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RESUMO

FONTES, Paulo Roggério, D.S., Universidade Federal de Vigosa, marco de 2006.
Valor protéico, biodisponibilidade de ferro e aspectos toxicoldgicos
de mortadelas formuladas com sangue tratado com mondéxido de
carbono. Orientador: Lucio Alberto de Miranda Gomide. Conselheiros:
Neuza Maria Brunoro Costa e Luiz Alexandre Peternelli.

Visando o aproveitamento do sangue animal para consumo humano,
estudou-se o efeito da substituicdo, em niveis de 0, 5, 10, 15 ¢ 20% de
carne por sangue liquido tratado com monéxido de carbono (CO) sobre a
qualidade protéica, biodisponibilidade de ferro, os teores de proteinas,
lipidios e ferro. Também se estudou os parametros bioquimicos séricos,
hematologicos e histologicos de ratos alimentados com dietas a base de
mortadelas para se avaliar o potencial toxicoldogico da ingestdo de
produtos carneos formulados com sangue tratado com CO, uma vez que
esta informag¢ao nao estd disponivel na literatura. Os valores de lipidios e
proteinas das mortadelas com diferentes niveis de adi¢do de sangue ndo
diferiram (P>0,05) entre si. O aminograma das mortadelas mostrou que

todas apresentaram escore quimico maior que 100%, indicando auséncia
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de aminoacidos limitantes. Os resultados do PDCAAS ndo indicaram
diferenga entre as mortadelas. A qualidade protéica foi avaliada por
ensaios bioldgicos em ratos pela determinagdo do Coeficiente de
Eficiéncia Protéica (PER), da Razdo Protéica Liquida (NPR) e da
digestibilidade verdadeira. Os valores de PER, PER Relativo, NPR ¢ NPR
Relativo das dietas a base de mortadelas nao diferiram (P>0,05) daqueles
obtidos para a dieta a base de caseina. Entre as mortadelas, aquela
formulada com nivel de 15% de sangue apresentou valores de PER,
PERR, NPR ¢ NPRR superiores (P<0,05) aos dos demais niveis testados.
A digestibilidade verdadeira da dieta de caseina (93,99%) foi superior
(P<0,05) a das dietas de mortadelas. Entre as mortadelas, o aumento na
adigdo de sangue promoveu reducao (P<0,05) da digestibilidade, que,
ainda assim, se manteve acima de 90%. Verificou-se que nao houve
alteracdo nos niveis séricos de albumina, bilirrubina, creatinina e
triacilglicerol, glicose e alanina aminotransferase (ALT) quando
comparados com a dieta a base de caseina. Em relagdo ao colesterol, a
dieta de caseina alcancou valor inferior (P<0,05) ao das dietas de
mortadelas formuladas com 10 e 20% de sangue. J& para aspartato
aminotransferase (AST), a dieta de caseina apresentou um nivel superior
(P<0,05) ao das dietas de mortadelas formuladas com 0, 15 e 20% de
sangue. Apesar dos testes estatisticos terem evidenciado efeito da
substituicdo de carne por sangue sobre os niveis de glicose, creatinina,
AST e ALT, entre os niveis testados, os valores de todos os tratamentos
estavam dentro da faixa de normalidade. Quanto a hemoglobina, os ratos
que consumiram dietas a base de mortadela ndo apresentaram diferenca
(P>0,05) em relagdo aqueles submetidos a dieta de caseina. Também nao
houve diferenca (P>0,05) entre os niveis de sangue quanto ao teor de
hemoglobina. Os exames macro e microscopico dos animais nao
mostraram alteracdo anatomopatoldégica que pudesse ser atribuida ao
efeito do CO sobre 6rgdos e tecidos analisados. O ensaio para o estudo do

efeito do CO sobre dosagem sanguinea de carboxiemoglobina (COHDb)
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mostrou que as concentragdes ndo variaram (P>0,05) em func¢do dos niveis
de sangue adicionados na mortadela. O aumento na adi¢do de sangue
promoveu elevagao (P<0,05) do teor de ferro das mortadelas. Entretanto,
ao se considerar todos os niveis de repleg¢ao (6, 12 e 24 mg de Fe/kg de
dieta), a biodisponibilidade de ferro, avaliada por meio da recuperacdo
dos niveis de hemoglobina em ratos anémicos, indicou que as dietas de
mortadelas apresentaram eficiéncia semelhante (P>0,05) na recuperacdo
de hemoglobina e comparavel a da dieta-padrao de sulfato ferroso. Porém,
ao se considerar apenas o nivel de replecao de 24 ppm de ferro na dieta,
observou-se uma tendéncia de aumento na biodisponibilidade de ferro
com a elevacdo no nivel de utilizagdo de sangue nas mortadelas. Neste
nivel de replecdo (24 ppm) apenas a dieta de mortadela formulada com
20% de substituicdo de carne por sangue apresentou ganho de
hemoglobina similar ao da dieta controle de sulfato ferroso. No periodo de
14 dias do experimento, observou-se incremento no ganho de
hemoglobina proporcional a adi¢cdo de ferro na dieta, demonstrando que
grande parte do ferro fornecido pelas mortadelas foi absorvida, embora
nenhuma das fontes (inclusive sulfato ferroso) fosse capaz de restituir os
niveis de hemoglobina em ratos, mesmo quando foram fornecidas 24 mg
de Fe/kg de dieta. Em resumo, as mortadelas, independente dos niveis de
sangue adicionados, apresentaram proteina de alta digestibilidade e valor
nutricional, além de ferro de boa biodisponibilidade. Diante dos
parametros avaliados, pode-se concluir que a presenca do CO nos
embutidos nao ¢ téxica, como sugerido pelos parametros bioquimicos,
especialmente os niveis de COHb no sangue dos ratos. Assim, sangue
tratado com CO pode ser empregado, em substituicdo a carne, em

produtos carneos em niveis de até 20%.
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ABSTRACT

FONTES, Paulo Rogério, D.S., Universidade Federal de Vigosa, March, 2006.
Protein nutritive value, iron bioavailability and toxicological aspects of
mortadela formulated with blood treated with carbon monoxide. Adviser:
Lacio Alberto de Miranda Gomide. Committee Members: Neuza Maria
Brunoro Costa and Luiz Alexandre Peternelli.

Aiming a greater animal blood use for human consumption, the
effect of substituting beef for carbon monoxide treated pork blood at
levels of 0, 5, 10, 15 and 20% 1n mortadela’s formulation was evaluated in
Wistar rats fed mortadela based diets for protein quality, iron
bioavailability, protein, fat and iron concentration. Blood serum
biochemical parameters, hematological and histological parameters were
also evaluated in order to establish the toxicological potential of ingesting
meat products formulated with the addition of carbon monoxide treated
blood, an information not available in the literature. Mortadela’s fat and
protein levels were not affected (P>0.05) by blood substitution level while
its iron level increased (P<0.05) with increasing blood level of addition.
The aminograms showed that all the formulated mortadelas had chemical
score above 100% indicating absence of limiting aminoacids. PDCAAS

results did not show differences among the various mortadelas. Protein
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quality was evaluated by biological assays with Wistar rats as Protein
Efficiency Ratio (PER), Net Protein Ratio (NPR) and true digestibility.
PER, PERR, NPR and NPRR did not differ (P>0.05) from those of casein
based control diet. Among the mortadelas those formulated with 15% of
beef replacement for blood presented higher (P<0.05) PER, PERR, NPR
and NPRR values than the other levels. Casein diet had higher (P<0.05)
true digestibility (93.99%) than all the mortadela containing diets. Among
the mortadela containing diets an increase in beef replacement lead to a
decrease (P<0.05) in digestibility which, even so, was held above 90%.
Compared to the casein based diet, the administration of mortadela based
diets did not produce (P>0.05) alterations on blood serum levels of
albumin, bilirubin, creatinine and triglycerides, glucose and GTP
(Glutamic Pyruvic Transaminase). For serum cholesterol levels, casein
based diets presented lower (P<0.05) levels only than that of mortadela
based diets containing 10% and 20% replacement of beef for blood. As for
GOT (Glutamic Oxalacetic Transaminase), casein based diets presented
lower (P<0.05) levels than that of mortadela based diets containing 0%,
15% and 20% replacement of beef with blood. Despite statistical evidence
of effect of beef replacement level on glucose, creatinine, GTP and GOT
levels the values of all of them were within the normal range. Also, blood
hemoglobin content of rats consuming mortadela based diets did not differ
(P>0.05) from that of rats on casein based diets. There was no effect, as
well, of level of beef replacement with blood on rats blood hemoglobin
content. Macro and microscopic exams did not evidence anatomic-
pathological alterations that could be attributed to the CO effect over the
analyzed organs and tissues. The assay relating the effect of
carboxyhemoglobin ingestion on blood COHb level did not evidence
differences (P>0.05) due to levels of beef replacement for CO treated
blood in the mortadelas formulations. Increasing blood addition in the
formulation lead (P<0.05) to an increase in mortadela’s iron content. Even

so, considering all the iron repletion levels (6, 12 and 24 mg Fe/kg of
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diet), iron bioavailability, evaluated through hemoglobin recovery levels
in anemic rats, indicated that mortadela based diets had a similar
hemoglobin recovery efficiency that was comparable to that of the ferrous
sulfate. However, considering only the 24 ppm iron repletion level there
was (P<0.05) a tendency of increasing iron bioavailability with increasing
substitution of meat for blood in mortadela’s formulation. In this repletion
level (24 ppm) only mortadela diet formulated with 20% of meat
substitution for blood revealed hemoglobin gain similar to that of the
control ferrous sulfate diet. In the 14 days of the experiment there was an
increase (P<0.05) in blood hemoglobin gain with increasing diet iron
content suggesting that a great proportion of the mortadelas iron was
absorbed. Even so, none of the iron sources, including ferrous sulfate, was
able to restore the normal hemoglobin levels of the rats, even when the
diet contained 24 mg Fe/kg of diet. In conclusion, independent of the
levels of beef replacement with blood, the mortadelas presented protein of
high quality and digestibility as well as iron of good bioavailability. From
the parameters evaluated it can be also be concluded that the presence of
CO in sausages does not present toxicological hazard, since it did not alter
the biochemical indexes, specially the blood COHb level, which is an
indication of its safety when used in meat products. So, carbon monoxide
treated blood may be used, as a replacement for meat, in meat sausages at

levels up to 20%.
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1. INTRODUCAO

O aumento da populacdo mundial e os altos custos de produgdo da
agricultura convencional incentivaram, nas ultimas décadas, as pesquisas sobre
fontes alternativas de proteina.

Do processamento de carne resultam diversos subprodutos: sangue,
visceras e 0ssos, dentre outros. Uma tarefa muito importante da industria de
carne ¢, entdo, a maxima transformagdo desses subprodutos, dentre os quais se
destaca o sangue, em produtos alimenticios, o que viria contribuir na
suplementacao do nivel de proteinas e aumentar a eficiéncia dessa industria.

O Brasil produz, anualmente, em seus abatedouros cerca de 655 milhdes
de litros de sangue (ANUALPEC, 2005), que até o momento ¢ mal aproveitado,
sendo usado, apenas em parte, em ragdes para animais e fertilizantes ou na
elaboracdo de chouricos ¢ molhos. A maior parte ¢ lancada nos mananciais
hidricos constituindo-se em significativa fonte poluidora (MOURE et al., 1998).
Com conteudo protéico elevado (18%), semelhante ao da carne, o sangue animal
poderia ter um aproveitamento mais intensivo e racional no Brasil, como se faz
em alguns paises da Europa.

O ferro ¢ outro componente importante no sangue, onde existe em
concentra¢do 10 vezes maior (0,30 mg/g) do que na carne (GORBATOV, 1988).

Esse elevado teor de ferro heme presente no sangue, associado a sua excelente



biodisponibilidade quando comparado com o ferro ndo-heme, pode ajudar na
preven¢ao de anemias com a inclusdo do sangue na alimentagdo humana, visto
que no Brasil a prevaléncia da anemia ¢ de 20% em adolescentes, de 15 a 30%
em gestantes e de até¢ 50% em criancas de 6 a 60 meses (BRASIL, 2002).

No Brasil, onde a deficiéncia protéica e de ferro constitui sério problema
de alimentac¢do, ¢ muito importante que se desenvolva uma tecnologia apropriada
para o aproveitamento do sangue animal que permita a industria incorpora-lo na
alimentagdo humana. Além disso, as proteinas do sangue, particularmente as do
plasma, apresentam elevado valor nutritivo ¢ excelentes propriedades funcionais
para serem usadas como ingredientes em um grande numero de produtos carneos.

Por outro lado, o sangue, quando ndo sofre aproveitamento para
consumo humano ou animal, representa um importante fator de aumento da
demanda bioquimica de oxigénio (DBO) e de solidos totais nos efluentes,
gerando aumento de custos no tratamento de residuos, além de determinar perda
de eficiéncia do reator. Por outro lado, esses custos podem levar a tentacao do
seu descarte sem tratamento prévio, determinando o comprometimento dos
mananciais de 4gua, um recurso cada vez mais ameacgado e escasso. Assim, 0 uso
racional e comercial de sangue ¢ uma das medidas previstas na ferramenta
Tecnologias Limpas, permitindo a queda da poluicdo industrial e, assim,
possibilitando a certificacdo ISO 14.000 da empresa.

Segundo dados do ANUALPEC (2005), em 2004 o abate de bovinos ¢
suinos no Brasil gerou cerca de 609.000 toneladas de sangue, correspondendo a
cerca de 109.000 toneladas de proteina e 183 toneladas de ferro heme, nao
aproveitadas para a alimentacdo humana.

Apesar das potencialidades apresentadas, a pequena utilizacdo de sangue
para consumo humano tem como principal obstaculo a coloragcdo escura dos
produtos a base de sangue, ou aos quais este ¢ adicionado. Tentativas para
solucionar este inconveniente tém sido baseadas na adi¢dao das fragoes isoladas
do sangue, plasma ou globina descolorida, nos produtos carneos processados. No
entanto, tais alternativas reduzem a utilizacdo de parte da proteina disponivel e

diminui a biodisponibilidade do ferro heme, ou causam problemas sensoriais e



nutricionais. Além disso, a adicdo de sangue descolorido leva a geracao de
produtos carneos palidos, impedindo sua adi¢do em niveis elevados.

Entretanto, estudos recentes em nossos laboratérios (FONTES et al.,
2004; FONTES, 1999) mostraram que a saturagdo do sangue suino integral com
monoxido de carbono gera um produto de cor agradavel e estavel, com potencial
para permitir tanto a producdo de produtos estritamente a base de sangue, como
também a incorporacao de niveis mais elevados de sangue em produtos carneos
processados. A partir destes resultados, novos estudos do nosso grupo de
pesquisa (PEREIRA, 2000) evidenciaram ser viavel, do ponto de vista quimico, a
adicao de sangue tratado com CO a produtos carneos emulsionados. Um dos
pontos positivos foi, sem divida, o aumento do teor de ferro conferido a esses
produtos. Além disso, mortadelas formuladas com sangue tratado com CO
apresentaram alteragcdes de cor substancialmente inferiores as provocadas pela
adi¢do de sangue fresco (ndo-tratado). Assim, seus resultados sugerem que, em
adicoes acima de 10% de sangue tratado, a viabilidade de comercializacao das
mortadelas necessitaria apenas de outra denominagao para o produto formulado
com sangue tratado com CO, o que seria completamente inviavel em mortadelas
formuladas com adicao de 5% de sangue ndo-tratado.

Apesar das vantagens citadas, o sangue possui deficiéncia em metionina
e, especialmente, em isoleucina (KNIPE, 1988; FAO, 1982). Isso determina a
necessidade em realizar ensaios bioldgicos com ratos para a avaliagdo do
crescimento ou da retencdo de nitrogénio (balango nitrogenado) a fim de
determinar o efeito nutricional de embutidos carneos (mortadelas) formulados
pela substituicdo de carne por diferentes concentragdes de sangue tratado com
monoéxido de carbono. Outrossim, sendo o sangue fonte de ferro de origem
animal, espera-se que as mortadelas adicionadas de sangue apresentem ferro de
elevada biodisponibilidade.

Embora o CO venha sendo utilizado em embalagens de carne com
atmosfera modificada, para se evitar alteracdes de cor e, assim, aumentar sua
vida-de-prateleira (VIANA et al., 2005; JOHN et al., 2005; KRAUSE et al.,
2003; JAYASINGH et al., 2001; LUNO et al, 2000; SORHEIM et al., 1999;



1997), o uso de CO em carnes e produtos derivados levanta questdes em relagao

a sua seguranga toxicologica.

Até onde foi possivel se verificar na literatura, estudos sobre a toxicidade
do CO se baseilam somente na sua inalagdo ambiental, responsavel por
envenenamentos (NAS, 1977). Embora calculos estequiométricos indiquem a
baixa probabilidade de problemas para a satde (SORHEIM et al., 1999; 1997;
EL-BADAWTI et al., 1964), se o CO ¢ usado com o proposito de ingrediente na
formulacdo de embutidos, deve-se analisar a possibilidade de potenciais efeitos
toxicos resultantes da ingestao de tal produto, uma vez que a toxidez do sangue,
ou mesmo de carnes, tratados com CO ainda ndo é conhecida.

Assim sendo, o presente trabalho foi realizado com os seguintes
objetivos:

1. Produzir varias formula¢des de mortadelas com niveis crescentes (0, 5, 10, 15
e 20%) de substitui¢do de carne por sangue liquido tratado com mondxido de
carbono;

2. Avaliar a composicao centesimal e o perfil de aminodcidos de mortadelas
formuladas pela substituicdo, em 5 niveis, de carne por sangue tratado com
monoéxido de carbono;

3. Avaliar a qualidade protéica das mortadelas formuladas com os diferentes
niveis de substitui¢do de carne por sangue;

4. Avaliar a biodisponibilidade de ferro presente nas mortadelas adicionadas de
sangue liquido tratado com CO;

5. Avaliar, pela dosagem de parametros bioquimicos séricos, hematoldgicos e
exames anatomopatoldgicos em ratos, um possivel efeito toxicoldgico da
presenca de CO em mortadelas formuladas pela substituicio de carne por

sangue saturado com CO.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Composic¢édo do sangue

O sangue ¢ constituido de componentes celulares (eritrocitos, leucdcitos e
plaquetas) e de uma fase liquida, denominada plasma, que contém substancias
organicas e inorganicas em solu¢do. As proteinas mais abundantes no sangue sao:
hemoglobina nos eritrocitos € albumina no plasma (HALLIDAY, 1975). Por meio
de fracionamento do sangue obtém-se em volume, cerca de 65 a 70% de plasma e
35 a 40% de massa celular (HALLIDAY, 1973 ).

As células sangiliineas no animal vivo desempenham fungdes especificas.
Os eritrocitos sdo responsaveis pelo transporte de oxigénio aos tecidos, € o0s
leucocitos fazem parte do mecanismo de defesa do organismo, protegendo os
tecidos contra a invasao de bactérias e virus. As plaquetas participam no mecanismo
de coagulacdo do sangue; liberam enzimas que reagem com o fibrinogénio para
formar a fibrina, quando o sangue ¢ exteriorizado. A fibrina precipita sob a forma
de uma fina rede que retém os elementos celulares, formando o coagulo. O liquido,
de coloragdo clara, remanescente ¢ o soro. Para preservar o sangue integral e
impedir a sua coagulacdo, a fibrina pode ser removida mediante rdpida agitacao

mecanica ou ser tratado com anticoagulante (PISKE, 1982).



DELANEY (1977) relatou que a composi¢cdo quimica do sangue de bovinos
e suinos ¢ semelhante, variando, principalmente, de acordo com a idade, o sexo e a
alimentagdo dos animais. Todos os componentes do sangue justificam e contribuem
para as caracteristicas nutricionais e funcionais do sangue também como alimento
(PISKE, 1982).

O sangue suino possui uma composi¢do semelhante a carne e segundo
GORBATOV (1988), contém cerca de 79% de agua, 18,5% de proteina, 0,15% de
gordura, 0,07% de carboidratos e 0,86% de minerais, em que se destaca o ferro
(0,30 mg/g), com cerca de 10 vezes a concentracdo encontrada na carne.

O plasma contém albuminas (3,3%), globulinas (4,2%), fibrinogénio (0,4%)
e lipoproteinas, totalizando em base liquida 7,9% de proteinas (HOWELL e
LAWRIE, 1983).

A hemoglobina (Hb), pigmento vermelho presente nas hemacias, ¢ a
proteina mais abundante no sangue (150 g/L de sangue humano) e responsavel pela
sua cor vermelha intensa caracteristica. A Hb contém quatro subunidades, cada uma
delas contendo uma cadeia polipeptidica (globina) e quatro grupos prostéticos
(heme), nos quais o atomo de ferro esta no estado ferroso. A por¢do protéica,
chamada de globina, consiste de duas cadeias a (141 residuos em cada uma) e duas
cadeias B (146 residuos em cada uma), totalizando 574 residuos para toda a
molécula (STRYER, 1996; AUTIO et al., 1984; GIDDINGS, 1977; ORTEN e
NEWHAUS, 1975; WEISSBLUTH, 1974). Cada uma das quatro cadeias tem
estrutura terciaria caracteristica, na qual a cadeia estd enovelada. Como na
mioglobina, as cadeias o e B da Hb contém varios segmentos em a-hélice separados
um dos outros por curvaturas. As quatro cadeias polipeptidicas retnem-se em um
arranjo tetraédrico, formando a estrutura quaternaria. A Hb tem um peso molecular
quatro vezes maior que a mioglobina; ambas possuem carater a-helicoidal acima de
70%; ambas tém segmentos em o-hélice de comprimento similar, e as curvaturas,
ou voltas, tém angulos quase iguais. A mioglobina tem uma unica cadeia
polipeptidica (globina) e um unico grupo prostético (heme) (STRYER, 1996;
LEHNINGER, 1982; WEISSBLUTH, 1974).



Na Hb, cada cadeia possui um grupo heme que consiste de um atomo
central de ferro e um grande anel planar, o anel porfirinico, cuja estrutura ¢
composta de quatro grupos pirrdlicos ligados entre si por pontes de metileno. A
porfirina encontrada na Hb ¢, normalmente, conhecida como protoporfirina IX,
caracteristica dada pelas cadeias laterais (quatro grupos metil, dois vinil e dois
propil em posi¢oes fixas) ligadas ao anel pirrolico. O dtomo de ferro possui seis
valéncias de coordenacdo e pode ser encontrado nos estados de oxidagao Fe' e
Fe™, sendo protegido no centro do anel por meio de quatro ligacdes covalentes com
atomos de nitrogénio de cada grupo pirrélico e uma ligagdo com o nitrogénio da
histidina proximal F8 da cadeia da globina. A outra valéncia perpendicular (6
ligacdo) € livre e serve como sitio de ligacdo para varios atomos ou moléculas
(STRYER, 1996; ORTEN e NEWHAUS, 1975; WEISSBLUTH, 1974; FANELLI
et al., 1964), permitindo a geracao de derivados da Hb de coloracdes e estabilidades
diversas e que respondem pelas trocas gasosas e pelo transporte de gases no

organismo.

2.2. Disponibilidade e aproveitamento do sangue

De acordo com GORBATOV (1988), a FAO estima que o déficit mundial
de proteina animal ¢ cerca de 70% da producdo corrente ou cinco milhdes de
toneladas por ano, assumindo que a necessidade didria de ingestdo ¢ de 90 g “per
capita”, das quais 50,6 g devem ser proteina animal.

A economia das industrias de carnes exige o aproveitamento dos
subprodutos para poder competir com outras fontes protéicas de origem vegetal. Se
os subprodutos do abate de animais ndo forem utilizados, além de se perder um
valioso potencial alimentar, elevam-se consideravelmente os custos adicionais na
eliminacdo dos residuos para se evitar a poluicdo ambiental. Atualmente, os animais
vivos podem chegar a custar mais que sua carne, portanto, sdo os subprodutos que
tém que pagar os gastos de transformacdo e gerar os beneficios nos abatedouros.

Em abatedouros de pequeno porte, o sangue, usualmente, nao ¢ aproveitado, sendo



descartado nos mananciais hidricos, o que acarreta riscos de contaminagao e eleva a
concentragdo de solidos suspensos em trés vezes (OCKERMAN e HANSEN,
1994).

O aproveitamento do sangue nos abatedouros poderia representar um
aumento no rendimento (6 a 7% em termos de proteina) da carcaga de bovinos e
suinos, além de diminuir a poluicio ambiental (WISMER-PEDERSEN, 1979).
Nesse sentido, o sangue seria uma matéria-prima de excelente qualidade que
poderia ser aproveitada. Porém, poucos estudos tém sido feitos para o seu uso na
alimentagdo humana (MARQUEZ et al., 1997; NAKAMURA et al., 1984), ou seu
aproveitamento em alimentos tem sido negligenciado (WISMER-PEDERSEN,
1979).

MOURE et al. (1998) relataram a grande quantidade e o alto poder
contaminante (DQO de 500.000 mg/L) desse residuo gerado nos matadouros, bem
como o custo elevado para purificacdo e os inimeros problemas de sobrecarga nas
estacoes depuradoras.

Apesar de seu baixo custo, estimado em U$0,19 por litro, apenas alguns
paises aproveitam volume considerdvel de sangue com finalidades alimenticias
(WISMER-PEDERSEN, 1979). Dentre estes, cita-se os paises da ex-URSS, que
fazem uso de quantidades expressivas (80.000 toneladas/ano) na elaboragdao de
alimentos, como embutidos cozidos de sangue, patés e produtos carneos enlatados
(DILL e LANDMAN, 1988; DILL, 1976). Em alguns paises europeus o sangue tem
sido tradicionalmente usado no preparo de produtos tipicos. E o caso da Suécia,
onde 80% do sangue ¢ destinado, direta ou indiretamente, a alimentacdo humana
(PISKE, 1982). A Indonésia utiliza somente 1.000 toneladas, ou seja, cerca de 25%
do sangue coletado (FAO, 1982). Segundo MARQUEZ et al. (1997), na Venezuela,
somente pequena quantidade de sangue proveniente dos abates ¢ usada para
alimentagdo humana, ¢ de forma empirica. WANG e LIN (1994) relataram que o
sangue de porco coagulado, feito a partir de uma mistura de sangue fresco de porco
e agua, e coagulada pelo calor, ¢ um dos mais populares alimentos consumidos em

Taiwan.



No Brasil, o aproveitamento do sangue como alimento ¢ minimo, sendo
feito em pequena escala, em nivel rural, para consumo préprio, como a elaboracao
de chouricos e molhos. Segundo dados do ANUALPEC (2005), em 2004 o Brasil
abateu 47 milhoes de bovinos e cerca de 31 milhdes de suinos, dos quais poderiam
ser obtidas cerca de 609.000 toneladas de sangue, considerando-se o fato de que se
podem obter de 10 a 12 litros de sangue a partir de bovinos e de 2,5 a 3 litros a
partir de suinos (OCKERMAN e HANSEN, 1994; KNIPE, 1988; WISMER-
PEDERSEN, 1979). Levando em consideracdo que a partir de 100 kg de sangue
obtém-se entre 60 ¢ 70 kg de plasma, com 7 a 8% de proteina, e 30 a 40% de
eritrocitos, com 30 a 40% de proteina (YANG e LIN, 1996; GORBATOV, 1988;
WISMER-PEDERSEN, 1979), isso representaria mais de 99.000 toneladas de
proteina concentrada. Este nimero poderia ser substancialmente aumentado caso se
considere que cerca de 50% dos abates bovinos efetuados no pais sdo clandestinos
(SOUZA, 1992).

Outro componente muito importante do sangue integral ¢ o ferro, que
poderia ser usado com o intuito de ajudar na prevencao da deficiéncia nutricional
provocada por esse mineral (TSENG et al, 1997; TORRES et al, 1997;
FERREIRA et al., 1994; ANSEJO et al., 1985).

Além disso, as proteinas do sangue apresentam, do ponto de vista funcional,
excelentes propriedades, como capacidade emulsificante, de formacao de espuma,
de retencao de 4gua e de gelatinizagdo, que permite a sua incorporacao em produtos
carneos, massas € panificacdo (RAEKER e JOHNSON, 1995; HAAST et al., 1987;
SHAHIDI et al., 1984; NAKAMURA et al., 1984; WISMER-PEDERSEN, 1979;
DELANEY, 1977; DILL, 1976; TYBOR et al., 1975).

Em animais sadios, o sangue, dentro do corpo, ¢ um fluido estéril. A
utilizacdo do sangue para fins alimenticios exige precaucdes durante a coleta e
processamento para que se garanta baixos niveis de contamina¢ao microbiologica
(OCKERMAN e HANSEN, 1994; STIEBING, 1990; KNIPE, 1988; GILL, 1988;

DILL, 1976). Uma coleta higiénica pode ser feita por sistemas fechados e com



utilizacao de facas especiais de sangria, denominadas facas "vampiro" (STIEBING,
1990).

De acordo com STIEBING (1990) e GORDON (1971), o sangue pode ser
armazenado por 3 a 4 dias a temperatura de 3 a 4°C, mas, para fins alimenticios, seu
processamento deve ocorrer imediatamente apos a coleta.

Segundo KNIPE (1988), quando assepticamente coletado, os sangues
bovino e suino liquidos apresentam, respectivamente, contagens de 200 a 300 e

2.000 a 3.000 UFC/mL.

2.3. Utilizacdo do sangue em alimentos

Muitos estudos tém sido realizados visando a utilizacdo do sangue animal,
integral ou fracionado na alimenta¢do humana. Ainda em 1968, o “Commonwealth
Scientific & Industrial Research Organization”, da Australia, desenvolvia processos
para obtengdo de globina a partir da hemoglobina da massa celular (VICKERY,
1968). Nos Estados Unidos, a Universidade do Texas A & M iniciou, a partir de
1971, investigagdes sobre o aproveitamento do sangue bovino (TYBOR et al.,
1975). Em 1972 um projeto foi implantado no “Moorepark Research Center”,
Irlanda, com o principal objetivo de se preparar produtos de alto valor protéico para
consumo humano, utilizando o sangue animal (DELANEY et al., 1975).

Em alguns tipos de embutidos, o principal ingrediente ¢ o sangue integral.
Neste caso, o sangue ¢ coletado e adicionado de um anticoagulante ou mantido sob
agitacdo durante o resfriamento. Imediatamente apos a coleta o sangue ¢ adicionado
de nitrito (156 a 200 ppm) e, ocasionalmente, adiciona-se 1,5 a 2,0% de sal, com o
objetivo de garantir certa estabilidade microbiolégica. Dependendo do tipo de
embutido a ser fabricado, acrescentam-se outros ingredientes a formulagdo, com
utilizagdo de sangue variando de 10 a 40% (RUST, 1988).

No entanto, o principal uso do sangue integral, devido a sua cor, esta
restrito a produtos cuja cor escura € tradicional, como embutidos, sopas, paes e

biscoitos de sangue. A demanda para esse tipo de produto, contudo, ¢ extremamente
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limitada, e somente porcentagem muito pequena de sangue pode ser aproveitada
(OCKERMAN e HANSEN, 1994).

De acordo com WISMER-PEDERSEN (1979), a utilizacdo do sangue em
quantidades relativamente grandes na industria somente acontecerd quando as
propriedades sensoriais dos produtos finais permanecerem inalteradas. Porém, um
dos principais problemas encontrados no aproveitamento do sangue integral na
industria alimenticia, em especial na industria de produtos carneos, estd relacionado
com a cor marrom escura apresentada pelos produtos elaborados (TORRES et al.,
1997; YANG e LIN, 1996; STIEBING, 1990; KNIPE, 1988; MIELNIK e SLINDE,
1983; CALDIRONI e OCKERMAN, 1982), devido a grande quantidade do
pigmento hemoglobina presente no sangue.

Segundo FERREIRA et al. (1994), a adi¢do de sangue em produtos carneos
resulta no escurecimento da cor do produto, até mesmo quando curado com nitrito
de sddio ou adicionado em emulsdes. Assim, as quantidades adicionadas devem ser
controladas de modo a ndo prejudicar a aceitabilidade do produto final com respeito
a cor e sabor.

STIEBING (1990) verificou que o valor maximo para adi¢do de sangue que
nao afeta negativamente a cor de embutidos de sangue ¢ de 10%. O mesmo
resultado em embutidos emulsionados foi relatado por WISMER-PEDERSEN
(1979).

SLINDE e MARTENS (1982) relataram que a impressdo sensorial de cor
comeca a ficar prejudicada com niveis de adi¢do de sangue acima de 3,5%. RUST
(1988) afirmou que a incorporacdo de sangue em embutidos carneos, em niveis
superiores a 3%, produz tonalidade escura indesejavel, em oposi¢cdo a cor rosea ou
vermelha desejavel.

Em muitos paises, ¢ comum adicionar sangue integral em salsichas tipo
Frankfurter para intensificar a cor do produto, visando reduzir os teores de nitrato e
nitrito (MUSCLE..., 1986).

MITEVA et al. (1986), estudando a utilizacdo de pequenas quantidades

(0,2%) de sangue desidratado por atomizagdo em produtos carneos cozidos e
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defumados, concluiram que a utilizacdo do sangue, obtido por desfibrinacao e
atomizagao, ndo foi prejudicial a cor dos produtos elaborados.

Na tentativa de contornar os problemas de cor, t€ém sido adotadas diversas
medidas, nem sempre totalmente satisfatorias. Dentre elas, a mais utilizada ¢ a
incorporacdao de uma das fragdes do sangue, ou elas todas, em forma separada e em
quantidades diferentes para uso em alimentos para o consumo humano (HAAST et
al., 1987; CALDIRONI e OCKERMAN, 1982; DELANEY, 1977).

