variedade 1 (UFV-116), com 30 ppm de zinco.

V1 (-) - Farinha de soja desengordurada da variedade 1 (UFV-116), com 9 ppm de zinco.

V2 (+) - Farinha de soja desengordurada da variedade 2 (OCEPAR-19), com 30 ppm de zinco.
V2 (-) - Farinha de soja desengordurada da variedade 2 (OCEPAR-19), com 9 ppm de zinco.

Quadro 2 - Grau de liberdade (GL) e quadrado meédio (QM) dos contrastes para
ganho de peso (GP), coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA) de
ratos alimentados com dietas experimentais no periodo de adaptacgao
(14 dias) e do teor de proteina e zinco das dietas experimentais

Quadrado Médio Quadrado Médio

Fonte de Variacéo GL GP CEA GL Zinco Proteina
Dietas (5) (246,1985Y (124,3797)* (5) (0,00141)* (0,91448)
Zn(+) X Vo(+)Va(+) 1 69,3729"° 425,6730* 1 0,000052 0.6376™
Zn(-) x Vi(-) V() 19,6000 3,7882° 1 0,000004° 2,3203™
Zn(+) Vi(+) Vo(+) X Zn(Vi(-) Vo(-) 1 209,3584° 86,8072 1  0,0068* 0,938%
Vi(+) X Vo +) 1 839,3006 64,6929° 1 0,000178  0,6597™
V(=) X Va(-) 1 145,8000° 61,4735° 1 0,0000F  0,0162"
Residuo 53 137,0922 21,4574 12 0.000186 0,8463

* As médias diferem entre si pelo teste F, por contraste, a 5% de probabilidade; e ns= nao-
significativo a 5% de probabilidade.

A diferenca verificada neste estudo em relacdo a citada anteriormente foi

provavelmente porque aqui trabalhou-se com ratos em fase final de crescimento,
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nao sendo possivel detectar a diferenca de ganho de peso entre grupos com dietas
restritas e normais em zinco.

O coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA) entre os grupos alimentados
com dietas normais em zinco foi significativamente superior para o controle,
guando comparado com 0s grupos com dietas de soja. Para os grupos deficientes
em zinco, 0 grupo-controle nao diferiu significativamente dos grupos
alimentados com dieta de soja. Entretanto, foi observada diferenca significativa
no CEA quando foram comparados todos o0s grupos que receberam dietas
normais em zinco com todos os demais que receberam dietas deficientes em
zinco (Quadros 1 e 2).

MEYER et al. (1983) verificaram que o CEA em ratos alimentados com
dietas com farinha de soja foi significativamente inferior quando comparado com
clara de ovo em p0o, ambas com um teor de 11 ppm de zinco. Diferencas no CEA
nao foram observadas entre grupos alimentados com dietas deficientes em zinco
(~8,6ppm) a base de farinha de soja com e sem casca. KHAN e WEAVER
(1989) observaram que o CEA de ratos alimentados com dieta de caseina foi
superior (p<0,05) aqueles alimentados com dieta de soja com teor de zinco que
variava de 15 a 17 ppm e que o CEA diminuiu com o aumento do periodo de
adaptacdo em ambas as dietas, sendo a reducdo maior (p<0,05) para a dieta de
caseina.

O peso dos fémures e o conteudo total de zinco nos fémures foram
similares entre os grupos alimentados com dieta de soja e clara de ovo em pé
adicionada de sulfato de zinco, ambos possuindo teores baixos e elevados de
zinco (Quadros 3 e 4). O conteudo de zinco nos fémures foi negativamente
correlacionado com o peso dos animais (r= - 0,0883 e p=0,22510). Tal fato
ocorreu por causa do curto periodo de adaptacdo dos ratos em dietas deficientes
e normais em zinco e também porque o0s animais utilizados estavam na fase final
de crescimento, pois, segundo KING (1990), ratos adultos e humanos ajustam a
baixa ingestdo de zinco, reduzindo sua excrecao, e, também, a deficiéncia de

zinco é mais dificil de ser induzida em animais adultos.
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Quadro 3 - Peso, contetido de zinco total e retenc&dZdenos fémures dos
ratos alimentados com dietas coZnCl, de farinhas de soja

desengorduradas e clara de ovo em p0, extrinsecamente marcadas*

FEémur

Dietas Peso Seco Conteldo de Zn  Retencdo d&Zn

(9) (mg) (% Dose)
Zn (+) 0,404+ 0,033 0,297+ 0,025 0,33:0,05
Zn (-) 0,403+ 0,019 0,270+ 0,021 1,43 0,23
V1 (+) 0,390+ 0,023 0,295+ 0,06 0,67+0,13
V1 (-) 0,513+ 0,33 0,258+ 0,065 1,12+ 0,11
V2 (+) 0,413+ 0,026 0,30& 0,02 0,69+ 0,06
V2 (-) 0,406+ 0,02 0,26 & 0,078 1,10+ 0,12

0 Meédia desviat padréo.

Zn (+) - Controle (adicionado de sulfato de zinco, fornecendo 30 ppm de zinco).

Zn (-) - Controle (adicionado de sulfato de zinco, fornecendo 9 ppm de zinco).

V1 (+) - Farinha de soja desengordurada da variedade 1 (UFV-116), com 30 ppm de zinco.

V1 (-) - Farinha de soja desengordurada da variedade 1 (UFV-116), com 9 ppm de zinco.

V2 (+) - Farinha de soja desengordurada da variedade 2 (OCEPAR-19), com 30 ppm de zinco.
V2 (-) - Farinha de soja desengordurada da variedade 2 (OCEPAR-19), com 9 ppm de zinco.

Quadro 4 - Grau de liberdade (GL) e quadrado meédio (QM) dos contrastes para
peso, contetido de zinco total e retencddda nos fémures dos
ratos alimentados com dietas cotZnCl, de farinhas de soja
desengorduradas e clara de ovo em po0, extrinsecamente marcadas

Quadraddviédio
Fonte de Variacéo GL Peso seco Conteudo de Zn Retencgédo de
(@) (mg) %zn

(% Dose)
Dietas (5)  (0,2059)° (0,0040y* (1,503346)*
Zn(+) x Va(+)Va(+) 1 0,00002° 0,00018° 0,8237*
Zn(-) X Vi(-) Va(-) 1 0,0213° 0,0003* 0,3751*
Zn(+) Va(+) Va(+) x Zn(-)Va(-) Va(-) 1 0,0218° 0,01825° 6,3037*
Vi(+) X Vo(+) 1 0,00268° 0,00086" 0,00437°
Vi(-) X Va(-) 1 0,05706° 0,0004* 0,0097"®
Residuo 54 0,1882° 0,00258° 0,1675

* As meédias diferem entre si pelo teste F, por contraste, a 5% de probabilidade; e ns= néo-
significativo a 5% de probabilidade.
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Outro fator a ser considerado neste estudo foi que os animais receberam
uma mesma dieta-padréo (AIN-93G) apés a ingestédo das dietas-teste marcadas, o
gue pode ter aumentado o teor total de zinco nos fémures dos grupos alimentados
com dieta a base de soja, tornando - se semelhante as dietas-controle adicionadas
de sulfato de zinco, que € uma das fontes mais disponiveis de zinco (KING e
KEEN, 1999).

Diferente dos dados obtidos neste estudo, KHAN e WEAVER (1989)
verificaram que ratos alimentados com dieta de caseina ganharam mais peso e
tiveram significativamente maior teor de zinco na tibia que ratos alimentados
com dieta de soja nos periodos de 20, 44 e 68 dias. O teor de zinco da tibia foi
positivamente correlacionado com o peso corporal dos ratos, em ambos o0s
grupos. O porcentual de retencdo “@8n nos fémures foi significativamente
maior em ratos alimentados com dietas deficientes em zinco, quando comparados
com os ratos que receberam dietas normais em zinco, sendo a retencdo maior
(p<0,05) nos ratos alimentados com dieta a base de clara de ovo, adicionada de
sulfato de zinco (9 ppm), quando comparada com todos 0s grupos de soja com 0
mesmo teor de zinco na dieta. Entretanto, nos animais alimentados com dieta a
base de clara de ovo, adicionada de sulfato de zinco (30 ppm), a retencao foi
inferior (p<0,05) a dos grupos experimentais alimentados com dietas de soja com
mesmo teor de zinco. Nos grupos alimentados com farinha de soja
desengordurada, de ambas as variedades, n&do foi observada diferenca
significativa na retencdo d&zn entre ratos que receberam dietas deficientes ou
normais em zinco ( Quadros 3 e 4).

ZHOU et al. (1992) ndo verificaram diferenca no ganho de zinco na tibia
entre 0s grupos que receberam dieta restrita em zinco (6 ppm), enquanto
diferencas foram observadas entre grupos alimentados com dieta moderada
(9 ppm) em zinco. Os autores concluiram que, no caso de niveis restritos de
zinco, o0 zinco absorvido foi mais usado para fun¢des bioquimicas vitais do que
estocado nos 0ss0s, engquanto para 0 zinco em niveis moderados, 0 zinco

disponivel acumulou nos o0ssos, produzindo aumento de seu conteudo total na
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tibia nos grupos alimentados com dieta adequada em zinco. Também, foi
sugerido que as diferencas ndo encontradas no ganho de zinco na tibia entre
grupos com baixo teor de fitato (0,53) e controles ocorreram porque existe limiar
minimo de fitato para exercer efeito na reducéo de zinco.

STUARD et al. (1986) verificaram que ratos alimentados com dieta a base
de clara de ovo com teor normal em zinco tiveram maior conteudo deste
elemento nos 0ssos, quando comparados com grupos alimentados com carne de
galinha, soja e soja com carne de galinha, deficientes em zinco. A retencéo de
®Zn foi menor em ratos alimentados com dieta de soja do que aqueles
alimentados com dieta a base de carne de galinha. Em outro estudo, estes autores
verificaram que ratos alimentados com dietas deficientes em zinco (~10 ppm)
nao apresentaram diferenca significativa no teor total de zinco da tibia, nos dias
5,7 e 20 (Quadro 2).

Calculou-se o porcentual de retencédo e absorcéo corpotairda partir
da equacado de regressao linear da transformacdo logaritmica do porcentual de
absorcdo e do tempo, obtidos a partir de cada tratamento (Quadros 5 e 6). A
curva do porcentual de absor¢cdo apresentou uma rapida reducédo do dia zero ao
dia trés, aproximadamente, e apos o terceiro dia de ingestdo da dose radioativa a
curva tendeu a uma linearidade, considerando qUi@ronao-absorvido tenha
sido excretado. Assim, a extrapolacdo da porcao linear da curva, para o eixo Y,
obtida pela decaida do is6topo ingerido pelos animais para o tempo zero,
representa o porcentual ¥&n absorvido (Figura 1).

O porcentual de retencédo e absorca6°@e no corpo inteiro dos animais
foi maior (p<0,05) nos ratos alimentados com dietas deficientes em zinco,
comparados com 0s ratos que receberam dietas adequadas em zinco. A retencao
foi significativamente maior em ratos alimentados com dieta deficiente em zinco
(controle), e significativamente menor em ratos alimentados com dieta normal
em zinco (controle), quando comparados com 0s outros grupos alimentados com
dietas a base de soja. A variedade 1 (UFV-116), que possui nivel maior de fitato

(1,33%), apresentou retencdo de zinco menor (p<0,05) que a da variedade
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comercial 2, (OCEPAR-19), com teor de fitato de 1,03%, entre oS grupos
alimentados com farinha de soja desengordurada com dietas deficientes ou
normais em zinco (Quadros 6 e 7). A Figura 1 apresenta a decaida do tracador

®5Zn entre os grupos experimentais, do dia zero ao dia 13.

Quadro 5 - Equacao de regressao linear da transformacéo logaritmica do
porcentual de absorcdo e do tempo, obtidos a partir de cada

tratamento

Dietas Equacao R FA p

Zn (+) y=1, 90975 - 0,767521% 0,87 * 0,0000
Zn (-) y=2,01213-0,176113*t 0,55 ns 0,0001
V1 (+) y=1,95571 -0, 497628% 0,75 » 0,0001
V1() y=1,96587 -0,279996*t 0,59 ns 0,0001
V2 (+) y=1,93372 - 0,452406* 0,66 * 0,0000
V2 () y=1,99361 - 0,247003* 0,89 ns 0,0000

y= % retencdao, t = tempo (dias), FA = falta de ajuste da regresséo, (* significativa, ns =
nao significativa) e p= probabilidade.

Zn (+) - Controle (adicionado de sulfato de zinco, fornecendo 30 ppm de zinco).

Zn (-) - Controle (adicionado de sulfato de zinco, fornecendo 9 ppm de zinco).

V1 (+) - Farinha de soja desengordurada da variedade 1 (UFV-116), com 30 ppm de zinco.

V1 (-) - Farinha de soja desengordurada da variedade 1 (UFV-116), com 9 ppm de zinco.

V2 (+) - Farinha de soja desengordurada da variedade 2 (OCEPAR-19), com 30 ppm de zinco.
V2 (-) - Farinha de soja desengordurada da variedade 2 (OCEPAR-19), com 9 ppm de zinco.

Estudos com ratos e macacos recém-desmamados tém demonstrado que a
reducdo da absorcéo de zinco em produtos de soja é devido ao conteudo de fitato
e que a reducdo deste aumenta a biodisponibilidade de zinco (LONNERDAL et
al., 1984, 1988; ZHOU et al., 1992; LEI et al., 1993). Entretanto, SIAN et al.
(1996) verificam que a absorcao fracional ndo diferiu entre mulheres jovens que
consumiam quantidades deficientes e adequadas de zinco em suas dietas, porém
0 zinco enddgeno foi conservado efetivamente pelo intestino nas mulheres que
receberam dietas deficientes em zinco, o que evidencia que a regulacdo da

excrecdo endogena de zinco pelo intestino é o principal responsavel pela
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Quadro 6 -Retencdo e absorcdo &f&n no corpo inteiro de ratos alimentados com
dietas®*ZnCl, de farinhas de soja desengorduradas e clara de ovo em pé,
extrinsecamente marcadas*

Dietas Dieta-teste  Dieta-teste Zinco ®Zn Corpo Inteiro Zinco
Zn (mg/g) Consumida  Consumido Retencdo  Absorcao Absorvido*
@ (mg) dose (%) dose (%) (mg)
Zn (+) 0,029+ 0,03 2,89 0,084 10,48+ 0,10 25,8 0,022
Zn (-) 0,0097+ 0,004 2,93 0,0294 64,62+ 0,09 82,1 0,024
V1 (+) 0,048+ 0,002 3,00 0,144 24,30+ 0,14 42,4 0,061
V1 (-) 0,013+ 0,001 3,00 0,036 44,11+ 0,14 62,2 0,022
V2 (+) 0,047+ 0,001 3,00 0,141 26,01+ 0,12 44,0 0,062
V2 () 0,013+ 0,001 3,00 0,039 51,34+ 0,13 70,00 0,027

*Total de zinco consumido x porcentual de dose absorvida e *média + desvio-padréo.

Zn (+) - Controle (adicionado de sulfato de zinco, fornecendo 30 ppm de zinco).

Zn (-) - Controle (adicionado de sulfato de zinco, fornecendo 9 ppm de zinco).

V1 (+) - Farinha de soja desengordurada da variedade 1 (UFV-116), com 30 ppm de zinco.

V1 (-) - Farinha de soja desengordurada da variedade 1 (UFV-116), com 9 ppm de zinco.

V2 (+) - Farinha de soja desengordurada da variedade 2 (OCEPAR-19), com 30 ppm de zinco.
V2 (-) - Farinha de soja desengordurada da variedade 2 (OCEPAR-19), com 9 ppm de zinco.

Quadro 7 - Grau de liberdade (GL) e quadrado médio (QM) dos contrastes para teor
de zinco nas dietas-teste, zinco consumido e retenc&Zmeo corpo
inteiro de ratos alimentados com dietas ¢3#mCl, de farinhas de soja
desengorduradas e clara de ovo em po, extrinsecamente marcadas

Quadrado Quadrado Médio
Médio
Fonte de Variagédo GLDieta-teste GL Dieta-teste  Zinco Zinco  Retencéo de
Zn (mg/g) consumida consumido absorvido ~ ®Zn
9) (mg) (mg) no dia 13
(% Dose)
Dietas (5) (0,000944)* (5) (0,02256F (0,28019)* (0,00382)* (3985,845)*
Zn(+) x Vy(+)Vo(+) 1 0,00072* 1 0,079207 0,051329* 0,010623* 1394,554*
Zn(-) X Vi() Vo) 1 0,000016* 1 0,030827 0,000446* 0,00000% 4595 419*

Zn(+) Vi(+) Vo(+) x Zn(-) 1 0,003981* 1 0,002807 0,116617* 0,008393* 14944,43*
Vi(-) Va(-)

Vi(+) X Vo(+) 1 0,000008° 1 0,000000° 0,000045° 0,000005° 0,6242*
Vi(-) x Va(-) 1 0,0000000% 1 0,000000° 0,000045° 0,000120* 107,2043*
Residuo 12 0,000001 54 0,027508 0,000017 0,000002 0,2186

As médias diferem entre si pelo teste F, por contraste, a 5% de probabilidade, e ns= nao-signifi¢atieo
probabilidade.
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homeostase de zinco a longo prazo em humanos, quando a ingestdo deste
elemento é relativamente baixa.

LONNERDAL et al. (1999) verificaram, em estudo com macacos, que a
absorcéo de zinco no primeiro més foi maior (36%) em formula de soja com
baixo teor de fitato do que em formula com teor regular de fitato (22%). Em
outro estudo, estes autores reportaram que em ratos rescém-desmamados a
absorcao de zinco foi significativamente maior em férmulas de soja com baixo
teor de fitato (78%) do que em formula de soja com regular conteddo de fitato
(51%) e que a adicdo de proteina hidrolisada ndo apresentou nenhum efeito
significativo.

KHAN e WEAVER (1989) reportaram que em ratos alimentados com
dieta basal de caseina ocorreu reducdo da absorc&Zrdem periodos de
adaptacdo mais prolongados, o que pode ser atribuido ao aumento do estado
nutricional de zinco durante o periodo de adaptacdo, assim como a natural
reducao da absorcéo que ocorre com a idade. Neste estudo foram utilizados ratos
em fase final de crescimento, o que pode ter influenciado os resultados, pois
sabe-se que a idade e o periodo de adaptacdo sédo inversamente correlacionados
com a absorcao de zinco.

O zinco esta presente em todos os oOrgaos, tecidos, fluidos e secrec¢des do
corpo. Cerca de 95% do total de zinco no corpo encontra-se dentro das células, e
destes 90% estd nos musculos esqueléticos e ossos (KING e KEEN, 1999).
Assim, 0 zinco dos 0ssos € um parametro utilizado para medir o estado
nutricional de zinco do corpo. Neste estudo, a retencdbZdeno fémur foi
realizada com o intuito de compara-la com a retencdo corporal tot&rdeas
quais foram significativamente correlacionadas pelo teste "t* de Student, para
dados pareados (p=0, 00). Porém, a contagem de corpo inteiro foi um indicador
mais sensivel da retencdo ®&n, pois detectou-se diferenca na retencdo de
zinco entre as variedades de soja testadas com diferentes teores de zinco (9 e 30
ppm de zinco) e fitato. STUARD et al. (1986) também observaram que em ratos

alimentados com dietas deficientes em zinco a retencéo corporal t&tahdei
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um indicador mais sensivel na biodisponibilidade de zinco do que a retencéo de
®5Zn na tibia. Em dietas deficientes em zincd"Zn absorvido da dieta-teste
marcada é preferivelmente usado nos tecidos moles, onde estes sdo essenciais
para varias enzimas dependentes de zinco, e secundariamente o zinco parece ser
incorporado na matriz 6ssea. Assim, desde que 0 zinco na tibia ndo nedldh o

de zinco nos tecidos moles, este pode ndo ser um indicador confiavel da absorcéo
de °°Zn de uma simples dieta-teste, embora tenha apresentado uma correlacéo

significativa com a retencgao corporal total neste estudo.