A incorporagdo do plasma liquido ou concentrado e desidratado (TYBOR
et al., 1975) a produtos alimenticios tem sido a mais utilizada, por ndo envolver
problemas de cor aos produtos. Contudo, a utilizagdo do plasma resulta no
aproveitamento de apenas cerca de 30% das proteinas do sangue, ndo permitindo
custo competitivo com outras proteinas, como as do leite e da soja, usadas nas
formulagdes de embutidos, além de ndo incorporar ferro a dieta, fundamental para o
combate de anemias (OCKERMAN e HANSEN, 1994; WISMER-PEDERSEN,
1979). Além disso, CALDIRONI e OCKERMAN (1982) mostraram que a adi¢ao
de mais de 12% de plasma sangiiineo em embutidos carneos leva a geracdo de
produtos de cor palida.

Segundo PISKE (1982), outras alternativas para aproveitamento mais
amplo da fracdo vermelha, como também do sangue integral, estdo surgindo
mediante o desenvolvimento de técnicas diversas de clarificacdo ou descoloragao,
bem como a obtencdo de produtos protéicos estaveis de boa aplicacdo. Essas
técnicas, atualmente, ainda nao estdo totalmente exploradas, e os produtos obtidos
ndo estdo suficientemente caracterizados.

Outra maneira de se resolver o problema de cor ¢ a adigdo de sangue e, ou,
globina descoloridos através da eliminacdo do grupo heme da hemoglobina
(TORRES et al.,, 1997, WISMER-PEDERSEN, 1979; TYBOR et al., 1975).
Contudo, as técnicas de descoloragdo levam a uma diminui¢do no valor biologico e
funcional das proteinas do sangue e conferem-lhe sabor desagradavel

(OCKERMAN e HANSEN, 1994; WISMER-PEDERSEN, 1979; GIDDINGS,
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1977; TYBOR et al., 1973), além de diminuirem a disponibilidade bioldgica do
ferro.

Segundo WISMER-PEDERSEN (1988), os métodos de remog¢do com
solventes organicos requerem considerdveis volumes de solvente, ndo menos que 50
litros para cada kg de globina produzido, e os residuos sdo dificeis de serem
removidos do produto final.

De acordo com OCKERMAN e HANSEN (1994), a remocdo do grupo
heme ou a descoloragdo diminuem a qualidade nutricional da proteina do sangue
pela reducdo do seu valor bioldgico. A descoloracdo por hidrélise enzimadtica
freqiientemente produz sabor amargo, que pode ser removido por tratamento com
acidos fortes como HCI e, posteriormente, com carbono ativado. Entretanto, o
tratamento com acido reduz a qualidade nutricional do sangue pela destruicdo do
triptofano e produz alto conteido de cinzas no produto final (OCKERMAN e
HANSEN, 1994).

2.4. Valor nutricional das proteinas do sangue

A funcao primordial de uma proteina alimenticia ¢ fornecer os aminoacidos
necessarios para o anabolismo dos tecidos. Como ¢ sabido, as proteinas organicas
sdo objeto de uma incessante renovagao (turnover) e, ou, catabolismo, liberando os
aminodcidos que as constituem, de sorte que a reserva protéica de cada individuo
esta em constante renovacao. Se os aminoacidos liberados com o catabolismo
fossem integralmente reutilizados para a sintese protéica, o organismo nao
precisaria recorrer as proteinas exdgenas (alimentares). Porém, sabe-se que sua
reciclagem ¢ parcial e que uma parte dos aminoacidos liberado pelo catabolismo ¢
oxidado e excretado (GROFF et al., 1995).

A qualidade da proteina refere-se a sua capacidade de satisfazer os
requerimentos nutricionais do homem por aminoacidos essenciais e nitrogénio nao-
essencial em quantidades e propor¢des adequadas. E necessario que o0s

aminodcidos, particularmente os essenciais, estejam biodisponiveis, isto €, sejam
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absorvidos em sua forma metabolicamente ativa, para desempenhar suas fungdes
especificas nos varios tecidos e orgaos (SGARBIERI, 1996).

A qualidade das proteinas pode variar amplamente, e ¢ afetada por diversos
fatores. Por i1sso, ¢ de suma importancia a existéncia de métodos de avaliagdo, pois,
dessa forma, pode-se estimar a quantidade do alimento a ser consumido, para que
esse fornega proteina contendo aminoacidos essenciais em quantidades adequadas
para o crescimento € manutencao corporais. Além disso, possibilita a avaliagao de
alteragdes da qualidade de determinada proteina quando do seu processamento e
formas possiveis de minimizar essas alteracoes (DAMODARAN, 1996).

O valor nutritivo do sangue foi reconhecido por muito tempo em familias
residentes na zona rural de varios paises europeus, onde o sangue tem sido usado
como ingrediente em varios tipos de embutidos de sangue e chourigos, sopas de
sangue, paes ou biscoitos (OCKERMAN e HANSEN, 1994; WISMER-
PEDERSEN, 1979).

Nutricionalmente, o sangue possui quase todos os aminoacidos essenciais
nos niveis recomendados pela FAO; ¢ deficiente em metionina e, especialmente, em
isoleucina  (OCKERMAN e HANSEN, 1994; KNIPE, 1988; FAO, 1982;
WISMER-PEDERSEN, 1979; SATTERLEE, 1975; YOUNG et al., 1973). Por
serem ricas em lisina, leucina, valina, treonina, fenilalanina e triptofano, as
proteinas do sangue complementam, do ponto de vista nutricional, as proteinas de
cereais (SHAHIDI et al., 1984; TYBOR et al., 1975; DELANEY, 1975). O sangue
concentrado e desidratado possui teores de proteina duas, trés e sete vezes
superiores ao leite em pd desnatado, leite em po integral e soro de leite em po,
respectivamente (GORBATOV, 1988).

A composi¢ao em aminoacidos dos isolados protéicos de plasma e globina,
avaliada por TYBOR et al. (1975), indicou que ambos os isolados sdo excelentes
fontes de lisina e leucina. Os niveis de treonina, valina, fenilalanina e triptofano
foram também superiores quando comparados ao padraio FAO/WHO (1965).

Isoleucina e metionina foram limitantes para ambos os isolados.

14



No Quadro 1, encontra-se a composicdo comparativa, em aminoacidos
essenciais, da carne, do sangue integral, do plasma e da globina de bovinos.

Segundo estudo apresentado por YOUNG et al. (1973), o plasma sangiiineo
possui um coeficiente de eficiéncia protéica (PER) maior do que o da caseina.
Nesse estudo, o PER da caseina foi de 1,94, ao passo que o plasma tinha um PER
de 2,15. Entretanto, a adi¢ao de 1,2% de isoleucina a globina provocou aumento do
PER de —1,05 para 2,88. Dados referentes ao valor protéico (PER) do sangue

integral ndo estavam disponiveis na literatura consultada.

Quadro 1 - Conteudo de aminoacidos essenciais da carne, sangue integral, plasma e
globina de bovinos (g/100g de proteina), comparado aos padroes
recomendados pela FAO (1985).

Carne Sangue Plasma Globina Exigéncias de
Aminoacidos bovina bovino bovino bovina aminoacidos
essenciais essenciais para
adultos (FAO)
g/100g de proteina
Isoleucina 5,1 0,4 3.4 0,3 4.2
Leucina 8.4 13,6 10,1 13,8 4,8
Lisina 8,4 9.4 8,3 10,5 4,2
Metionina 2,3 1,8 1,3 1,7 2,2
Fenilalanina 4,0 8,0 5,7 8.0 2,8
Treonina 4,0 4,7 7,1 4,1 2,8
Triptofano 1,1 1,4 1,7 2,0 1,4
Valina 5,7 8,0 7,4 9,6 4,2
Histidina 5,6 3,5 7,8

Fonte: OCKERMAN e HANSEN (1994) e FAO (1982).

Segundo DELANEY (1975), o plasma suino contém quantidades
adequadas de treonina, leucina, tirosina e lisina, e apresenta valores abaixo do
padrdo utilizado (albumina de ovo), para os aminoacidos valina, isoleucina,
fenilalanina, triptofano e aminoécidos sulfurados. O escore quimico foi de 49,0

sendo a isoleucina o primeiro aminoacido limitante. Comparando os valores de
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utilizacao liquida da proteina (NPU) de ratos alimentados com dieta contendo
plasma suino e caseina, o autor encontrou valores médios de 65,8% e 72,1% para
plasma e caseina, respectivamente.

BELKOT (2001) também avaliou o valor nutricional do sangue bovino. Os
resultados indicaram, em ambas as fragdes do sangue, isoleucina como o
aminoacido limitante. O PER do plasma (2,54) foi significativamente maior que o
das células vermelhas (0,96) e foi equivalente ao da caseina (2,50).

As deficiéncias protéicas do sangue integral e da globina, em especial,
podem ser minimizadas pela sua combinacdo com outras fontes protéicas, como
soro desidratado de leite, cereais, caseinato etc. Algumas dessas combinagdes € seus
efeitos sdo analisados nos paragrafos subseqiientes.

As proteinas de cereais possuem os aminoacidos lisina, triptofano e
treonina como limitantes (GORBATOV, 1988). O sangue contém teor elevado de
lisina e pode ser usado para aumentar o valor bioldgico desses cereais. Como 0s
cereais sdo ricos em isoleucina, a deficiéncia do sangue em relacdo a esse
aminoacido seria diminuida. De acordo com Nilsson (1975), citado por KNIPE
(1988), a suplementagdo de formulacdes de pao, com 1,5% de hemoglobina,
aumentou em 50% o valor biologico do pao.

OCKERMAN e HANSEN (1994) relataram que a incorporagdo de 2% de
plasma sangiiineo ao pao aumenta o seu teor de proteina em 15% e o nivel de lisina
em 75%.

LANDMANN et al. (1980) mostraram que a combinagdo de globina com
glaten de trigo e, ou, de gluten de milho produz aumentos no PER desses produtos
de 0,40 e 0,53, respectivamente, para 1,50. Esses autores acrescentaram que as
diferentes combinagdes percentuais da hemoglobina com esses dois cereais podem
produzir mudanca no aminoacido limitante.

O estudo apresentado por BATES et al. (1974) evidenciou claramente o
melhoramento, do ponto de vista nutricional, obtido ao serem adicionadas diferentes
proporcoes de sangue e soro de leite a formulagdo de pao. Nesse trabalho, a adigao

de sangue e soro foi testada nas proporgdes de 1:1, 3:1 e 1:3 (sangue:soro), além da
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adicao de cada um separadamente. O teor de proteinas aumentou de 11,6% no pao
tradicional para 14,2; 17,6; e 12,6, respectivamente, ¢ para 19,2 e 12,9% na adicao
de sangue e soro integral separadamente. Os valores de PER apresentados nesse
mesmo estudo confirmaram o ganho nutricional da adi¢do de sangue e soro. Em
relagdo ao PER da caseina (2,50), o pao tradicional apresentou um PER de 0,83, ao
passo que as formulagdes supracitadas apresentaram um PER de 1,82; 1,85; 1,38;
1,52; € 0,90, respectivamente.

O soro desidratado do leite contém 8,8 a 13,4% de proteina (SATTERLEE,
1975), com baixos teores de fenilalanina e tirosina. Os niveis desses aminoacidos
podem ser aumentados através de combinagdes adequadas com o sangue.
Reciprocamente, o soro pode contribuir para melhorar os niveis de isoleucina e
metionina do sangue.

A composi¢do porcentual de aminoacidos da mistura de 47% de proteinas
do sangue e 53% de caseinato, apresentada por WISMER-PEDERSEN (1979),
mostrou um escore quimico de 94,0 em relacdo ao padrao FAO (1965), sendo a
metionina o primeiro aminoacido limitante.

DA SILVA e MELLADO (1994) caracterizaram quimica, microbioldgica e
nutricionalmente um biscoito de chocolate enriquecido com sangue bovino. Foi
elaborado um biscoito tipo amanteigado com sabor de chocolate, contendo 6% de
sangue seco, com granulometria inferior a 100 mesh. O produto obtido apresentou
60% mais proteina e seis vezes mais ferro que um biscoito semelhante, sem sangue,
com valor energético (524,4 kcal/100 g) e qualidade de sua proteina (NPU: 48,4)
satisfatorios. A aceitacdo do produto (escala heddnica) foi avaliada por 156

estudantes com um resultado “gostei muito” em 90% das respostas.
2.5. Ferro e sua importancia bioldgica
O ferro ¢ um dos elementos mais essenciais ao organismo animal e humano,

sendo o segundo metal mais abundante na crosta terrestre (MARTINEZ et al.,

1999). Seu estado de oxidacdo, na maioria das formas naturais ¢ +2 (ferroso) ou +3
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(férrico). O ion ferroso ¢ totalmente hidrossolivel nos niveis fisiolégicos de pH,
mas, na presenga de oxigénio molecular, ele pode ser oxidado para o estado férrico,
menos soluvel. Portanto, apesar de sua abundancia, o ferro ndo ¢ captado facilmente
pelos organismos vivos em razao da sua insolubilidade na 4agua, exceto quando em
solucdo acida (MILLER, 1996).

A concentracao de ferro no organismo ¢ de aproximadamente 35 a 45
mg/Kg de peso corporal no adulto (ANDREWS, 1999). Setenta por cento desse
total sdo considerados ferro funcional, por desempenhar funcdes fisiologicas e
ocorrem na hemoglobina (60%), mioglobina (5%) e enzimas intracelulares (5%). Os
30 % restantes constituem o ferro de armazenamento, ocorrendo na forma de
ferritina (20%) e hemossiderina (10%). Menos que 1% de ferro circulam no plasma,
ligados a transferrina. Essa proteina ¢ responsavel pelo transporte do ferro entre os
diversos compartimentos e para a sintese da hemoglobina (CONRAD et al., 1999;
MARTINEZ et al., 1999).

Aproximadamente 20 mg de ferro sdo utilizados diariamente para a
producdo de hemoglobina e sdo reciclados a partir da destrui¢do dos eritrdcitos, cuja
vida média ¢ de 120 dias (FINCH et al., 1970). Apos esse periodo, eles sdo
removidos por macrofagos presentes em muitas partes do organismo,
principalmente no figado (células de Kupffer), baco e medula Ossea, e
metabolizados. Entretanto, o ferro que permanece ligado a proteina volta a medula
ossea, onde € reutilizado para produgdo de novos globulos vermelhos. Apenas uma
pequena quantidade ¢ perdida diariamente, através da urina, suor, menstruacdo na
mulher, descamacao celular e fezes (FAIRBANKS, 1994; GUYTON, 1997).

As perdas de ferro ocorrem a partir do trato gastrintestinal e pelo trato
urinario. Dois ter¢os das perdas gastrintestinais sdo oriundas de esfoliacdo das
células da mucosa e o restante do extravasamento das células vermelhas (DE
ANGELIS e CTENAS, 1993).

Em humanos, a quantidade total de ferro no corpo varia com o peso,
concentragdo de hemoglobina, sexo e tamanho do compartimento de estocagem.

Este compartimento, no qual o ferro estd contido na ferritina e hemossiderina, ¢
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também influenciado pela idade, sexo, tamanho do corpo, bem como por situagdes
como a gravidez, lactacdo e ocorréncia de hemocromatose (FAIRBANKS, 1994).
A Figura 1 demonstra a variagdo das quantidades de ferro nos diversos

compartimentos do organismo do homem normal (FINCH et al., 1970).

Hemoglobina Perda

"
2500 mg | -2 mg
20 mg
Eritropoiese Plasma 000 mg
20 mg + perda 4 mg Smg of9—p Ferriting e hemossiderina
Mioglobina heme e nio heme Absorvido
proteinas 300 mg 0.5-20mg
[ngestio MNao absorvido
10— 14 mg " 8—13mg

Fonte: FINCH et al. (1970).

Figura 1 - Distribui¢do de ferro e a relagdo entre os compartimentos no organismo.

De um modo geral, a alimentacao prové ferro a partir de quatro origens
diferentes: origem animal, origem vegetal, alimentos fortificados com sais de ferro e
alimentos com ferro proveniente de contaminagdo (BIANCHI et al., 1992). Nos
alimentos, o ferro existe sob duas formas: uma forma organica denominada ferro
heme, presente em tecidos animais, € as formas inorganicas ou ferro nao-heme,
presentes tanto em tecidos animais como em todos os vegetais que contém ferro e
em alimentos fortificados (WILLIAMS, 1997).

O ferro heme esta firmemente ligado ao centro de um anel porfirinico, de
onde sé se dissocia apoOs captagdo pelas células intestinais. A maior parte do ferro
heme ingerido estd na forma de hemoglobina ou mioglobina. Todo o ferro vegetal e
entre 40 e 60% do ferro de tecidos animais sdo do tipo ndo-heme. Esta forma

encontra-se ligada, principalmente, a proteinas, mas também pode estar complexada

19



com citrato, fitatos, oxalatos, polifendis ou outros ligantes (WILLIAMS, 1997;
MILLER, 1996).

As fungdes do ferro resultam de suas propriedades fisicas e quimicas,
principalmente de sua habilidade de participar das reacdes de oxidagdo e reducao,
como € o caso das enzimas envolvidas no processo de respiracdo celular (MAHAN
e ESCOTT-STUMP, 1998). Na hemoglobina, suas funcdes principais sdo: atuar
como vetor de oxigénio, formando com ele uma combinag¢do facilmente dissociavel,
permitindo que o oxigénio transportado seja cedido aos tecidos na medida das suas
necessidades; servir de catalisador da oxidagao, nas células e nas moléculas livres
de hemina e como constituinte das diastases oxidantes (catalase, peroxidase,
citocromos), intervindo em numerosas reacoes de oxidacao, por meio das quais se
libera energia dos constituintes alimentares (GUYTON e HALL, 1997). A atividade
de muitas enzimas envolvidas nestas reacdes bioquimicas diminui durante a
deficiéncia de ferro nos tecidos (BEARD et al., 1996).

Existem evidéncias consideraveis de que o ferro pode desempenhar um
papel na conversdo de P-caroteno em vitamina A, na sintese de purinas e na
detoxificacao de drogas no figado. A resposta a questdo de se o estado do ferro tem
efeito sobre a imunocompeténcia e, assim, sobre a susceptibilidade a infec¢ao ainda
ndo ¢ clara. Apesar de o ferro ser essencial ao crescimento de microorganismos, ele
também ¢ uma parte integrante de enzimas e imunoproteinas necessarias para a
destrui¢cdo de organismos infecciosos (MAHAN e ESCOTT-STUMP, 1998).

As necessidades de ferro podem ser determinadas em termos da quantidade
que se deve absorver para repor as perdas do organismo, € que seja suficiente para
cobrir o aumento normal da necessidade durante o crescimento e a gestacao (FAO,
1991). O ferro, ao contrario de outros minerais tracos, ¢ mantido ou regulado em
individuos adultos pela quantidade absorvida que ¢, aproximadamente, igual a
perdida (HALLBERG e HULTHEN, 2000).

As recomendagdes nutricionais de ferro sdo quantidades, que devem conter
os alimentos consumidos, diariamente, para satisfazer as exigéncias, corrigidas

segundo a biodisponibilidade e a quantidade, para satisfazer as variagdes
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individuais. As doses diarias exigidas variam, conforme a idade, o estado
nutricional. Na mulher, varia com a idade fértil, na gravidez e na lactagdo. Os
requerimentos e as recomendagdes didrias de ferro sdo mostrados nos Quadros 2 ¢

3.

Quadro 2 - Requerimentos diarios de ferro (mg/dia) de acordo com diferentes
idades e sexo

Peso Quantidade Mécll)i:r(ciifdgeno Regll)f(r)ll;izr:os
GO ooy médio o erescimento (") gl
(kg) (mg/dia) Basal Menstruacao

Criancas 0,5-1 9,0 0,55 0,17 0,72
1-3 13,3 0,27 0,19 0,46

4-6 19,2 0,23 0,27 0,50

7-10 28,1 0,32 0,39 0,71

Homens 11-14 45,0 0,55 0,62 1,17
15-17 64,4 0,60 0,90 1,50

>18 75,0 1,05 1,05

Mulheres 11-14° 46,1 0,55 0,65 1,20
11-14 46,1 0,55 0,65 0,48 1,68

15-17 56,4 0,35 0,79 0,48 1,62

>18 62,0 0,87 0,48 1,46

P6s-menopausa 62,0 0,87 0,87
Lactante 62,0 1,15 1,15

Fonte: WHO/UNU/UNICEEF (2001).

*inclui o requerimento de ferro para o crescimento, a perda basal e, em mulheres, a perda por
menstruagao.

® ndo menstruando.

A deficiéncia nutricional de ferro ocorre quando a quantidade absorvida da
dieta ¢ insuficiente para alcancar as necessidades normais. Elas abrangem as perdas
obrigatorias do organismo e os requerimentos nutricionais para o crescimento. Se
essa deficiéncia persiste, os estoques organicos de ferro sdo exauridos e a anemia
ferropriva se instala, afetando os niveis de hemoglobina sangiiinea. A deficiéncia

pode ser causada por ingestdo inadequada, absorcdo deficiente, metabolizagdao
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imperfeita, perda sangiiinea cronica ou aumento das necessidades como na infancia,

adolescéncia e gravidez (BRASIL, 2002; CARPENTER e MAHONEY, 1992).

Quadro 3 - Recomendagdes didrias de ferro (mg/dia), em func¢ao dos diferentes
niveis de biodisponibilidade estimada de ferro da dieta, em vdrias
categorias de acordo com a idade e o sexo

Recomendagéo de ferro (mg/dia) em diferentes niveis de

Peso biodisponibilidade de ferro da dieta (%)
Idade  corporal
Grupo Y 1
(anos) médio L . . .
(kg) Alta Média Baixa Muito Baixa
(15%) (12%) (10%) (5%)
Criancas 0,5-1 9,0 6,2° 7,7° 9,3? 18,6°
1-3 13,3 3,9 4,8 5,8 11,6
4-6 19,2 4,2 53 6,3 12,6
7-10 28,1 5,9 7,4 8,9 17,8
Homens 11-14 45,0 9,7 12,2 14,6 29,2
15-17 64,4 12,5 15,7 18,8 37,6
>18 75,0 9,1 11,4 13,7 27,4
Mulheres 11-14° 46,1 9,3 11,7 14,0 28,0
11-14 46,1 21,8 27,7 32,7 65,4
15-17 56,4 20,7 25,8 31,0 62,0
>18 62,0 19,6 24,5 29,4 58,8
Pés-menopausa 62,0 7,5 9.4 11,3 22,6
Lactante 62,0 10,0 12,5 15,0 30,0

Fonte: WHO/UNU/UNICEEF (2001).
* A biodisponibilidade de ferro da dieta durante este periodo varia significativamente.
® ndo menstruando.

Quando o estoque de ferro do organismo ¢ depletado, o corpo sofre
conseqiiéncias funcionais, tais como a ineficiéncia do transporte de oxigénio e
prejuizos no metabolismo oxidativo, no metabolismo nuclear e na transcrigdo
génica. As seqiielas clinicas incluem a anemia em si, a reducdo da atividade fisica,
do rendimento do aprendizado e da diminui¢do da performance no trabalho e a
diminui¢ao de eficiéncia da funcdo imune (BRASIL, 2002; BEARD et al., 1996;
CARPENTER e MAHONEY, 1992). A imunocompeténcia reduzida ¢ um possivel

sinal de deficiéncia precoce de ferro, notada particularmente por defeitos na
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imunidade mediada por células e na atividade fagocitica dos neutrofilos, que podem
levar a uma propensao aumentada para infeccdo (MAHAN e ESCOTT-STUMP,
1998).

A caréncia de ferro pode resultar em anemia ferropriva e a perda parcial da
atividade das enzimas dependentes. O excesso pode provocar danos principalmente
relacionados a oxidagdo, resultando na formagdo de radicais livres capazes de
provocar doencas degenerativas, cirrose hepatica, diabetes, doengas
cardiovasculares, etc. (SMITH et al., 1992; CONNOR et al., 1992; DEXTER et al.,
1991).

Geralmente, a deficiéncia de ferro € caracterizada por trés estagios
(HALLBERG et al., 1993), cada um mudando gradativamente para o outro, de
acordo com a gravidade da deficiéncia. O primeiro estagio se caracteriza pela queda
da ferritina sérica. No segundo estagio, a saturacao da transferrina esta diminuida. O
terceiro estagio se caracteriza pela reducdo da hemoglobina. Os critérios para o
diagnostico de anemia estabelecem que valores de hemoglobina menores que
11g/dL de sangue sdo sugestivos de anemia, dependendo da idade e da situagdo

fisiologica (DALLMAN e REEVES, 1984).

2.6. Biodisponibilidade de ferro

O termo biodisponibilidade ou disponibilidade biologica tem sido
extensivamente usado na area de alimentos e nutricdo. Define-se biodisponibilidade
como a propor¢do do nutriente em uma dieta, ou nos alimentos, que ¢ efetivamente
absorvida e utilizada pelo organismo. Tal conceito engloba o processo de
assimilacdo, transporte e conversdo de um nutriente para suas formas
fisiologicamente ativas (FAIRWEATHER-TAIT, 1992). Biodisponibilidade,
portanto, ndo ¢ propriedade de dieta ou alimento por si, mas do individuo em

relagdo ao alimento ou dieta (COZZOLINO e PEDROSA, 1995).
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A biodisponibilidade de ferro ¢ definida como a quantidade de ferro
ingerida e que ¢ absorvida e utilizada em fung¢des metabdlicas normais (BIANCHI
et al., 1992).

A absor¢ao de nutrientes pelo trato gastrintestinal (ou a absor¢do luminal)
ocorre pelas seguintes vias: a) transcelular, através da membrana apical das células
epiteliais; b) paracelular, através das jungdes fechadas presentes entre as células
epiteliais; e c¢) endocitose, com englobamento de material pela membrana celular. A
absorcao pode ocorrer sem gasto energético (difusdo simples ou facilitada) ou com
gasto energético (transporte ativo). Outro fator regulador ¢ a presenca de um ou
mais transportador (carreador), para transpor a membrana celular; nesse caso havera
uma limitacdo da velocidade absortiva por saturacdo dos transportadores, e
competitividade entre nutrientes que sdo absorvidos com o auxilio do mesmo
transportador (DE ANGELIS, 1998).

Os mecanismos de absor¢dao do ferro discutidos envolvem trés passos:
captacdo do ferro pela membrana luminal (apical), transito pela célula e liberagao da
célula para a circulacdo, e estdo esquematicamente ilustrados na Figura 2 (BEARD
et al., 1996).

Os processos pelos quais o ferro € absorvido, tanto os processos
bioquimicos especificos, quanto os de transporte e sua regulacdo, ndo estdo
completamente esclarecidos. Porém, a maioria dos autores relata que a maior parte
da absor¢cdo do ferro ocorre na por¢ao proximal do intestino, especificamente no
duodeno e na parte superior do jejuno (MAHAN e ESCOTT-STUMP, 1998;
GARCIA-CASAL et al., 1998; LYNCH, 1997; BEARD et al., 1996; BRITISH
NUTRITION FOUNDATION, 1995; BIANCHI et al., 1992), e estd diretamente
relacionada a forma em que o ferro se encontra (heme ou ndo-heme), a solubilidade
e a presenca de outros componentes.

Do total de ferro ingerido, em torno de 50% sao transformados para a forma
soluvel, sendo que aproximadamente 20% sdo captados pelas c€lulas da mucosa do
trato gastrintestinal e apenas 6% sdo transferidos ao plasma (DE ANGELIS e
CTENAS, 1993).
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Antes da captagdo pela borda em escova das células da mucosa, o ferro
deve atravessar a camada de muco. A passagem do ferro por esta camada pode ser
facilitada por acidos organicos ou por polipeptideos, como aqueles derivados da
digestdo de carnes. Na borda em escova das células epiteliais, Fe™ ¢ ligado a
proteinas ligantes de ferro, que o solubilizam e transferem para o espago
intracelular. Uma dessas proteinas ¢ a mucina. O ferro ndo-heme, ao chegar ao
intestino, sofre a acdo do meio alcalino e poderia ser completamente oxidado a
forma férrica, se ndo houvesse fatores luminais que o mantivessem solavel.
Moléculas ligantes de ferro, além dos fatores dietéticos, atuam para manter o ferro
soluvel, sendo que muitas podem ser proteinas produzidas pelo estobmago e figado,
porém ndo sao completamente conhecidas (BENITO e MILLER, 1998; GUYTON e
HALL, 1997; BEARD et al.,, 1996; BRITISH NUTRITION FOUNDATION,
1995).
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Fonte: BEARD et al. (1996).

Figura 2 - Mecanismos de absorc¢ao do ferro ndo-heme (1, 2, 3,4,5,6,7, 8,9, 10) ¢
do ferro heme (lh, 2h, 3h, 4h, 5, 6, 7, 8, 9, 10) compreendendo a
captacao do ferro pelo limen intestinal, transito pela célula e liberagao da
célula para a circulagdo.
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Apesar do mecanismo de passagem do ferro através do enterocito (células
da mucosa) ndo ser ainda muito claro, parece ser mediado por proteinas ligantes,
denominadas integrina e mobilferrina, semelhantes a transferrina. A primeira,
localizada nas vilosidades intestinais, ¢ responsavel pelo transporte do ferro para o
interior do enterdcito, enquanto a segunda protege e transporta o ferro até a
membrana basolateral (BENITO e MILLER, 1998; BEARD et al., 1996).

O ferro absorvido, que nao ¢ ligado a ferritina, ¢ liberado na membrana
basolateral do enterdcito e oxidado a Fe™ pela ceruloplasmina para ser captado pela
transferrina no “pool” plasmatico. Ai combina-se com a apotransferrina para formar
a transferrina, que €, entdo, transportada no plasma até os tecidos corporais, onde
liberara o ferro que podera ser estocado no figado, baco e medula 6ssea ou utilizado
pelas células. A transferrina ndo somente € responsavel pela liberagao do ferro da
superficie basolateral dos enterdcitos para os tecidos, mas também pela
redistribuicdo do ferro aos varios compartimentos do corpo e pela protecao ao ferro
durante a filtracao glomerular (BEARD et al., 1996). Nem todo o ferro que entra na
mucosa do trato gastrintestinal ¢ transferido para o plasma. Isto pode ser devido as
perdas por descamacdo das cé€lulas do epitélio intestinal, com conseqiiente descarga
de ferro na forma de ferritina (BRITISH NUTRITION FOUNDATION, 1995).

Ligado a transferrina, o ferro circula pelo organismo. Alcangando a
superficie das células, onde sera utilizado, o ferro liga-se a receptores especificos,
que sdao abundantes nas células que sintetizam hemoglobina e apresentam
crescimento muito rapido. O complexo transferrina-ferro ligado aos receptores
penetra na célula por endocitose e forma uma vesicula no interior da célula. As
enzimas lisossomais liberam o Fe™, deixando a outra parte (apotransferrina) voltar a
superficie celular, retornando em seguida a circulacdo e continuando o seu ciclo.
Dentro dos eritrdcitos, o ferro se une a protoporfirina nas mitocondrias. A maior
parte do complexo transferrina-ferro plasmatico € usada nos eritrocitos. Uma menor
quantidade ¢ utilizada em outros locais, como no parénquima hepatico, onde ¢

armazenada como ferritina. A ferritina armazena mais de 50% do total de ferro do
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organismo, principalmente no figado, no bago e na medula 6ssea (BEARD et al.,
1996; FAIRBANKS, 1994; DE ANGELIS e CTENAS, 1993).

O mecanismo de absor¢cdo do ferro heme ¢ diferente daquele descrito
anteriormente para o ferro ndo-heme. O ferro heme ¢ mais bem absorvido e penetra
intacto no enterocito como metaloporfirina através dos poros da membrana celular
(HALLBERG e SOLVELL, 1967; CONRAD et al., 1966). A absorc¢do ocorre apds
a digestao proteolitica da mioglobina e da hemoglobina (UZEL ¢ CONRAD, 1998).
No citosol, o ferro inorganico, na forma férrica, ¢ liberado do anel porfirinico pela
heme-oxigenase (BONI et al., 1993; RAFFIN et al., 1974) e entra para o “pool”
celular comum, e ¢ processado de maneira analoga ao ferro nao-heme. O receptor
intestinal para o grupamento heme tem sido parcialmente caracterizado na
membrana da borda em escova, indicando que a molécula do heme ¢ absorvida
intacta (MAHAN e ESCOTT-STUMP, 1998; BEARD et al.,, 1996; BRITISH
NUTRITION FOUNDATION, 1995).

A absorcdo do ferro pode ocorrer por difusdo passiva (permeacdo) e
depende da diferenca de concentragdo do ferro existente no limen intestinal e no
plasma. Esse mecanismo ndo ¢ regulado pelo organismo, ndo sendo ainda

estabelecido o quanto representa no processo de absorcao.

2.6.1. Fatores que afetam a biodisponibilidade do ferro

A deficiéncia, pelo menos para o ferro, quase sempre ndo ¢ somente
causada pela baixa ingestdo deste mineral na dieta, mas também por uma série de
fatores que afetam a sua biodisponibilidade nos alimentos. Exemplo disso sdo os
muitos alimentos que sdo, aparentemente, boas fontes de ferro, mas sao limitados
pela sua disponibilidade bioldgica; que se d4 em funcdo de sua forma quimica e da
presenca de itens alimentares que promovam ou inibam sua absor¢do (DE
ANGELIS, 1999; LATUNDE-DADA e NEALE, 1986).