——2Zn (+)——2Zn (-) == V1 (+) V1 (-) —#-V2 (+) —e—V2 ()

100

80

60

40 -

% de retencdo Zn-65

20

O I I I I I I I 1
0 0,5 11 3,1 5,1 7,1 9,1 11,0 13,0
Tempo (dias)

Figura 1 - Decaida do porcentual de retencdo®d®m entre os grupos

experimentais.

Tem sido reportado que a razdo molar acido fitico:zinco na dieta pode ser
usada como um parametro para avaliar o efeito do &acido fitico na

biodisponibilidade de zinco. Valores maiores que 10 tém sido associados com a
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deficiéncia de zinco, reduzindo o crescimento, e a razao molar acima de 20 pode
ser associada com evidéncias clinicas e quimicas de deficiéncia de zinco
(OBERLEAS e HARLAND, 1981; SOLOMONS, 1982). Neste experimento, a

razdo molar fitato:zinco para a nova variedade 1(UFV-116) foi de 31,37 e para a
variedade comercial 2 (OCEPAR-19), de 23,73, sendo aproximadamente duas a
trés vezes maior que a recomendada. A diferenca na razdo molar entre as
variedades estudadas pode explicar a maior retencéo de zinco da OCEPAR-19.

Trabalhos realizados por FORDYCE et al. (1987) e GIBSON et al. (1991)
demonstraram que a razdo molar acido fitico x calcio: zinco € o melhor
parametro para avaliar a biodisponibilidade de zinco, pois concentracdes
elevadas de calcio na dieta levam a neutralizacdo das cargas negativas do fitato
gue inibe a absorcéo de zinco. Neste estudo, a razdo molar foi de 0,16 para UFV-
116 e 0,10 para OCEPAR 19. SAHA et al. (1994) verificaram que a significante
reducdo da absorcédo de zinco foi observada quando a razdo molar foi igual ou
superior a 0,13, em ratos alimentados com farelo de trigo com diferentes niveis
de fitato. Segundo os autores, o conteudo total de fitato na dieta € o melhor
indicador da absorcéo de zinco que a razdo molar de fitato:zinco e fitato x célcio:
zinco, uma vez que grandes quantidades de zinco sédo secretadas nos fluidos
pancreaticos e salivares, os quais reduzem a razdo molar fitato:zinco. Neste
estudo, tanto as razdes molares fitato:zinco e fitato x calcio: zinco quanto os
niveis de fitato entre as variedades de soja explicam o efeito do fitato na reducao
da absorcédo de zinco entre as variedades de soja testadas.

O teor total de fibra alimentar de ambas as variedades foi de
aproximadamente 2%. Por causa do baixo teor, provavelmente a fibra nao
interferiu na absorcédo de zinco. SANDSTROM et al. (2000) avaliaram o efeito
da elevada ingestdo de farelo de aveia na biodisponibilidade de zinco em
humanos que receberam dieta a base de proteina animal, com baixo teor de fibra.
A absorcdo de zinco foi maior e ndo afetada pela adicdo de farelo de aveia na

dieta, o que levou a uma maior excrecdo endogena de zinco.
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Pode-se concluir que os ratos que ingeriram dietas deficientes em zinco, a
base de farinha de soja desengordurada ou clara de ovo, tiveram um aumento na
absorcao de zinco, quando comparados com 0s animais com dietas normais em
zinco. A nova variedade com maior teor de fitato, sem lipoxigenases 2 e 3,
apresentou reducdo na absorcdo de zinco (p<0,05), quando comparada com a
variedade comercial, OCEPAR-19. O melhoramento genético realizado com o
objetivo de obter uma variedade com melhor sabor € de grande importancia,
entretanto deve-se preocupar com os fatores antinutricionais, como fitato, pois

este pode afetar a absorcéo de zinco.
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Quadro 2 - Declinio do porcentual de retencdc™de em ratos alimentados com
farinha de soja desengordurada de diferentes variedades de soja e clara c

ovo em po
Tempo Zn (+) Zn () V1 (+) V1(-) V2 (+) V2 (-)

0 100,a 0,00 100,G: 0,00 100,a 0,00 100,a 0,00 100,G 0,00 100,G 0,00
0,5 76,60+ 8,43 96,45tk 2,21 89,22+ 14,78 79,68 11,33 81,6% 27,85 92,6% 17,8
1 43,16+ 9,49 96,42 6,35 60,6 9,52 76,18 13,26 54,4@ 5,23 82,11 4,16
3 18,66+ 3,93 80,05t 8,77 37,52 7,25 60,54 12,98 38,98 4,85 67,85 5,85
5 16,31+ 3,18 74,85:12,48 33,8G 7,66 55,31 12,54 35,32 4,75 62,04t 5,50
7 14,78+ 1,43 63,31 8,48 27,16 6,60 43,24 7,96 30,42+ 24,48 55,7& 14,89
9 14,70+ 2,65 70,5% 13,53 30,62 7,27 50,8% 11,68 31,12 4,20 57,01 5,17
11 14,09+ 2,62 67,83 12,33 29,54 7,09 49,24 11,39 30,243,96 54,23t 4,71
13 13,67+ 2,56 67,34 12,45 28,82 7,17 47,95 10,74 29,3% 3,79 52,3% 4,71

Zn (+) - Controle (adicionado de sulfato de zinco, fornecendo 30 ppm de zinco).

Zn (-) - Controle (adicionado de sulfato de zinco, fornecendo 9 ppm de zinco).

V1 (+) - Farinha de soja desengordurada da variedade 1 (UFV-116), com 30 ppm de zinco.

V1 (-) - Farinha de soja desengordurada da variedade 1 (UFV-116), com 9 ppm de zinco.

V2 (+) - Farinha de soja desengordurada da variedade 2 (OCEPAR-19), com 30 ppm de zinco.
V2 (-) - Farinha de soja desengordurada da variedade 2 (OCEPAR-19), com 9 ppm de zinco.

Quadro 3 -Ganho de peso dos animais durante o periodo experimental (n=10).

Dietas Peso Inicial Peso Final Ganho de Peso
Zn (+) 198,7+ 9,71 319,8 16,35 121,% 23,14°

Zn (-) 197,80+ 9,98 317,99 13,49 120,1& 12,28

V1 (+) 195,2+ 8,02 310,2 20,97 115+ 14,48™
V1(-) 199,7+ 8,92 317,2@ 11,98 117,5& 11,02

V2 (+) 197,50+ 7,26 318,7&¢ 17,91 121,2@ 16,60™

V2 (-) 197,00+ 7,92 314,7@ 18,35 117,7& 17,06™

As médias diferem entre si pelo teste F, por contraste, a 5% de probabilidade, e ns= nao-significativc
de probabilidade.

Zn (+) - Controle (adicionado de sulfato de zinco, fornecendo 30 ppm de zinco).

Zn (-) - Controle (adicionado de sulfato de zinco, fornecendo 9 ppm de zinco).

V1 (+) - Farinha de soja desengordurada da variedade 1 (UFV-116), com 30 ppm de zinco.

V1 (-) - Farinha de soja desengordurada da variedade 1 (UFV-116), com 9 ppm de zinco.

V2 (+) - Farinha de soja desengordurada da variedade 2 (OCEPAR-19), com 30 ppm de zinco.

V2 (-) - Farinha de soja desengordurada da variedade 2 (OCEPAR-19), com 9 ppm de zinco.
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CAPITULO 4

Avaliacéo da biodisponibilidade de ferro de variedades de soja em ratos
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1.INTRODUCAO

A anemia tem sido reconhecida como um problema que afeta uma
significante proporcao da populagdo do mundo, em todas as idades. Entretanto,
sua prevaléncia varia amplamente, com as maiores taxas em regides menos
desenvolvidas. A deficiéncia de ferro € a causa mais comum de anemia, afetando
em torno de 1 bilhdo de pessoas em todo o mundo, sendo mais prevalente em
bebés, criancas, gestantes e lactantes (BOTHWELL, 1995; HURRELL, 1997).

O ferro é o quarto elemento e o segundo metal mais abundante na
superficie da Terra. Entretanto, ele se encontra quase exclusivamente no estado
oxidado (F&), logo sua reduzida biodisponibilidade pode explicar a alta
prevaléncia de deficiéncia de ferro (BOTHWELL, 1995). A biodisponibilidade
de ferro é definida como a quantidade de ferro ingerida e que é absorvida e
utilizada em funcbes matabodlicas normais. Como pouco ou nenhum ferro é
excretado, a absorcéo é sinénimo de biodisponibilidade (HURRELL, 1997).

O ferro dietético consiste de ferro heme, encontrado no musculo de vaca,
porco, galinha, peixe e em outros tipos de carnes. Sua absorcéo é de trés a cinco
vezes maior que em alimentos que contém ferro ndo-heme, como nos vegetais,
nos cereais e nas leguminosas (LAYRISSE e GARCIA-CASAL, 1997). A fonte
dietética de ferro influencia bastante a eficiéncia de sua absorcdo. A quantidade
de ferro absorvida varia de menos de 1% para mais de 20%, dependendo do
alimento. Alimentos de origem vegetal sd&o menos absorvidos, sendo esta
absorcao intermediaria para leite e derivados e maior para carne, porque seu ferro
heme é mais bem absorvido (YIP, 1997).

O ferro heme e ndo heme sédo absorvidos por duas vias no organismo. O
ferro heme é absorvido pelas células da mucosa intestinal na forma intacta, no
complexo ferro-porfirina, e sua absorcdo quase nao é influenciada por fatores
dietéticos e nem pelos niveis de ferro do individuo. Por outro lado, a absorcéao de
ferro ndo-heme ¢é influenciada por fatores dietéticos e fisioldgicos
(FAIRBANKS, 1999). A absorcédo de ferro ndo-heme pode variar de 2% em

72



individuos normais que consumiram dieta de baixa biodisponibilidade a 20% em
individuos deficientes consumiram uma dieta de alta biodisponibilidade. Por
outro lado, a biodisponibilidade de ferro heme € similar em individuos normais
(de 15 a 25%) e deficientes em ferro (de 25 a 35%) (CARPENTER e
MAHONEY, 1992; LAYRISSE e GARCIA-CASAL, 1997).

A biodisponibilidade de ferro na dieta depende n&o somente de seu
conteudo de ferro heme e ndo-heme e de sua biodisponibilidade de ferro, mas do
balanco entre o niumero de promotores e redutores de sua absor¢do. Entretanto,
essas influéncias parecem ser mais importantes em dietas que contém um simples
alimento ou poucos alimentos, como consumido em regides subdesenvolvidas do
mundo, do que em regifes desenvolvidas com varios componentes na dieta,
provavelmente pelo fato de os promotores e inibidores da absorcdo de ferro
estarem diluidos numa dieta mista (BENITO e MILLER, 1998; BAYNES e
STIPANUK, 2000).

Os principais ligantes dos alimentos que aumentam a absorcéo de ferro
nao-heme parecem ser os acidos organicos, incluindo o acido ascorbico, citrico,
malico e latico em estudos que utilizam um simples alimento, mas sua
significancia em dietas mistas € menos clara. O efeito da ingestdo cronica de
altas doses de vitamina C ou suplementos de multivitaminas nédo apresentou
qualquer efeito do &cido ascoérbico no nivel de ferro em individuos que
consomem dieta mista. Consequientemente, o impacto desses acidos organicos no
balanco de ferro a longo prazo, em individuos que consomem dieta mista, parece
ser modesto. Seu efeito pode ser mais pronunciado em populacbes que
consomem dietas com pouca variedade e constituidas por alimentos de baixa
biodisponibilidade (BAYNES e STIPANUK, 2000). O acido ascorbico pode
promover condi¢cdes acidas dentro do estdbmago, podendo o ferro da dieta ser
facilmente solubilizado. O ferro no estado férrico pode ser reduzido para estado
ferroso, tornando-o soltuvel. O acido ascoérbico pode formar quelatos com o ion

férrico solubilizado dentro do estbmago, consegientemente mantendo a
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solubilidade do ion férrico quando o alimento entra no pH alcalino do intestino
delgado (CARPENTER e MAHONEY, 1992).

A carne pode aumentar a absorcéo de ferro ndo-heme pela estimulacao da
producdo de acido gastrico, promovendo a solubilizacdo de ferro dentro do
estdbmago. A secrecdo de suco gastrico € dependente da quantidade de proteina
alimentar ou aminoacidos e da fonte protéica (CARPENTER e MAHONEY,
1992).

Um grande numero de ligantes inibitérios da absorcdo de ferro é
encontrado nos alimentos. Dentre eles podem ser citados fitato, polifendis, céalcio
e fibra alimentar. Os fitatos sdo amplamente distribuidos em varios gréos e
vegetais e limitam a absorcao de ferro pela formacdo do complexo fitato diférrico
e tetraférrico. Os polifenois sdo amplamente distribuidos em varios vegetais e sao
encontrados em bebidas como cha e café. Em estudos em que séo utilizadas
simples refeicOes-testes, os polifendis e o fitato inibem significativamente a
absorcao de ferro, mas seus efeitos numa dieta mista ndo sao bem definidos. O
calcio pode também inibir a absorcao de ferro. Seu efeito depende da quantidade,
do tamanho e da composicdo da refeicdo, sendo mais proeminente quando a
refeicdo € relativamente de baixa biodisponibilidade e em refeicbes simples,
como paes. Certos componentes da fibra alimentar podem causar modesta
reducado na absorcao de ferro ndo-heme (FAIRWEATHER-TAIT e HURRELL,
1996; BAYNES e STIPANUK, 2000). Entretanto, a principal contribuicdo para
inibicdo da absorcdo de ferro parece ser a presenga de outras substancias
encontradas, associadas com a fibra da dieta, como fitato e polifendis
(CARPENTER e MAHONEY, 1992).

Em leguminosas, como a soja, 0 acido fitico esta presente no corpo da
proteina do endosperma. Este pode ser concentrado quando a proteina é isolada
para adicdo em produtos manufaturados. HURRELL et al. (1992) verificaram
gue a absorcdo de ferro aumentou de quatro a cinco vezes quando o acido fitico
no isolado protéico de soja foi removido enzimaticamente, antes de alimentar

individuos com uma férmula liquida.
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A soja € a leguminosa que tem a maior quantidade de proteina, portanto é
muitas vezes utilizada como fonte protéica alternativa para lactentes e criancas.
Entretanto, ela diminui a biodisponibilidade do ferro ndo-heme (ANGELIS e
CTENAS, 1993). A média de absorcéo de ferro a partir de produtos de soja é de
0,46%, enquanto a partir da albumina do ovo é de 2,49% e de caseina € de 2,74%
(COOK et al., 1981).

A soja é extensivamente utilizada em alimentos vegetarianos, em produtos
carneos, em produtos de padaria e em produtos derivados de leite. As férmulas
infantis a base de soja tém aumentado significativamente, e produtos de proteina
de soja sdo também os principais componentes de alimentos utilizados em
programas de suplementacdo em paises subdesenvolvidos (LYNCH et al., 1994).

Como a maior fonte de ingestdo alimentar da populacédo carente vem de
alimentos que contém ferro nao-heme, torna-se importante estudar a sua
biodisponibilidade. Assim, estudos de biodisponibilidade de ferro em soja séo de
grande importancia, uma vez que ela é amplamente utilizada na alimentacéo
infantil e vegetariana e no combate a desnutricdo. Este trabalho foi conduzido
com o intuito de avaliar a absorcao de ferro de uma nova variedade de soja
(UFV-116), em comparacdo com uma variedade comercial (OCEPAR-19), na
forma de farinha de soja desengordurada, pela técnica de marcacdo extrinseca

com’%Fe, avaliando seu porcentual de retencdo corporal total, em ratos.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento com o0s animais foi realizado Aaimal Facility,

Departament of Foods and Nutrition, Purdue University, IN, USA.
2.1. Modelo experimental

Foram utilizados 54 ratos machSprague DawleyHalan, Indianapolis -

IN), com peso inicial entre 150 e 170 g. Os animais foram pesados e divididos
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aleatoriamente em seis grupos de nove ratos e alojados em gaiolas individuais de
aco inoxidavel. A temperatura foi controlada paré8C26 foram mantidos em
ciclos claro e escuro de 12 horas.

Doze dias antes de receberem as dietas- teste, 0s ratos receberam uma
dieta de adaptacdo, com o objetivo de padronizar os niveis de ferro do organismo
com uma dieta que fornecia 16,54 + 0,89 % de proteina, 7% de lipidio e 25 ppm
de ferro (0,137 £ 0,006 mg Fe/g de isolado protéico de soja) (Quadro 1). Assim,
um isolado protéico de soja foi utilizado como fonte de ferro e proteina.

Os animais foram deixados em jejum por um periodo de 16 horas, apos o
gual receberam 3 g de dieta experimental, durante trés dias consecutivos, com a
finalidade de adaptar os animais a consumir em a porcéo den3 @ja antes de
receberem as dietas-teste, foi seccionado um pequeno segmento da porcao
terminal da cauda de cada animal, para medir os niveis de hematocrito e
hemoglobina. Os ratos foram distribuidos em grupos, de modo que
apresentassem similar peso corporal, hemoglobina e hematdcrito

AplOs a adaptacdo e 16 horas de jejum, quatro ratos de cada grupo
receberam uma dose de 3 g de dieta, conteng€D¢2*°FeC}, /g de farinha de
soja desengordurada ou caseina. No dia seguinte, o restante dos animais recebeu
a porcao de 3 g da dieta-teste. Apds a ingestdo das dietas-teste, os ratos foram
removidos das gaiolas e colocados individualmente em contador de corpo inteiro,
para medir a retencdo d&e, contanto a atividade d&e (cpm), utilizando
janelas6 x 6 weel crystal Whole—body gamma counter Harshaw Type Nal (TI)
acoplado com um detector Canberra sériamBltichannel analyserlocalizado
no Radiological and Environmental Management Laboratory of Purdue
University As dietas-teste marcadas cofre foram medidas regularmente,
antes de contar os animais para corrigir o background e a decaida do
radioisétopo. Apdés a contagem, eles foram colocados em suas gaiolas e
permitidos ingerir, d libitum, a mesma dieta utilizada no periodo de adaptacéao,
até o final do experimento. A radioatividade do corpo inteiro também foi medida

nos dias 1, 3, 5, 7 e 9, para determinar a porcentagem de retefy@m de

76



A divisao dos animais de um mesmo grupo experimental para receberem a
porcdo de 3 g de dieta-teste marcada radioativamente foi para assegurar que 0s
ratos ndo eliminassem o marcador radioativo pelas fezes e pela urina, antes da
primeira contagem. Com isto, reduziu-se a diferenca do tempo de contagem da
dose retida entre o primeiro e o ultimo animal, no tempo zero.

O peso corporal dos animais foi monitorado no comec¢o do experimento,

antes de receberem as dietas-teste, e no final do experimento.