Segundo BENITO e MILLER (1998), muitos fatores afetam a

biodisponibilidade de ferro, mas a maior parte das pesquisas tem focado nos

27



aspectos dietéticos. Pouco ¢ conhecido sobre os fatores fisiologicos que influenciam
a absorcao. Isso torna mais dificil os estudos de comparacdo de metodologias e a
avaliacao dos resultados.

Por causa do mecanismo absortivo Unico e sua solubilidade elevada no pH
intestinal, o ferro heme praticamente nao ¢ afetado por fatores quimicos ou
alimentares que podem alterar a biodisponibilidade do ferro nao-heme. Sua
absorcdo é determinada principalmente pelo nivel de ferro corporal (MARTINEZ et

al., 1999).

2.6.1.1. Fatores fisioldgicos

O estado nutricional relativo ao ferro ¢ o fator fisiol6gico mais importante
que afeta sua absor¢do intestinal (BENITO e MILLER, 1998). Em condicdes
normais, a taxa de absor¢cdo em humanos adultos é de 5% a 15% do ferro dos
alimentos. Ja em condi¢des de deficiéncia de ferro, esta taxa pode chegar a 50%. Os
mecanismos para esta indugdo sdo em grande parte desconhecidos. Com relacdo ao
ferro heme, um fator que possivelmente contribua para o aumento de sua absorcao,
¢ a heme-oxigenase intestinal que ¢ ativada pela deficiéncia somadtica de ferro. Em
um experimento com humanos, esta enzima nao foi influenciada pela administragao
oral de hemoglobina, mas foi influenciada pela deficiéncia de ferro. Sua
distribuicdo no intestino era idéntica as areas de absor¢do maxima de ferro heme
(MAHAN e ESCOTT-STUMP, 1998; BEARD et al., 1996).

Observagdes na diminui¢do da absor¢cdo de ferro em pacientes com
acloridria (auséncia de acido cloridrico no suco géstrico), quando comparados a
individuos em condi¢des normais de secrecao acida no estdmago, t€ém indicado que
o acido gastrico ¢ fundamental no processo de absor¢do do ferro ndo-heme. O
mecanismo pelo qual o suco géstrico influencia a absor¢ao do ferro, contudo, ndo ¢
ainda bem conhecido (BENITO e MILLER, 1998). Estudos realizados por
CONCEICAO et al. (2001) em ratos também comprovaram que a acidez gastrica é
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um fator luminal importante e necessaria para melhorar a absor¢dao de ferro nao-
heme.

Outro fator que afeta a absorcao de ferro decorre do tempo de transito da
dieta ou alimento. A principal dificuldade para se estudar esse efeito sobre a
absorcao de ferro € isola-lo de outros fatores como pH e tipo de dieta. Entretanto,
acredita-se que um tempo maior de transito no estdbmago e intestino aumenta a
oportunidade de dissolver e absorver minerais ingeridos (POWELL et al., 1994).

O muco ¢ uma secre¢do complexa composta de glicoproteinas (mucina). E
produzido e liberado, principalmente, pelas células caliciformes ao longo da mucosa
gastrintestinal, desempenhando funcdes de lubrificacdo e protecdo. Também
desempenha um papel importante na quebra e absorcao de nutrientes provenientes
da digestdo no limen. Pesquisas t€ém mostrado que a mucina liga-se ao ferro,
mantendo-o disponivel para a absorc¢ao no elevado pH (7,0) do intestino (CONRAD
etal., 1991).

Qualquer condicdo ou doeng¢a que cause anormalidades nas células da
mucosa intestinal pode afetar a absor¢do de ferro. Por exemplo, a doenca celiaca,
caracterizada por uma inflamagdo intestinal, torna o epitélio intestinal achatado,
reduzindo a superficie de absorcao de nutrientes. Pacientes acometidos tém uma alta
incidéncia de deficiéncia de ferro (BENITO e MILLER, 1998)

Outro mecanismo de controle da absor¢ao de ferro decorre de estados de
hipoxia e pela produgdo de eritrocitos. Qualquer condicdo que cause a diminui¢do
da quantidade de oxigénio transportada para os tecidos normalmente aumenta a
velocidade de producdo das hemacias. Assim, quando uma pessoa se torna
extremamente anémica em virtude de uma hemorragia ou outra condi¢do, a medula
O0ssea comeca imediatamente a produzir grandes quantidades de hemacias. O
principal fator que estimula a producdo de hemacias ¢ um hormonio circulante
chamado eritropoetina. Na auséncia de eritropoetina, a hipdxia tem pouco ou
nenhum efeito sobre a estimulacdo da produ¢do de hemacias. No outro extremo,
quando grandes quantidades de eritropoetina sdo produzidas e se h4 ferro abundante

e disponivel, além de outros nutrientes necessarios, a velocidade de produgdo de
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hemacias aumenta dez vezes ou mais em relacdo ao normal (GUYTON e HALL,
1997).

Ambas as situacdoes aumentam a mobilizacdo de ferro para a producao de
hemacias, tanto dos estoques corporais, quanto da transferrina circulante no plasma.
Esta, por sua vez, acaba por liberar o ferro preso a molécula, deixando mais
apotransferrina livre, sinalizando aos enterocitos sobre a necessidade de aumento da
absorcao (GUYTON e HALL, 1997).

A biodisponibilidade do ferro muda de acordo com certos estados
fisiologicos como o crescimento e a gravidez. Sabe-se que as maiores necessidades
do organismo durante estes estados, freqiientemente, levam a um aumento da

absorc¢ado de ferro (BIANCHI et al., 1992).

2.6.1.2. Fatores quimicos e dietéticos

Fatores quimicos, como estado de oxidacgdo, solubilidade e pH, afetam a
biodisponibilidade do ferro nao-heme (Van DOKKUM, 1992). O estado de
oxidacdo do ferro varia dependendo do ambiente quimico. Na dgua, bem como nos
alimentos, observam-se os estados de oxidagio Fe' (ferroso) e Fe" (férrico), que
sdo os mais estaveis nestes meios. A maior solubilidade dos sais ferrosos Fe™ sobre
os sais férricos (Fe™) é, em parte, responsavel pela maior biodisponibilidade dos
ions ferrosos no trato gastrintestinal do que os ions férricos (BIANCHI et al., 1992).

No meio acido, os ions ferrosos e férricos ndo ocorrem em estado livre e
sdo hidratados, respectivamente para Fe(H,0)s ™ ¢ Fe(H,0)s". Com o aumento do
pH, as moléculas de 4gua doam protons para formar hidroxidos insoluveis de ferro:
o Fe(H,0)s” forma Fe(OH); e o Fe(H,0)s > forma Fe(OH),. No pH = 2, do
estobmago, o ferro ¢ soluvel e estd na forma hidratada. Quando o pH aumenta, o
ferro torna-se um hidroxido insoluvel e, como a solubilidade ¢ pré-requisito para a
sua captagdo pelo intestino, a insolubilidade do ferro ¢ o fator que, neste caso,

dificulta sua absor¢do. lons férricos no meio alcalino intestinal precipitam-se
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irreversivelmente e as macromoléculas resultantes de hidroxido férrico sdo muito
grandes para serem absorvidas (GUYTON e HALL, 1997; BIANCHI et al., 1992).

A forma alimentar do ferro também afeta a sua biodisponibilidade. O ferro
heme, proveniente da hemoglobina e mioglobina, ¢ encontrado no musculo de vaca,
porco, galinha, peixe e em outros tipos de carnes. Sua absor¢do ¢ de trés a cinco
vezes maior do que o ferro nao-heme, contido nos vegetais, nos cereais e nas
leguminosas (LAYRISSE e GARCIA-CASAL, 1997). A fonte dietética de ferro
influencia bastante a eficiéncia de sua absor¢do. A quantidade de ferro absorvida
varia de menos de 1% para mais de 20%, dependendo do alimento. O ferro presente
em alimentos de origem vegetal ¢ menos absorvido. Esta absor¢do ¢ intermediaria
para leite e derivados e maior para carne (YIP, 1997). Segundo HIGGS (2000), a
absorcao de ferro heme ¢ tipicamente de 15 a 25%, comparado com 1 a 7% do ferro
nao-heme de fontes vegetais.

De acordo com KAPSOKEFALOU e MILLER (1995), a composi¢do dos
constituintes da alimentacdo ¢ um 1mportante fator que influencia a
biodisponibilidade do ferro nao-heme. Alguns componentes dos alimentos como
oxalatos, fibras, fitatos, taninos, caseina e sais de calcio inibem, ou diminuem a
absorcdo do ferro, porque formam precipitados, quelatos insoluveis ou
macromoléculas de baixa biodisponibilidade. Outros chegam a competir com o0s
sitios de ligacao das células da mucosa intestinal para a absor¢do, ou mesmo com as
proteinas ligantes presentes na luz intestinal, que o tornariam mais soluvel
(CLYDESDALE, 1983).

O 4cido oxalico, presente em alguns vegetais como o espinafre e a
beterraba, e seus sais sdo considerados fatores antinutricionais; eles podem tornar
certos nutrientes minerais indisponiveis por ligarem-se a eles formando sais
insoluveis que ndo sdo absorvidos no intestino (VITAKON, 1986). Entretanto,
alguns estudos t€ém demonstrado um efeito neutro e até positivo na absor¢ao do
ferro, tanto em ratos quanto em humanos (GORDON e CHAO, 1984; HALLBERG,
1981).
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O acido fitico, constituinte de muitos alimentos de origem vegetal, ¢ um
excelente quelante de ions minerais. J4 que o fitato ndo pode ser absorvido e os
seres humanos tém limitada capacidade de hidrolisar a molécula de fitato, um efeito
prejudicial do 4acido fitico na biodisponibilidade de minerais ¢ esperado
(LONNERDAL, 1980). Porém, o efeito inibitoério do acido fitico ¢ ainda muito
contraditério. MORRIS e ELLIS (1976) demonstraram que o fitato monoférrico
complexado ao ferro permanece soluvel e, portanto, biodisponivel. Este tipo de
fitato corresponde a cerca de 60 % no trigo. Quando se associa a mais moléculas de
ferro, como no caso do fitato férrico (com 3 ou 4 moles de ferro/molécula), torna-se
insoluvel e, portanto, com baixa biodisponibilidade. Em outro estudo, os mesmos
autores descreveram que ha razdes para acreditar que os fitatos inibam a absorg¢ao ja
que ambos, fitato diférrico e tetraférrico, apresentaram-se pobremente
biodisponiveis (MORRIS e ELLIS, 1976) e estas sdo as formas encontradas em
varios vegetais como o gérmen de trigo e as lentilhas (GILLOOLY et al., 1984).

Os polifenodis reduzem a absorcao de ferro ndo-heme de alimentos. Dentre
estes, os taninos sdo os mais importantes. Os principais efeitos antinutricionais dos
taninos sao a inativacao de enzimas digestivas, pela sua ligacao seletiva as mesmas,
formando complexos insoluveis e a capacidade de complexagdo com minerais,
diminuindo a absorcao, principalmente de ferro, pois sdo quelantes naturais desse
mineral (GEIL e ANDERSON, 1994; GOYCOOLEA et al., 1990). Agem através
da formagao de complexos entre os grupos hidroxila dos componentes fendlicos e a
molécula de ferro, tornando-o indisponivel para absor¢cao (LYNCH, 1997).

O tanino, presente no cha e no café, ¢ um inquestiondvel inibidor da
absor¢ao do ferro. O alto conteudo antinutricional, nestas bebidas, formaria um
complexo insoltivel com o ferro, inviabilizando sua absor¢do (GARCIA-CASAL e
LAYRISSE, 1998). Outros experimentos demonstraram que o café reduziu cerca de
33% da absorcao do ferro contido na carne de hambtrguer. J4 com uma xicara de
cha preto, essa reducdo foi de aproximadamente 64% (MORCK et al., 1983). Os
taninos presentes em feijoes (Phaseolus vulgaris e Phaseolus acutifolius) também

sao citados como os maiores fatores inibidores da solubilidade do ferro (BENITEZ
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et al., 1994). Entretanto, AMAYA et al. (1991) constataram que o conteudo de
taninos nao tem correlacdo com a disponibilidade do ferro em feijdes.

A questdo da fibra como fator interferente ainda ¢ discutivel. REINHOLD
et al. (1981) demostram que componentes da fibra do trigo e do milho ligam-se ao
ferro in vitro. Entretanto, a adigdo de farelo de trigo a pdes com a mesma quantidade
de fitato ndo teve efeito sobre a absor¢ao do ferro em ratos (FAIRWEATHER-
TAIT, 1982). J& GILLOOLY et al. (1984), em seu estudo sobre a absorcao de
cereais, concluiram que, embora a lignina e a hemicelulose tenham inibido a
absorcao do ferro em humanos, a pectina ¢ a celulose, mostraram efeito oposto.
DAVIDSSON et al. (1996), estudando formulados infantis a base de cereais, nao
encontraram efeito de altos conteudos de fibra na absor¢ao de zinco, calcio ou ferro;
ao contrario, afirmam que o aumento no teor de fibras implica num aumento do teor
de 4cido fitico.

A adicao de célcio, seja na forma de leite ou sal inorganico a um alimento,
reduz a absor¢do de ferro ndao-heme (LYNCH, 1997). Os estudos também tém
demonstrado que o calcio interfere tanto na absor¢cdo do ferro ndo-heme como do
ferro heme; contudo, o mecanismo pelo qual ele atua ainda ndo estd definido
(YBARRA et al., 2001; LYNCH, 2000).

Como também constatado por COOK et al. (1991), o calcio presente atua
como inibidor da absor¢ao de ferro ndo-heme da dieta ou de medicamentos a base
de sulfato ferroso, quando ingerido em quantidades maiores do que 500 mg. Outros
minerais que possuem acoes inibitorias sobre a absorcao de ferro nao-heme, devido
a propriedades fisico-quimicas semelhantes, sdo: 0 manganés, quando presente em
proporcao 300 vezes maior que o ferro; e o zinco, quando seu conteudo ¢ 5 vezes
maior que o conteudo de ferro (ROSSANDER-HULTEN et al., 1991).

Alguns autores (HALLBERG et al., 1992b; HALLBERG et al., 1992a;
HALLBERG et al., 1991; BARTON et al., 1983) sugerem que a interagdo possa se
dar por duas vias, quais sejam: a competicdo entre os minerais pelo mesmo
transportador no processo de absor¢do, entrada do enterdcito, para o ferro nao-

heme, e, ou, a competicdo pelo transportador na saida do ferro para a circulacao
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sanguinea através da membrana basolateral. Isso justificaria a influéncia do célcio
na absor¢ao do ferro heme, uma vez que o mesmo, apds entrar no enterocito, ¢
liberado do anel de porfirina e forma um “pool” comum com o ferro nao-heme,
seguindo as mesmas vias de transporte e metabolismo.

Aditivos e quelantes sintéticos como o alginato de so6dio (em sorvetes,
marmelada e maionese), a tetraciclina, o EDTA (acido etileno diaminotetracético)
entre outros, podem diminuir a biodisponibilidade do ferro (LATUNDE-DADA e
NEALE, 1986).

Fosfoproteinas contidas na gema e na clara do ovo formam complexos de
elevada estabilidade efetiva com o ferro ndo-heme bloqueando, significativamente,
a absor¢cdo deste mineral. Interacdoes semelhantes sao verificadas entre
fosfoproteinas do leite de vaca e seus derivados, como queijos e iogurtes, € o ferro
dietético, com as mesmas conseqiiéncias (STEKEL, et al., 1983).

Dois fatores nutricionais t€ém mostrado aumentar a biodisponibilidade do
ferro: o acido ascorbico e a carne. O acido ascérbico ¢ o promotor mais conhecido
da absorcao de ferro ndo-heme. O acido ascorbico pode promover condigdes acidas
dentro do estdmago, facilitando a solubilizacdo do ferro da dieta. O ferro no estado
férrico pode ser reduzido para o estado ferroso, tornando-o solavel. O acido
ascorbico também pode formar quelatos com o ion férrico solubilizado dentro do
estdbmago, consequentemente mantendo a solubilidade deste quando o alimento
entra no pH alcalino do intestino delgado (MARTINEZ et al., 1999; CARPENTER
¢ MAHONEY, 1992).

Individuos com baixas reservas de ferro e ingestao diaria de acido ascorbico
inferior a 25 mg, e de carne, aves e peixe inferior a 30 g, apresentam baixa
biodisponibilidade de ferro, em torno de 5%. No entanto, se mais de 75 mg de acido
ascorbico ou mais de 90 g de carne, ave ou peixe estdo presentes na alimentagdo, a
biodisponibilidade torna-se alta, em torno de 20% (BIANCHI et al., 1992).

Outros fatores, como alguns agucares (frutose), formam complexos com o
ferro nao-heme, tornando-o solivel no pH do limen intestinal, favorecendo sua

absor¢ao (GARCfA—CASAL e LAYRISSE, 1998). Também, os acidos organicos,
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tais como, citrico, malico, latico, succinico e tartarico, promovem a absor¢ao do
ferro; entretanto, nenhum se mostra tdo eficaz como o acido ascorbico
(CLYDESDALE, et al., 1991; LATUNDE-DADA e NEALE, 1986).

Segundo alguns estudos, a vitamina A e o B-caroteno aumentam a absor¢ao
do ferro ndo-heme por formar complexos soluveis e prevenir o efeito inibidor dos
fitatos e polifenodis durante a absor¢do do ferro (GARCIA-CASAL et al., 1998).

Roedores tém sido muito usados para avaliar a biodisponibilidade de ferro,
principalmente ratos em crescimento. Entretanto, quando fatores que afetam a
absorcao dietética do ferro sdo avaliados, ha disparidades entre estudos em ratos e
humanos. H4 uma relativa insensibilidade dos ratos aos fatores que influenciam na

absor¢ado de ferro nao-heme em humanos (REDDY e COOK, 1991).

2.6.2. Ferro e carne

A carne vermelha é uma excelente fonte de ferro, com 50 a 60% do ferro na
forma heme (HIGGS, 2000). Segundo Van DOKKUM (1992), a carne ¢ a mais
importante fonte de ferro heme, mas sua percentagem varia entre os diferentes
animais. Em carnes bovina, suina e frango cerca de 70, 48 e 30% do ferro,
respectivamente, encontram-se na forma heme. O mesmo autor relata que a
percentagem de ferro absorvida parece estar ligada a quantidade de ferro heme
presente na carne, € embora a biodisponibilidade do Fe heme seja alta, a absorgao
verdadeira (referindo-se a quantidade de ferro de origem heme que entra na
circulagdo sangiiinea) esta longe dos 100%.

O ferro heme, proveniente da hemoglobina e mioglobina, ¢ altamente
biodisponivel e absorvido por um mecanismo diferente, e mais eficiente, do que o
ferro ndo-heme, presente em alimentos vegetais, envolvendo receptores especificos
(HIGGS, 2000; GARCIA et al., 1996).

De acordo com DE ANGELIS ¢ CTENAS (1993), a maior absor¢ao de
ferro heme € observada para as carnes vermelhas. Peixes e aves possuem absor¢ao

de 23 ¢ 40% em relagdo a carne bovina, respectivamente.

35



Os principais tipos de carnes cruas contém ambas as formas de ferro,
embora em diferentes proporgdes. O Quadro 4 apresenta o conteudo médio de ferro
heme (% de ferro total) em carnes cruas.

As carnes nao somente contribuem com o ferro heme, altamente
biodisponivel, mas também aumentam a biodisponibilidade de ferro nao-heme,
proveniente de outros constituintes da dieta ou da propria carne. Este efeito ¢
comumente chamado de "fator carne" (MARTiNEZ et al., 1999; MULVIHILL et
al., 1998; GARCIA et al., 1996). COOK e MONSEN (1976) demonstraram que
carne bovina, suina, de cordeiro, figado, peixe e frango aumentaram a absor¢do de
ferro em duas ou quatro vezes, enquanto leite, queijo € ovos inibiram ou ndo
tiveram efeito na absor¢do de Fe ndo-heme de vegetais.

Além disso, um estudo feito por HURREL et al. (1988) concluiu que a
mesma fonte protéica pode ter um efeito diferencial na absor¢cdo do ferro: carne
bovina aumentou a absor¢ao de Fe ndo-heme em farinha de milho, mas nao teve

efeito na absor¢do de Fe em farinha de pao.

Quadro 4 - Conteudo de ferro heme em relagao a % de ferro total, em diferentes
tipos de carnes

Fonte Conteudo de Fe heme (%) Forma do Fe heme
Carne bovina 60 Mioglobina (90%)
Hemoglobina (10%)
Carne suina 45 Mioglobina (90%)
Hemoglobina (10%)
Carne de carneiro 55 Mioglobina (90%)
Hemoglobina (10%)
Figado 40 Hemoglobina (100%)
Sangue 99 Hemoglobina (100%)

Fonte: ROGOV et al. (1989).

A carne contribui com cerca de 14% da ingestdao total de ferro. A

deficiéncia de ferro ¢ menos freqiiente em paises onde a carne ¢ parte significativa

36



da dieta (HIGGS, 2000; UZEL e CONRAD, 1998). Alguns autores t€ém sugerido
que a diminuicao da ingestdo de carnes vermelhas aumenta o risco de deficiéncias
de ferro, problemas freqiientemente observados em adolescentes do sexo feminino.
Além disso, varios estudos tém mostrado que as mulheres consomem menos
quantidades desse mineral do que os homens, o que coincide com o fato de que o
consumo de carnes pelos homens também tende a ser maior (ORTEGA et al.,
1998).

A populagdo indiana (predominantemente vegetariana) que habita a
Inglaterra e América do Norte tem mostrado uma alta prevaléncia de deficiéncia de
ferro, sobretudo em mulheres e criancas, quando comparado com a populagdo
onivora. Também se descobriu uma alta prevaléncia de anemia por deficiéncia em
ferro nos novos adeptos da dieta vegetariana e naqueles que seguem dietas
macrobioticas (MARTINEZ et al., 1999).

Segundo LAWRIE (1981), carnes vermelhas fornecem uma média de 4,7
mg de ferro/dia, enquanto carne de aves e peixes fornece, respectivamente, 0,86 ¢
0,24 mg de ferro/dia. Isso d4 um total de 5,8 mg/dia ou 58% das recomendacdes
nutricionais (RDA) para um homem adulto (considerando a RDA de 10 mg/dia de
ferro), ou de 32% da RDA para mulheres (RDA de 18,6 mg/dia). Tais dados
indicam que o estado nutricional de ferro de muitas mulheres pode ser bastante
melhorado pelo uso de carnes vermelhas, carnes de aves e peixes nas dietas.

ERBERSDOBLER (1995) discutiu a importancia da carne do ponto de vista
nutricional e fisiologico e relatou que a mesma, embora possua excelente valor
nutricional, tem perdido o seu espaco para os cereais, leite e vegetais. Entretanto, esse
autor sugere que para certos grupos da populagdo, especialmente adolescentes do sexo
feminino, a carne nao deve ser excluida da dieta, além de ser preferencial em relacao

aos suplementos de ferro.

2.6.2.1. O ""fator carne' e a biodisponibilidade de ferro

Diversos estudos t€ém mostrado que certos tecidos animais como as carnes

bovina, suina, de frango, peixe e figado aumentam a biodisponibilidade de ferro
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nao-heme, proveniente de outros constituintes da dieta ou da propria carne
(MARTiNEZ et al., 1999; MULVIHILL et al., 1998; GARCIA et al., 1996). Este
efeito ¢ comumente chamado de "fator carne".

Segundo COOK e MONSEN (1976), a ingestao de carne de vitela induziu a
um aumento de dez vezes na absorcao de ferro de um alimento a base de milho.
ZHANG et al. (1991) verificaram que a substituicdo de albumina de ovo em uma
refeicdo por carne bovina, de carneiro, suina, figado, frango ou peixe, elevou em
duas a quatro vezes a absorcao de ferro. Segundo KAPSOKEFALOU e MILLER
(1991), a magnitude do aumento na absorcao do Fe, provocada pelo "fator carne", €
variada e situa-se entre 2 a 3 vezes.

Desde que se descobriu seu efeito promotor na absor¢do do ferro, varias
pesquisas tém sido conduzidas com o intuito de se encontrar o mecanismo exato do
"fator carne" dos tecidos animais (MULVIHILL e MORRISSEY, 1998b;
MULVIHILL et al., 1998; KAPSOKEFALOU e MILLER, 1991). Viérias hipoteses
tém sido sugeridas. Uma delas sugere que produtos formados a partir da digestao de
proteinas carneas, como aminoacidos e peptideos, promovem a formagdao de
quelatos soluveis com o ferro nao-heme, facilitando, assim, a absorcao
(KAPSOKEFALOU e MILLER, 1995; 1993). Van DOKKUM (1992) chama a
atencdo para o fato de que o peso molecular de proteinas € importante para a
formacdo de espécies metdlicas soluveis e insoluveis, sendo o estagio da digestdo
protéica decisivo para a formacao de complexos soluveis de ferro ou precipitados de
ferro ndo biodisponiveis.

Outra hipotese que pode estar relacionada ao "fator carne" envolve a
reducdo do Fe™ para Fe™ durante a digestdo. O Fe™ ¢ mais solavel e, portanto,
menos provavel de sofrer hidrolise nas condi¢des presentes no limen gastrintestinal
(MULVIHILL e MORRISSEY, 1998b; KAPSOKEFALOU e MILLER, 1991). O
aminoacido cisteina e a glutationa (um peptideo contendo cisteina) podem ser os
agentes provenientes da carne capazes de reduzir o Fe™ para Fe™

(KAPSOKEFALOU e MILLER, 1993).
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Assim, o grupo sulfidrila (-SH), proveniente da digestdo de proteinas da
carne, parece desempenhar um papel importante no aumento da biodisponibilidade
de ferro nao-heme. TAYLOR et al. (1986) encontraram que peptideos contendo
cisteina, liberados durante a digestao da carne, aumentaram a absor¢ao de ferro nao-
heme em estudo com humanos. Em contraste, quando o sistema estava oxidado, a
absorcao de ferro diminuiu em 63%.

KAPSOKEFALOU e MILLER (1991) verificaram o efeito exercido pela
carne, durante a digestdo in vitro, na redu¢io do Fe para a forma Fe™. O mesmo
efeito ndo foi observado pelos pesquisadores para albumina bovina, albumina do
ovo e caseina.

Alguns trabalhos tém estabelecido uma relagdo linear entre o conteudo de
grupos -SH de proteinas carneas e sua habilidade em aumentar a biodisponibilidade
do ferro.

MULVIHILL ¢ MORRISSEY (1998a) examinaram, in vitro, o efeito de
varios tipos de carne na biodisponibilidade do ferro ndo-heme. Eles concluiram que
o "fator carne" parece ser uma combinagdo de varios fatores, incluindo compostos
de baixo peso molecular, resultantes da degradacdo da proteina, e a presenca de
grupos -SH.

MULVIHILL et al. (1998) avaliaram o efeito das proteinas miofibrilares,
miosina e actina, na biodisponibilidade do ferro ndo-heme, numa tentativa de
identificar o "fator carne". Os resultados mostraram que a miosina, com conteudo
de -SH maior do que a actina, teve maior efeito na biodisponibilidade in vitro do
ferro nao-heme, indicando uma provavel influéncia redutora dos residuos de
cisteina como constituinte do "fator carne".

Literaturas cientificas indicam que a cisteina € o Unico aminoacido
conhecido com a propriedade de melhorar a absor¢do de ferro nao-heme em
humanos (MULVIHILL et al., 1998).

Numa tentativa de entender o "fator carne", KAPSOKEFALOU e MILLER
(1993) propuseram duas hipoteses: os produtos da digestdo das proteinas carneas

. ~ + ;. .
promoveriam a reducdo do Fe™ para Fe™ ¢ os acidos graxos livres, formados a
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partir da digestdo da gordura, complexariam com o Fe™ no limen para formar
compostos que atravessariam a membrana. Os resultados obtidos confirmaram a
possibilidade dessas hipoteses. Entretanto, em estudo mais recente, os mesmos
pesquisadores rejeitaram a hipotese da interacdo de acidos graxos com o ferro
(KAPSOKEFALOU e MILLER, 1995).

Outros pesquisadores também tém afirmado que a carne auxilia a absor¢ao
do ferro por neutralizagdo de certos fatores, no lumen intestinal, que poderiam
interferir na liberagao do ferro do alimento ou no seu transporte para a superficie da

mucosa da célula (BIANCHI et al., 1992).

2.7. Sangue animal como fonte potencial de ferro

A deficiéncia de ferro e a anemia por deficiéncia de ferro (anemia
ferropriva) estdo incluidas entre os maiores problemas de satide publica no mundo,
ocorrendo tanto nos paises em desenvolvimento como nos desenvolvidos
(WHO/UNU/UNICEF, 2001; STOLTZFUS e DREYFUSS, 1998), sendo
decorrentes, principalmente, da ingestdo de dietas ndo balanceadas ou da baixa
biodisponibilidade do ferro ingerido (FINCH e COOK, 1984).

Estimativas da Organizacdo Mundial da Satde (INACG, 2000) situam em 2
bilhdes, ou seja, 1/3 da populagdo mundial, o nimero de pessoas que apresentam
caréncia de ferro ou niveis baixos de hemoglobina, sendo que em paises em
desenvolvimento verifica-se uma propor¢ao entre 30 e 70% da populagdo, e em
paises industrializados da Europa e da América do Norte uma propor¢ao menor que
20% (LOOKER et al., 1997, HALLBERG, 1995). Porém, a anemia causada por
deficiéncia de ferro, denominada anemia ferropriva, ¢ muito mais comum que as
demais (estima-se que 90% das anemias sejam causadas por caréncia de ferro) e
afeta grande parcela da populagdo mundial de praticamente todos os estratos
sociais, dos mais privilegiados aos mais carentes, especialmente o grupo materno-

infantil: lactentes, pré-escolares, escolares, gestantes e nutrizes, embora homens -
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adolescentes e adultos - e os idosos também possam ser afetados por ela (BRASIL,
2002).

O maior problema dos paises do terceiro mundo ¢ a alta incidéncia de
anemia por deficiéncia de ferro. As dietas sdo pobres em proteina animal e tendem a
ter mais produtos vegetais e cereais. Fatores inibindo a biodisponibilidade do ferro
inerentes a dietas ricas em vegetais, contendo uma baixa por¢cdo do ferro heme,
aumentam significativamente a incidéncia de anemia ferropriva nestes paises
(OLOGUNDE et al., 1994).

Apesar da auséncia de um levantamento nacional, existe consenso na
comunidade cientifica de que a anemia ferropriva tem altas prevaléncias em todo o
territorio nacional, atingindo todas as classes de renda. Estudos recentes indicam
prevaléncias em pré-escolares, variando ao redor de 50%, em adolescentes de cerca
de 20% e em gestantes variando entre 15% e 30%, com uma grande homogeneidade
nas diferentes regides do pais (BRASIL, 2002).

No Brasil, alguns estudos demonstram prevaléncia de anemia em
aproximadamente 50% de criancas em idade pré-escolar de nivel sdcio-econdomico
mais baixo nas cidades de Porto Alegre/RS (SILVA et al., 2001) e em Sao Paulo/SP
(MONTEIRO et al., 2000). No entanto, a prevaléncia real em criangas e lactentes ¢
muito dificil de ser determinada devido a problemas no delineamento da pesquisa,
na coleta de dados e tamanho da amostra (SZARFACS e DE SOUZA, 1997).

A desnutrigdo energético-protéica, a deficiéncia de iodo, a hipovitaminose
A e as anemias nutricionais sdo consideradas como problema de importancia
epidemiologica relevante (BATISTA-FILHO e FERREIRA, 1996).

Esta situagdo tem levado ao desenvolvimento de suplementos nutricionais
para o tratamento da anemia ferropriva. No Brasil, o sulfato ferroso ¢ a fonte de
ferro mais utilizada para a suplementagdo (3 mg/kg de peso corporal); entretanto,
por ser uma fonte de ferro inorganico, nao-heme, sua absor¢do pode ser
comprometida por inimeros fatores, além da presencga de efeitos colaterais, como
pirose, nauseas, vomitos, diarréia, constipagdo intestinal e colicas (SIMOES et al.,

1999; SIMMONS et al., 1993), ocorrendo em 15% a 20% dos pacientes em
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tratamento diario com ferro oral (CARDOSO ¢ PENTEADO, 1994). No entanto, ¢
preciso relatar a eficacia do ponto de vista de melhoria dos niveis de hemoglobina
apos este tipo de intervencao.

Varios fatores limitam a efetividade das medidas propostas para o
tratamento da anemia, tais como a pobreza do quadro sintomdtico das anemias, de
forma que os pacientes se sentem pouco motivados a tratar de um problema do qual
raramente se queixam; aparecimento de efeitos colaterais derivados da
administragdo de sais de ferro, produzindo sintomas mais notaveis que os relatados
para a propria anemia, especialmente quando se administram altas doses de sais de
ferro; a longa duracdo do tratamento e, por conseguinte, das queixas resultantes da
propria terapia (BATISTA-FLHO e FERREIRA, 1996).

A fortificacdo de alimentos tem sido recomendada, como um dos melhores
métodos de prevengdo e combate a deficiéncia de ferro em uma populacio. A partir
de junho de 2004, toda a farinha de trigo ¢ milho vendida no Pais tem de ser
enriquecida com ferro (4,2 mg/100 g de farinha), segundo resolugdo da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2002).

Devido a freqiiéncia, a gravidade da anemia ferropriva e aos efeitos
colaterais observados apos a administracao de doses terapéuticas de sulfato ferroso
(FeSO,), recomenda-se que sejam desenvolvidas novas estratégias (HURRELL,
1997; GIBSON, 1997; FREIRE, 1997), sistemas de liberagao (BATRA et al., 1994;
COOK et al., 1990) ou novos compostos (IOST et al., 1998), que possam minimizar
ou eliminar os efeitos colaterais, da administragao de ferro.