Quadro 1- Composicéo da dieta de adaptacao

Ingredientes (9/100)
Isolado protéico de soja 18,3
Amido de milho 41,2
Amido de milho dextrinizado 13,2
Acucar 10,0
Fibra 5,0
Oleo de milho 7,0
Mistura mineral sem Fe, AIN-93G 3,5
Mistura vitaminica, AIN-93G 1,0
L-cistina 0,3
L-metionina 0,3
Bitartarato de colina 0,3
Ferro (mQ) 2,5

2.2. Preparo das dietas-teste

O marcador radioativo, Fe foi adicionado na fonte protéica de cada
dieta-teste. Assim, a farinha de soja desengordurada e a caseina em po6 foram
diluidas em agua deionizada, até a formacdo de um liquido viscoso. Em seguida,
adicionou-se a dose de *Festimada (02Ci de **FeCl/g de farinha de soja
desengordurada ou caseina). Na caseina, também adicionou-se a fonte de ferro,
uma solucéo de sulfato ferroso com 12 ou 25 ppm de ferro (considerando para o
calculo da solucdo, que em 15g de sulfato ferroso contém 3 g de ferro). Apos a
homogeneizacdo, as amostras foram secaempe dryer Apds a secagem, as
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amostras foram maceradas em cadinho de porcelana, reconstituidas no formato
de po, tendo sido adicionados os outros ingredientes de acordo com a dieta AIN
93G (Quadro 2). Antes do preparo das dietas-teste, analisou-se a radioatividade
das fontes protéicas no contada@famaBeckman 4000 counting systerom

eficiéncia de 48 %.

Quadro 2- Composicao das dietas-teste (g/39)

Ingredientes/Dietas Fe(+) Fe(-) V1(+) V1() V2(+) V2(-)
Caseina 0,80 0,80 0,41 0,06 0,45
Farinha de soja desengordurada 1,35 0,65 1,29 0,62
Amido demilho 0,98 0,98 0,43 0,72 0,44 0,72
Amido demilho dextrinizado 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40
Acucar 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30
Fibra 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15
Oleodemilho 0,21 0,21 0,21 0,21 0,21 0,21
Mistura mineral, sem Fe, AIN-93G 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11
Misturavitaminica,AIN-93G 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03
L-cistina 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
L-metionina 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
Bitartarato de colina 601 o001 o001 001 001 001
Ferro(mg) 0,08 0,04 0,08 0,04 0,08 0,04
FeS04(mgq) 0,37 0,18 - - - -

Fe (+) — Controle (adicionado de sulfato ferroso, fornecendo 25 ppm de ferro).
Fe (-) — Controle, (adicionado de sulfato ferroso, fornecendo 12 ppm de ferro).
V1(-) - Farinha de soja desengordurada da variedade 1 (UFV-116), com 12 ppm de ferro.
V1 (+) - Farinha de soja desengordurada da variedade 1 (UFV-116), com 25 ppm de ferro
V2 (-) - Farinha de soja desengordurada da variedade 2 (OCEPAR-19), com 12 ppm de ferro.
V2 (+) - Farinha de soja desengordurada da variedade 2 (OCEPAR-19), com 25 ppm de ferro.

2.3. Andlise das dietas-teste e de adaptacéao

As amostras das dietas-teste e de adaptacdo foram secas em estufa a vacuo

(70 °C, por uma noite), pesadas e colocadas em mufla (8G3@0r 6 horas e,

apos, a 600C por trés dias). As cinzas foram dissolvidas em 2,5% £INO
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diluidas com lantanio a 0,5%, como La@m 2,5% HNGQ, e analisadas em
espectrofotdmetro de absorcao atbnieakin Elmer (Norwalk, CT, 5100 PC)

As farinhas de soja utilizadas foram desengorduradas conforme o
procedimento descrito nas Normas Analiticas do INSTITUTO ADOLFO LUTZ
(1985), em aparelho de Soxhlet, utilizando éter de petréleo como solvente
extrator.

As dietas-teste e de adaptacédo foram analisadas quanto ao teor de proteina,
pelo método macro-kjeldahl, segundo FRITZ e SCHENK (1969).

2.4. Determinacéo de hemoglobina e hematocrito

Os niveis de hemoglobina sanguinea foram determinados pelo método de

cianeto de metahemoglobina " Sigma Chemical Co", proposto pela AOAC
(1984), e o hematocrito foi determinado utilizando tubos capilares de
microhematocrito heparinizados. Colocou-se a cauda do rato em um recipiente de
agua morna e, em seguida, seccionou-se um pequeno segmento da porcao
terminal da cauda de cada animal, tendo o sangue sido rapidamente coletado nos
tubos heparinizados, preenchendo trés quartos de seu volume total para anélise
do hematdcrito. Foram pipetad@® pL de sangue diretamente da cauda do
animal e colocou-se em tubos de ensaio que continham 5mL de uma solucédo de
cianeto e ferrocianeto de potassio (solugcdo de Drabkin). Nesse método, o ion
ferroso (F&) foi obtido pelo cianeto ionizado, formando cianeto de
metahemoglobina, cuja concentracdo foi medida a 540 nm, em

espectrofotdbmetro.

2.5. Analise estatistica

Os resultados foram analisados por meio dos programas SAEG (Sistema
para Andlises Estatisticas e Genéticas) e o Statistica. Os dados qualitativos foram
analisados pelo teste F, por ANOVA, a 5% de probabilidade. Utilizou-se

contraste para avaliar as diferencas entre as médias dos tratamentos. Para os
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dados quantitativos utilizou-se teste F, por ANOVA, seguido da analise de

regressao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A biodisponibilidade de ferro de dietas-controle adicionadas de caseina e
sulfato ferroso e de dietas-teste que continham farinha de soja desengordurada,
com niveis normais e deficientes em ferro, foi estudada, utilizando a técnica de
marcacao extrinsec@Fe, em que o marcador foi adicionado na fonte protéica. O
método que utiliza marcador extrinseco € baseado na demonstracdo de que o
ferro marcado extrinsica e ou intrinsecamente € similarmente absorvido em uma
ampla variedade de alimentos (COOK et al., 1972), indicando que existe quase
completa troca de ferro em simplasol de ferro ndo-heme (HALLBERG et al.,

1974; JOHNSON et al., 1987). Entretanto, WEAVER et al. (1984) reportaram
gue a técnica de marcacao extrinseca pode estar associada a um erro de 20% na
estimativa da biodisponibilidade de ferro. Segundo MONSEN (1974), o
marcador extrinseco entra pool solavel de ferro ndo-heme e pode servir para
estimar a extenséo da absorcao de ferro daguele

Neste estudo, os animais ndo foram submetidos a um periodo de deplecéao,
pois, conforme reportado em outros estudos, em ratos anémicos, com dieta de
deplecédo e replecdo de hemoglobina, a absorcdo de ferro foi superestimada
(ROTRUCK e LUHRSEN, 1979; WEAVER et al., 1984; HURRELL, 1997). O
nivel de ferro do organismo € um dos mais importantes fatores fisiolégicos que
afeta a absorcdo de ferro. Esta absor¢cdo aumenta em resposta a deplecdo dos
estoques de ferro do corpo, e vice-versa (BENITO e MILLER, 1998).

A absorcdo de ferro, quando medida por técnicas que utilizam ferro
radioativo em animais, normalmente envolve a deplecdo dos animais com dieta
basal que contém caseina como fonte protéica, seguido de uma dieta-teste
marcada radioativamente (WELCH e VANCAMPEN, 1975). Utilizou-se, neste

estudo, isolado protéico de soja como fonte de proteina, na dieta de adaptacéo,
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para facilitar a ingestdo da dieta-teste a base de farinha de soja desengordura, ja
que os estudos reportados por JOHNSON e WEAVER (1983) mostram que o
tipo de proteina dietética em dietas pré-testes tem pouca influéncia nas medidas
de absorcao de ferro.

Apoés 12 dias de dieta de adaptacdo com niveis normais de ferro (25
ppm), os niveis de hemoglobina e hematdcrito dos animais ndo apresentaram
diferenca significativa (Quadros 3 e 4).

No Quadro 5 esta o teor de ferro das dietas-teste. As dietas das
variedades de soja com menor teor de ferro apresentaram 16 ppm e as dietas com
maior teor de ferro apresentaram aproximadamente 24 ppm.

Embora os ratos de diferentes grupos experimentais tenham recebido
uma mesma dieta durante o periodo de adaptacdo e o experimental, diferindo
apenas na ingestao da dieta-teste, houve diferenca de ganho de peso quando o0s
grupos experimentais foram comparados. Foi observada uma diferenca
significativa entre os grupos alimentados com dietas-teste de soja (16 ppm de
ferro) e entre o grupo controle, Fe (-) e testes com mesmo nivel de ferro
(16 ppm). Nao foi observada diferenca significativa no ganho de peso dos
animais entre 0s grupos que ingeriram dietas-teste de soja, UFV-116 e OCEPAR-
19, com nivel de aproximadamente 24 ppm de ferro. O mesmo foi observado ao
comparar o grupo-controle, Fe (+) e testes com mesmo nivel de ferro (~24 ppm)
(Quadros 3 e 4). Essas diferencas de ganho de peso ndo eram esperadas, visto
gue 0S grupos experimentais receberam apenas 3 g de dietas-teste com diferentes
niveis e fontes de ferro e proteina (caseina ou soja), sendo o restante da dieta
consumido, semelhante para todos os grupos. JOHNSON et al. (1987)
observaram que o aumento de peso e do consumo alimentar em ratos com dieta
de replecdo por 11 dias (12 para 25 ppm de ferro), nos grupos que receberam
sulfato ferroso, pode ser atribuido a sua elevada biodisponibilidade e ao potencial
biologico do sulfato ferroso.

Analisando as dietas-teste, pode-se observar que os teores de proteinas

entre 0S grupos experimentais apresentaram diferencas pequenas, embora
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significativas (p<0,05) (Quadros 3 e 4). Sabe-se que dietas com baixos teores de
proteina afetam a absorcdo e a retencdo de ferro (FITCH et al.,, 1964).
JOHNSON e WEAVER (1983) verificaram que o ferro total absorvido de
refeicbes-teste a base de farinha de soja foi maior em ratos recém-nascidos que
recebiam dieta que continha proteina animal (caseina ou galinha) do que ratos
recém-nascidos alimentados com dieta que continha proteina vegetal (soja e
trigo), mas a diferenca nao foi estatisticamente significativa. A absorcéao de ferro
de farinha de soja desengordurada nao foi significativamente diferente da farinha
de soja desengordurada ndo-autoclavada. Os resultados indicaram que o tipo de
proteina na dieta pré-teste possui pouca influéncia na absorcdo de ferro, em uma
simples dieta-teste.

O porcentual de dose retida e absorvida®e no corpo inteiro dos
animais foi significativamente menor em ratos alimentados com dietas
deficientes e normais em ferro de sulfato ferroso nos grupos controles e
significativamente maior em ratos alimentados com dietas normais e deficientes
em ferro da variedade 1, UFV-116, e variedade 2, OCEPAR-19. Tal fato ocorreu
em virtude de o teor de ferro da dieta-controle ser acidentalmente 100 vezes
superior ao da dieta-teste. A porcentagem de ferro absorvida cai com o aumento
da ingestédo de ferro, e a absorcédo de ferro aumenta em resposta a deplecédo dos
estoques de ferro corporal, e vice-versa (LAYRISSE e GARCIA-CASAL, 1997;
BENITO e MILLER, 1998). Neste estudo, embora todos os animais
apresentassem os niveis parcialmente repletados de hemoglobina e hematdcrito, a
dose de ferro oferecida na dieta controle foi 100 vezes maior que das dietas-
teste, o que levou a reducdo do porcentual de dose retida e absoriga de

Calculou-se o porcentual de retencéo e absorcdo corpotdteda partir
da equacado de regressao linear da transformacédo logaritmica do porcentual de
absorcao e do tempo obtidos a partir de cada tratamento (Quadros 5 e 7). A curva
do porcentual de absorcdo apresentou uma rapida reducdo do dia zero ao dia
cinco, aproximadamente, e apds o quinto dia de ingestdo da dose radioativa a

curva tendeu a uma linearidade, considerando qui€eon&do-absorvido tenha
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sido excretado. Assim, a extrapolacdo da porcao linear da curva, para o eixo Y,
obtida pela decaida do is6topo ingerido pelos animais para o tempo zero,
representa o porcentual ¥&e absorvido (Figura 1).

Quadro 3 - Niveis de hemoglobina e hematocrito dos ratos apos a ingestéo da diete
de adaptacao por 12 dias, ganho de peso dos ratos durante o experimento ¢
teor de proteina das dietas-teste*

Dietas Hemoglobina (%) Hematdcrito (%) Ganho de Peso (g) Proteina (%)

Fe (+) 9,13+ 0,9 40,72+ 2,25 115,11 10,88 21,95 0,47
Fe (-) 9,01+ 0,89 41,28 2,75 115,33 8,54 20,78: 0,42
V1 (+) 9,33+ 0,82 41,5G 1,32 111,6- 12,20 22,04 0,36
V1 (-) 9,00+ 0,63 41,221,56 109,8% 11,94 21,56 0,41
V2 (+) 9,17+ 1,2 43,28+ 4,99 110,44 15,01 23,04 0,07
V2 (-) 9,10+ 0,67 41,11 1,92 99,44 41 22,55 0,21

*Média £ desvio-padréo.

Fe (+) — Controle (adicionado de sulfato ferroso, fornecendo 25 ppm de ferro).

Fe (-) — Controle, (adicionado de sulfato ferroso, fornecendo 12 ppm de ferro).

V1 (+) - Farinha de soja desengordurada da variedade 1 (UFV-116), com 25 ppm de ferro

V1 (-) - Farinha de soja desengordurada da variedade 1 (UFV-116), com 12 ppm de ferro.

V2 (+) - Farinha de soja desengordurada da variedade 2 (OCEPAR-19), com 25 ppm de ferro.
V2 (-) - Farinha de soja desengordurada da variedade 2 (OCEPAR-19), com 12 ppm de ferro.

Quadro 4 - Grau de liberdade (GL) e quadrado médio (QM) dos contrastes para
hemoglobina e hematocrito dos ratos apds a ingestdo da dieta de adaptacac
por 12 dias, ganho de peso dos ratos durante o experimento e teor de
proteina das dietas-teste

Quadrado Médio Quadrado Médio
Fonte de Variacéo GL Hemoglobina Hematécrito Ganho de Peso  GL Proteina
Dietas (5) (0,1266)™ (7,2740)" (300,5074)*  (5) (1,8437)*
Fe(+) X Vi(+)Vo(+) 1 0,0847"™ 16,6667 115,5741° 1 0,7138
Fe(-) x Va(-) Va(-) 1 0,0093"™ 0,0740° 682,6667* 1 3,2626
Vi(+) X Va(+) 1 0,1057™ 14,2227* 1,3889% 1 1,4954*
V(=) x Va(-) 1 0,0446"™ 0,0556™ 490,8889* 1 1,46218
Vi(+) Va(-) X Vao(+) Vo) 1 0,0064"* 6,2500" 272,2500° 1 2,9574
Residuo 48 0,7885™ 7,5752" 120,7963 12 0,1242

As médias diferem entre si pelo teste F, por contraste, a 5% de probabilidade; ns= n&do-significativo .
5% de probabilidade.
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Figura 1 - Decaida do porcentual de retencdo e entre os grupos

experimentais.

O porcentual de retencdo e absorcéd’8e no corpo inteiro dos animais
foi maior (p<0,05) nos ratos alimentados com dietas que tinham ferro da
variedade 2, OCEPAR -19, quando comparado com os ratos que receberam dieta
com ferro da variedade 1, UFV-116, nos niveis normais e deficientes de ferro
(Quadros 5 e 6). A variedade 1 (UFV-116), que possui nivel maior de fitato
(1,33%), promoveu retencao de ferro menor (p<0,05) do que a variedade
comercial, 2 (OCEPAR-19), com teor de fitato de 1,03%, entre 0s grupos
alimentados com farinha de soja desengordurada com dietas deficientes ou
normais em zinco (Quadros 6 e 7). A Figura 1 apresenta a decaida do tracador
*Fe entre os grupos experimentais, do dia zero ao dia nove.

LYNCH et al. (1994) verificaram que a absorcdo de ferro de isolado

protéico de soja foi 18 vezes menor que a do isolado protéico de soja tratado com

84



enzima para retirada do fitato. Quando isolaram as fragdes de glicina e conglicina
da soja, verificaram que estas reduziram a absorcéo de ferro. A reducao de fitato
da fracdo de glicina (11S) e conglicina (7S) diminuiu o efeito inibitorio da
absorcao de ferro da glicina, e ndo da conglicina. Assim, os autores concluiram
gue os dois fatores inibitérios principais na absorcéo de ferro séo o acido fitico e
a proteina da fragcdo da conglicina. Por outro lado, BEARD et al. (1988) néo
reportaram efeito do conteddo elevado e baixo de fitato (1,74 e 0,85,
respectivamente) e variado teor de fosforo na absorcdo de ferro, em ratos que
receberam soja marcada intrinsecamente com ferro radioativo. O mesmo foi
observado em humanos, quando o conteudo de fésforo e fitato foi alterado.
Segundo esses autores, nao € possivel excluir a influéncia inibitoria do contetddo
de fosfato e fitato na absorcédo de ferro ndo-heme da soja, em ratos e humanos,
porque a influéncia é relativamente independente da concentracdo de fitato
guando dhresholdé alcancado.

HURRELL et al. (1992) mediram a absor¢cdo de ferro em uma férmula
liquida hidrolisada que continha amido de milho, 6leo de milho e clara de ovo ou
uma série de isolado protéico de soja com diferentes contedudos de fitato em
humanos. Foi verificado que a absor¢cdo de ferro aumentou de quatro a cinco
vezes quando &cido fitico foi reduzido de 4,9 a 8,4 para menos que 0,01 mg/g de
isolado protéico de soja. Até mesmo uma quantidade residual pequena de &cido
fitico foi inibitdria, e esta foi reduzida para menos de 0,3 mg/g de isolado para se
observar um aumento significativo da absor¢cdo de ferro, considerando neste
estudo que o acido fitico € o principal fator inibitorio na absorcao de ferro.

SHAW et al. (1995) verificaram, em seus estudos com jovens chineses
gue ingeriram dieta ndo-vegetariana e vegetariana, que a dieta vegetariana rica
em produtos de soja limitou a biodisponibilidade de ferro, ndo sendo adequada
para manter o balanco de ferro em homens e mulheres. HUH et al. (1999)
observaram que a casca da soja, que possui 32% do ferro total da semente,
apresentou elevada biodisponibilidade de ferro em ratos normais e anémicos,

sendo portanto uma efetiva fonte de suplementacé&o de ferro.

85



Quadro 5 - Retencdo e absor¢ado’#@ no corpo inteiro de ratos alimentados com
dietas de farinhas de soja desengorduradas e caseina, extrinsecamente
marcadas comFeCk**

Dietas Dieta-teste  Dieta-teste Ferro *Fe corpo  Inteiro Ferro
Ferro (mg/g) consumida (g) consumido Retencéo Absorcéo absorvido*
(mg) (%) dose (%) (mg)
Fe (+) 3,193 2,54+ 0,48 8,104 1,517 5,44 0,08 16,0 1,297
Fe (-) 1,666 2,83+ 0,21 4,714:0,354 8,93 0,09 21,0 0,99
V1 (+) 0,024 2,96+ 0,07 0,07k 0,002 40,7 0,13 60,0 0,043
V1 (-) 0,016 2,97+ 0,08 0,048t 0,001 40,1# 0,11 59,5 0,028
V2 (+) 0,023 2,72+ 0,32 0,063 0,007 43,91 0,09 62,0 0,039
V2 () 0,016 2,99+ 0,04 0,048 0,001 42,6 0,12 61,0 0,029

*Total de ferro consumido x percentual de dose absorviddéttia + desvio-padrao.

Fe (+) — Controle (adicionado de sulfato ferroso, fornecendo 25 ppm de ferro).

Fe (-) — Controle, (adicionado de sulfato ferroso, fornecendo 12 ppm de ferro).

V1 (+) - Farinha de soja desengordurada da variedade 1 (UFV-116), com 25 ppm de ferro

V1 (-) - Farinha de soja desengordurada da variedade 1 (UFV-116), com 12 ppm de ferro.