Como conseqiiéncias, essas alternativas poderdo resultar em aumento da
aderéncia ao tratamento e da eficacia dos programas de combate a anemia (SINGH
et al., 1998; SIMMONS et al., 1993).

Nesta linha de raciocinio, o ferro heme, proveniente da hemoglobina e da
mioglobina (presentes no sangue € no musculo, respectivamente), apresenta uma
taxa de absor¢ao muito maior que o ferro ndo-heme, constituindo-se, assim, em uma
excelente fonte de ferro para a utilizacdo como suplemento nutricional (WALKER,

1998).
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O sangue contém 0,30 mg/g de ferro, comparados a 0,026; 0,03 ¢ 0,016
mg/g existentes nas carnes bovina, ovina e suina, respectivamente (GORBATOV,
1988; OELLINGRATH e SLINDE, 1985). O elevado teor de ferro heme presente
no sangue, associado a sua excelente biodisponibilidade, quando comparado com o
de ferro ndo-heme (MIELNIK e SLINDE, 1983; WISMER-PEDERSEN, 1979),
pode prevenir e ajudar no tratamento de anemias, como alternativa para a melhoria
deste problema de saude publica.

O sangue animal tem sido objeto de numerosos estudos nos ultimos anos
(COLLI et al.,, 1994; DA SILVA e¢ MELLADO, 1994, DOMENE, 1988;
NOGUEIRA et al., 1992; ANSEJO et al., 1985; WISMER-PEDERSEN, 1979) por
ser uma fonte nao tradicional de nutrientes, assim como uma excelente fonte de
ferro heme, de relativo baixo custo, com propriedades organolépticas e funcionais
adequadas ao consumo humano.

DA SILVA e MELLADO (1994) caracterizaram nutricionalmente um
biscoito de chocolate enriquecido com sangue bovino. O produto obtido apresentou
seis vezes mais ferro que um biscoito semelhante, sem sangue.

RADMILI et al. (1995) avaliaram o uso de hemoglobina em pé como um
suplemento de ferro em produtos carneos. A adicdo de 0,5% desse pigmento
aumentou, quando comparado a amostras controles nao suplementadas de
hemoglobina, o contetido de ferro em 77%.

Outros estudos foram conduzidos por KOCOVSKI et al. (1994), e
comprovaram que a adicdo de 15% de sangue bovino ou de 2,5% de hemoglobina
em po a produtos carneos provocou um aumento no contetdo total de ferro de 3,08
a 3,3 vezes em comparacao aos produtos convencionais. Além disso, a propor¢ao de
Fe'? teve um acréscimo de 1,74 a 2,19, conferindo ao sangue e a hemoglobina em
po, um enorme potencial como fontes de ferro na nutri¢do dos consumidores.

SIMOES et al. (1999) determinaram o impacto de um produto, proveniente
da fragdo celular sangiiinea desidratada de bovinos, rica em ferro heme, nos niveis
hematimétricos de seres humanos. O grupo suplementado com o ferro, apesar de

apresentar niveis normais de estoque de ferro no inicio do estudo, obteve melhores
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resultados em comparagdo ao nao suplementado. Observou-se, ainda, aumento
significativo (P<0,05) nos niveis de ferro sérico no grupo suplementado com a
fracdo celular, indicando que o ferro desta fracdo foi absorvido e utilizado pela
populacao do estudo no periodo de dois meses. Este estudo indica a possibilidade
de uso deste produto no tratamento da anemia ferropriva.

ANSEJO et al. (1985) fortificaram biscoitos com 4, 6 e 8% de concentrado
de ferro heme, obtido de sangue bovino. O contetido protéico e o teor de ferro
foram 1,6 e 8 vezes, respectivamente, maiores do que o controle ndo fortificado.
Esses resultados, segundo estes autores, conferem ao concentrado de ferro um uso
promissor na fortificacdo de biscoitos para a prevencgao de deficiéncia de ferro, uma
vez que a absor¢cdo de ferro heme, por humanos, ¢ 2 a 6 vezes maior do que a do

ferro inorganico, normalmente usado para esse fim.

2.8. Utilizacdo do mondxido de carbono em carnes e produtos carneos

2.8.1. Efeito sobre a cor

A carboxiemoglobina (COHb) ¢ um pigmento de cor-vermelho claro
brilhante, originado pela reagdo entre a hemoglobina (Hb) e o0 monoxido de carbono
(CO), que poderia, potencialmente, resolver o problema da cor escura dos produtos
formulados com sangue.

ANTONINI e BRUNORI (1971) asseguraram que a estabilidade do
pigmento COHD ¢ devida a alta afinidade da Hb (200 vezes superior a afinidade do
oxigénio “in vivo”) pelo CO e a baixa constante de dissociacdo, especialmente na
auséncia de O,, o que poderia garantir uma ligacdo forte durante a formagao do
pigmento.

Segundo LIVINGSTON e BROWN (1981) e GIDDINGS (1977), o CO se
dissocia da Hb mais devagar que o O, (cerca de 1.000 vezes) e confere estabilidade
para o ferro se manter no estado de oxidacdo Fe'™, sendo o complexo diamagnético

resultante completamente inerte as reacdes com moléculas paramagnéticas.
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De acordo com WOLFE (1980), o pigmento carboximioglobina (COMb) ¢
mais resistente a oxidacdo do que a oximioglobina (O,Mb), devido a forte ligacao
do CO ao nucleo porfirinico da molécula mioglobina. Concentracdes de 1-5% de
CO aumentam a reducdo da metamioglobina, em presenga de ar (LANIER et al.,
1978).

Baseado nesses principios, FONTES (1999) e FONTES et al. (2004)
testaram a estabilizagdo da hemoglobina pela saturagdo do sangue com mondxido
de carbono, verificando que o sangue liquido, desidratado ou nao, apresenta
coloragao mais agradavel e estavel que o sangue ndo-tratado. Dando continuidade a
esta pesquisa, PEREIRA (2000) avaliou a estabilidade fisica (coloracdo) de um
embutido carneo emulsionado (mortadelas) formulado pela substitui¢do de carne
por diferentes concentragdes de sangue fresco ou tratado com monoxido de
carbono. Os resultados mostraram que as alteracdes de cor, ainda que inferiores as
provocadas pela adi¢do de sangue fresco (ndo-tratado), poderiam causar restricao do
consumidor ao produto, se este for apresentado com denominag¢do semelhante a dos
existentes no mercado. Assim, seria interessante utilizar outra denominagao para o
produto formulado com sangue tratado com CO.

Alguns autores (WOLFE, 1980; KARMAS, 1975; EL-BADAWTI et al.,
1964) propuseram o uso de CO como atmosfera modificada para a embalagem de
carnes, a fim de evitar alteracoes de cor indesejaveis e aumentar a vida-de-
prateleira. Entretanto, tal fato tem ganhado mais notoriedade com o surgimento de
novas pesquisas (VIANA et al., 2005; JOHN et al., 2005; KRAUSE et al., 2003;
JAYASINGH et al., 2001; LUNO et al, 2000; SORHEIM et al., 1999; 1997).

De acordo com SORHEIM et al. (1997), o desafio do uso de atmosfera
modificada em carnes ¢ a estabilizacdo da sua cor vermelha. O efeito positivo do
CO na cor da carne foi conhecido e patenteado a mais de 100 anos atras. Apesar
deste conhecimento, o CO atualmente tem sido aplicado comercialmente de forma
muito timida, sendo a industria de carnes da Noruega pioneira no uso do CO para

embalagem de carnes frescas. De acordo com este autor, essa industria de carnes
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tem usado uma mistura de gas contendo 0,3-0,4% de CO, sendo que de 50 a 60% da
carne vendida no comércio ¢ embalada nesta atmosfera modificada.

Alguns autores também estudaram a exposi¢do de carnes a 100% de CO,
antes de serem embaladas a vacuo, com o objetivo de determinar a estabilidade da
cor vermelha (VIANA et al., 2005; JAYASINGH et al., 2001; BREWER et al.,
1994; CLARK et al., 1976).

BREWER et al. (1994) obtiveram uma estabilidade da cor vermelha de 6
semanas, quando trataram bifes de carne bovina, com 100% de CO, por 1 hora,
antes de embala-los a vacuo. Estes resultados também foram confirmados por
JAYASINGH et al. (2001). Ja VIANA et al. (2005), conseguiram uma estabilidade
da cor vermelha de 20 dias, para bifes de carne suina expostos as mesmas
condicoes.

Segundo SORHEIM, et al. (1997), concentragdes de 0,5 a 2,0% de CO
aumentam a estabilidade da cor vermelha em carnes frescas. No entanto, SORHEIM
et al. (1999) relatam que a adicdo de 0,4%-1% de CO nas atmosferas modificadas
utilizadas para embalar carnes € suficiente para estabilizar sua cor vermelha.

LUNO et al. (2000) examinaram o efeito de baixas concentra¢des de CO na
vida-de-prateleira de carne vermelha fresca. Estes autores encontraram que o uso de
0,5 a0,75% de CO ¢ necessario para estabilizar a cor.

Experimento conduzido por SORHEIM et al. (1999) mostrou que a
estabilidade da cor de carnes armazenadas em atmosfera modificada com CO foi
melhor do que a das carnes estocadas sem CO. Segundo Aasgaard (1993), citado
por SORHEIM et al. (1997), produtos carneos podem, também, ter os beneficios da
atmosfera modificada com CO. Por exemplo, embalagem com 1% de CO e 99% de
N,, estabiliza a cor de mortadela fatiada, indicando que ha ligagdo entre CO e
mioglobina desnaturada.

Fatias de carne bovina armazenadas em atmosfera contendo 0,5% de CO
mantiveram uma cor vermelha desejavel por até 28 dias quando estocadas a 2°C

(JAYASINGH et al., 2001). Embalagens contendo baixa percentagem de CO e alta
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concentragdo de CO, também mostraram ser eficientes na melhoria da cor e

aumento da vida-de-prateleira de carne de porco (KRAUSE et al., 2003).

2.8.2. Aspectos toxicoldgicos

O monoéxido de carbono ¢ um gas inodoro, insipido, incolor, mais leve que
o ar (densidade igual a 0,967), produzido por combustdo incompleta da matéria
organica e fontes naturais (WHITE MARTINS, 1989).

Os niveis naturais de CO no ar sio 0,01-0,09 mg/m’ (WHO, 1979),
podendo chegar a 20 mg/m’ em 4reas urbanas. De longe, a causa mais comum de
elevadas concentragdes de CO no sangue ¢ a inalagdo da fumaga do tabaco, que
variam de 3 a 6%.

O mondxido de carbono ¢ produzido, endogenamente, no catabolismo
normal da Hb e de outros compostos heme (mioglobina e citocromos) (WHITE,
1976). Estima-se que a concentragdo de carboxiemoglobina (COHb) formada pelo
CO endogeno, em adulto sadio, varia de 0,1 a 1,0% (NAS, 1977).

O CO ¢ o exemplo mais conhecido de agente que interfere na capacidade de
transporte de oxigénio do sangue. Ele se liga, reversivelmente, & hemoglobina, com
uma afinidade 250 vezes maior que o oxigénio, formando a carboxiemoglobina
(STRYER, 1996; NAS, 1977; WEISSBLUTH, 1974; ANTONINI e BRUNORI,
1971).

A concentracdo de COHD no sangue ¢ funcdo da concentragdo de CO no ar,
do tempo de exposi¢ao, do nivel de atividade fisica do individuo e da
suscetibilidade do individuo (COBURN et al., 1965). Em concentracdes de
aproximadamente 2,5%, individuos sensiveis (que sofrem de doencas cardiacas)
apresentam alteragdes na funcdo cardiaca e dor no térax. Entretanto, em adultos
sadios, nenhum efeito adverso na saude foi descrito para niveis de COHb de até 5%.
Dessa forma, niveis de COHb maiores que 2% devem ser evitados a fim de proteger
os individuos mais vulneraveis da populagdo (Aunan et al., 1992, citados por

SORHEIM et al., 2001).
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O uso de CO em carnes ainda levanta muitas questdes em relacdo a sua
seguranga toxicologica. Estudos sobre a toxicidade do CO evidenciaram que
somente a sua inalagdo ambiental, ou de seus compostos, seriam responsaveis por
envenenamentos (NAS, 1977). Na literatura, hd poucas informagdes a respeito da
toxicidade da ingestdo de carnes tratadas com CO, embora célculos
estequiométricos indiquem a baixa probabilidade de problemas para a saude
(SORHEIM et al., 1999; 1997; EL-BADAWI et al., 1964).

Baseado nestes calculos, preconiza-se que a inalacdo por um periodo
prolongado de tempo de ar contendo CO a um nivel de 57 mg/m’ (nivel aceitavel
nos ambientes de trabalho nos Estados Unidos) fornece um nivel de COHb de pelo
menos 14 vezes o valor encontrado temporariamente quando se consome 225g de
carne tratada com CO. Nesta estimativa, foi assumido que a saturacdo da
mioglobina e hemoglobina da carne foi maxima e que todo o CO presente nessa
carne seria absorvido pelo intestino e acumulado na corrente sangiiinea (EL-
BADAWTI et al., 1964). Conseqiientemente, at¢ mesmo na pior das hipoteses, o
tratamento da carne com CO parece contribuir muito pouco com os niveis de
COHD, em relagao aos niveis que sao considerados seguros no ambiente de trabalho
(SORHEIM et al., 1997).

SORHEIM et al. (1997) afirmam que, em concentracdes de 1%, o uso de
CO ndo apresenta qualquer risco ao consumidor, porque o consumo de carne
embalada em tais concentragdes de CO resultard em niveis despreziveis de COHb
no sangue. Além disso, a absor¢cao de CO no trato gastrintestinal, e seu acimulo no
sangue, serdo, com toda probabilidade, menos efetivos que a absor¢ao de CO pelos
pulmdes, que sdo compostos de tecidos especializados em facilitar a troca gasosa
entre os alvéolos e o sangue.

De acordo com SORHEIM et al. (2001), cerca de 60% da carne fresca
vendida pela industria de carnes da Noruega sdao embaladas em atmosfera
modificada contendo CO. Apesar do conhecimento e beneficios do uso do CO em
embalagens de carnes, atualmente ele ndo ¢ permitido com este propdsito na Unido

Européia. A Unido Européia considera como aditivos os gases utilizados em
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embalagens e o CO nao faz parte desta lista. Esta proibicdo conseqlientemente sera
estendida a Noruega, uma vez que o pais pertence a comunidade Européia e,
portanto, estd sujeita ao regulamento para alimentos em vigor desde 1 de julho de
2004.

Este impedimento estd na contramao de seu tempo, pois configura uma
posi¢do contraria ao que foi estabelecido nos EUA, em fevereiro de 2002, quando
juntamente, o USDA e o FDA aprovaram o uso de 0,4% de monoxido de carbono,
em embalagens com atmosfera modificada sem oxigénio, contendo 30% de CO, e

N, como gés de preenchimento (JOHN et al., 2005).
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3. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi conduzido nos laboratorios dos Departamentos de
Tecnologia de Alimentos (DTA) e de Nutrigdo e Satde (DNS) da Universidade
Federal de Vigosa (UFV), MG.

3.1. Obtencéo e tratamento do sangue

Os suinos, com peso vivo entre 90 e 100 kg, foram abatidos segundo os
procedimentos usuais do matadouro “Novo Suino”, em Vicosa, MG. Apds repouso,
jejum e dieta hidrica de 12 horas, os animais foram submetidos a uma lavagem com
agua clorada, visando a redugdo da carga microbiana da pele dos animais. Os
animais foram insensibilizados mediante choque elétrico (110V por 5 segundos), de
forma a garantir que a corrente elétrica circulasse, através do cérebro, efetuando a
eletronarcose. Os animais foram, entdo, suspensos pelas patas traseiras para inicio
da etapa de sangria.

Uma faca concava (faca vampiro), esterilizada, foi introduzida diretamente
no sistema arterial (Arcus aortae) do animal. O sangue fluiu, por gravidade, através
de uma mangueira plastica atoxica (Alfa Laval Agri), de grau alimenticio, acoplada
a faca vampiro e conectada a um latdo de ago inoxidavel (Alfa Laval Agri para

ordenhadeira mecanica, capacidade para 20 litros), devidamente higienizado
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(WISMER-PEDERSEN, 1979), ao qual se adaptou um sistema de agitagdao. Esse
sistema fechado garantiu uma coleta asséptica do sangue, evitando-se possivel
contaminacdo por vOmitos, contato com secrecdes de narinas e trato intestinal,
contato com a pele e agua de lavagem (KNIPE, 1988; OCKERMAN e¢ HANSEN,
1994). Ao mesmo tempo, uma solugdo de anticoagulante, citrato de sédio tribasico
(50%), foi misturada com o sangue diretamente na extremidade superior da faca
(GORBATOV, 1988), para produzir uma concentracao final de 5 g/L de sangue.

O tempo médio do fluxo de sangue foi de 40 segundos para cada animal
(WISMER-PEDERSEN, 1979; GORBATOV, 1988), obtendo-se um volume de
cerca de 2,3 litros de sangue por animal.

O latao contendo sangue foi colocado em uma caixa de isopor de 100 litros
contendo gelo, por um periodo de uma hora, para o seu transporte e a sua utilizacao
na fase seguinte, conduzida nos laboratorios do Departamento de Tecnologia de
Alimentos (DTA) da Universidade Federal de Vicosa (UFV), em Vicosa, MG.

O sangue, recolhido por ocasido do abate, foi filtrado por meio de um
dessorador de queijos para remover codgulos de sangue ainda remanescentes, que
porventura tivessem se formado.

O mondxido de carbono (grau de pureza de 99,0%, da White Martins) foi
borbulhado (16 minutos, a um fluxo de 1L CO/min, para 4L de sangue) diretamente
no sangue, com ajuda de um sistema provido de agitacdo mecanica, até que o gas
saturasse totalmente a hemoglobina (100% de carboxiemoglobina), tomando-se os
cuidados necessarios a fim de evitar possiveis problemas pela sua inalagdo,
conforme estabelecido por FONTES et al. (2004).

O sangue assim tratado foi mantido sob refrigeracdo (3°C) por cerca de 2

horas até sua utilizagao posterior (elaboragdo das formulacdes de mortadela).

3.2. Formulacéo e processamento das mortadelas

Foram formuladas mortadelas com niveis crescentes (0, 5, 10, 15 e 20%) de

substitui¢ao de carne por sangue liquido tratado com monodxido de carbono (SLT).
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A técnica de elaboracdo dos embutidos foi aquela sugerida pelo boletim
técnico da ADICON (199 ), tomando-se cuidados (adi¢ao de gelo, uso de matéria-
prima a - 3°C) para ndo se exceder a temperatura critica (16°C) no preparo da massa
de emulsdo. As mortadelas foram formuladas considerando carne bovina de 2°
(dianteiro - paleta e, ou musculo), toucinho e sangue como 100% da formulacao; os
demais ingredientes foram adicionados em relacdo ao peso destes, nas mesmas
propor¢des para o controle (sem adi¢do de sangue) e os tratamentos, conforme

segue:

T, — Controle: 90% de carne do dianteiro bovino, sem adi¢ao de sangue;
T, — 85% de carne do dianteiro bovino, mais 5% de SLT;

T; — 80% de carne do dianteiro bovino, mais 10% de SLT;

T4— 75% de carne do dianteiro bovino, mais 15% de SLT;

Ts5 — 70% de carne do dianteiro bovino, mais 20% de SLT;

Toucinho na massa - 10%.

Em relagdo aos ingredientes carneos:
Sal refinado: 2,3%;
Proteina texturizada de soja (PTS): 4,0%;
Amido de milho: 5,0%;
Agua/gelo: 20%;
Temperex (MDAL 4-200 - Adicon): 0,3%;
Sal de cura (Curatec 007 - Adtec): 0,35%;
Fixador de cor (Fixatec A001 - Adtec): 0,25%;
Emulsificante de gorduras (Rendfos F02 - Adtec): 0,25%.

No preparo das mortadelas, a adicdo dos ingredientes no cutter obedeceu a
seguinte seqiliéncia: a) colocaram-se carne picada resfriada (2°C), gelo e sangue
(exceto controle) no cutter (Mainca, MD-40 BL); b) iniciou-se a cuterizagao,
adicionando, o mais rapido possivel, o emulsificante de gorduras, batendo por cerca

de 30 segundos, para a sua incorporagao; c) adicionou-se, entdo, o sal e cuterizou-se
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por outros 30 segundos; em seguida, acrescentaram-se, na ordem, sal de cura,
Temperex, amido de milho e proteina texturizada de soja (previamente triturada em
liquidificador) e cuterizou-se até que a temperatura da massa atingisse de 7 a 10°C,
quando, entdo, foram adicionados o toucinho (triturado e resfriado) e o fixador de
cor; e d) cuterizou-se até que a temperatura da massa atingisse 16°C. Apds o
preparo das massas de mortadela, esta foi embutida em tripa de 63 mm de diametro
(Nalobar APM 63 vermelho, marca Kalle Nalo), utilizando uma embutideira
hidraulica (Mainca EM — 25) acoplada com um funil de calibre de 28 mm, de forma
a obter mortadelas de 500-600 g. As mortadelas foram, entdo, cozidas em tacho
com agua aquecida, segundo a seguinte programacao, determinada em ensaios
preliminares: 55°C/30 minutos, 65°C/30 minutos, 75°C/30 minutos e 85°C/30
minutos, até que a temperatura da massa atingisse 74°C (medida pela inser¢do de
um termopar no centro da massa embutida de mortadela). Em seguida, aplicou-se o
choque térmico, pela imersao das mortadelas em agua e gelo (0°C) por 10 minutos,

acondicionando-as, sob refrigeragio (4°C), para posterior analise.

3. 3. Procedimentos analiticos

Os teores de proteinas, lipidios, cinzas, umidade, carboidratos e ferro foram
determinados em triplicata nas mortadelas e nas dietas experimentais utilizadas nos
ensaios bioldgicos. O perfil de aminoacidos e o escore quimico foram determinados

somente para as mortadelas usando as técnicas descritas para esse tipo de analise.
3.3.1. Proteinas totais

O teor de proteina foi determinado pela quantificagdo do nitrogénio total da
amostra, utilizando-se o destilador semimicro Kjeldhal, de acordo com o método da

AOAC (1996). O teor de N foi convertido em teor de proteina multiplicando-se o

valor encontrado pelo fator 6,25.
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3.3.2. Lipidios totais

O teor de lipidios foi determinado pelo método intermitente de Soxhlet
modificado, de acordo com a AOAC (1996), utilizando-se éter de petroleo como
solvente organico. Apos a extracdo, foi feita a remogao do solvente e determinou-se

gravimetricamente a quantidade de lipidios presente na amostra.

3.3.3. Umidade

O teor de umidade foi determinado pelo método de secagem em estufa até
peso constante, em estufa (Fanem modelo 315 SE) com circulagdo de ar a 105°C,

conforme AOAC (1996).

3.3.4. Cinzas

A determinacao do teor de cinzas das amostras de mortadela foi feita apos
carboniza¢do em bico de Busen e incineragdo em mufla a temperatura de 550°C, até

a obtengdo de cinzas claras, de acordo com procedimentos da AOAC (1996).

3.3.5. Carboidratos

O teor de carboidratos foi obtido pela diferenca entre o total da amostra

(100%) e os teores de proteina, lipidio, umidade e cinzas.

3.3.6. Determinacéo de ferro

Para analise de ferro, as mortadelas e as dietas foram preparadas pela
técnica de cinzas umidas. Primeiramente, as vidrarias e utensilios utilizados na
determinacao do teor de ferro foram desmineralizados, utilizando-se uma solugao de
HCI 20%, na qual permaneceram por 24 horas, sendo, posteriormente, enxaguados,

por trés vezes, com agua deionizada. Pesou-se 1 g de amostra, a qual se adicionaram
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15 mL da mistura digestora de 4cido nitrico e acido perclorico (3:1 v/v). Este
conjunto foi aquecido por 12 horas em bloco digestor Kjedhaltherm-Gerhart,
modelo KB 408, a temperatura de 150°C, até a obtengdo de uma solugéo cristalina e
transparente. Apds a digestdo, a solucdo obtida foi transferida para baldes
volumétricos de 25 mL e o volume completado com agua deionizada. Nas solugdes
minerais foram, entdo, analisados os teores de ferro por meio de espectrofotometro
de absor¢ao atdmica com aspiragdo direta em chama de ar/acetileno, modelo GBC

908-AA, no comprimento de onda de 248,3 nm (AOAC, 1996).

3.3.7. Composicdo em aminoacidos

Para obter o perfil aminoacidico, as mortadelas foram submetidas a
hidrélise acida com HCl 6 N a 110°C por 22 horas para determinagdo dos
aminodcidos, exceto triptofano e aminoacidos sulfurados, segundo metodologia
descrita por AOAC (1996). Para recuperagdo dos aminoacidos sulfurados
(metionina e cisteina) as amostras de mortadela foram oxidadas com 4&cido
perférmico e depois hidrolisadas com HCl 6N. Apds a incubagdo, o acido cloridrico
foi evaporado a vacuo e os aminoacidos dissolvidos em tampao citrato de sodio
0,2N, pH 2,2. Posteriormente, os aminodcidos dissolvidos foram injetados na
coluna de troca i06nica, em aparelho previamente calibrado com padrdo externo
(Pickering catalog. 012506H), onde ocorreu a separacdo. O principio da deteccao
dos aminoacidos foi por derivatizacdo dos aminoicidos pos-coluna com ninidrina
(2,2-dihidroxi-1,3-dionaidantina), formando um complexo colorido que foi
quantificado espectrofometricamente a 440 nm (leitura da prolina) e 580 nm (para
leitura dos demais aminoécidos). O aparelho utilizado foi o Amino Acid Analyzer,
modelo Hitachi L-8500 A, do laboratdrio da Mogiana Alimentos, em Campinas, SP,
exclusivo para analises de aminoacidos. Para determinacao do triptofano utilizou-se
hidrolise das mortadelas com LiOH 4 N durante 24 horas a 110°C, seguido de

quantificacao pelo mesmo método.
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3.3.8. Escore Quimico (EQ)

O escore quimico foi calculado pela relagdo entre cada um dos aminoécidos
essenciais das mortadelas em estudo com os aminoacidos do padrao de referéncia
da FAO/WHO/UNU (1985) para criangas de 2 a 5 anos, de acordo com HENLEY e
KUSTER (1994). Os quocientes obtidos indicaram a ordem dos aminoacidos
limitantes. O escore quimico indica 0 menor quociente encontrado entre todos os

aminoacidos essenciais; que ¢ denominado aminodcido limitante da proteina.

EQ= mg do aminoacido essencial por g da proteina teste
mg do mesmo aminodacido essencial por g da proteina de referéncia

3.4. Avaliacéo da qualidade protéica da mortadela
3.4.1. Preparo das dietas

As mortadelas obtidas, conforme descrito no item 3.2, foram moidas em
moedor de carne elétrico, marca PASIANI e, posteriormente, submetidas a secagem
em estufa de ar circulante (FANEM 320-SE) com circulacio de ar mecéanica, a
temperatura de 60+2°C, por periodo de 12 horas. As mortadelas receberam processo
de secagem a fim de se obter um produto que facilitasse a incorporagdo das mesmas
nas dietas e alcancasse maior teor de proteina, o que resultaria em dietas
experimentais isoprotéicas e isocaldricas.

As mortadelas desidratadas foram trituradas em multiprocessador
doméstico, marca ARNO, para obtencdo de uma farinha. Estas foram
acondicionadas individualmente em sacos plasticos rotulados e mantidas sob
refrigeracdo (4°C), até o preparo das dietas experimentais.

As dietas experimentais (Tabela 1) foram preparadas de modo a fornecerem
entre 9 ¢ 10% de proteina e modificadas a partir da dieta-padrdo da AIN-93G
(REEVES et al., 1993).
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Todos os ingredientes foram pesados em balanca semi-analitica e
previamente misturados manualmente em vasilhames pléasticos e, a seguir, em
batedeira semi-industrial, marca LIEME, por cerca de 15 minutos. Apos o preparo,
as dietas foram identificadas e armazenadas sob refrigeracdo (4°C) até o momento
do consumo. As dietas foram oferecidas na forma de pd aos animais.

ApOs o preparo, também se determinou o teor de proteina de cada dieta,
utilizando a mesma técnica citada anteriormente no item 3.3.1, para confirmagao de
seu teor. As dietas de mortadelas ndo foram acrescidas de oleo de soja, pois seus
teores de lipidios forneceram 7% de lipidios na dieta. As misturas de vitaminas e de
minerais foram adquiridas da empresa Rhoster - Industria e Comércio Ltda,

formuladas segundo REEVES et al. (1993).

Tabela 1 - Composicao e teor de proteina das dietas experimentais utilizadas no
ensaio bioldgico de avaliagdo da qualidade protéica das mortadelas

(g/100g de mistura)
Dietas

Ingredientes Aprotéica Caseina' D1 D2 D3 D4 D5
Fonte protéica -- 11,56 20,24 21,90 20,59 20,95 20,40
Maltodextrina® 13,2 13,2 13,2 13,2 13,2 13,2 13,2
Sacarose’ 10 10 10 10 10 10 10
Oleo de soja* 7 7 -- -- -- -- --
Fibra’ 5 5 5 5 5 5 5
Mistura mineral® 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5
Mistura vitaminica’ 1 1 1 1 1 1 1
L-cistina® 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
Bitartarato de colina’ 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
Amido de milho'" 59,75 48,19 46,51 44,85 46,16 45,8 46,35
Proteina (%) -- 9,55 9,65 9,50 9,98 9,42 9,37

Adaptacgdo da AIN-93G (REEVES et al., 1993).

D1 - dieta de mortadela, sem adi¢ao de sangue;

D2 - dieta de mortadela, com 5% de adicdo de sangue liquido tratado;
D3 - dieta de mortadela, com 10% de adicdo de sangue liquido tratado;
D4 - dieta de mortadela, com 15% de adicdo de sangue liquido tratado;
D5 - dieta de mortadela, com 20% de adicao de sangue liquido tratado.

" Wenda Company Ltda/Agroquimica SP Comercial Ltda; > Amidex 182/Corn Products Brasil;
Acticar Unido/Comércio de Vigosa; * Oleo de soja Soya/Coméreio de Vigosa; ° Comprecel/ Minjtai
Chemical Company Ltda, Taiwan; * 7 ® ¢ ? Rhoster/Rhoster - Industria ¢ Comércio Ltda; '
Maizena/Comércio de Vigosa.
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3.4.2. Ensaio bioldgico

A avaliagdo da qualidade protéica das dietas experimentais foi conduzida
por meio de ensaios bioldgicos com quarenta e dois ratos machos (Rattus
novergicus, variedade albinus, classe Rodentia), da linhagem Wistar, recém-
desmamados com 23 dias de idade, provenientes do Biotério Central do Centro de
Ciéncias Bioldgicas e de Saude da UFV, com peso inicial variando entre 48 e 60 g.

Para manter uma homogeneidade ponderal nos grupos, o delineamento
usado no experimento foi o de blocos casualizados, descrito por BENDER et al.
(1982), formando-se sete grupos de seis animais. As médias de peso obtidas para

cada grupo nao diferiram significativamente (P>0,05) (Tabela 2).

Tabela 2 - Médias de peso dos animais distribuidos em blocos casualizados

Dietas

Animais Aprotéica Caseina D1 D2 D3 D4 D5

1 60 59 59 57 55 54 53

2 49 51 51 51 52 53 53

3 50 50 50 50 50 50 51

4 51 51 52 52 53 55 56

5 51 50 50 50 50 50 50

6 48 49 49 49 49 49 49
Meédia 51,50 51,67 51,83 51,50 51,50 51,83 52,00
Desvio-padrao 4,324 3,670 3,656 2,881 2,258 2,483 2,530

Os grupos foram compostos de dieta padrdo de caseina; dieta contendo
mortadela, sem adi¢do de sangue; dieta contendo mortadela, com adicao de 5% de
sangue liquido tratado; dieta contendo mortadela, com adicdo de 10% de sangue
liquido tratado; dieta contendo mortadela, com adi¢do de 15% de sangue liquido
tratado; dieta contendo mortadela, com adi¢ao de 20% de sangue liquido tratado.
Um grupo recebeu dieta isenta de caseina (aprotéica) para estimativa do nitrogénio
fecal endogeno.

Os animais foram distribuidos em gaiolas individuais de ago inoxidavel, em

ambiente de temperatura controlada a 22+3°C e ciclo de claro e escuro de 12 horas
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controlado automaticamente, por 28 dias, durante os quais receberam agua
deionizada e suas respectivas dietas experimentais ad libitum.

O peso dos animais e seu consumo alimentar foram monitorados
semanalmente, durante o periodo experimental. Determinou-se o coeficiente de
eficiéncia alimentar pela expressao que relaciona o ganho de peso total dos animais
(g) pelo consumo total de dieta (g).

Ao final de 14 dias, foram determinados os seguintes indices nutricionais:
digestibilidade verdadeira (DV), coeficiente de eficdcia protéica (PER), razio
protéica liquida (NPR).

O PER foi determinado no 14° dia do experimento com os animais,
considerando-se o ganho de peso do grupo teste em relacdo a proteina ingerida por

este. Para o calculo do PER, foi utilizada a seguinte férmula (HEGSTED, 1977):

_ganhodepeso (g)dogrupoteste
" proteina consumida(g) pelo grupo teste

Calculou-se o PER relativo (PERR) ao valor da caseina, dividindo-se o
valor individual de cada animal pelo valor médio de PER do grupo com a dieta de
caseina.

O NPR foi determinado no 14° dia do experimento com os ratos, levando-se
em consideragcdo o ganho de peso do grupo-teste mais a perda de peso do grupo de
dieta aprotéica, em relagdo ao consumo de proteina do grupo-teste, de acordo com a

formula (BENDER e DOELL, 1957; FRIEDMAN, 1975; HEGSTED, 1977):

ganho de peso (g) do grupo teste + perda de peso (g) do grupo aprotéico

NPR= . ,
proteina consumida (g) pelo grupo teste

Calculou-se o NPR relativo (NPRR) ao valor da caseina, dividindo-se o
valor individual de cada animal pelo valor médio de NPR do grupo com a dieta de
caseina.

Para determinacdo da digestibilidade, as dietas foram marcadas com carmin

(0,1g/100g) e oferecidas aos animais no 7° e 13° dias do experimento.
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A totalidade das fezes foi coletada do 8° ao 14° dia do experimento, em
recipiente individual para cada animal, e mantida sob refrigera¢do, sendo,
posteriormente secas em estufa a 105°C, por 24h. Foram resfriadas, pesadas e
trituradas em multiprocessador doméstico marca Arno, para determinacdo do teor
de nitrogénio, semelhantemente ao relatado no item 3.3.1.

A digestibilidade verdadeira (DV) foi calculada medindo-se a quantidade de
nitrogénio ingerido na dieta, a quantidade excretada nas fezes e a perda metabolica
nas fezes. Esta ultima foi estimada pela quantidade de nitrogénio excretada pelos
ratos alimentados com a dieta livre de nitrogénio (aprotéica). O calculo da
digestibilidade verdadeira foi feito de acordo com a seguinte formula
(NATIONAL..., 1963):

- (FI- FK)

DV 100

em que
DV = digestibilidade verdadeira;
I = nitrogénio ingerido pelo grupo com dieta teste;
F = nitrogénio fecal do grupo com dieta teste; e

FK = nitrogénio fecal do grupo com dieta aprotéica.

Calculou-se a digestibilidade verdadeira relativa (DVR) ao valor da
caseina, dividindo-se o valor individual de cada animal pelo valor médio de

digestibilidade verdadeira do grupo com a dieta de caseina.

3.4.3. Escore quimico corrigido pela digestibilidade in vivo (PDCAAS)

A avaliagdo da qualidade protéica pelo método do escore quimico corrigido
pela digestibilidade (PDCAAS) foi determinada por meio do procedimento proposto
por HENLEY e KUSTER (1994). Para o calculo do PDCAAS, das mortadelas
adicionadas de niveis crescentes de sangue, procedeu-se da seguinte forma:

e Determinou-se o teor de nitrogénio das amostras de mortadela;

e Calculou-se o conteudo protéico (N x 6,25);
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e Determinou-se o perfil de aminoacidos essenciais, conforme descrito no item
3.3.7;

e Determinou-se o escore quimico, conforme descrito no item 3.3.8;

e Determinou-se a digestibilidade in vivo, conforme descrito anteriormente; e

e C(Calculou-se o PDCAAS multiplicando-se o escore quimico mais baixo de

aminodcido essencial pela digestibilidade da proteina.

3.5. Avaliacgéo dos animais

Os animais foram avaliados por observacdes com relagdo ao
comportamento (atividade/inatividade, agressividade, sedacdo) e condigdes de
saude e sintomas (diarréia, salivagdo, tremores, alteracao de pélos, pele e mucosas).
O ganho de peso e o consumo alimentar dos animais foram registrados

semanalmente.

3.5.1. Dosagem dos parametros bioquimicos

Finalizada a etapa experimental de 28 dias, os animais foram sacrificados,
apds jejum de 12 horas e insensibilizacdo pela inalacdo de éter etilico (ndo foi
utilizado CO, para se evitar qualquer possivel alteracdo nos niveis sanguineos de
CO), para coleta de sangue e analise anatomopatologica. Foi realizada a incisdo das
cavidades abdominal e toracica, e a pungdo cardiaca, para coleta de sangue,
utilizando-se seringas descartaveis de 10 mL para cada animal. Em seguida, o
sangue foi acondicionado em tubos de coleta marca BD, tipo vacutainer, sem
anticoagulante, e estocado a 4°C, até posterior centrifugagéo a 3.500 rpm durante 10
minutos, em centrifuga marca Beckman, para separagdo do soro a ser analisado. As
dosagens soroldgicas de albumina, creatinina, bilirrubina direta, colesterol,
triacilglicer6is, glicose, alanina  aminotransferase =~ (ALT) e aspartato
aminotransferase (AST) foram feitas em equipamento analisador bioquimico
automatizado LabQuest 0540 (Bioplus), utilizando kits da marca ANALISA
DIAGNOSTICA (ANALISA DIAGNOSTICA, 1999).
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3.5.2. Determinacéo dos niveis de hemoglobina

A determinagdo dos niveis de hemoglobina sangiiinea dos animais foi feita
pelo método da cianometaemoglobina (AOAC, 1996), utilizando-se o kit para
diagnodstico colorimétrico in vitro da marca Doles (Belo Horizonte). O sangue
coletado por puncao cardiaca foi acondicionado em tubos de coleta marca BD tipo
vacutainer, com anticoagulante heparina-Na (sal sddico da heparina), e estocado a
4°C até posterior andlise. Nesse método, 20 puL de sangue foram coletados com
micropipetas e, entdo, misturados a 5 mL de solucdo de cianeto e ferricianeto de
potassio (solugio de Drabkin), que oxida o ferro da hemoglobina (Fe™),
transformando-a em  metaemoglobina  (Fe™) e, posteriormente, em
cianometaemoglobina, cuja absorvancia foi medida, a 540 nm, em
espectrofotometro SHIMADZU UV-1601. A cor resultante nesta reacao ¢ de
intensidade proporcional ao teor de hemoglobina no sangue.

Para o célculo da concentra¢do de hemoglobina nas amostras de sangue foi
utilizado como referéncia, o valor de leitura da absorvancia de uma solucao padrao
de hemoglobina (Doles, Belo Horizonte) de concentracdo correspondente a 14,3

g/dL.

3.5.3. Andlise anatomopatologica

Ao final do periodo de 28 dias do ensaio bioldgico, todos os animais
sacrificados com éter etilico foram necropsiados e os rins, figado, pulmdes, coragao
e intestino foram retirados e avaliados quanto a presenca de anormalidades
macroscopicas. Estes foram lavados em solucdo salina a 0,9% e colocados em
solug¢do tamponada de formalina a 10% (v/v).

Como nao foram evidenciadas lesdes macroscopicas nos 6rgaos citados
anteriormente, nos grupos experimentais, somente o figado e o rim direito foram
pesados e processados para analise histopatoldgica. Os pesos de tais 6rgdos foram

expressos em termos de percentagem do peso corporal dos respectivos animais.

62



O processamento para exame microscopico consistiu na desidratagdo em
série crescente de alcoois (70, 80, 95%, absoluto I e II, absoluto/xilol), na
diafanizagdo em xilol I e II e inclusdo em parafina, conforme técnicas de rotina do
Laboratério de Morfofisiologia Animal do Departamento de Biologia Animal da
UFV.

Durante a inclusdo em parafina, os fragmentos dos tecidos foram orientados
para cortes longitudinais. Trés cortes semi-seriados de 4 um de espessura, de cada
amostra coletada, foram obtidos em micrétomo rotativo Olympus (CUT 4055),
distendidos em banho-maria histolégico OMA MJ72 e fixados em laminas
histologicas. As laminas seguiram as etapas de desparafinizagdo em xilol I e II,
hidratacdo em série de alcoois, absoluto I e II, 95, 80 e 70%, coloragdo em
hematoxilina-eosina € montagem com laminulas e balsamo-do-canada..

As laminas foram analisadas com o auxilio de microscopico de luz

binocular Carl-Zeiss Axiolab, com aumentos de 100X, 200X e 400X.

3.6. Determinagéo da carboxiemoglobina

Para determina¢do da carboxiemoglobina, empregou-se um segundo ensaio
biologico desenhado nos mesmos moldes daquele utilizado para avaliagdo da
qualidade protéica, conforme descrito no item 3.4. Para tal, utilizaram-se 40
animais, formando-se cinco grupos com § animais, com peso inicial variando entre
59 e 70 gramas. Os grupos foram compostos das mesmas dietas experimentais, com
excecdo das dietas padrao de caseina e isenta de caseina (aprotéica). Os animais
foram mantidos com as dietas experimentais, em condi¢des adequadas, descritas no
item 3.4.2, por 14 dias. Determinou-se o consumo alimentar e a evolucdo ponderal
dos ratos com pesagem no inicio, semanalmente e ao final do experimento. Ao final
desse periodo, todos os animais foram sacrificados com éter etilico e o sangue foi
retirado por pungdo cardiaca e acondicionado em tubos de coleta marca BD tipo

vacutainer, com anticoagulante heparina-Na, e estocado a 4°C, até posterior analise.
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3.6.1. Quantificacdo da carboxiemoglobina

A determinagdo das concentracdes de carboxiemoglobina (COHb) no
sangue dos animais foi feita por espectrofotometria, em espectrofotometro
Pharmacia, modelo Novaspec II, utilizando o método de BEUTLER e WEST
(1984).

Foram adicionados 100 uL de sangue a 12,0 mL de solugdo hemolisante
(tampao-fosfato KH,PO,/K,HPO, 0,1 M, pH 6,85, diluido de 1:10 com agua
deionizada), em tubo de ensaio (110 x 13 mm). O tubo foi tampado e
homogeneizado por duas a trés inversoes e deixado em repouso por 10 minutos.
Pipetaram-se 200 uL desta solucao para um tubo de ensaio (77 x 10 mm) contendo
2,3 mL de solugao redutora (25 mg de ditionito de sédio adicionado a 20 mL de
tampao fosfato, pH = 6,85), preparada imediatamente antes do uso. Novamente, o
tubo foi tampado e homogeneizado por duas a trés inversdes e deixado em repouso
por 10 minutos, apOs o que as absorvancias foram lidas em 420 e 432 nm, usando-se
a solucao redutora como referéncia.

A concentracao de COHDb foi obtida pela equagao

1- (AR xFp)

%COHb =
’ AR (Fy -Fy)-Fg +1

x100

em que
AR ¢ arazdo entre as absorvancias da solugao a 420 ¢ 432 nm;

F, = 1,301, F, = 0,491 e F; = 1,977 representam a razdo das absorvancias das
solugdes com 100% de hemoglobina reduzida (HbR) e 100% de COHb, em 420 ¢
432 nm. Esses fatores foram calculados para o espectrofotometro utilizado,

conforme descrito por FONTES (1999).

3.7. Biodisponibilidade de ferro em mortadelas

A metodologia, empregada para a determinacdo da biodisponibilidade de

ferro, foi baseada no modelo de recuperacdo dos niveis de hemoglobina em ratos
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anémicos (AOAC, 1996). Este procedimento experimental foi dividido em duas
fases distintas. A primeira, com duragdo de 21 dias, visou obter ratos anémicos e
denominou-se fase de deplecdo. A segunda, desenvolvida durante 14 dias, teve por
objetivo a recuperagdo dos niveis de hemoglobina dos ratos anémicos, utilizando-se

as dietas experimentais (fase de replecdo).

3.7.1. Preparo das dietas

As dietas-teste foram preparadas de acordo com a dieta padrdo para
roedores AIN-93G, segundo REEVES et al. (1993). A composi¢ao percentual dos
ingredientes, utilizados na preparacao da dieta basal, oferecida aos animais na fase
de deplecao, esta apresentada na Tabela 3. A composi¢do da mistura vitaminica foi
baseada na dieta AIN-93G-VX (REEVES et al., 1993), adquirida da empresa
Rhoster - Industria e Comércio Ltda. A composi¢do da mistura mineral foi baseada

também na dieta AIN-93G-MX (REEVES et al., 1993), porém sem a fonte de ferro.

Tabela 3 - Composi¢ao percentual da dieta basal oferecida aos ratos na fase de

deplecdo

Ingredientes g/100g de mistura
Caseina 20,0
Maltodextrina® 13,2
Sacarose’ 10,0
Oleo de soja* 7,0
Fibra (celulose microfina)’ 5,0
Mistura de minerais sem a fonte de ferro® 3,5
Mistura de vitaminas’ 1,0
L-cistina® 0,3
Bitartarato de colina’ 0,25
Amido de milho'’ 39,75

Fonte: REEVES et al. (1993).

" Wenda Company Ltda/Agroquimica SP Comercial Ltda; > Amidex 182/Corn Products Brasil; *
Acticar Unido/Comércio de Vigosa; * Oleo de soja Soya/Comércio de Vigosa; ° Comprecel/ Minjtai
Chemical Company Ltda, Taiwan; ° Laboratorio de Nutricio Experimental — UFV; " ® ¢
Rhoster/Rhoster - Industria e Comércio Ltda; '° Maizena/Comércio de Vicosa.

As dietas experimentais, utilizadas na fase de replecdo, foram preparadas,

variando a fonte (sulfato ferroso e mortadelas adicionadas de niveis crescentes de
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sangue) e a concentracdo de ferro (6, 12 ¢ 24 mg de ferro/kg de dieta). Foram
preparadas 18 dietas (Tabela 4) isoprotéicas e isocaloricas, que constituiram os

tratamentos avaliados.
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Tabela 4 - Composi¢ao das dietas experimentais oferecidas aos ratos na fase de reple¢ao (g/kg de mistura)

Dietas
Ingredientes D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 D11 D12 D13 D14 D15 D16 D17 D18
Caseina’ 216,42 21642 216,42 144,15 72,54 174,23 132,03 47,65 183,39 150,35 84,28 194,96 173,49 130,57 198,71 181,00 145,59

0% sangue — 120,00 240,00 480,00  ---
5% sangue 7143 142,86 28571 -
10% sangue 5489 109,79 219,58 -
15% sangue 38,66 7732 154,64
20% sangue 31,83 63,63 12725
FeSO,.7H,0° 0,0232 0,464 0,0954 -
Maltodextrina® 132 132 132 132 132 132 132 132 132 132 132 132 132 132 132 132 132 132
Sacarose’ 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Oleo de soja’ 70 70 70 42,65 153 52,58 35,16 56,18 4237 1473 61,68 5335 3671 626 552 404
Fibra® 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50
Mist. mineral *’ 35 35 35 35 35 35 35 35 35 35 35 35 35 35 35 35 35 35
Mist. vitaminas® 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
L-cistina’ 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
Bit. Colina' 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
Amido milho'' 381,06 381,04 380,99  360,7 339,66 187.5 36926 35745 334,14 373,04 36499 34891 37220 36334 34558 37438 367,66 35426

* Mistura de minerais AIN-93G-MX isenta de ferro (REEVES et al., 1993).

0% sangue - mortadela sem adig¢do de sangue; 5% sangue - mortadela com 5% de adigdo de sangue; 10% sangue - mortadela com 10% de adi¢do de sangue;
15% sangue - mortadela com 15% de adigdo de sangue; e 20% sangue - mortadela com 20% de adig@o de sangue.

D1- Dieta de sulfato ferroso, contendo 6 ppm de Fe; D2 - Dieta de sulfato ferroso, contendo 12 ppm de Fe; D3 - Dieta de sulfato ferroso, contendo 24 ppm de Fe;
D4 - Dieta de mortadela, sem adigdo de sangue, contendo 6 ppm de ferro; D5 - Dieta de mortadela, sem adigdo de sangue, contendo 12 ppm de ferro; D6 - Dieta
de mortadela, sem adicdo de sangue, contendo 24 ppm de ferro; D7 - Dieta de mortadela, com 5% de adicdo de sangue, contendo 6 ppm de ferro; D8 - Dieta de
mortadela, com 5% de adigdo de sangue, contendo 12 ppm de ferro; D9 - Dieta de mortadela, com 5% de adi¢do de sangue, contendo 24 ppm de ferro; D10 -
Dieta de mortadela, com 10% de adig¢do de sangue, contendo 6 ppm de ferro; D11- Dieta de mortadela, com 10% de adicao de sangue, contendo 12 ppm de ferro;
D12 - Dieta de mortadela, com 10% de adi¢ao de sangue, contendo 24 ppm de ferro; D13 - Dieta de mortadela, com 15% de adi¢do de sangue, contendo 6 ppm
de ferro; D14 - Dieta de mortadela, com 15% de adigao de sangue, contendo 12 ppm de ferro; D15 - Dieta de mortadela, com 15% de adig¢do de sangue, contendo
24 ppm de ferro; D16 - Dieta de mortadela, com 20% de adicdo de sangue, contendo 6 ppm de ferro; D17 - Dieta de mortadela, com 20% de adicdo de sangue,
contendo 12 ppm de ferro; e D18 - Dieta de mortadela, com 20% de adi¢do de sangue, contendo 24 ppm de ferro.

"'Wenda Company Ltda/Agroquimica SP Comercial Ltda; > Vetec/Vetec; > Amidex 182/Corn Products Brasil; * A¢ticar Unido/Comércio de Vigosa; * Oleo de soja
Soya/Comércio de Vigosa; ® Comprecel/ Minjtai Chemical Company Ltda, Taiwan; ' Laboratério de Nutrigdo Experimental — UFV; ® ° ¢ ' Rhoster/Rhoster -
Industria e Coméreio Ltda; ' Maizena/Comércio de Vicosa.
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A concentracdo de ferro das mortadelas, da caseina e das dietas
experimentais foi determinada conforme descrito no item 3.3.6.

As dietas experimentais utilizadas para este ensaio foram preparadas com as
mortadelas elaboradas, desidratadas e trituradas de acordo com os procedimentos
dos itens 3.2 ¢ 3.4.1.

Todos os ingredientes foram pesados em balanca semi-analitica e
previamente misturados manualmente em vasilhames plasticos enxaguados com
agua deionizada, e a seguir em batedeira semi-industrial, marca LIEME, por cerca
de 15 minutos. Apds o preparo, as dietas foram identificadas e armazenadas sob
refrigeracao até o momento do consumo. As dietas foram oferecidas na forma de po

a0s animais.

3.7.2. Ensaio bioldgico

Foram utilizados 180 ratos machos (Rattus novergicus, variedade albinus,
classe Rodentia), da linhagem Wistar, recém-desmamados com 23 dias de idade,
provenientes do biotério central do Centro de Ciéncias Biologicas e de Satde da
UFV, com peso inicial variando entre 48 e 60 g.

Os animais foram distribuidos em gaiolas individuais de ago inoxidavel, em
ambiente de temperatura controlada a 22+3°C ¢ ciclo de claro e escuro de 12 horas
controlado automaticamente.

O ensaio biologico foi realizado em duas fases (deplecdo e replecao),

totalizando-se 35 dias de experimentagao.

3.7.2.1. Fase de deplecao

Durante 21 dias, todos os animais receberam dieta adaptada da AIN-93G
(Tabela 3), isenta em ferro e agua deionizada ad libitum, com o objetivo de induzir
anemia ferropriva. Ao término do periodo de deplecdo, coletou-se o sangue por
gotejamento, em vidro de relogio, apds incisdo da porcao terminal da cauda dos

animais. O nivel de hemoglobina foi determinado pelo método da
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cianometaemoglobina (item 3.5.2). Foi também determinado o valor do hematdcrito
por centrifugagdo, utilizando-se o micrométodo (NELSON e MORRIS, 1995). O
sangue foi coletado diretamente do extremo terminal da cauda por capilaridade.
Apos centrifugagdo, por 5 minutos a 8.000 rpm, o comprimento da coluna de
sangue, incluindo o plasma e da coluna de eritrocitos isolada foi comparado a um
gabarito com escala graduada, obtendo-se, assim, o valor de hematocrito, conforme
as instrugdes do fabricante do aparelho utilizado (Centrifuga de bancada —
Microhematécerito, SIGMA 1-15). No primeiro dia dessa fase também foi retirado
sangue de oito animais escolhidos aleatoriamente para estimar o nivel basal de
hemoglobina.

O peso dos animais e o consumo alimentar foram monitorados

semanalmente.

3.7.2.2. Fase de replecéo

Nessa fase, 144 animais anémicos (cujo nivel médio de hemoglobina estava
em 6,42+0,620 g/dL. de sangue) foram selecionados, dentre os 180 iniciais, e
divididos em 18 grupos experimentais, de acordo com a concentracdo de
hemoglobina, com oito animais cada um, de maneira que as médias dos grupos
nesses parametros fossem as mais proximas possiveis. Na fase de recuperacao da
anemia, foram fornecidas 18 dietas, conforme descritas no item 3.7.1. A fonte de
ferro da mistura de minerais foi retirada para que este mineral fosse devidamente
monitorado.

O estudo de replegao teve duracdo de 14 dias, medindo-se, ao final deste
periodo, o nivel de hemoglobina e de hematdcrito. O ganho de hemoglobina dos
animais foi calculado pela diferenca entre os valores obtidos nas fases inicial e final
do periodo de replegao.

Durante esta fase, as dietas-teste foram pesadas diariamente ¢ administradas
aos animais de forma controlada (18 g/dia), e a agua deionizada oferecida ad
libitum. O ganho de peso e o consumo alimentar foram registrados semanalmente,

de forma a se obter o coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA).
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3.7.2.3. Eficiéncia na recuperacéo de hemoglobina (HRE)

A utilizagdo biologica do ferro, para os niveis de ferro determinados na
dieta, foi obtida de acordo com o método de eficiéncia na recuperacdo de
hemoglobina (HRE%), proposta por MAHONEY et al. (1974), usando a seguinte

expressao:

mgHbFe (Final) - mgHbFe (Inicial)
HRE= . X100,
mg Fe Consumido

em que
mg HbFe = peso corporal (g) x 0,067 mL de sangue/g de peso corporal x g Hb/mL
sangue x 3,35 mg Fe/g Hb.

3.8. Biodisponibilidade de ferro em mortadela com e sem nitrito

A biodisponibilidade de ferro dessas mortadelas com e sem nitrito foi
avaliada para se verificar a possivel influéncia desse composto na absor¢ao de ferro
pelos animais. Em face dessa hipdtese, foi conduzido um novo ensaio bioldgico,
segundo a mesma metodologia descrita no item 3.7. Optou-se por usar somente a
mortadela adicionada de 20% de sangue tratado com CO, uma vez que esse
tratamento € o que permite a maior adi¢ao de sangue.

Para este ensaio, as dietas experimentais, utilizadas na fase de replegao,
foram preparadas, variando a fonte (sulfato ferroso e mortadelas com e sem nitrito,
adicionadas de 20% de sangue) e a concentracao de ferro (6, 12 e 24 mg de Ferro/kg
de dieta). Foram preparadas 9 dietas (Tabela 5) isoprotéicas e isocaloricas, que
constituiram os tratamentos avaliados.

Para a fase de deplecdo foram utilizados 96 ratos machos, com peso inicial
variando entre 50 e 64 gramas. Na fase de reple¢do, 72 animais (cujo nivel médio de
hemoglobina estava em 8,41+1,241 g/dL de sangue) foram selecionados, dentre os

96 iniciais, e divididos em 9 grupos experimentais, de acordo com a concentragao
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de hemoglobina, com oito animais cada um, de maneira que as médias dos grupos
nesses parametros fossem as mais proximas possiveis. Na fase de recuperacao da
anemia, foram fornecidas 9 dietas com diferentes niveis (6, 12 e 24 mg ferro/kg de
dieta) e fontes de ferro (sulfato ferroso - FeSO,.7H,O e mortadelas com e sem
nitrito, adicionadas de 20% de sangue tratado com monoéxido de carbono), conforme
mencionadas anteriormente.

O estudo de replegao teve duracdo de 14 dias, medindo-se, ao final deste
periodo, o nivel de hemoglobina e de hematdcrito, conforme indicado no item

3.7.2.1.

Tabela 5 - Composicao das dietas experimentais oferecidas aos ratos na fase de
replecao (g/kg de mistura) do segundo ensaio de biodisponibilidade

Dietas
Ingredientes D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9
Caseina 216,42 216,42 21642 189,47 162,52 108,6 190,27 164,12 111,81
Sem nitrito --- --- --- 46,18 92,36 184,82 - - -
Com nitrito -— - - - - - 4422 88,44 176,89
FeSO,.7H,O 0,025 0,050 0,100 - - - -
Amido dextrin. 132 132 132 132 132 132 132 132 132
Sacarose 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Oleo de soja 70 70 70 59,09 48,18 26,36 59,54 49,09 28,18
Fibra 50 50 50 50 50 50 50 50 50
Mist. mineral * 35 35 35 35 35 35 35 35 35
Mist. vitaminas 10 10 10 10 10 10 10 10 10
L-cistina 3 3 3 3 3 3 3 3 3
Bit. Colina 2,5 2,5 2,5 2.5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5

Amido milho 381,06 381,03 380,98 372,76 364,43 347,93 373,46 365,85 350,62

* Mistura de minerais AIN-93G-MX isenta de ferro.

Sem nitrito - mortadela sem nitrito, com 20% de adi¢ao de sangue.

Com nitrito - mortadela com nitrito, com 20% de adi¢do de sangue.

D1- Dieta de sulfato ferroso, contendo 6 ppm de Fe; D2 - Dieta de sulfato ferroso, contendo 12
ppm de Fe; D3 - Dieta de sulfato ferroso, contendo 24 ppm de Fe; D4 - Dieta de mortadela sem
nitrito, contendo 6 ppm de ferro; D5 - Dieta de mortadela sem nitrito, contendo 12 ppm de ferro;
D6 - Dieta de mortadela sem nitrito, contendo 24 ppm de ferro; D7 - Dieta de mortadela com
nitrito, contendo 6 ppm de ferro; D8 - Dieta de mortadela com nitrito, contendo 12 ppm de ferro;
D9 - Dieta de mortadela com nitrito, contendo 24 ppm de ferro.

3.9. Analise estatistica

Para as andlises de teor de ferro e composi¢do centesimal, os tratamentos

foram dispostos em delineamento inteiramente casualizado, com trés repeti¢des. Os
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dados foram interpretados por meio de analise de variancia e regressao utilizando o
teste F ao nivel de 5% de probabilidade.

Os ensaios experimentais para qualidade protéica, indice bioquimico e
analise de peso dos Orgdos foram instalados no delineamento em blocos
casualizados, tendo como fonte de variacao: blocos (ratos) ¢ dietas formuladas com
caseina e mortadelas com niveis crescentes de adi¢do de sangue (0, 5, 10, 15 ¢
20%). Os dados obtidos foram interpretados por meio de andlise de variincia e as
médias dos grupos experimentais foram comparadas com a dieta-padrao (caseina)
pelo teste de Dunnett, adotando-se 5% de probabilidade.

Os resultados foram interpretados por analise de variancia e regressao,
utilizando o teste F ao nivel de 5% de probabilidade, para os fatores quantitativos,
sem a presenca da caseina, no delineamento em blocos casualizados, tendo como
fonte de variacdo: blocos (ratos) e dietas de mortadela contendo niveis crescentes de
adicao de sangue.

A andlise de carboxiemoglobina procedeu-se no delineamento em blocos
casualizados, tendo como fonte de variacdo: blocos (rato) e dietas de mortadela
contendo niveis crescentes de adigao de sangue. Os dados foram interpretados por
meio de andlise de variancia e regressdo utilizando o teste F ao nivel de 5% de
probabilidade.

O ensaio bioldgico da disponibilidade de ferro foi montado segundo um
esquema fatorial (3x6) sendo 3 niveis de ferro (6, 12 e 24 ppm) e 6 dietas
formuladas com sulfato e mortadelas com diferentes niveis de sangue. Os 18
tratamentos foram dispostos no delineamento em blocos casualizados, com 8§
repeti¢oes, tendo com fonte de variagcdo: blocos (ratos), ferro, dietas e ferro*dieta.
Os resultados foram interpretados por meio de andlise de varidncia e regressao
utilizando o teste F ao nivel de 5% de probabilidade. Para um mesmo nivel de ferro,
as médias foram comparadas utilizando teste Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.

As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa SAS

(Statistical Analysis System - SAS Institute Inc., Cary, NC, USA), versao 8.0.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Teores de proteinas, lipidios e ferro nas mortadelas

Os teores médios (= desvio-padrdao) de proteina e lipidio das mortadelas
adicionadas de sangue foram 16,45 (£0,655) e 7,97 (£0,263) g/100g,
respectivamente. A composicao protéica e lipidica das mortadelas nao alterou
significativamente (P>0,05), com os diferentes niveis de adi¢do de sangue, devido
ao fato de o sangue animal apresentar composicdo semelhante a da carne
(GORBATOV, 1988), sendo inclusive conhecido como “a carne liquida”, com teor
de proteina (18,5%) semelhante ao da carne bovina (ABERLE et al., 2001).

A exemplo do verificado por PEREIRA (2000), a concentragdo de sangue
adicionada influenciou (P<0,05) o teor de ferro das mortadelas (Figura 3).

O aumento no teor de ferro total com aumento nos niveis de adigdao de
sangue € 0bvio, ja que o sangue contém, em média, 300 mg de ferro/kg, comparado
com 26 mg de ferro/’kg da carne bovina (GORBATOV, 1988; OELLINGRATH e
SLINDE, 1985). Assim, 1% de substitui¢do de carne por sangue na formulacdo das
mortadelas causaria aumento na concentracdo de ferro na mortadela de 23,4 para

26,14 mg/kg.
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Figura 3 - Variacdo das médias do teor de ferro da mortadela adicionada de sangue.

Observa-se que cada 1% de sangue adicionado a mortadela eleva a
concentracao de ferro em 2,57 mg/kg. Ao efetuar os célculos para os diferentes
niveis de adi¢cdo, conforme anteriormente executado, nota-se coeréncia no
comportamento dos dados, uma vez que, com base nestes calculos e nos valores
médios de ferro na carne e no sangue, esperava-se encontrar as seguintes
concentragdes de ferro nas mortadelas: 37,10; 50,80; 64,50; e 78,20 mg/kg, para os
niveis de substituicdo de carne por sangue de 5, 10, 15 e 20%, respectivamente.

Esses resultados mostram que a elaboragdo de mortadelas com sangue
representa um potencial para a redugcdo de anemia ferropriva, em especial das
populagdes mais carentes, principalmente tendo em vista a presenca de ferro heme
no sangue (HIGGS, 2000; GARCIA et al., 1996).

Segundo SLINDE e MARTENS (1982), o sangue contém altos teores de
ferro, e a utilizagdo de 1% de sangue em produtos carneos aumenta o contetido de
pigmento (hemoglobina) em aproximadamente 1.500 mg/kg, aumentando a

disponibilidade de ferro.

4.2. Composic¢ao de aminoacidos das mortadelas formuladas e PDCAAS

Uma proteina balanceada ¢ aquela que, quando oferecida em quantidades
usuais, ¢ capaz de fornecer os aminoacidos essenciais nas quantidades necessarias.

O balango aminoacidico de uma proteina tem importancia fundamental visto que os
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aminoacidos ingeridos na dieta irdo, na sua maioria, para a sintese de outras
proteinas (BOS et al., 2000).

Os valores encontrados para a composicdo aminoacidica das mortadelas
formuladas com diferentes niveis de sangue tratado com mondxido de carbono

podem ser vistos na Tabela 6.

Tabela 6 - Composi¢do de aminoacidos (mg/g de proteina)” das mortadelas
adicionadas de niveis crescentes de sangue e escore quimico ( %)

0% 5% 10% 15% 20% Padrao Carnes

Aminoacidos sangue sangue sangue sangue  sangue FAQP curadas e
processadas’

Essenciais
Fenilalanina + tirosina 82,28 76,1 83,7 84,9 89,3 63 69
Histidina 36,7 35,61 37,59 40,37 43,82 19 28
Isoleucina 53,28 49,59 4941 50,68 50,57 28 49
Leucina 71,77 66,84 77,49 82,23 87,25 66 74
Lisina 84,2 76,53 83,53 86,34 87,09 58 74
Metionina + cistina 38,53 31,88 34,99 40,51 26,07 25 37
Treonina 45,87 41,78 43,7 39,36 40,3 34 39
Triptofano 11,51 11,2 11,23 11,57 12,38 11 10
Valina 57,99 59,84 64,26 68,04 70,46 35 52
Nao-essenciais
Alanina 46,15 4486 47,85 4581 52,97
Arginina 61,55 53,14 57,71 57,05 59,79
Acido aspartico 98,28 96,52 102,25 89,79 96,81
Acido glutimico 1349 123,86 122,73 109,31 117,36
Glicina 74,42 7427 70,96 66,36 75,58
Prolina 40,99 43,99 43,18 36,38 45,77
Serina 39,55 35,39 39,74 35,18 36,25

Escore Quimico (%) 104,64 101,27 102,09 105,18 104,28
Aminoacido limitante® Trp Leu Trp Trp  Met+Cys

*Valores sdo médias de duas determinagdes.

® Padrio de referéncia protéica FAO/WHO/UNU (1985) (necessidade de aminoacidos
essenciais para criangas de 2 a 5 anos de idade).

¢ Trp (triptofano); Leu (leucina); e Met+Cys (metionina+cistina).

IPRICE ¢ SCHWEIGERT (1994).
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Pode-se notar que o perfil de aminoacidos essenciais das mortadelas supera,
em todos os aminoacidos, as quantidades recomendadas pela FAO/WHO/UNU para
criangas na faixa etaria de 2 a 5 anos. A quantidade de aminoécidos essenciais das
diferentes mortadelas variou de 48,8 a 53,4% do conteudo total de aminoacidos. De
modo geral, os teores de aminoacidos das cinco mortadelas estudadas neste trabalho
mostraram-se semelhantes entre si, ou seja, a composi¢dao de aminodcidos essenciais
e ndo-essenciais das mortadelas ¢ praticamente a mesma. As mortadelas sdo
excelentes fontes de lisina, leucina e histidina. Apresentam, ainda, elevados niveis
de 4cido aspartico e glutdmico que, segundo PRICE e SCHWEIGERT (1994), ¢
uma caracteristica comum aos produtos carneos processados e curados.