V2 (+) - Farinha de soja desengordurada da variedade 2 (OCEPAR-19), com 25 ppm de ferro.
V2 (-) - Farinha de soja desengordurada da variedade 2 (OCEPAR-19), com 12 ppm de ferro.

Quadro 6 - Grau de liberdade (GL) e quadrado médio (QM) dos contrastes par:
retencdo e absorcdo d¥e no corpo inteiro de ratos alimentados com
dietas de farinhas de soja desengorduradas e caseina, extrinsecamen
marcadas comiFeCk

Quadrado Médio Quadrado Médio

Fonte de Variacao GL Dieta-teste GL Dieta—te.ste Ferro Consumidd?g?:t:r:]%ég ige FerrF)

Fe (mg/g) Consumida (mg) 13 Absorvido*

(mg) (% Dose) (mg)
Dietas (5) (5,3515)* (5) (0,2839)*  (107.1728) (2909,6783,034483)*
*

Fe(+) X Vi(+)Va(+) 1 20,0975* 1 0,5541* 387,5674* 8152,646* 9,4636*
Fe(-) X Va(-) Va(-) 1 5,4625* 1 0,1329 130,6708* 6318,602* 5,5447*
Vi(+) X Va(+) 1 0,00000f* 1 0,2520° 0,000318° 46,6341* 0,00006%
V(=) X Vo) 1 0,00004¥ 1 0,0016° 0,000000f° 26,4310* 0,00000%
Vi(+) Va(-) x Vo(+) Vo(-) 1 0,000027 1 0,1067° 0,000148° 71,6407* 0,00001%
Residuo 12 0,0151 54 0,06454 0,4045 0,01064 0,0107

* As médias diferem entre si pelo teste F, por contraste, a 5% de probabilidade, e ns= néatismaif
5% de probabilidade.
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Quadro 7 - Equacdo de regressdo linear da transformacdo logaritmica do
porcentual de retencdo e do tempo obtidos a partir de cada

tratamento

Dietas Equacio R FA p

Fe (+) y=1,92756 -1,19211*t 0,83 * 0,00
Fe () y=1,92296 - 0,978951% 0,83 * 0,00
V1 (+) y=1,95291 - 0,344642*t 0,43 ns 0,00
V1(-) y=1,95829 -0, 356494*t 0,60 * 0,00
V2 (+) y=1,96351 - 0,321965*t 0,38 ns 0,00
V2 (-) y=1,94855 - 0,320709*t 0,40 ns 0,00

y= % retencéao, t = tempo (dias), FA = falta de ajuste da regresséao,* significativa, ns =
nao-significativa e p= probabilidade.

Fe (+) — Controle (adicionado de sulfato ferroso, fornecendo 25 ppm de ferro).

Fe (-) — Controle, (adicionado de sulfato ferroso, fornecendo 12 ppm de ferro).

V1 (+) - Farinha de soja desengordurada da variedade 1 (UFV-116), com 25 ppm de ferro

V1 (-) - Farinha de soja desengordurada da variedade 1 (UFV-116), com 12 ppm de ferro.

V2 (+) - Farinha de soja desengordurada da variedade 2 (OCEPAR-19), com 25 ppm de ferro.
V2 (-) - Farinha de soja desengordurada da variedade 2 (OCEPAR-19), com 12 ppm de ferro.

SAHA et al. (1994) verificaram que a razdo molar fitatoFem trés
refeicbes-teste, com baixo, médio e elevado teor de fitato, foi de 2,65, 14,71 e
21,14, respectivamente. A significativa reducdo da absorcac°rie foi
observada em ratos alimentados com refeicdo-teste a base de farelo de trigo, em
gue a razao molar foi igual ou superior a 14,71. Neste estudo, a razdo molar
fitato:ferro foi de 0,039 para UFV-116 e 0,052 para OCEPAR-19, ndo podendo
explicar a pequena reducéo (p< 0,05) da retenc&drdena variedade 1, UFV-

116, com maior teor de fitato.

JOHNSON e WEAVER (1983) verificaram que a retencadc ge foi
significativamente maior para sulfato ferroso por gavage do que para aqueles
animais que receberam dieta-teste marcada. Tal fato pode ser atribuido a menor
guantidade de ferro total na dose por gavage do que na refeicao-teste.

JOHNSON et al. (1987) verificaram que a biodisponibilidade de ferro de

proteina de soja foi 96%, comparado a do sulfato ferroso. Neste estudo, nao foi
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possivel fazer esta comparacdo, porque os teores de ferro entre as dietas com
fonte de ferro de sulfato ferroso e das variedades de soja foram diferentes.

WEAVER et al. (1984) reportaram que a retencdd’fe em farinha de
soja desengordurada foi 38£78,9, consumindo um total de 19@ de ferro
numa porgcao de aproximadamente 7 g de dieta-teste, em ratos anémicos com
hematdcrito de 30% e hemoglobina em torno de 6,4 g/100 mL, enquanto em
ratos normais em ferro, com hematocrito em torno de 54 % e hemoglobina
16 g/100 mL a retencao foi de 1®73,9, consumindo um total de 19@ de
ferro. No presente estudo, a retencdG’Be em farinha de soja desengordurada
das diferentes variedades de soja foi superior a dos estudos citados,
provavelmente pelo fato de o conteudo total de ferro ingerido na dieta-teste ter
sido menor. Também, no estudo citado anteriormente, 0os animais receberam
isolado protéico de soja somente seis dias antes de receberem a dieta-teste,
enquanto neste estudo os animais receberam isolado protéico de soja por 12 dias.
E possivel que animais mantidos com isolado protéico de soja por um periodo de
ajustamento maior sejam capazes de se adaptar a componentes da soja que
inibem a absorgéo de ferro, reduzindo, assim, a influéncia inibitoria de produtos
de soja.

O teor total de fibra alimentar de ambas as variedades foi de
aproximadamente 2%. Em virtude do baixo teor, provavelmente a fibra néo
interferiu na absorcédo de ferro. HUH et al. (1999) observaram que o ferro da
casca da soja apresenta elevada biodisponibilidade em ratos em crescimento,
embora a quantidade de fibra da dieta de replecdo com casca da soja seja
aproximadamente duas vezes maior que 0 grupo com dieta-controle, de onde se
pode concluir que a fibra presente na casca da soja ndo afeta a absorcéo de ferro.
O mesmo foi observado por FLY et al. (1996), em que a hemicelulose presente
na casca da soja ndo afetou a biodisponibilidade de ferro em galinhas que
receberam dieta que continham casca de soja.

O teor de ferro absorvido n&o diferiu entre as dietas que continham farinha
de soja desengordurada da variedade 1, UFV-116, e da variedade 2, OCEPAR-
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19. Entretanto, as dietas-controle, adicionadas de sulfato ferroso e caseina,
apresentaram maior nivel de ferro consumido (P< 0,05) em relacéo as variedades
de soja, por causa do erro experimental no preparo da porcédo de 3 g de dieta.
Pode-se concluir os ratos que ingeriram uma porgao de 3 g de dietas-teste
com niveis normais e deficientes em ferro (~24 e 16 ppm ), a base de farinha de
soja desengordurada, apresentaram retencddrdesimilar. A nova variedade,
UFV-116 com maior teor de fitato, sem lipoxigenases 2 e 3, apresentou menor
retencdo de*’Fe (p<0,05) que a variedade comercial, OCEPAR-19. O
melhoramento genético realizado com o objetivo de obter uma variedade com
melhor sabor é de grande importancia, entretanto deve-se preocupar com 0S
fatores antinutricionais, como fitato, pois este pode afetar a absorcédo de ferro,

assim como a de zinco reportado no Capitulo 3.
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Quadro 1 - Decaida do porcentual de retencdOr#eem ratos alimentados com
farinha de soja desengordurada de diferentes variedades de soja e

caseina
Tempo Fe (+) Fe (-) V1 (+) V1 () V2 (+) V2 (-)
0 100,0+ 0,00 100,Gt 0,00 100,Gt 0,00 100,Gt 0,00 100,G: 0,00 100,G: 0,00
1 43,02+ 17,83 46,4%F 14 71,00t 22,7 72,0 19,93 77,3%27,36 70,6& 23,13
3 10,07+ 5,02 12,9%# 3,02 48,63 16,90 46,5& 9,77 51,55 18,62 49,4% 16,36
5 8,12+ 2,62 12,5G 2,72 47,0k 16,17 45,14 9,22 50,81 18,56 49,16 15,92
7 8,13+ 2,75 12,68 2,87 48,05 16,98 45,93 10,61 51,%# 18,97 50,25 16,28
9 8,45+ 2,89 12,65 2,74 49,82+ 17,37 47,6& 11,12 53,2% 19,32 51,5% 16,74

Fe (+) — Controle (adicionado de sulfato ferroso, fornecendo 25 ppm de ferro).
Fe (-) — Controle, (adicionado de sulfato ferroso, fornecendo 12 ppm de ferro).

V1 (+) - Farinha de soja desengordurada da variedade 1 (UFV-116), com 25 ppm de ferro
V1 (-) - Farinha de soja desengordurada da variedade 1 (UFV-116), com 12 ppm de ferro.
V2 (+) - Farinha de soja desengordurada da variedade 2 (OCEPAR-19), com 25 ppm de ferro.
V2 (-) - Farinha de soja desengordurada da variedade 2 (OCEPAR-19), com 12 ppm de ferro.

Quadro 2 - Ganho de peso dos animais durante o periodo experimental (n=9)

Dietas Pesdnicial Peso Final Ganho de Peso
(9) (9) (9)

Fe (-) 179,22+ 9,65 294,33 14,31 115,1% 10,88
Fe (+) 179,67+ 8,35 295,@t 15,35 115,33 8,54
V1 (+) 180,22+ 7,26 291,22 15,16 111, 12,20
V1 (-) 179,67+ 7,26 289,5& 16,16 109,84 11,94
V2 (+) 180,11+ 7,77 290,55 18,26 110,44 15,01
V2 (-) 180,67+ 7,02 280,1%* 9,28 99,4441

Fe (+) — Controle (adicionado de sulfato ferroso, fornecendo 25 ppm de ferro).