O escore quimico possibilita verificar qual dos aminoéacidos essenciais se
encontra em teor mais deficiente, em relagdo ao valor recomendado. Esse
aminoacido recebe o nome de limitante, ou primeiro limitante. Definem-se também
o segundo e o terceiro limitante, uma vez presentes em quantidades deficitarias, em
relagdo ao padrao-referéncia. O escore ¢ definido para aquele que apresentar maior
deficiéncia (PELLET e YOUNG, 1980).

Verifica-se que as mortadelas, apesar de formuladas com adi¢dao de sangue,
ndo apresentaram aminodcidos limitantes, visto que o escore quimico ¢ superior a
100%. Nota-se, também, que a adigdo de niveis crescentes de sangue praticamente
nao provocou aumento ou diminuig¢do no valor do escore.

Embora o sangue possa apresentar deficiéncia em metionina e,
especialmente, em isoleucina (OCKERMAN e HANSEN, 1994; KNIPE, 1988;
SATTERLEE, 1975), a substituicdo de carne por sangue liquido tratado com CO
nao afetou o perfil de aminoécidos das mortadelas formuladas, principalmente no
que diz respeito a esses dois aminodcidos. Isso indica que a combinagdo das
proteinas da carne com as proteinas do sangue manteve as quantidades adequadas
dos aminoacidos essenciais € nao-essenciais. Nesse sentido, mesmo com 20% de
adi¢dao de sangue, o elevado teor desses dois aminoacidos na carne permitiu que o
padrao da FAO ainda fosse atingido apesar das deficiéncias de metionina e

isoleucina no sangue.
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De acordo com NEELAKANTAN (1975), o sangue quando usado como
unica fonte de proteina pode ndo promover o crescimento, o desenvolvimento e
outras funcdes biolodgicas no rato. Segundo PRICE ¢ SCHWEIGERT (1994), a
carne ¢ a maioria dos produtos carneos contém porcentagens relativamente altas
destes componentes essenciais, além de suas propor¢cdes na carne atenderem
facilmente as exigéncias nutricionais. Assim, a adicdo de sangue as mortadelas
possibilitou a obtencdo de produtos com o mesmo perfil de aminoécidos
(qualidade), sem reducao do teor protéico (quantidade).

Quando comparadas com a composi¢cao de aminoacidos de carnes curadas e
processadas (PRICE e SCHWEIGERT, 1994), as diversas mortadelas elaboradas
com sangue mostraram resultados semelhantes (Tabela 6).

Em muitos casos encontram-se correlagdes positivas e significativas entre
o escore quimico e os indices de valor protéico determinados por ensaios
bioldgicos, porém, em outros ndo. Aparentemente, as discrepancias que surgem sao
devidas a diferencas na composicdo dos alimentos e nas transformacdes que as
proteinas podem sofrer durante o preparo do alimento para o consumo € no préprio
organismo, principalmente na digestdo e absorcdo dos aminodcidos. Em outras
palavras, a determinacdo da concentracdo de aminodcidos na proteina ou no
alimento, por métodos quimicos, ndo garante que tais aminoacidos estejam
disponiveis biologicamente (SGARBIERI, 1987).

A FAO/WHO (1990) considera o escore quimico corrigido pela
digestibilidade (PDCAAS) um indice mais apropriado para avaliar a qualidade
protéica em alimentos e férmulas infantis. Esse indice utiliza as necessidades dos
aminoacidos essenciais para humanos, sendo mais apropriado quando comparado
com os ensaios em animais utilizados para avaliar a qualidade da proteina em
alimentos.

Na Figura 4 estao apresentados o escore quimico do aminoacido limitante
primario (EALP) e o escore quimico corrigido pela digestibilidade in vivo
(PDCAAS), conforme Tabela 6, das proteinas das mortadelas adicionadas dos
diferentes niveis de sangue. Os PDCAAS encontrados foram de 0,965 (0% de
sangue), 0,917 (5% de sangue), 0,913 (10% de sangue), 0,954 (15% de sangue), e
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0,936 (20% de sangue). Para todos os niveis de adicdo de sangue, os indices
encontrados foram semelhantes ou superiores ao da carne (0,92) (HENLEY e
KUSTER, 1994; FAO/WHO, 1990). Isso quer dizer que as mortadelas formuladas
fornecem proteina de boa qualidade com aminodcidos essenciais na quantidade
necessaria. Embora ndo tenham sido encontradas referéncias acerca do PDCAAS do
sangue animal, DUARTE et al. (1999) encontraram um PDCAAS de 0,96 e 0,046

para concentrado protéico de plasma e isolado protéico de globina, respectivamente.
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Figura 4 - Escore do aminoécido limitante primario (EALP) e escore de aminoacido
corrigido pela digestibilidade in vivo (PDCAAS) das mortadelas
adicionadas de niveis crescentes de sangue.

4.3. Avaliacdo da qualidade protéica
4.3.1. Consumo de dieta e ganho de peso dos animais experimentais

Na Tabela 7 estdo apresentados os valores médios das varidveis ganho de
peso, consumo alimentar, proteina consumida e coeficiente de eficiéncia alimentar

dos animais alimentados com dietas a base de caseina € de mortadelas formuladas

com niveis crescentes de sangue, apos 14 dias de experimento.
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Tabela 7 - Valores médios (e desvios-padrdao) das variaveis ganho de peso (GP),
consumo alimentar (CA), proteina consumida (PC) e coeficiente de
eficiéncia alimentar (CEA) dos animais alimentados com dietas a base
de mortadelas formuladas com sangue e sua comparagdo com os valores
da dieta a base de caseina, apos 14 dias de experimento

Tratamento GP (g) CA (g) PC (g) CEA
Caseina 74,17 £5,53 191,76 + 6,55 18,31 + 0,63 0,39 £ 0,02
0% de sangue 73,83+ 4,54 196,51+ 15,57 18,96+ 1,50  0,38™ +0,02

5% de sangue 73,67+ 3,98 202,45™+ 9,51 19,23 +0,90  0,37"+ 0,01
10% de sangue 72,17" + 8,30 187,49+ 17,39  18,72™+1,74 0,39+ 0,02
15% de sangue 79,5+ 5,10 202,59™+ 10,09 19,09"+ 0,95 0,39™+ 0,01
20% de sangue 69,83+ 4,45 185,96 +£15,72 17.42™+1,47  0,38"+0,01

dms 8,5688 20,1440 1,9445 0,0228

" Nao-significativo ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de Dunnett.
dms - Difereng¢a minima significativa.

Confrontando-se os resultados das dietas formuladas com niveis crescentes
de sangue e com caseina (Tabela 7), verifica-se que ndo houve diferenga
significativa (P>0,05) nos parametros avaliados. Isso comprova a eficiéncia que as
proteinas dos 5 tratamentos possuem, para promover o crescimento € o ganho de
peso dos animais. Em outras palavras, ndo houve perda de eficiéncia das dietas
elaboradas com mortadela como fonte de proteina, ou seja, os tratamentos
comportaram-se como a dieta-padrdo de caseina, considerada uma dieta
nutricionalmente completa e indicada para ratos em crescimento. Todos os
tratamentos testados levaram a incrementos no ganho de peso, resultado esperado
pela boa qualidade da proteina e pelo fato de as dietas experimentais terem sido
elaboradas para serem isocaldricas e isoprotéicas em relacdo a dieta-padrao. Esse
fato sugere uma adaptagdo dos animais ao consumo dessas dietas de mortadelas,
cuja palatabilidade ndo influenciou na aceitabilidade das mesmas e uma boa
utilizacdo das proteinas das diferentes mortadelas. Os mesmos valores de CEA para
os tratamentos ao final do periodo de experimento demonstraram que a proteina das
mortadelas foi tdo bem aproveitada biologicamente quanto a proteina padriao de

caseina.
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Segundo NAS-NRC (1978), o equilibrio entre aminoacidos essenciais e
nao-essenciais deve ser levado em conta na dieta, j& que o rato tem apetite seletivo.
Assim, dietas que contém tanto aminodcidos essenciais quanto ndo-essenciais,
conforme observado nas diversas mortadelas formuladas, dao melhor resultado em
termos de crescimento de ratos do que dietas que contém somente aminoacidos
essenciais ou excesso de aminoacidos ndo-essenciais. TACKMAN et al (1990)
afirma que esse desbalanco resulta em alteragcdes nas concentragdes de aminoacidos
do plasma e cérebro, o que conduz a ajustes na ingestao, onde o cérebro parece
exercer funcdo primordial, pois mudangas nas concentragdes cerebrais de
aminodcidos causadas por alteracdes nas concentragdes plasmaticas estdo
relacionadas com o controle da ingestdo de alimentos.

Quando se compara as mortadelas entre si, ndo houve efeito dos niveis
(P>0,05) de sangue adicionados nas mesmas, para os parametros ganho de peso,
consumo alimentar, proteina consumida e coeficiente de eficiéncia alimentar, cujos
valores médios (+ desvio-padrao) foram, respectivamente, de 73,80+5,522 g,
194,99+£12,982 g, 18,687+1,253 g e 0,379+0,015, apds o periodo experimental de
14 dias.

O ganho de peso, isoladamente, ndo ¢ considerado um indicador da
qualidade de uma proteina, embora seus resultados sejam refletidos no PER e CEA,
do mesmo modo que o consumo de dieta e de proteina. Sabe-se, entretanto, que o
ganho de peso pode estar relacionado a reten¢ao de agua e produgdo de lipidio no
organismo, devido a composicao do alimento recebido.

TORRES et al. (1999) avaliaram a qualidade protéica de mortadelas sem
adicao de sangue e adicionadas de 10% de sangue suino em p¢6 tratado com CO. O
consumo de dieta do grupo de animais que recebeu a mortadela de sangue foi
superior ao dos dois outros grupos (caseina e 10% de sangue), sendo que o menor
consumo foi dos animais que receberam a dieta de caseina, apds o periodo
experimental de 14 dias. Para o parametro consumo de dieta, as mortadelas padrao e
adicionada de sangue nao diferiram entre si e apresentaram um ganho de peso

ligeiramente superior ao do grupo alimentado com a dieta de caseina.
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4.3.2. Valores de PER e NPR

Ao se observar os resultados apresentados na Tabela 8, verifica-se que
nenhuma das mortadelas apresentou valores de PER e PERR diferentes (P>0,05)
quando comparados com a caseina. Esse fato confirma que a alta qualidade das
proteinas das mortadelas adicionadas de sangue ¢ similar a caseina na promog¢ao do
crescimento dos animais. Além disso, a adicdo dos niveis crescentes de sangue,
testados nesse trabalho, nao provocou alteracao nesses indices de qualidade protéica
das mortadelas, evidenciando que a combina¢do de sangue mais carne parece ser tao

boa quanto a carne isoladamente, do ponto de vista protéico.

Tabela 8 - Valores médios (e desvios-padrao) referentes ao PER, PERR, NPR ¢
NPRR das dietas a base de mortadelas formuladas com sangue tratado
com monoéxido de carbono e sua comparagdo com a dieta a base de
caseina

Tratamento PER PERR® (%) NPR NPRR” (%)
Caseina 4,05+ 0,23 100+ 0,00 4,63 + 0,22 100 + 0,00
0% de sangue 3,90™+ 0,21 96,35+ 5,12 447" + 0,24 96,50™ + 5,29
5% de sangue 3,83+ 0,15 94,61™+ 3,78 4,39+ 0,16 94,76"™ + 3,47
10% de sangue 3,85+ 0,19 95,13+ 4,69 4,43+ 0,20 95,62+ 4,16
15% de sangue 4,16™+£ 0,12 102,78™ £ 2,96 4,87"+ 0,00 102,00™ £+ 2,53
20% de sangue 4,02+ 011 99,13"™ + 2,83 4,63+ 0,16 100,02™ + 3,49
Dms 0,245 5,559 0,244 5,386

™ Nao-significativo ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de Dunnett.
* PER relativo.

® NPR relativo

dms - Difereng¢a minima significativa.

Segundo FRIEDMAN (1996), qualquer proteina com valor de PER igual ou
superior a 2, quando adicionada na quantidade de 10% na dieta, ¢ considerada de
boa qualidade. Os valores de PER encontrados indicam que as mortadelas contém
proteinas de alto valor biologico.

Na Tabela 8 observa-se que os valores médios de PER relativo (PERR) para

as dietas, tendo como fonte de proteina mortadelas com niveis crescentes de sangue,
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variaram de 94,61+3,78 a 102,784+2,96, sendo que o valor médio de PER para a
dieta a base de caseina foi de 4,05+0,23. Esses valores sdo superiores aos
encontrados por TORRES et al. (1999), que foi de 90,05 e 80,89% para as dietas a
base de mortadela-padrao (sem adicdo de sangue) e adicionada de 10% de sangue
tratado com CO, respectivamente, em experimento com ratos.

Nao ha na literatura cientifica dados sobre avaliacdo da qualidade protéica
de mortadelas adicionadas de sangue integral. O que se encontra sdo resultados da
analise das fracdes do sangue, como da globina e das proteinas do plasma, ou da
carne.

Hendrick et al. (1977), citados por CARPENTER (1984), relataram que os
valores de PER de carne bovina crua foram de 3,9 (134,5% em relacdo a caseina) e
a mesma peca cozida, de 3,6 (124,1%).

HACKLER et al. (1984) encontraram um valor de PER de 3,18 (127,2%)
para a carne bovina, enquanto JEWELL et al. (1980) obtiveram valores de PER de
2,8 (112%), 2,3 (92%) e 2,5 (100%) para as carnes bovina, bovina moida e bovina
magra, respectivamente. SCHAASFSMA (2000) cita PER de 2,9 para a carne
bovina.

Algumas diferengas quanto aos indices obtidos por ensaio bioldgico devem
ser atribuidas a variagdes interlaboratoriais (CARPENTER, 1984), contudo os
valores de PER para a carne bovina sdao sempre semelhantes ou superiores ao da
caseina.

BELKOT (2001) avaliou o valor nutricional do sangue bovino. Os
resultados indicaram que o PER do plasma (2,54) foi significativamente maior que
o das células vermelhas (0,96) e foi equivalente ao da caseina (2,50). YOUNG et al.
(1973) encontraram um PER para o plasma de 2,83, enquanto o da globina foi de -
1,05.

A Figura 5 mostra a variacdo das médias do PER entre as mortadelas
adicionadas de niveis crescentes de sangue. Entre os niveis de 0, 5 e 10% de adi¢ao
de sangue, os valores encontrados de PER praticamente nao apresentaram variacao.
Quando se utilizou o nivel de 15% de sangue, o valor do PER (4,16+£0,12) foi

superior aos demais niveis testados.
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Entre os diversos niveis testados neste experimento, o valor maximo e
minimo estimados pelas equagdes (Figura 5) para o PER corresponderam aos niveis

de adicdo de sangue nas mortadelas de 16,58 e 4,13%, respectivamente.

§=3.9155-0,0752 * Nivel+0,0114 * Nivel -0,0004 * Nivel®
R*=0,8304
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Niveis de sangue na mortadela (%)

Figura 5 - Variacdo das médias do coeficiente de eficiéncia protéica (PER) das
mortadelas adicionadas de niveis crescentes de sangue tratado com
monoxido de carbono.

Ao avaliar a qualidade protéica pelos indices NPR ¢ NPRR, observa-se que
diferencas significativas nao foram detectadas (P>0,05) entre as dietas a base de
mortadela em relacdo a dieta de caseina (Tabela 8), ndo havendo influéncia,
portanto, da adi¢do de sangue na qualidade da proteina, no que se refere a utilizagao
dessa proteina para manutengdo e crescimento. Isto demonstra que a qualidade da
proteina das mortadelas ¢ igual a caseina na promog¢do do crescimento e
manutencao de peso de ratos.

Na Tabela 8 observa-se que os valores médios de NPR relativo (NPRR)
para as dietas, tendo como fonte de proteina mortadelas com niveis crescentes de
sangue, variaram de 94,76+3,47 a 102,00+£2,53, sendo que o valor médio de NPR
para a dieta a base de caseina foi de 4,63+0,22. Esses valores, da mesma forma que
o PERR, sdo superiores aos encontrados por TORRES et al. (1999), que foi de
89,25 e 80,26%, em relacdo ao da caseina, para as dietas a base de mortadela-

padrdo (sem adicao de sangue) e adicionada de 10% de sangue, respectivamente,
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fato este explicado pelo maior teor de gordura (30%) utilizado por estes autores na
formulacao das mortadelas.

A Figura 6 mostra a variacdo das médias do NPR entre as mortadelas
adicionadas de niveis crescentes de sangue. Novamente, entre os niveis de 0, 5 e
10% de adicdo de sangue, os valores encontrados de NPR praticamente ndo
apresentaram varia¢cdo. Quando se utilizou o nivel de 15% de sangue, o valor do
NPR (4,87+0,00) foi superior aos demais niveis testados.

Entre os diversos niveis testados neste experimento, os valores maximo e
minimo estimados pelas equagdes (Figura 6) para o NPR corresponderam aos niveis

de adigdo de sangue nas mortadelas de 16,33 e 3,95%, respectivamente.
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Figura 6 - Variagdo das médias da razdo protéica liquida (NPR) das mortadelas
adicionadas de niveis crescentes de sangue tratado com monoxido de
carbono.

4.3.3. Digestibilidade in vivo

Os valores da digestibilidade verdadeira in vivo para as dietas a base de
caseina e das mortadelas adicionadas de sangue encontrados, no presente trabalho,
estdo expressos na Tabela 9.

A digestibilidade da proteina dietética tem um papel fundamental na

qualidade protéica, sendo definida como a quantidade de nitrogénio do alimento que
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¢ absorvido pelo organismo, apos a hidrolise das proteinas pelas enzimas digestivas
(BRESSANI e ELIAS, 1983). Mesmo que o conteido de aminoacidos
indispenséaveis seja o indicador basico da qualidade da proteina, somente se os
mesmos estiverem disponiveis para a utilizagdo pelo corpo, o perfil de aminoacidos
correspondera a qualidade da proteina, fato este dependente da digestibilidade.
Portanto, a digestibilidade dos aminoacidos pode afetar a qualidade das proteinas
alimentares (DAMODARAN, 1996).

A Tabela 9 mostra que a digestibilidade da dieta padrao de caseina foi
superior (P<0,05) a das demais dietas de mortadelas. Apesar desses resultados, os
valores em torno de 90% para a digestibilidade das mortadelas contendo sangue sao
relativamente altos, o que, aliado ao perfil balanceado de aminoacidos, garante a
alta qualidade das proteinas desses produtos. Segundo MAcNURLAN e GARLICK
(2000), a digestibilidade das proteinas pode ser afetada por diversos fatores, tais
como a presenca de fatores antinutricionais, para as proteinas de origem vegetal,
conformacdao da proteina, processamento e interagdes com outros nutrientes. De
forma geral, as proteinas de origem animal sdo mais facilmente digeriveis,

apresentando valores de digestibilidade entre 90 e 99%.

Tabela 9 - Valores médios (e desvios-padrao) referentes a digestibilidade e
digestibilidade relativa das dietas a base de mortadelas formuladas
com sangue tratado com monodxido de carbono e sua comparagao com
a dieta a base de caseina

Tratamento Digestibilidade (%) Digestibilidade Relativa (%)

Caseina 93,99+ 0,51 100 + 0,00

0% de sangue 91,59*+ 1,01 97,45* £ 1,07

5% de sangue 90,79* £ 1,10 96,59*% + 1,17

10% de sangue 89,49* + 0,87 95,22* £ 0,92

15% de sangue 90,90* + 1,26 96,71* £ 1,34

20% de sangue 90,03*+ 0,89 95,78* £ 0,95

dms 1,477 1,564

" Significativo ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de Dunnett.
dms - Diferenca minima significativa.
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TORRES et al. (1999) encontraram valores de digestibilidade de 92,3% e
92,4% para mortadelas sem adigdo e adicionadas de 10% de sangue,
respectivamente, que ndo diferiram estatisticamente (P>0,01) do valor da dieta
padrdo de caseina (95,8%).

Segundo a FAO/WHO/UNU (1985), a digestibilidade verdadeira, no
homem, ¢ de 97+£3% para a proteina do ovo, 95+£3% para as proteinas do leite e, ou,
queijo e de 94+3% para as proteinas de carne e, ou, peixe.

De acordo com JEWELL et al. (1980), a carne bovina magra apresenta
digestibilidade de 92%, enquanto que a com médio teor de gordura apresenta 91%.
Valores proximos foram encontrados por Happick et al. (1975), citados por
PELLET e YOUNG (1984), os quais relataram que a carne bovina magra apresenta
digestibilidade de 93%. Hendrick et al. (1977), citados por CARPENTER (1984),
relataram que os valores de digestibilidade in vivo de carne bovina crua era de 75%
(91,46%, em relacdo a caseina) e a mesma peca cozida, de 76% (92,68%).
SARWAR et al. (1989) classificaram a carne no grupo dos alimentos que possuem
entre 89 e 92% de digestibilidade. Trabalhos recentes confirmam valores de
digestibilidade de 88 a 89% (HERNANDEZ et al., 1996), 90,3% (ABDEL-AZIZ et
al., 1997) e 98% (SCHAASFSMA, 2000) para a carne bovina magra.

Nota-se que os valores encontrados para a digestibilidade das mortadelas
adicionadas de sangue, quando comparados aos estudos mencionados, sao
semelhantes.

Na Tabela 9 observa-se que os valores médios de digestibilidade relativa
para as dietas, tendo como fonte de proteina mortadelas com niveis crescentes de
sangue, variaram de 95,224+0,92 a 97,45+1,07, sendo que o valor médio de
digestibilidade para a dieta a base de caseina foi de 93,99+ 0,51. Esses valores sdo
semelhantes aos encontrados por TORRES et al. (1999), que foi de 96,35 e 96,45%,
em relagdo ao da caseina, para as dietas a base de mortadela-padrao (sem adi¢ao de
sangue) e adicionada de 10% de sangue, respectivamente.

A Figura 7 mostra a variacdo das médias da digestibilidade verdadeira entre
as mortadelas adicionadas de niveis crescentes de sangue. Observa-se um ligeiro

decréscimo da digestibilidade com a adicdo crescente de sangue. Apesar de essa
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diferenga ter sido significativa (P<0,05), os valores de digestibilidade para todos os
niveis mantiveram-se altos, acima de 90%. Isso indica que as proteinas das
mortadelas, com os niveis empregados neste estudo, podem ser consideradas de alta
digestibilidade e de alta qualidade, visto que os aminoacidos absorvidos garantiram
a sintese protéica para o crescimento (PER) e manutengcdo (NPR). Analisando os
resultados e considerando que as proteinas do plasma sanguineo e do isolado
protéico de globina, possuem digestibilidade de 94,85% e 91,83%, respectivamente,
portanto, muito semelhante as proteinas da carne bovina (DUARTE et al., 1999),
era esperado que nao houvesse alteragdo na digestibilidade com o aumento dos

niveis de sangue.
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Figura 7 - Variagdo das médias da digestibilidade das mortadelas adicionadas de
niveis crescentes de sangue tratado com monoéxido de carbono.

4.4. Avaliacédo dos animais

4.4.1. Avaliacdo comportamental

O ensaio bioldgico concluiu-se com 100% de sobrevivéncia dos animais,
demonstrando a boa tolerancia das mortadelas durante o periodo experimental. Por
meio da observagdo dos animais durante os 28 dias experimentais, pode-se constatar
que eles nao apresentaram desvio de comportamento quanto a agressividade,

atividade/inatividade, sedacdo, diarréia e alteragdo de pélos e pele. Nao foi
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verificada reagdo com a acao da substancia estudada (CO), mediante o consumo de

dietas de mortadela com diferentes niveis de adi¢ao de sangue tratado com CO.

4.4.2. Ganho de peso, consumo e coeficiente de eficiéncia alimentar

Na Tabela 10 estdo apresentados os valores médios dos pardmetros ganho
de peso, consumo alimentar e coeficiente de eficiéncia alimentar dos animais
alimentados com dietas a base de mortadelas com niveis crescentes de sangue e

caseina, apos 28 dias de experimento.

Tabela 10 - Valores médios (e desvios-padrao) das varidveis ganho de peso (GP),
consumo alimentar (CA) e coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA)
dos animais alimentados com dietas a base de mortadelas formuladas
com sangue € sua comparacdo com os valores da dieta a base de
caseina, apos 28 dias de experimento

Tratamento GP (g) CA (g) CEA
Caseina 151,00 + 14,06 435,59+ 23,35 0,35+0,015
0% de sangue 141,83+ 5,42 447,11™ + 25,95 0,32*+0,014
5% de sangue 144,83+ 4,62 467,49™ + 7,35 0,31*+0,013
10% de sangue 137,67" £ 13,82 425,45™ £ 29,25 0,32*%+ 0,016
15% de sangue 140,50™ + 6,28 444.31"+ 14,02 0,32* £ 0,0086
20% de sangue 129,33*+£ 9,24 424,46™ + 30,49 0,30* + 0,011
dms 16,284 38,781 0,0209

"™ Nao-significativo ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de Dunnett.
Significativo ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de Dunnett.
dms - Diferenca minima significativa.

A Tabela 10 mostra que o ganho de peso da dieta de caseina foi superior
(P<0,05) apenas ao da dieta de mortadela com 20% de adi¢cdo de sangue, enquanto
as demais dietas obtiveram mesmo ganho de peso do que os animais com dieta de
caseina. Cabe ressaltar que, embora tenham tido um ganho de peso inferior, os ratos
alimentados com dieta de 20% de sangue apresentaram a mesma tendéncia dos

outros tratamentos, ou seja, de aumento crescente do peso corporal e do consumo
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alimentar durante o estudo. Para o consumo alimentar, ndo houve diferenca
significativa (P>0,05), ou seja, os ratos que receberam as dietas de mortadelas
ingeriram a mesma quantidade de dieta quando comparados com os animais
alimentados com caseina.

O CEA da dieta de caseina foi superior (P<0,05), ao das demais dietas de
mortadelas, evidenciando que a dieta de caseina foi capaz de promover um maior
ganho de peso por grama de dieta consumida durante o periodo de experimentacao
de 28 dias.

Quando se compara entre as mortadelas, verifica-se um ligeiro decréscimo
tanto no ganho de peso (Figura 8) quanto no consumo alimentar (Figura 9) com o
aumento dos niveis crescentes de sangue. No entanto, o ganho de peso dos ratos foi
proximo em todos os grupos e normal para ratos Wistar (GUERRA e PETERS,
1995). Todos os valores foram considerados normais para os animais, devido a
média didria de ingestdo alimentar de ratos, nesta idade, ser de 15 g/dia (RITSKES-
HOITINGA ¢ CHWALIBOG, 2003). Embora essa diferenga significativa tenha
sido notada, ela ndo era esperada, pois as dietas foram planejadas de forma a serem
1socaldricas e isoprotéicas (REEVES, et al., 1993). Entretanto, ndo existe razao
bioldgica para esta variagdo ser claramente atribuida a presenca de sangue com CO

nas mortadelas.
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Figura 8 - Variagdo das médias de ganho de peso de ratos alimentados com
mortadela adicionada de sangue tratado com mondxido de carbono.
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Figura 9 - Variacdo das médias de consumo alimentar de ratos alimentados de
mortadela adicionada de sangue tratado com mondxido de carbono.

No que se refere ao CEA, ndo houve efeito dos niveis (P>0,05) de sangue
adicionados nas mortadelas, sendo que o valor médio foi de 0,314+0,014, apos o

periodo experimental de 28 dias.

4.4.3. Dosagens bioquimicas

Na Tabela 11 estdo apresentados os valores médios dos niveis sanguineos
de colesterol, triacilglicerol, glicose, creatinina, bilirrubina, albumina, aspartato
aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT) dos animais alimentados
com dietas a base de mortadelas com niveis crescentes de sangue e caseina, apds 28
dias de experimento.

Em relagdo ao colesterol total, os resultados mostraram que a dieta
preparada com caseina alcangcou média inferior (P<0,05) quando comparada com os
grupos que receberam dietas de mortadelas adicionadas com 10 e 20% de sangue
tratado com mondxido de carbono. O grupo que recebeu dieta com 10% de sangue
foi 0 que mais variou e teve um aumento de 31,12%, enquanto o grupo da dieta com
20% teve um aumento de 20,07% em relagdo a dieta de caseina. Os demais grupos
nao diferiram da caseina (P>0,05).

Se for tomada como referéncia a faixa de variagdo de 10 a 54 mg/dL,
descrita para rato normal (MITRUKA e RAWNSLEY, 1981), conclui-se que os

valores encontrados sdo superiores e estao fora da faixa de variacdo normal. Apesar
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dos testes estatisticos terem evidenciado diferencas, os dados significativos de
aumento do colesterol total nos dois grupos de ratos (128,50 e 117,67 mg/dL)
encontram-se dentro da esperada faixa de normalidade para roedores menores que 1
ano, cujos valores situam-se na faixa de 124433,7 mg/dL (WOLFORD et al., 1986).
Entretanto, com esses resultados ¢ possivel afirmar que ndo houve efeito do CO
sobre os niveis de colesterol, pois os dois controles (caseina e mortadela com 0% de
sangue) além de ndo diferirem entre si, mostraram valores acima ou dentro dos
considerados normais para esse indice bioquimico.

Ao se comparar os niveis sé€ricos de glicose e de ALT, verifica-se que nao
houve diferenca significativa (P>0,05) entre o grupo em dieta de caseina e os
grupos em dieta de mortadela. Esses resultados estdo dentro da faixa de valores
mencionados na literatura para esses indices bioquimicos para ratos normais
(MELBY Jr. e ALTMAN, 1977; MITRUKA e RAWNSLEY, 1981).

Entretanto, segundo CRISPENS Jr. (1975), o valor considerado normal para
glicose ¢ 70 mg/dL. Isso indica que a concentracao sérica de glicose dos animais,
inclusive os dos controles, encontra-se elevada. Uma provavel explicagdo para este
fato € que esses animais foram anestesiados com éter e nesta situagdo a glicemia
pode tornar-se alta (LIMA et al., 1985; ALCANTARA, 1985). O estresse do animal
durante o sacrificio provoca liberacdo de adrenalina, que estimula a glicogendlise e
conseqiiente aumento da disponibilidade de glicose para a corrente sanguinea.

Ja para o AST, a dieta de caseina apresentou um nivel superior (P<0,05) das
dietas de mortadela com 0, 15 e 20% de adi¢dao de sangue, enquanto as outras duas
ndo diferiram estatisticamente (P>0,05) dos animais que receberam a formulacao de
caseina. O grupo que recebeu a dieta de mortadela com 20% de adicdo de sangue
foi 0 que mais variou em relagdo ao controle (caseina) e teve uma redugdo de
26,47%. Com isso, pode-se afirmar que tais diferencas ndo estdo relacionadas a
substancia testada (CO), pois o outro controle (mortadela sem adi¢do de sangue)
apresentou resultado inferior ao valor obtido com a dieta de caseina, além do fato de

nao ser dose-dependente.
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Tabela 11 - Valores médios (e desvios-padrao) dos niveis sanguineos de colesterol, triacilglicerol, glicose, creatinina, bilirrubina,
albumina, aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT) em ratos alimentados com dietas a base de
mortadelas formuladas com sangue e sua comparagdo com os valores da dieta a base de caseina, apds 28 dias de

experimento

Tratamento Colesterol Triacilglicerol Glicose Creatinina Bilirrubina Albumina AST ALT

(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (g/dL) (U/L) (U/L)
Caseina 98,00 + 8,34 87,33+26,93 143,17 £ 28,11 0,38 0,04 0,10 £ 0,00 2,84+ 0,26 27,31 +3,94 23,30+ 5,63
0% de sangue 111,67"+10,29 106,50+ 16,39 146,33+ 18,14 0,38+ 0,04 0,13™+£0,08 2,94%+£0,22 20,89% £ 2,49 22,49+ 3,94
5% de sangue 111,83"+22,03 111,83"+24,09 166,17"+ 13,76 0,42™ £ 0,04 0,10™ + 0,00 3,10+ 0,26 24,10 ™+ 3,05 28,12+ 3,63
10% de sangue 128,50*+ 8,87 143,33+ 43,83 141,00+ 12,30  0,48™ 0,10 0,12+ 0,04 2,94+ 0,29 25,71+ 4,98 23,30%+ 1,97
15% de sangue 111,67+ 10,29 115,17+ 44,10 147,00+ 11,56 0,45+ 0,08 0,18"+0,10 3,09+ 0,23 20,89* +2,49 23,30+ 5,63
20% de sangue 117,67*+ 8,24 108,83 +25,29 158,50"+£20,59 0,37+ 0,05 0,15™+0,08 3,12+ 0,20 20,08 + 1,97 24,10+ 4,31

dms 19,018 50,169 24,68 0,099 0,102 0,412 5,188 6,405

™ Niao-significativo ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de Dunnett.
Significativo ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de Dunnett.
dms - Diferenca minima significativa.

92



Os valores de AST, para todos os tratamentos, foram inferiores a faixa de
normalidade (45,7 a 80,8) para esse indice em ratos (MITRUKA e RAWNSLEY,
1981).

De acordo com LIMA et al. (1985) e ROBBINS et al. (1995), a ALT ocorre
nos hepatocitos em concentragdes mais elevadas que a AST. Portanto, a atividade
de ALT no soro sanguineo podera ter maior significado clinico que a AST, como
diagndstico de lesdo hepatica.

Como os valores de atividade sérica para AST e ALT em todos os
tratamentos que receberam mortadelas adicionadas de sangue, ndo ultrapassaram o
valor encontrado para as dietas controles de caseina e sem adi¢do de sangue,
conclui-se ndo ter havido injuria do tecido hepatico, nos animais que receberam
dietas formuladas com mortadelas com niveis crescentes de sangue tratado com CO.

Os resultados da Tabela 11 indicam ainda que os niveis séricos de
albumina, bilirrubina, creatinina e triacilglicerol dos grupos alimentados com
mortadelas adicionadas de sangue tratado com CO nao diferiram (P>0,05) daqueles
que receberam a dieta de caseina. A adicdo de sangue com CO ndo alterou os
valores desses indices bioquimicos.

A concentracdo de albumina sérica s6 se encontra elevada nos casos de
hemoconcentragdo ou desidratagio. Segundo ALCANTARA (1985), quando se
anestesia os animais utilizando éter pode ocorrer hemoconcentragdo. No entanto tal
fato nao foi observado nos resultados desse estudo, pois os valores de albumina
mostram-se dentro da faixa (2,9 a 5,9 g/dL) de normalidade (SHARP e La
REGINA, 1998). Em contrapartida, niveis séricos reduzidos de albumina refletem a
diminui¢ao da sintese hepatica devido a falta de substrato (CAREGARO et al.,
1996).

Em relacdo a bilirrubina, creatinina e triacilglicerol, os valores obtidos
também se mostram dentro da faixa normal reportados pela literatura especializada
que sao de 0,0 a 0,64 mg/dL (SHARP e La REGINA, 1998), 0,2 a 0,8 mg/dL
(MITRUKA ¢ RAWNSLEY, 1981) e 26 a 145 mg/dL (MELBY Jr. e ALTMAN,

1977), respectivamente.
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Quando se compara entre as mortadelas, observa-se que para os indices de
colesterol, triacilglicerol, albumina e bilirrubina, ndo houve efeito dos niveis
(P>0,05) de sangue tratado com CO adicionados nas mortadelas, sendo que os
valores médios foram de 116,267£12,857 mg/dL, 117,133+£33,362 mg/dL,
3,038+0,258 g/dL. e 0,137+0,072 g/dL, respectivamente, apdés o periodo
experimental de 28 dias.

Na Figura 10 pode-se observar o efeito dos niveis de sangue tratado com
CO sobre o indice de glicose. Embora haja variagao (P<0,05) entre os niveis, pode-

se observar que ela foi pequena, e inconsistente, entre os valores encontrados.
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Figura 10 - Varia¢do das médias de glicose de ratos alimentados com mortadela
adicionada de sangue tratado com mondéxido de carbono.

Para a AST (Figura 11) e creatinina (Figura 12), as maiores concentragdes
desses indices foram observadas para o nivel de adicao de 10% de sangue. Houve
um ligeiro aumento nesses indices até o nivel de 10% de sangue adicionado e
posterior redugdo com a elevacao dos niveis de adi¢do de sangue.

Pela Figura 13, observa-se a tendéncia das estimativas da ALT em fungao
dos niveis de sangue adicionados. O nivel de 5% de adi¢do de sangue promoveu o

valor mais alto do indice sérico de ALT.
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Figura 11 - Variagdo das médias de aspartato aminotransferase (AST) de ratos
alimentados com mortadela adicionada de sangue tratado com
monodxido de carbono.
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Figura 12 - Variagdo das médias de creatinina de ratos alimentados com mortadela
adicionada de sangue tratado com mondxido de carbono.

No que se refere aos exames laboratoriais, o conjunto de resultados com
significdncia em termos estatisticos muito pouco parece relacionar-se com
significancia fisioldgica. Essa avaliagdo decorre da falta de resultados nivel-
dependentes e principalmente da contradicdo entre parametros bioquimicos
relacionados @ mesma funcdo avaliada. Em outro aspecto, muitos dos valores
destacados pela avaliagdo estatistica encontram-se dentro de faixas de normalidade
estabelecidas a animais (SHARP e La REGINA, 1998; WOLFORD et al., 1986;
MITRUKA ¢ RAWNSLEY, 1981; MELBY Jr. e ALTMAN, 1977).
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Figura 13 - Variagdo das médias de alanina aminotransferase (ALT) de ratos
alimentados com mortadela adicionada de sangue tratado com
monodxido de carbono.

Quanto aos entre parametros voltados a mesma fung¢ao fisioldgica hepatica,
avaliada pelas transaminases (AST e ALP) e bilirrubina, também se encontram
variagoes contraditorias. A AST diminuiu na dieta de mortadela sem adicao de
sangue ¢ a ALT nao se alterou, em relagdo a caseina. Entre as mortadelas, o nivel de
5% apresentou o maior valor de ALT e o de 10% o maior valor de AST. A
bilirrubina ndo variou em relagdo a caseina, nem entre os niveis de sangue. Também
em termos de funcdo hepatica, os valores de albumina ndo tiveram alteragdes
significativas em relagdo a caseina, nem entre os niveis de sangue avaliados.

Apesar dos testes estatisticos terem evidenciado diferencas, os dados
significativos de colesterol total entre os grupos da caseina e das mortadelas, e as
alteracdes nos valores obtidos com os indices de glicose, creatinina, AST e ALT,
entre os niveis testados, encontram-se dentro da esperada faixa de normalidade.
Dessa forma, as variagdes encontradas parecem relacionar-se mais a variabilidade
biologica dos animais de laboratorio do que a manifestacdes toxicologicas do
monoxido de carbono.

Estes indicadores nao revelaram alteracdo de um o6rgdo especifico, o que ¢
corroborado pelos resultados obtidos do estudo histologico. Isso permite afirmar
que ndo existe razdo biologica para essas variagdes serem atribuidas ao CO presente

no sangue utilizado para elabora¢do das mortadelas-testes.
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4.4.4. Determinacdo da hemoglobina

Na Tabela 12 estdo apresentados os valores médios dos niveis sanguineos
de hemoglobina (Hb) dos animais alimentados com dietas a base de mortadelas com
niveis crescentes de sangue e caseina, ap6s 28 dias de experimento.

Quanto a avaliacdo dos dados de hemoglobina (Tabela 12), os grupos que
consumiram dietas a base de mortadela com diferentes niveis de sangue nado
apresentaram diferenga estatistica (P>0,05) em relagdo a dieta de caseina. O mesmo
foi observado entre os niveis, sendo que o valor médio foi de 13,56+0,769 g/dL.
Isso confirma que a substincia monoxido de carbono, testada por meio de
mortadelas adicionadas de sangue, nao apresentou efeito nem foi dose-dependente

quanto a esse indice hematologico.

Tabela 12 - Valores médios (e desvios-padrao) dos niveis sanguineos de
hemoglobina em ratos alimentados com dietas a base de mortadelas
formuladas com sangue e sua comparag¢dao com os valores da dieta a
base de caseina, apds 28 dias de experimento

Tratamento Hemoglobina (g/dL)
Caseina 12,97+0,80

0% de sangue 13,58™ + 0,40
5% de sangue 13,68 + 0,71
10% de sangue 13,30™ £ 0,55
15% de sangue 13,40™+ 1,24
20% de sangue 13,83+ 0,44
Dms 1,238

™ Nao-significativo ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de Dunnett.
dms - Diferen¢a minima significativa.

Para SHARP e La REGINA (1998), os valores médios de Hb para ratos
variam de 11 a 19 g/dL. Considerando esta referéncia, todos os grupos apresentaram
valor de Hb dentro desse intervalo, evidenciando que nao houve estado anémico dos

animais submetidos as dietas de mortadelas contendo sangue tratado com CO.
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4.4.5. Exame anatomopatolégico

O exame macroscépico do figado, rins, pulmdes, coracdo e intestino dos
animais durante a necropsia, ndo evidenciou qualquer alteragdo nos grupos
experimentais. Ao exame macroscopico detalhado das superficies externas e
internas do tubo gastrintestinal, apos sua retirada pela sec¢cdo da porgdo inferior do
esofago e porg¢ao inferior do canal retal, ndo foram identificadas alteragdes.

Os orgaos submetidos ao exame histopatologico (figado e rim direito)
apresentaram aspecto geral dentro dos padrdes de normalidade, sem diferengas
detectaveis entre os grupos controle (caseina e mortadela sem adicdo de sangue
tratado com monoxido de carbono) e experimentais. O figado apresentou arquitetura
lobular preservada, com veia centrolobular e espacos porta sem alteracdes. Os
hepatocitos apresentaram forma e coloragdo normais, sem evidéncias de
degeneragdo, necrose, coléstase, inflamacao, cicatrizacdo, formagdo de cistos ou
abscessos, o que concorda com a auséncia de alteragdes bioquimicas das enzimas
AST e ALT, ao final do experimento. No rim direito observou-se arquitetura
cortical e medular inalteradas, sem evidéncias de lesdes tubulares, glomerulares ou
do estroma renal.

Os efeitos da ingestdo de CO sobre 6rgaos ndo sao conhecidos. Os efeitos
nocivos aparecem como conseqiiéncia da inalagdo desse gas e de sua combinacao
com a hemoglobina. Sob esse aspecto, os 6rgaos criticos quanto a acao de CO sao o
cérebro e o coracdao, com lesdes predominantemente hemorragicas, que dependem
de suprimento continuo e ininterrupto de oxigénio. O coragdo ¢ afetado por dois
mecanismos: trabalho aumentado para prover a demanda periférica de oxigénio e
reducdo no seu proprio suprimento (TAKANO et al., 1981; THOM e KEIM, 1989).

Estudos histopatoldgicos, em casos fatais, mostram a predominancia de
lesdes na substancia branca do sistema nervoso central, ao contrario das lesdes em
nivel neuronal encontradas em pessoas apods intoxicagdes ndo fatais (THOM e
KEIM, 1989).

Os resultados apresentados na Tabela 13 evidenciam que os ratos

alimentados com caseina durante 28 dias apresentaram um figado de maior peso
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(P<0,05) comparado aos animais que receberam a dieta de mortadela com 20% de
sangue tratado com CO. Esse menor peso pode ser explicado possivelmente porque
este tratamento também apresentou um menor ganho de peso corporal. Para os
demais tratamentos ndo houve diferenca significativa (P>0,05) em relagdo a dieta de

caseina.

Tabela 13 - Valores médios (e desvios-padrao) referentes aos pesos de figado e de
rim direito, porcentagens de figado e de rim direito, em relacao ao peso
corporal de ratos, que receberam dietas a base de mortadelas
formuladas com sangue tratado com CO e sua comparacdo com 0s
valores da dieta a base de caseina, apos 28 dias de experimento

Tratamento Peso de figado Figado Peso de rim Rim direito
(2) (%) direito (g) (%)

Caseina 9,40 +£1,72 4,62+ 0,57 0,85+ 0,071 0,42+0,04
0% de sangue 8,35+ 0,48 431"+ 0,26 0,84™+ 0,11 0,45™ +0,04
5% de sangue 9,03™+ 1,01 4,59+ 0,44 0,94 £ 0,10 0,48™+0,05
10% de sangue 8,51™ £ 1,44 4,48%+ 0,44 0,84™+ 0,11 0,44™ 0,05
15% de sangue 7,97%+ 0,62 4,14"+ 0,28 0,82"+ 0,08 0,43"°+0,03
20% de sangue 7,37 +0,98 4,05™ £ 0,32 0,94™+ 0,10 0,45™+0,03
dms 1,8222 0,6371 0,1410 0,0621

"™ Nao-significativo ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de Dunnett.
Significativo ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de Dunnett.
dms - Diferenca minima significativa.

Os pesos de figado e de rim direito, expressos como porcentagem do peso
corporal (% de figado e de rim direito), para os ratos sacrificados aos 28 dias de
experimento mostraram que as formulagdes preparadas com as mortadelas ndo
diferiram estatisticamente (P>0,05) da dieta de caseina. O mesmo comportamento
foi verificado para o peso de rim direito.

Quando se compara entre as mortadelas, verifica-se um ligeiro decréscimo
(P<0,05) tanto no peso de figado (Figura 14) quanto na porcentagem de figado
(Figura 15) com o aumento dos niveis crescentes de sangue tratado com CO. As
variagdes encontradas no peso absoluto e relativo de figado, apesar de serem

estatisticamente significativas, ndo estdo relacionadas com a alteragdo de um

99



marcador bioquimico especifico, € € praticamente inexpressiva, visto que nao
apresentaram relagdo dose-resposta € ocorreram nos grupos que receberam dietas
com 0 e 20% de sangue. Dessa forma, as variagcdes encontradas parecem relacionar-
se mais a variabilidade bioldgica dos animais de laboratério do que a manifestacoes

toxicologicas das mortadelas contendo CO testadas.
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Figura 14 - Variacdo das médias de peso do figado de ratos alimentados com
mortadela adicionada de sangue tratado com monoéxido de carbono.
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Figura 15 - Variacdo das médias de porcentagem de figado de ratos alimentados
com mortadela adicionada de sangue tratado com monoxido de
carbono.

Em relagdo ao peso de rim e porcentagem de rim direito, ndo houve efeito

dos niveis (P>0,05) de sangue adicionados nas mortadelas, cujos valores médios
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foram de 0,856+0,096 g e 0,449+0,042%, respectivamente, apds o periodo

experimental de 28 dias.

4.5. Determinagéo da Carboxiemoglobina

Da mesma forma que o ocorrido com o ensaio para avaliacdo dos
parametros bioquimicos, o ensaio para o estudo do efeito do monoxido de carbono
concluiu-se com 100% de sobrevivéncia dos animais. Por meio da observacao dos
animais durante os 14 dias experimentais, pode-se constatar que eles nao
apresentaram desvio de comportamento. As observagdes clinicas ndo mostraram
evidéncias de reagdo com a agdo da substancia estudada (CO), mediante o consumo
de dietas de mortadela com diferentes niveis de adi¢do de sangue tratado com CO.

Na Figura 16 estdo representados o ganho de peso € o consumo alimentar
dos ratos durante o periodo experimental. Em nenhum grupo houve perda de peso.
A tendéncia de aumento crescente do peso corporal e do consumo alimentar foi uma
constante durante o estudo. Todos os valores foram considerados normais para os
animais, devido a média didria de ingestdo de ratos, nesta idade, ser de 15 g/dia
(NAS-NRC, 1978). Uma vez que as proteinas do sangue (DUARTE et al., 1999)
possuem digestibilidade semelhante as proteinas da carne bovina (SAMMAN e
FARIAS, 1993), as mortadelas administradas aos animais supriram as necessidades
nutricionais requeridas durante a fase mais ativa do crescimento (ROGERS, 1979),
o que se refletiu no ganho de peso € no aumento do consumo alimentar dos animais.

Ao se comparar o ganho de peso dos animais em funcdo das mortadelas
formuladas com niveis crescentes de sangue, observou-se diferenca significativa
(P<0,05) entre os tratamentos. Pela Figura 17, verifica-se ligeira reducao no ganho
de peso dos ratos dependente do nivel de sangue adicionado na mortadela. O
mesmo ndo foi verificado para o consumo das dietas, que nao diferiram

estatisticamente (P>0,05), sendo que a média foi de 197,82+13,554 g.
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Figura 16 - Ganho de peso (a) e consumo alimentar (b) dos ratos durante o
experimento.
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Figura 17 - Variagdo das médias de ganho de peso de ratos alimentados com
mortadela adicionada de sangue tratado com mondxido de carbono.

102



Embora essa diferenga significativa tenha sido notada para o ganho de peso,
ela ndo era esperada, pois as dietas foram planejadas de forma a serem isocaloricas
e isoprotéicas (REEVES, et al., 1993). O peso corporal ¢ um indicador de grande
importancia, pois esta envolvido em uma série de alteragdes organicas em diferentes
etapas da vida e ¢ por isso que uma variagdo em seu comportamento sugere que
algo ndo funciona corretamente. Este parametro neste estudo teve um
comportamento semelhante ao publicado para esta espécie, o que demonstra que
nao existe razao bioldgica para esta variagdo ser claramente atribuida a presenga de
sangue com CO nas mortadelas.

Resultados semelhantes foram obtidos em ratos Wistar alimentados com
dieta de mortadela com adi¢ao de 0 e 10% de sangue em p¢é tratado com CO
(TORRES et al., 1999). Quanto ao consumo de dieta, ela foi superior para o grupo
de animais alimentados com mortadela adicionada de 10% de sangue.

Nao houve diferenga (P>0,05) entre as dietas para a dosagem sanguinea de
COHDb (%), sendo que a média, apos 14 dias de estudo, foi de 1,67+0,277%. As
concentragdes sanguineas de COHb dos animais experimentais foram similares
aquelas reportadas em diferentes populacdes: de 1,2%, 1,0%, 1,8%, 1,34%,
1,0%=0,75, apesar de variarem os métodos de determinagdo de carboxiemoglobina
(SIQUEIRA et al., 1997). Recentemente, MARSHALL et al. (1995) relataram
grande variabilidade de intervalos de referéncia de COHb preconizados em 21
laboratorios de Boston, EUA, com valores variando entre 0,4 ¢ 6,0%, em nao-
fumantes. Tais variagdes podem ser atribuidas ao uso de métodos nao devidamente
validados nas condic¢oes do laboratorio.

CENDON et al. (1997) avaliaram modelos de inducdo de enfisema
pulmonar provocada por fumaca de cigarros em ratos Wistar machos. O valor de
COHDb obtido para o grupo de animais controle foi de 2,26+1,30, superior ao
alcancado nesse presente trabalho.

A carboxiemoglobina ¢ um indicador biologico que avalia a absor¢ao bem
como reflete a intensidade do efeito nocivo do CO no organismo (KIMMEL et al.,

1999).
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De acordo com COBURN et al. (1965), a velocidade de absor¢do e o
correspondente aumento na concentragdo de COHb dependem, principalmente, do
tempo de exposicao e da concentragdo de CO no ar. O tipo de atividade fisica altera
o ritmo respiratdrio e, consequentemente, a ventilagao alveolar, fator importante na
absor¢ao pulmonar do CO. No estado de repouso fisico ¢ absorvida apenas metade
da quantidade inalada. Em concentra¢des de aproximadamente 2,5% de COHD,
individuos sensiveis (que sofrem de doencas cardiacas) apresentam alteracdes na
fun¢do cardiaca e dor no térax. Entretanto, em adultos sadios, nenhum efeito
adverso na saude foi descrito para niveis de COHb abaixo de 5% (Aunan et al.,
1992, citados por SORHEIM et al., 2001).

Cerca de 80% do CO formado na queima do cigarro, que corresponde
aproximadamente a 7mL de CO por cigarro, € absorvido. A concentracdo de COHb
em individuos fumantes varia em média de 3,8 a 6,8%. Em fumantes de vida
sedentaria, o nivel pode ser ainda mais elevado, tendo sido detectados teores de até
15% (OMS, 1980).

Estima-se que concentragdo de carboxiemoglobina formada pelo CO
endogeno, proveniente do catabolismo normal da Hb e de outros compostos heme,
em adulto sadio, varia de 0,1 a 1,0% (NAS, 1977).

De acordo com Aunan et al., (1992), citados por SORHEIM et al. (1997),
niveis sanguineos de COHb maiores que 2% devem ser evitados a fim de proteger
os individuos mais vulneraveis da populagao.

Desde ha algum tempo, o emprego de CO em embalagens de produtos
carneos e pescados tem aumentado consideravelmente (VIANA et al., 2005; JOHN
et al., 2005; KRISTINSSON et al., 2003; KRAUSE et al., 2003; JAYASINGH et
al., 2001; LUNO et al, 2000; SORHEIM et al., 1999; 1997), o que se deve aos
possiveis beneficios desse composto na estabilizagdo da cor desses produtos. No
entanto, nenhuma investigacdo prévia sobre a introdug¢dao desse géas, no que diz
respeito a seguranca alimentar, foi testada em animais de laboratorio.

Embora os estudos realizados ndo estejam dentro dos protocolos para testes
toxicologicos (ZBINDEN, 1991), os resultados sugerem que a ingestdo de carnes

tratadas com CO ndo apresenta riscos ao consumidor, uma vez que os valores
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encontrados estdo de acordo com os niveis normais tolerados pelo organismo,
conforme mencionado. Além disso, a absor¢ao de CO no trato gastrintestinal, e seu
acimulo no sangue, provavelmente serdo inferiores aqueles da absor¢cao de CO
pelos pulmdes, os quais apresentam tecidos especializados em facilitar trocas
gasosas entre os alvéolos e o sangue (SORHEIM et al., 1997).

Os resultados obtidos neste experimento in Vivo, nos niveis testados,
comprovam as expectativas sustentadas e embasadas por calculos estequiométricos,
presentes na literatura pertinente (SORHEIM et al., 2001; SORHEIM et al., 1997;
EL-BADAWTI et al., 1964), sobre a provavel inocuidade da ingestdo de carnes
tratadas com CO. Até mesmo na pior das hipoteses, o tratamento da carne com CO
parece contribuir pouco ou até mesmo resultar em aumentos despreziveis dos niveis
de COHb sangiiinea, em relagdo aos niveis que sdo considerados seguros no

ambiente de trabalho.
4.6. Ensaio de biodisponibilidade de ferro

Os teores de umidade, proteina, lipidios, cinzas e ferro das mortadelas, apos
a secagem, encontram-se na Tabela 14. Estes resultados serviram de base para o
calculo das dietas experimentais utilizadas no ensaio biologico de

biodisponibilidade de ferro.

Tabela 14 - Composi¢ao centesimal e teor de ferro das mortadelas apds secagem

Mortadela Umidade Proteina (%) Lipidios Cinzas Fe
(7o) (7o) (7o) (mg/100g)
0% sangue 12,09 47,09 22,79 8,61 49,99
5% sangue 12,88 46,40 24,39 8,34 83,96
10% sangue 8,80 47,27 25,17 8,72 109,33
15% sangue 13,98 43,61 21,53 8,38 155,22
20% sangue 9,75 43,72 23,26 8,87 188,60
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O valor basal de hemoglobina dos animais foi de 12,59 g/dL. A condicao de
anemia dos animais, ao final da fase de deplecao, foi confirmada pela queda desse
valor basal para niveis de hemoglobina de 6,42+0,620 g/dL. Estes valores obtidos
confirmam a eficiéncia da fase de deple¢ao obtida com 21 dias de ensaio, embora
pela AOAC (1996), os ratos sdo considerados satisfatoriamente anémicos quando a
concentragdo sanguinea de hemoglobina ¢ inferior a 6 g/dL, ap6s um periodo de
deplegao de 28 dias. Porém, essa anemia provoca aumento excessivo na absorcao de
ferro, superestimando sua biodisponibilidade e debilitando em muito os animais.

Avaliando-se o ganho de peso e o CEA das 18 combinagdes de dietas
testadas (mortadela e sulfato ferroso com os respectivos niveis de ferro), verifica-se
que nao houve diferenca significativa (P>0,05), sendo que os valores médios foram
de 83+7,742g ¢ 0,34+0,031, respectivamente.

A Figura 18 apresenta o incremento no ganho de hemoglobina pelos
animais submetidos as dietas controle € a base de mortadelas, com niveis crescentes
de ferro. Como esperado, no intervalo avaliado, houve incremento no ganho de
hemoglobina (P<0,05) com o aumento no teor de ferro em todas as dietas utilizadas
(padrao - sulfato ferroso, e testes - mortadelas). Entretanto, a analise estatistica dos
coeficientes de inclinacdo das curvas de regressdao (Tabela 15) relativas a cada uma
das dietas testes e controle mostrou ndao haver (P>0,05) diferenca entre as dietas
testadas, evidenciando que o ganho de hemoglobina ndo melhorou pela utilizacao
de niveis mais elevados de sangue nas mortadelas. Isto era esperado, uma vez que,
independente do nivel de sangue em cada mortadela teste, todas elas foram
apresentadas aos animais experimentais de forma a conferir uma mesma
concentragao de ferro heme.

Porém, ao se desmembrar os dados da Figura 18 para cada um dos niveis de
ferro administrados (Tabelal6), verifica-se que a auséncia de diferenca entre as
dietas de sulfato ferroso e a base de mortadelas deve-se ao fato de ndao haver
diferenca entre as diversas dietas quando nos dois niveis mais baixos administrados
(6 e 12 mg de ferro/’kg de dieta). Ja no nivel mais elevado (24 mg de ferro/kg de

dieta), verificam-se (P<0,05) diferencas entre dietas e niveis de sangue adicionados.
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Figura 18 - Varia¢ao do ganho de hemoglobina em relagdo aos niveis de ferro nas
dietas experimentais (mortadelas) e na dieta-padrao de sulfato ferroso.

Tabela 15 - Equagdes ajustadas aos dados de ganho de hemoglobina das dietas
experimentais avaliadas, em funcao dos niveis de ferro testados

Dietas Equacdo ajustada R (%)
Sulfato ferroso ¥ =0,584+0,177*ferro 99,97
0% Sangue ¥ = 0,485+0,108*ferro 97,87
5% Sangue ¥ =0,480+0,118*ferro 99,12
10% Sangue ¥ =0,570+0,131*ferro 99,64
15% Sangue ¥ =10,720+0,130*ferro 99,56
20% Sangue ¥ = 0,885+0,138*ferro 99,51

" Significativo, ao nivel de 5% de probabilidade.

Nos niveis de ingestdo mais baixos de ferro (6 e 12 mg de ferro/kg de
dieta), ndo ha oferta de ferro suficiente para fornecer a quantidade necessaria para
suprir o déficit de hemoglobina oriunda da anemia induzida. Isso, provavelmente,
decorre dos mecanismos de adaptacdo do organismo para maior absor¢do e
utilizacao do ferro na anemia grave, destinando maior propor¢ao de ferro quando
este ¢ fornecido em pequena quantidade a eritropoiese (WORWOOD, 1996). Ja
quando se administra dietas que fornecem 24 mg de ferro/kg de dieta ¢ possivel
verificar-se que o aumento no nivel de sangue nas mortadelas favorece (P<0,05)

uma melhor recuperacdo nos niveis sanguineos de hemoglobina. Outrossim,
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também se verifica que apenas quando se administra dietas formuladas com 20% de
sangue em substituicdo a carne se consegue uma recuperagao de hemoglobina

sangiiinea similar aquela conseguida com sulfato ferroso.

Tabela 16 - Valores médios (e desvios-padrdo) do ganho de hemoglobina e do valor
de hematocrito dos ratos alimentados com dietas contendo sulfato
ferroso (padrao) e mortadelas adicionadas de niveis crescentes de
sangue com 6, 12 e 24 mg de ferro/kg de dieta

Ganho de Hemoglobina (g/dL) Hematocrito (%)

Dietas Nivel de Ferro (mg/kg de dieta) Nivel de Ferro (mg/kg de dieta)

6 12 24 6 12 24
Sulfato 1,63£0,67°  2,75+0,40°  4,84+0,93"  3329+2,14®  36,00£2,90°  42,00+3,16°
0% Sangue  1,02£0,98" 1,94+0,85"  3,01£0,51°  29,67+1,97°  34,00£2,19*  37,29+1,80°
5% Sangue  1,11£0,71*  2,01+0,73*  3,27+0,54°  30,83+3,31°  34,75+£3,78"  38,50+2,17*
10% Sangue  1,41£0,61*  2,06+1,17°  3,74+0,40  31,43+3,69" 36,40+3,65"  38,60+1,34
15% Sangue ~ 1,56+0,85"  2,19+1,12*  3,87+0,41°  36,00£2,53"  32,25+3,40°  40,60+1,52%
20% Sangue  1,74+£1,27*  2,37+0,55"  4,08+0,43"  33,00£2,45"  35,17+2,48"  40,00+1,67%

Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente
entre si, ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

Apesar da concentracio de hemoglobina sanguinea, no nivel de
administragdo de 24 ppm, sé nado diferir daquela alcancada com a dieta controle de
sulfato ferroso ao se utilizar dietas formuladas com 20% de sangue, isto ndo se
traduziu na producdo de hematocritos (Tabela 16). Assim, a porcentagem de
hematdcritos no sangue dos ratos so6 foi inferior (P<0,05) ao controle (sulfato
ferroso) para a dieta a base de mortadela formulada sem adi¢do de sangue. Neste
nivel de ferro (24 ppm) percebe-se uma tendéncia de elevacdo no ganho de
hemoglobina (P<0,05), mas ndo de hematocrito (P>0,05), com o aumento na adicao
de sangue a mortadela.

Os niveis i1niciais de hemoglobina, do periodo de reple¢do, ndo
apresentaram diferenca, demonstrando que ndo havia variagdo entre as médias de
hemoglobina dos grupos e, portanto, que estes nado tiveram influéncia nos resultados

obtidos.
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Nos primeiros estudos realizados em pintinhos sobre o método de replecao
de hemoglobina foi observado que a resposta da hemoglobina frente a diferentes
niveis de sulfato ferroso foi mais consistente que a resposta de hematocrito, embora
as diferencas entre ambos fossem pequenas (WIENK et al., 1999). Hemoglobina e
hematdcrito nem (KIM e

ATALLAH, 1992), mas, normalmente, os resultados sdo semelhantes (WIENK et

sempre estdo completamente inter-relacionados
al., 1999). As amostras que coagularam no tubo capilar foram descartadas, o que
reduziu o tamanho amostral e, provavelmente, contribuiu para a grande
variabilidade de resultado e baixa correspondéncia com o teor de hemoglobina, bem
como para um desvio-padrao mais elevado, observado no hematocrito (Tabela 16).

A Tabela 17 mostra os valores médios da eficiéncia na recuperagao de

hemoglobina (HRE) para os niveis de ferro determinados na dieta.

Tabela 17 - Valores médios (e desvios-padrao) da eficiéncia na recuperacao de
hemoglobina (HRE) e de HRE (% do controle) dos ratos anémicos
para os niveis de ferro determinados nas dietas experimentais

HRE (%) HRE (% do controle)
Dietas Nivel de Ferro (mg/kg de dieta) Nivel de Ferro (mg/kg de dieta)
6 12 24 6 12 24
Sulfato 68,53+11,45°  65,13+6,78"  58,61+7,02°  100,00£0,00°  100,00+0,00°  100,00+0,00"
0% Sangue 63,98420,00°  62,88+8,95"  50,19+4,25"  93,94+27,53"  98,08+19,47°  86,86+13,88"
5% Sangue 59,44+11,70°  55,00+48,94"  46,49+3,46°  87,24x14,54  84,95+15,03°  80,23+10,48"

10% Sangue
15% Sangue
20% Sangue

58,00+18,50°
63,88+15,61°
69,08+20,85"

53,89+13,24°
54,14+15,53"
54,57+8,29°

50,12+5,73%
43,64+11,81°
48,4844,99°

86,91+33,15"
95,69+27,92°
100,99+29,11°

84,05+26,00"
83,53+25,08"
83,92+11,87"

87,32+18,88%
75,63+23,95°
83,26+ 8,72°

Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente
entre si, ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

O valor de HRE reflete a habilidade dos ratos anémicos em utilizar e reter o

ferro dietético, isto ¢, a utilizagdo bioldgica do ferro (MILLER, 1982).

De acordo com a Tabela 17, o grupo que recebeu a dieta de mortadela de
0% de sangue no nivel de 24 ppm de ferro apresentou o maior valor de HRE, sendo
inferior em valor absoluto, mas ndo diferindo (P>0,05) da dieta de sulfato ferroso,

no mesmo nivel de ferro. Verificou-se que para os valores de HRE, as dietas de

109



mortadela com niveis crescentes de sangue nao diferiram da dieta-padrao (P>0,05)
para os niveis de 6 e 12 ppm, ao se comparar entre as dietas com mesmo teor de
ferro.

As dietas de mortadela com 5, 15 e 20% apresentaram diferenga
significativa (P<0,05) em relagdo a dieta padrdo somente no nivel de ferro de 24
ppm, onde apresentaram menor HRE. Observou-se também que entre as dietas de
mortadela ndo houve influéncia do nivel de sangue adicionado no valor de HRE em
nenhum dos niveis de ferro testado. Entretanto, estudo realizado por
JANSUITTIVECHAKUL et al. (1986) mostrou que os valores de HRE diminuiram
a medida que se aumentou a percentagem de ferro proveniente da hemoglobina. Os
valores de HRE variaram de 33,4 (100% do ferro proveniente da carne) a 22,8%
(100% do ferro proveniente da hemoglobina).

MAHONEY et al. (1974) sugerem que a avaliacao da biodisponibilidade de
fontes de ferro de acordo com a concentragdo de hemoglobina poderia levar a
conclusdes errdneas. Isso acontece porque os aumentos na concentragdo de
hemoglobina falham por ndo levar em conta diferencas na quantidade de ferro
consumido ou diferengas no ganho de peso resultante da diferenga de consumo
alimentar dos grupos de ratos no mesmo experimento. Se as dietas contendo as
varias fontes de ferro possuem diferencas inerentes na palatabilidade, na qualidade
da proteina ou densidade calorica, as quantidades de dieta consumida podem ser
diferentes. Esses fatores podem influenciar o consumo de ferro e, assim, o ganho de
peso. Variacdes no crescimento podem alterar significativamente o requerimento de
ferro do animal. E, finalmente, alteragdes no peso corporal resultariam em variagdes
no volume de sangue. Segundo ROTRUCK e LUHRSEN (1979), os calculos de
hemoglobina total e da eficiéncia na recuperacdo de hemoglobina (HRE) refletem
melhor a biodisponibilidade de ferro.