Fe (-) — Controle, (adicionado de sulfato ferroso, fornecendo 12 ppm de ferro).

V1 (+) - Farinha de soja desengordurada da variedade 1 (UFV-116), com 25 ppm de ferro

V1 (-) - Farinha de soja desengordurada da variedade 1 (UFV-116), com 12 ppm de ferro.

V2 (+) - Farinha de soja desengordurada da variedade 2 (OCEPAR-19), com 25 ppm de ferro.
V2 (-) - Farinha de soja desengordurada da variedade 2 (OCEPAR-19), com 12 ppm de ferro.
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RESUMO E CONCLUSOES

O objetivo deste trabalho foi avaliar os fatores anti-nutricionais, o teor de
minerais e a biodisponibilidade de ferro, céalcio e zinco de uma nova variedade de
soja (UFV-116) desenvolvida pelo BIOAGRO (Instituto de Biotecnologia
Aplicada a Agropecuaria da Universidade Federal de Vicosa), sem as
lipoxigenases 2 e 3, em comparagdo com uma variedade comercial (OCEPAR-
19), que possui lipoxigenases 1, 2 e 3, que foram obtidas na forma de farinha
integral.

Inicialmente, determinou-se o teor de fibra alimentar, fitato, oxalato,
inibidor de tripsina e minerais, entre as variedades. Os teores de fibra alimentar
total para variedade 1, UFV-116, e variedade 2, OCEPAR-19, foram de 2,11 e
2,10, respectivamente. A variedade 1 possui significativamente maior teor de
acido fitico (1,33%) e oxalato (0,381%) que a variedade 2 (fitato, 1,03% e
oxalato 0,198 %). A porcentagem de inibicdo da tripsina foi de 9,02 e 7,22 mg
tripsina inibida/g proteina para UFV-116 e OCEPAR-19, respectivamente.

Quanto aos minerais, os niveis de Ca, K e Mg da UFV-116 foram
superiores (p<0,05) aos de OCEPAR-19, que por sua vez possui maior teor de
ferro. Nao houve diferenca significativa para o teor de zinco e sédio entre as

variedades. Dos minerais analisados, 0 potassio apresentou a maior concentragcao
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para ambas as variedades, seguido pelo magnésio e calcio. Menores
concentragcOes foram observadas, em ambas as variedades, para zinco e ferro.

Os resultados encontrados foram, em sua maioria, semelhantes aos dados
de literatura para as duas variedades, e as diferencas podem ser devido ao
genotipo, aos fatores climaticos, a variedade, ao armazenamento, ao
processamento, ao melhoramento genético e as diferencas metodoldgicas de
determinacéao.

No primeiro experimento, a absor¢cdo de calcio entre as variedades
testadas foi avaliada pela técnica de marcacéo extrinsecd@anmo fémur dos
animais. Ratos machos (de 150 a 178g)ague Dawleyoram distribuidos em
quatros grupos (n=10/grupo). Todos os animais foram adaptados a consumir 3 g
de dieta-teste, contendo 30% de farinha de soja (UFV-116 e OCEPAR-19), 60%
de acucar e 8% de dleo de milho. As dietas continham aproximadamente 128,15
e 121,03 mg Ca/g para as variedades UFV-116 e OCEPAR-19, respectivamente.
A razdo molar oxalato:célcio entre as dietas-teste, que continham farinha de soja
integral das variedades UFV-116 e OCEPAR-19, foi 0,81 e 0,52,
respectivamente.

Dois grupos receberam uma dose de 3g de dieta-teste, contendo farinha de
soja integral, um de cada variedade, marcada copCiLfle *°Ca (dose oral). Os
outros dois grupos (controles) receberam dieta semelhante sem marcador
radioativo e, apos 1 hora, receberam uma dose intraperitonial (IP) de 0,3 mL de
solucdo salina 0,9% contendo UTi de “°Ca. Quarenta e oito horas apés
receberem as dietas-teste, os animais foram sacrificados e analisou-se o teor de
“Ca em seus fémures. A absorcdo fracional foi equivalente entre a nova
variedade de soja e a variedade comercial. A nova variedade, sem as
lipoxigenases 2 e 3, é uma fonte comparavel de biodisponibilidade de calcio.
Assim, a diferenca da razdo oxalato:calcio e do conteddo de oxalato (p<0,05)
entre as variedades nao parece ter sido capaz de reduzir a absorcao de calcio.

No segundo experimento, a absor¢éo de zinco entre as variedades testadas

foi avaliada por meio do método de retencdo corporal total e do fémur, do
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marcador radioativd®Zn. Ratos machos, da ra@prague-Dawley(de 150 a

170 g), foram distribuidos em seis grupos (n=10). Duas semanas antes de
receberem as dietas-teste, dois grupos foram alimentados com dietas
experimentais adequadas em zinco (30 mg/kg de dieta), e outros dois grupos com
dietas deficientes em zinco (9 mg/kg de dieta), nos quais farinha de soja
desengordurada de diferentes variedades de soja foram utilizadas. Dois outros
grupos (controles) receberam clara de ovo em p6 como fonte de proteina (28,9%)
e ZnSQ.H,0 como fonte de zinco (9 e 30 mg/kg de dieta). Os animais receberam
3 g de dieta-teste, semelhante as dietas experimentais, marcad&c6ix
(0,25.Ci). A retencdo d&Zn (cpm) foi medida num contador de corpo inteiro,
durante 13 dias. Os fémures direitos dos animais foram retirados e a atividade de
®5Zn e o teor total de zinco foram analisados.

O porcentual de retencdo d&n nos fémures e no corpo inteiro dos
animais foi maior (p<0,05) em ratos que receberam dietas deficientes em zinco.
A retencédo foi maior (p<0,05) em ratos alimentados com dieta deficiente em
zinco (controle) e menor (p<0,05) em ratos alimentados com dieta normal em
zinco (controle), quando comparado com 0s outros grupos alimentados com
dietas a base de soja. Nos grupos que receberam farinha de soja desengordurada,
de ambas as variedades, n&o foi observada diferenca (p<0,05) na reténgéo de
nos fémures entre ratos que receberam dietas deficientes ou normais em zinco.
Entretanto, a retencéo e a absor¢ad8’@e no corpo inteiro dos animais para a
variedade 1 (UFV-116), que possui nivel maior de fitato (1,33%), apresentou
uma retencdo de zinco menor (p>0,05) do que a variedade comercial, 2
(OCEPAR-19), com teor de fitato de 1,03%.

A retencdo d€°Zn no fémur correlacionou-se com a retencgéo corporal
total de®Zn, pelo teste "t" de Student, para dados pareados (p=0, 00). Porém, a
contagem de corpo inteiro foi um indicador mais sensivel da retendagnje
pois detectou-se diferenca na retencdo de zinco entre as variedades de soja
testadas com diferentes teores de zinco (9 e 30 ppm de zinco) e fitato. As razdes

molares fitato:zinco e fitato x calcio:zinco e 0s niveis de fitato entre as
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variedades de soja podem explicar o efeito do fitato na reducao da absorcédo de
zinco entre as variedades de soja testadas. Assim, ratos que ingeriram dietas
deficientes em zinco apresentaram maior absorcao do mineral. As variedades de
soja apresentaram uma boa absorcdo de zinco, embora a nova variedade com
maior teor de fitato, sem lipoxigenases 2 e 3, tenha apresentado uma reducéo na
absorcdo de zinco (p<0,05), quando comparada com a variedade comercial,

OCEPAR-19.

No terceiro experimento, a absorcao de ferro entre as variedades testadas
foi avaliada pela técnica de marcacdo extrinseca toe avaliando seu
porcentual de retencéo corporal total, em animais. Ratos machos (de 150 a 170 g)
foram distribuidos em grupos de seis (n= 9 ratos/grupo), os quais foram
previamente adaptados, por um periodo de 12 dias, a consumir uma dieta a base
de isolado protéico de soja, fornecendo 16 % de proteina e 25 ppm de ferro. Um
dia antes de receberam a dieta-teste, os animais foram distribuidos de forma a
padronizar os niveis de hematdécrito (~42%), hemoglobina (~9 g/dl) e peso entre
0S grupos experimentais. Apoés 16 horas de jejum, 0s animais receberam 3 g de
dieta-teste marcada cottireCk (0,2uCi). As duas variedades foram testadas nos
niveis de 12 e 25 ppm de ferro, de farinha de soja desengordurada. Dois outros
grupos-controle receberam caseina como fonte de proteina e sulfato ferroso,
como fonte de ferro. Todas as dietas continham ~29% de proteina. A retencao de
*°Fe (cpm) foi medida num contador de corpo inteiro durante nove dias.

O porcentual de retencdo e absorcéd’8e no corpo inteiro dos animais
foi maior (p<0,05) nos ratos alimentados com dietas de farinha de soja
desengordurada da variedade 2, OCEPAR -19, quando comparado com ratos que
consumiram a variedade 1, UFV-116, nos niveis normais e deficientes em ferro.
Os ratos que ingeriram dietas-teste com niveis normais e deficientes em ferro
(~24 e 16 ppm ), a base de farinha de soja desengordurada, apresentaram
retencdo deFe similar. Entretanto, a retencédo HEe da dieta-controle foi
menor que das farinhas de soja desengorduras testadas. Tal fato aconteceu

porque as dietas-controle apresentaram um teor de ferro ~100 vezes superior ao
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da dieta-controle, podendo ser explicado, neste caso, que o efeito da absorcéo
depende da dose administrada de ferro. No entanto, pode-se concluir que a nova
variedade, UFV-116 com maior teor de fitato, sem lipoxigenases 2 e 3,
apresentou menor retencdo’dee (p<0,05), quando comparada com a variedade
comercial, OCEPAR-19.

A biodisponibilidade de zinco e de ferro foi menor na nova variedade
(UFV-116), possivelmente devido ao seu maior conteddo em fatores
antinutricionais, especialmente de fitato. Seu mais alto teor em oxalato,

entretanto, ndo implicou reducéo na biodisponibilidade de calcio.
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