SANT’ANA (2002) conseguiu um ganho de hemoglobina de 1,82, 3,45 ¢
4,34 g/dL em ratos que receberam dietas com 6, 12 e 24 ppm de ferro, provenientes
de sulfato ferroso. Esses resultados foram proximos ao ganho de hemoglobina

obtido neste experimento para a mesma dieta (Tabela 16).
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Pela Tabela 16, observa-se que todos os grupos experimentais que
consumiram ferro proveniente das dietas padrio e de mortadelas mostraram
recuperacao do quadro de anemia (Hemoglobina > 6,0 g/dL), porém nao atingiram
os niveis basais de hemoglobina de 12,59 g/dL, do inicio do experimento, conforme
os valores obtidos para a hemoglobina final. O rato requer cerca de 24 mg de
ferro/kg de dieta para que atinja seus niveis normais de hemoglobina. Mesmo com
uma ingestdo de ferro correspondente a 100% do recomendado para o animal, de
fonte altamente biodisponivel e considerada a melhor para ratos (MARTINEZ-
NAVARRETE et al., 2002; HURREL e COOK, 1990; FRITZ et al., 1970), a dieta-
padrao de sulfato ferroso com 24 ppm nao conseguiu recuperar o nivel basal. Esse
comportamento pode ser possivelmente explicado pelo periodo experimental de 14
dias que ndo foi suficiente para a recuperagdo dos niveis basais de hemoglobina.

No presente estudo, a estimativa feita pela equacdo de regressao da dieta-

padrao (Tabela 15) mostrou que seria necessario um teor de ferro igual a 31,56
ppm, para restabelecer o nivel médio basal de hemoglobina apresentado pelos
ratos no inicio do experimento.

Os tecidos musculares, de forma geral, sdo tidos como boas fontes de ferro
com elevada biodisponibilidade, principalmente por apresentar o ferro na forma
heme mais biodisponivel, mas também, pelo efeito do “fator carne”, que chega a
aumentar de 2 a 4 vezes a absorcdo do ferro ndao-heme presente em uma
determinada refei¢ao (ZIJP et al., 2000; HALLBERG ¢ HULTHEN, 2000; COOK ¢
MONSEN, 1976).

Apesar de fornecerem um teor de ferro superior ao necessario, os ratos das
dietas a base de mortadela ndo conseguiram restituir seus niveis basais de
hemoglobina nos niveis de ferro testado. Diante disso, os resultados obtidos para a
recuperagao dos niveis de hemoglobina dos animais que receberam dietas com
niveis crescentes de sangue ficaram abaixo do esperado. Embora, no nivel teorico, a
combinagao de sangue, rico em ferro heme, com carne (presencas de ferro heme e
do “fator carne”) devesse ser melhor do que o sulfato ferroso, o ensaio biologico

ndo demonstrou isso. Em alguns casos, como no nivel de 24 ppm, as mortadelas
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formuladas com niveis de sangue de 0 a 15% mostraram ganho de hemoglobina
inferior ao sulfato ferroso.

Uma hipdtese para a menor biodisponibilidade de ferro das dietas de
mortadelas pode ser atribuida a evidéncia de que a absor¢cdo de ferro heme ¢ um
processo saturavel. Partindo-se do pressuposto que as mortadelas sao ricas em ferro
heme, pela presenga da carne (cerca de 40 a 60% de ferro heme) e também pela
presenga de sangue (100% de ferro heme), pode ter ocorrido diminuicdo da
absorcdo de ferro heme pelo fendomeno de saturacdo. Estudos realizados em
humanos por PIZARRO et al. (2003) sugerem que a quantidade maxima de ferro
absorvida de células vermelhas sanguineas contendo mais de 15 mg de ferro heme
foi de 2 mg, caracterizando que a absor¢ao desta forma de ferro ¢ saturdvel;
contudo, o mecanismo pelo qual isso acontece ainda ndo ¢ conhecido. Parece que
um dos fatores limitantes seria a captagdo do heme de fora para dentro do
enterocito. Os autores afirmam que a saturacdo da absor¢ao do ferro heme pode ser
um fator de protecdo para evitar overdose de ferro quando ele ¢ proveniente
principalmente do consumo de carnes ou sangue.

ROBERTS et al. (1993) demonstraram, indiretamente, a presenca de
proteina ligante de ferro heme na borda em escova do enterdcito de ratos e mostrou
que a captura do heme pela mucosa aumenta a quantidade dessa proteina na borda
em escova. Eles especularam que esta proteina ligante de ferro heme pode ser
saturavel. Se o mecanismo proposto de entrada de ferro no enterdcito por endocitose
(através de cavidades na zona apical) € correto, ele seria uma barreira que limitaria a
captacao do ferro heme para dentro do enterdcito. A saida do ferro do enterdcito
para a corrente sanguinea também € saturavel, ja que depende da transferrina livre
para ser transportado. Quando a transferrina estd saturada, o ferro fica retido no
enterocito e ¢ eventualmente excretado nas fezes com a descamacao das células
intestinais ou por um processo de exocitose.

SELIGMAN et al. (2000) avaliaram a biodisponibilidade em humanos de
um produto de ferro heme (HIP) elaborado a partir da digestdo da hemoglobina
suina por enzimas proteoliticas. Os resultados mostraram que a quantidade

absorvida de ferro a partir da adicao de 20 mg do produto HIP foi de pelo menos 2
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mg comparado a 1 mg de absor¢do quando testado 20 mg de fumarato ferroso. Os
autores ainda encontraram que o aumento da adi¢do para 60 mg de ferro como HIP
ndo mostrou aumento proporcional da biodisponibilidade, at¢é mesmo para os
individuos com valores relativamente baixos de ferritina. Isso permitiu especular
que a transferéncia do ferro através do revestimento do intestino pode ser um
processo saturavel.

Outro fator que pode ter afetado a composicdo do ferro presente nas
diversas mortadelas utilizadas neste estudo e, consequentemente, a sua
biodisponibilidade nos animais, foi o cozimento. O ferro heme da carne ¢
parcialmente convertido em ferro ndo-heme pelo calor. A reducdo varia de 10 a
100%, sendo proporcional ao tempo e ao tipo de cozimento (GARCIA et al., 1996).

Na literatura existem inimeros relatos sobre o efeito do calor na conversao
de ferro heme para ndo-heme. Segundo ROGOV et al. (1989), o tratamento térmico
usado na elaboracao de varios produtos carneos, como por exemplo, no cozimento
de embutidos a 68-71°C, ¢ ideal para destruir os anéis porfirinicos do grupo heme.
Nesse caso, o ferro ¢ liberado do grupo heme e torna-se sujeito a formagao de
complexos com os constituintes do alimento. Por isso, conversdes de ferro heme
para ndo-heme, causadas pelo calor, reduzem a biodisponibilidade do ferro da carne
(SCHRICKER e MILLER, 1983), o que provavelmente ocorreu com as mortadelas
que foram cozidas em temperaturas, que variaram segundo uma programacao de 55
a 85°C, até que a temperatura da massa atingisse 74°C. Soma-se, ainda, ao
cozimento, o efeito da etapa de secagem das mortadelas a 60°C/12 horas para a sua
incorporacao na dieta em po, oferecida aos animais. Uma vez que a solubiliza¢ao do
ferro também desempenha um papel importante na sua absorcao e o meio alcalino
do intestino delgado favorece a oxida¢io do ferro ndo-heme (Fe™ — Fe')
(HURREL, 1997; ROGOV et al., 1989), ¢ possivel especular a transformagado de
parte desse ferro para a forma insoluvel, que ndo ¢ absorvida.

Os dados de varias pesquisas mostram que o tratamento térmico transfere
cerca de 70% do ferro heme da mioglobina e 30% do ferro heme da hemoglobina
para a forma nao-heme (JANSUITTIVECHAKUL et al., 1985; CHEN et al., 1984;
SCHRICKER et al., 1982).
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WANG e LIN (1994) avaliaram o efeito do aquecimento sobre o conteudo
de ferro heme e nao-heme de um produto popular consumido em Taiwan, obtido
pela mistura de sangue suino fresco mais agua e coagulado pela a¢ao do calor. Os
resultados mostraram que o contetdo de ferro nao-heme aumentou
significativamente (P<0,05) quando o produto foi aquecido acima de 55°C e
apresentou uma relagdo de aumento linear com o tempo de aquecimento a 80°C,
enquanto o ferro heme diminuiu relativamente.

HAN et al. (1993) mediram o contetido de ferro heme em carne bovina e de
frango, em funcdo da temperatura de cozimento, € mostraram que nao houve
diferenga significativa entre a carne crua controle ¢ a cozida a 55°C. Contudo, entre
55 e 70°C foi observada grande diminui¢do do conteudo de ferro heme.
KRISTENSEN e PURSLOW (2001) também mostraram que o cozimento provocou
um grande efeito na propor¢do ferro heme/ndo-heme, com diminuicdo de 62% do
contetido de ferro heme apds aquecimento a 80°C/2 horas. A maior parte do ferro
heme presente na carne e a totalidade no sangue estdo localizados na mioglobina e
hemoglobina, sendo que a estabilidade térmica dessas proteinas ¢ altamente
dependente da molécula heme intacta. Portanto, a destruicdo da molécula heme
facilmente levara a desnaturacdo da mioglobina ¢ hemoglobina. Assim, a perda de
ferro da molécula heme ndo ocorrerd em carne tratada pelo calor sem a
desnaturacdo das moléculas dessas proteinas. LEDWARD (1978) investigou a
cinética da desnaturagdo da mioglobina em carne e encontrou uma baixa taxa de
desnaturag¢do a 55°C, enquanto em temperaturas acima de 55°C foi observado um
grande acréscimo dessa taxa.

PURCHAS et al. (2003) avaliaram a variagao e as perdas de ferro durante o
cozimento e estocagem de carne bovina. O cozimento levou a perdas considerdveis
do ferro heme soluvel, de modo que depois de somente 30 minutos de cozimento a
60°C, a porcentagem de ferro heme soltvel diminuiu de 70 para 40% do ferro total.
Um tempo adicional de 60 minutos nesta temperatura resultou em uma queda de
cerca de 30%, enquanto o cozimento tanto de 30 ou 90 min a 80 ou 98°C levou a
niveis menores que 5%. Eles notaram que temperaturas e tempos de cozimentos

maiores estdo associados inicialmente com um aumento da proporcao de ferro heme
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insoluvel, quando a hemoglobina ¢ desnaturada, e depois com a formagdo de ferro
nao-heme soluvel e insoluvel, quando o ferro ¢ liberado do anel porfirinico do
grupo heme, o que provocaria uma diminui¢ao da biodisponibilidade do ferro. Esses
autores afirmam que a extensao que essas alteragdes podem refletir na diminui¢ao
da biodisponibilidade precisa ser determinada. As propor¢des relativas de ferro
heme e ndo-heme reportadas no experimento destes autores sao semelhantes aquelas
relatadas nos estudos de PURCHAS et al. (2004).

Em termos de biodisponibilidade de ferro, de acordo com PURCHAS et al.
(2004), ¢ esperada uma diminui¢gdo com o cozimento, tanto pelo decréscimo na
propor¢ao de ferro heme, em relagdo ao conteudo de ferro total, como pela
diminuicao da solubilidade. Desses dois efeitos, € provavel que a menor proporgao
de ferro heme seja potencialmente mais importante.

Estudos de absorcao de ferro em humanos, conduzidos por GARCIA et al.
(1996), comprovaram que individuos alimentados com uma dieta contendo carne
bovina cozida (com 60% do ferro total na forma heme) mostraram 13,5% de
absor¢ao do ferro heme e 6,3% para o ferro ndo-heme. Os individuos que receberam
uma dieta contendo precipitado de carne cozida (com 30% do ferro total na forma
heme) apresentaram uma absorc¢ao de 7,6 e 7,5% para o ferro heme e ndo-heme,
respectivamente. Esta diferenca na absorcao de ferro de quase 50% esta de acordo
com a redugdo do contetudo de ferro heme encontrado em ambas as preparacdes. Os
autores concluiram que a redug¢do do conteudo de ferro heme na carne reduz
significativamente a absor¢do do ferro heme.

Contrariando esta hipdtese mencionada, resultados obtidos por
JANSUITTIVECHAKUL et al. (1985) mostraram que o cozimento da carne nao
afetou a biodisponibilidade de ferro quando comparada a da carne bovina crua. A
diminui¢ao do ferro heme na carne devido ao cozimento ndo foi associada com
qualquer decréscimo na biodisponibilidade do ferro da carne quando realizado o
ensaio com ratos. Neste experimento ainda, o cozimento melhorou levemente a
biodisponibilidade do ferro da hemoglobina, mesmo com a diminui¢ao do teor de
ferro heme da hemoglobina com o cozimento. O nivel de ferro adicionado na dieta

atraveés das fontes testadas de carne bovina e hemoglobina foi de 36 mg/kg de dieta.
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Em contraste, BOGUNJOKO et al., (1983) reportaram que o cozimento diminuiu a
biodisponibilidade do ferro da carne de frango.

Um fato observado nos resultados encontrados no presente ensaio ¢ que o
aumento do nivel de sangue na mortadela permitiu um aumento absoluto no ganho
de hemoglobina (Tabela 16), mas ndo houve diferenga significativa (P>0,05) entre
as mortadelas, em todos os niveis de ferro testados, com excecao da mortadela de
0% de sangue, no nivel de 24 ppm. Além das hipdteses ja levantadas, segundo
THANNOUN et al. (1988) a absor¢do do ferro da hemoglobina pode nao refletir a
absorcao do ferro heme da carne porque a hemoglobina forma polimeros grandes e
de baixa digestibilidade em condi¢des alcalinas do intestino e, portanto, nao ¢
facilmente absorvida como o ferro da carne (mioglobina). Assim, valores de
absorcao de ferro heme baseados na hemoglobina podem subestimar a contribuicao
do ferro heme da carne para ferro dietético disponivel.

De acordo com HAZELL et al. (1978), o ferro ¢ mais eficientemente
absorvido da carne do que da hemoglobina. PARK et al. (1983) relatam que,
embora quantidades aprecidveis de ferro da hemoglobina (11% em individuos
normais ¢ 22% em individuos com deficiéncia) foram absorvidas em humanos, o
mesmo ndo foi observado em ratos. Estudos realizados por estes autores
confirmaram a baixa biodisponibilidade do ferro da hemoglobina em ratos. O ganho
de hemoglobina dos animais, apds o periodo de 10 dias de reple¢do, que receberam
dietas contendo 30 ppm de hemoglobina suina ou bovina (fresca ou cozida ou
nitrosilada) foi inferior a 1,0 g/dL.

A explicacdo dada para este achado ¢ que as condigdes de tratamento da
hemoglobina (lavagem, cozimento, liofiliza¢ao) podem ter causado perda de varias
porc¢des da proteina globina presente na molécula de hemoglobina, o que alterou as
quantidades de produtos da degradacao da globina no intestino dos ratos. Produtos
da degradacdao da globina estdo associados com a melhoria da absor¢ao de ferro
heme.

Alguns estudos tém mostrado que a eficiéncia da conversdo do ferro
absorvido da carne em ferro hemoglobinico foi diminuida quando ratos anémicos

receberam dietas contendo produtos carneos formulados com nitrito de sédio. Van
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Logten et al. (1972), citados por MAHONEY et al. (1979), observaram valores
menores de hemoglobina, hematdcrito e eritrocito em ratos alimentados com dieta
contendo 40% de carne enlatada tratada com 0,5% de nitrito de sodio, em relagdo
aos animais alimentados com a mesma dieta de carne sem adi¢ao de nitrito. Os
resultados sugeriram que a biodisponibilidade de ferro em produtos carneos pode
ser afetada pelo nitrito.

PARK et al. (1983) conduziram experimento para avaliar o efeito da adicao
de nitrito sobre as hemoglobinas suina e bovina em ratos anémicos. Os resultados
mostraram que os tratamentos com nitrito resultaram em menor conversao do ferro
dietético em hemoglobina do que os tratamentos sem nitrito. Eles obtiveram uma
reducdo de 25 e 10% na biodisponibilidade de ferro provenientes da hemoglobina
suina e bovina, respectivamente.

MAHONEY et al. (1979) avaliaram o efeito de dietas contendo embutido
bologna preparado com diferentes niveis de nitrito, a fim de determinar o efeito do
nitrito na biodisponibilidade de ferro da carne. Os resultados encontrados
mostraram que a biodisponibilidade do ferro, em ratos anémicos, medida pela
eficiéncia de conversdo do ferro absorvido da carne em ferro hemoglobinico,
diminuiu de 58 para 39%, quando os niveis de nitrito aumentaram de 0 a 50 ppm.

A partir dos resultados obtidos neste ensaio e na hipotese de interferéncia
do nitrito na biodisponibilidade de ferro pelos animais, conforme relatos
mencionados, foi sugerido um novo ensaio biolodgico que verificasse o efeito, na
biodisponibilidade de ferro, da presenga desse composto, presente na mortadela
adicionada de 20% de sangue.

Os resultados referentes ao ganho de hemoglobina e valor de hematdcrito
do segundo ensaio biologico estdo na Tabela 18.

A condi¢do de anemia dos animais, ao final da fase de deplecao, foi de
8,41g/dL. Estabelecendo uma comparagdo entre as dietas com mesmo teor de ferro,
verificou-se que ndo houve diferenca (P>0,05) entre as dietas de mortadela com e
sem nitrito, sendo o ganho de hemoglobina igual nos niveis de 6 ¢ 24 ppm de ferro.
Entretanto, no nivel de 12 ppm, a mortadela com nitrito apresentou ganho de

hemoglobina superior (P<0,05) ao do embutido sem nitrito, mostrando que o nitrito
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nao interferiu negativamente no ganho de hemoglobina. Os valores absolutos do
ganho de hemoglobina da mortadela com nitrito (Tabela 18), entretanto, foram
inferiores aos encontrados no ensaio anterior para os niveis de 6 e 24 ppm (Tabela
16). Os resultados obtidos também mostraram que a mortadela com nitrito teve o
mesmo comportamento do ensaio anterior, isto ¢, nao diferiu (P>0,05) da dieta-

padrao, em relagdo ao ganho de hemoglobina, para todos os niveis de ferro testados.

Tabela 18 - Valores médios (e desvios-padrdo) do ganho de hemoglobina e do valor
de hematocrito dos ratos alimentados com dietas contendo sulfato
ferroso (padrdo) e mortadela adicionada ou ndo de nitrito com 6, 12 ¢

24 mg de ferro/kg de dieta
Ganho de Hemoglobina (g/dL) Hematocrito (%)
Dietas Nivel de Ferro (mg/kg de dieta) Nivel de Ferro (mg/kg de dieta)
6 12 24 6 12 24
Sulfato 2,45+1,49°  2,80+1,22"  4,48+0,96" 43,00+6,08" 44,00+2,00° 46,75+3,66"

Sem nitrito  1,76+1,45*  2,04+1,06° 2,85+1,07° 40,57+4,43° 44.,0+2,74° 43,87+2,55°
Com nitrito~ 0,80+1,03*  3,65+1,26°  3,20+1,03 39,75+2,22° 49,43+6,58" 46,00+6,16°

Meédias seguidas de pelo menos uma mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente
entre si, ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

A condi¢do de anemia dos animais, ao final da fase de deplegdo, foi de
8,41g/dL. Estabelecendo uma comparagdo entre as dietas com mesmo teor de ferro,
verificou-se que nao houve diferenca (P>0,05) entre as dietas de mortadela com e
sem nitrito, sendo o ganho de hemoglobina igual nos niveis de 6 e 24 ppm de ferro.
Entretanto, no nivel de 12 ppm, a mortadela com nitrito apresentou ganho de
hemoglobina superior (P<0,05) ao do embutido sem nitrito, mostrando que o nitrito
nao interferiu negativamente no ganho de hemoglobina. Os valores absolutos do
ganho de hemoglobina da mortadela com nitrito (Tabela 18), entretanto, foram
inferiores aos encontrados no ensaio anterior para os niveis de 6 e 24 ppm (Tabela
16). Os resultados obtidos também mostraram que a mortadela com nitrito teve o
mesmo comportamento do ensaio anterior, isto ¢, nao diferiu (P>0,05) da dieta-

padrao, em relagdao ao ganho de hemoglobina, para todos os niveis de ferro testados.
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Baseado nesses resultados pode-se concluir que o ganho de hemoglobina
nao foi afetado pela presenca de nitrito na mortadela, contradizendo as descobertas
de Van Logten et al. (1972), citados por MAHONEY et al. (1979) e PARK et al.
(1983). Por outro lado, os resultados obtidos por MAHONEY et al. (1979)
mostraram que niveis de adi¢cdo de nitrito acima de 50 ppm tenderam a aumentar o
ganho de hemoglobina de animais, embora os valores tivessem se mantido
inferiores ao grupo que recebeu dieta contendo bologna sem nitrito. A aparente
discrepancia entre os resultados pode ser devida, principalmente, ao aumento da
quantidade de nitrito residual na bologna. A medida que houve um aumento acima
de 5,6 ppm, a eficiéncia de conversdao do ferro da carne em hemoglobina dos ratos
também aumentou. O nitrito residual nos alimentos pode causar metemoglobinemia,
reduzindo a capacidade de transporte do oxigénio pelo sangue (L’HIRONDEL e
L’HIRONDEL, 2001). E bem conhecido também que a hipdxia tissular ocorre
como resultado de qualquer agente que interfere na capacidade de transporte do
oxigénio do sangue. A hipdxia estimula a hematopoiese. Aparentemente, quando foi
adicionado mais de 50 ppm de nitrito de sddio, o nitrito residual na bologna causou
um estimulo que resultou em hematopoiese mais rapida e produziu uma alteragdao na
eficiéncia da utilizagdo do ferro, comparada com a bologna elaborada com menos
de 50 ppm de nitrito.

Da mesma forma, esse efeito pode ser sugerido para os resultados deste
segundo ensaio. A mortadela foi elaborada com uma adicao de nitrito da ordem de
150 a 200 ppm, o que pode ter garantido o nivel de nitrito residual superior ao valor
de 5,6 ppm. PEREIRA (2000) encontrou um nivel de nitrito residual de 17,90 ppm
para mortadela formulada com 20% de sangue liquido tratado com CO.

Em um primeiro momento e conforme ja discutido, parece que os
resultados apresentados nas Tabelas 16 e 17 foram abaixo do esperado. Todavia,
diversos estudos reportam que a biodisponibilidade de ferro em carnes e fragdes do
sangue ¢ inferior aquela conseguida com o sulfato ferroso, o que foi verificado,
neste trabalho, somente para as mortadelas de 0 a 15% (nivel de 24 ppm),
considerando o ganho de hemoglobina, e nas mortadelas de 5, 15 e 20%, no caso da

biodisponibilidade de ferro medida pelo valor de HRE.
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DUARTE et al. (1999) avaliaram a biodisponibilidade de ferro em fracdo
celular de sangue e em um complexo heme-carboximetilcelulose. As dietas
utilizadas na fase de reple¢ao foram elaboradas para fornecer 36 mg de ferro/kg de
dieta. Os resultados encontrados para HRE foram estatisticamente maiores para
dieta controle contendo sulfato ferroso (P<0,05) do que para as outras duas dietas.
Valores de HRE (%) para as duas fontes de ferro do sangue representaram 65-70%
da biodisponibilidade do sulfato.

Os valores de HRE obtidos neste estudo variaram de 68,53 a 58,61%
(Tabela 17), para o sulfato ferroso, de acordo com o nivel de ferro testado, ¢ foram
superiores aos 48% encontrados por DUARTE et al. (1999) e aos 50,6% reportados
por CABRAL e SGARBIERI. (1992). RANGARAJAN et al. (1998) encontraram
valores de HRE de 55, 73 e 63% para as dietas de sulfato ferroso suplementadas
com niveis de 5, 15 e 25 ppm, respectivamente.

ROTRUCK e LUHRSEN (1979) compararam a biodisponibilidade de ferro
de produtos de soja e de carne bovina cozida. As dietas foram preparadas de modo a
conterem 4, 8 ¢ 12 ppm de ferro. Os animais foram mantidos em periodos de
deplecao e replegdo com duracdo de 5 e 2 semanas, respectivamente. Os resultados
mostraram que a biodisponibilidade de ferro do isolado protéico de soja variou de
82 a 100%, quando comparada ao sulfato ferroso. J4 a biodisponibilidade do ferro
da dieta de carne cozida variou de 26 a 55%, comparada ao sulfato ferroso. Os
valores encontrados para HRE (Tabela 17), relativos ao sulfato ferroso, em todas as
mortadelas estudadas, foram superiores e variaram de 75 a 100%, sendo também
maior do que os 60% reportado por ZHANG et al. (1989), para o ferro da carne
bovina. Estudos realizados por Bannerman (1965), citado por ROTRUCK e
LUHRSEN (1979), também confirmaram os resultados de que a absor¢do do ferro
da carne foi cerca de 50% daquela do sulfato ferroso em todos os niveis testados,
em animais nao-anémicos, ¢ variou de um ter¢o a metade da absor¢ao do sulfato
ferroso, em animais anémicos.

RANGER e NEALE (1984) avaliaram a biodisponibilidade de ferro de
amostras de proteina de soja, carne bovina e de aves e combinag¢des de soja e carne,

comparando com o sulfato ferroso através do método de recuperacdo da eficiéncia
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de hemoglobina. Os niveis de hemoglobina alcancados com 3 a 4 semanas de
deplecao foram de 5 a 6 g/dL. As dietas utilizadas na fase de replecdo, de 7 dias de
duracdo, foram elaboradas para fornecer 25 mg de ferro/kg de dieta. Comparados ao
sulfato ferroso (55%), a biodisponibilidade de ferro variou de 29 a 57% para as
dietas a base de soja, de 32 a 39% para as dietas a base de carne e de 61 a 92% para
os produtos da combinacao de carne mais soja.

PARK et al. (1983) determinaram a biodisponibilidade de ferro heme de
hemoglobina suina e bovina fresca, liofilizada, cozida e nitrosilada, utilizadas para
ajustar contetido de ferro em 30 ppm. Os resultados encontrados mostraram que a
biodisponibilidade das hemoglobinas foram cerca de um ter¢o da obtida para o
sulfato ferroso, independente do tratamento conferido a hemoglobina. O ganho de
hemoglobina para os ratos alimentados com as dietas de hemoglobina foram
inferiores a 1,0 g/dL, enquanto os ratos que receberam a dieta de sulfato ferroso
ganharam de 4 a 6g/dL.

ZHANG et al. (1991) mediram a biodisponibilidade de ferro de carne
bovina, isolado protéico de soja (IPS) e misturas proporcionais de carne bovina e
IPS em ratos anémicos (5,6 g/dL) e saudaveis (11,4 g/dL), cujo contetido de ferro
das dietas foi ajustado para 25 ppm. A biodisponibilidade de ferro, medida pela
HRE, foi de 37% para os ratos anémicos e 42% para os ratos saudaveis, quando
receberam dieta a base de carne bovina, e de 56 e 42% para dieta a base de IPS para
ratos anémicos e nao-anémicos, respectivamente. O valor de HRE foi de 71 e 44%
para os ratos anémicos e sauddveis, respectivamente, quando alimentados com dieta
de sulfato ferroso e mantidos por um periodo de replecao de 10 dias.

JANSUITTIVECHAKUL et al. (1985) reportaram valores de HRE de 60 e
37%, relativos ao sulfato ferroso, para carne bovina e hemoglobina,
respectivamente, em um periodo de reple¢ao de 10 dias.

FARMER et al. (1977) avaliaram a biodisponibilidade de carne bovina
manualmente e mecanicamente desossada em dietas formuladas com 20 ppm de
ferro, durante um periodo de replecdo de 11 dias. Os ratos alimentados com a dieta
de sulfato ferroso tiveram maior valor final (11,24 g/dL) e maior ganho de

hemoglobina (6,29 g/dL), do que as dietas de carnes manualmente (8,95 ¢ 3,96
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g/dL) e mecanicamente (7,97 e 2,98 g/dL) desossadas. O mesmo foi confirmado
pelos autores para o valor de HRE, que apresentaram, em relagdo ao sulfato ferroso,
59 (manualmente) e 79% (mecanicamente) da biodisponibilidade de ferro.

ALLRED et al. (1990) obtiveram valores de eficiéncia na recuperagao de
hemoglobina de 40, 39 e 55%, respectivamente, para carne de peru mecanicamente
desossada, manualmente desossada e sulfato ferroso. O ganho de hemoglobina foi,
na mesma seqiiéncia, de 3,22, 2,83 e 4,47 g/dL, mostrando que o sulfato ferroso
apresentou melhor biodisponibilidade de ferro.

Estudo conduzido por FLY e CZARNECKI-MAULDEN (2000)
determinou a biodisponibilidade de ferro da hemoglobina e da “hemin” utilizando
niveis de ferro de 0 a 18 ppm, para a dieta de sulfato ferroso, € 9 e 18 ppm, para as
dietas de “hemin” e hemoglobina bovina. Em relacao ao sulfato ferroso, a “hemin”
mostrou um valor de 22%, enquanto a biodisponibilidade de ferro da dieta de
hemoglobina foi de 68%, em relacdo ao sulfato ferroso.

A biodisponibilidade de ferro de sulfato ferroso, do grupo heme preparado a
partir da hemoglobina (HIP) e de musculo vermelho do peixe bonito (liofilizado,
aquecido e liofilizado, aquecido e defumado) foi determinada em ratos anémicos
(4,5+£0,3 g/dL), usando o método de eficiéncia na recuperagdo de hemoglobina
(HRE), por MATSUMOTO et al. (2003). As dietas foram elaboradas para
fornecerem 17 ppm de ferro e oferecidas aos animais por 14 dias. Os ratos que
receberam sulfato ferroso tiveram maior HRE (75%) que os outros quatro grupos
mencionados, cujo valor foi de aproximadamente 80%, em relacdo ao sulfato. A
biodisponibilidade do HIP, em relagdo ao sulfato, foi de apenas 22%.

De acordo com os resultados reportados na literatura para a
biodisponibilidade de ferro de carnes e da hemoglobina sempre inferiores ao do
sulfato ferroso, pode-se concluir que todas as mortadelas tiveram um bom
desempenho na recuperacdo do nivel de hemoglobina (HRE), sendo comparavel ao
do sulfato ferroso, com excec¢do das mortadelas com 5, 15 ¢ 20% de adicdo de
sangue, no nivel de 24 ppm, que apresentaram valores inferiores (Tabela 17).

A boa biodisponibilidade de ferro produzida pelas mortadelas adicionadas

de sangue nos animais pode ser devida ao efeito denominado fator carne. Esse fator
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pode ter contribuido para aumentar a biodisponibilidade de ferro nao-heme,
proveniente de outros constituintes da dieta, da prépria carne e do sangue
(MARTINEZ et al., 1999; MULVIHILL et al., 1998; GARCIA et al., 1996;
ROGOV et al., 1989). A deficiéncia da hemoglobina, rica em ferro heme, em
promover valores altos de HRE nao foi observada neste estudo, & medida que se
aumentou o nivel de sangue nas mortadelas. Apesar de a literatura reportar que o
ferro heme da hemoglobina ¢ absorvido com menor eficiéncia do que o da carne, a
substituicdo de carne por sangue nao afetou o valor de HRE. Uma possivel
explicacdo para isso encontra-se no fato de as mortadelas conterem maior teor de
ferro heme, pela adi¢do do sangue, além do fator carne presente.

Ferro heme, fornecido como hemoglobina, mostrou-se 3 a 7 vezes mais
biodisponivel que o ferro ndo-heme em humanos quando administrado em refei¢cdes
contendo carne (SOUTH et al., 2000). Outros estudos mostram que 2 a 3 vezes mais
ferro heme ¢ absorvido de refei¢cdes contendo carne quando comparado com
refei¢des sem carne (MARTINEZ-TORRES ¢ LAYRISSE, 1971).

Alguns autores tém atribuido o fator carne a acdo de peptidios sulfurados,
derivados da digestdo das proteinas da carne contendo cisteina, presentes nos
tecidos musculares do boi, porco, cordeiro, frango peixe e figado. A agdo desses
peptidios sulfurados se daria por duas vias: pelo efeito redutor do grupo sulfidrila (-
SH) sob o fon férrico (Fe™), nas condi¢des do lumen intestinal, aumentando a
concentracio de ferro ferroso (Fe™) que é mais bem absorvido, e pela formacdo de
um quelato soluvel entre a cisteina e o ferro, reduzindo a acdo dos interferentes da
dieta ¢ melhorando a sua absor¢dao (HIGGS, 2000; MULVIHILL ¢ MORRISEY,
1998a; HURRELL, 1997, KAPSOKEFALOU e MILLER, 1991). Assim, as
proteinas da carne aumentam a absor¢ao de ferro em 2 a 4 vezes. Como resultado, a
assimilacdo do ferro nao-heme da carne ndao é de 3 a 5%, como no caso de
alimentos derivados de vegetais, mas de 10 a 12% (ROGOV et al., 1989).

GARCIA et al. (1996) afirmam que, embora haja importantes alteragdes na
proporcao de ferro heme/ndo heme com o cozimento da carne, o fator presente na

carne, responsavel por melhorar a absor¢ao de ferro nao-heme, ndo ¢ afetado.

123



Outra explicagdo plausivel para a boa biodisponibilidade de ferro das
mortadelas pode estar associada com o efeito protetor exercido pelo nitrito frente ao
processo de cozimento e secagem das mesmas. Ha evidéncias de que a complexagao
de mioglobina e hemoglobina com nitrito, utilizado em produtos carneos, estabiliza
as hemeproteinas, em especial o ntcleo porfirinico, contra o calor, prevenindo a
conversao do ferro heme para a forma nao-heme (GRAY e PEARSON, 1987;
LOVE, 1987; SCHRICKER e MILLER, 1983). Neste caso, a redugao de ferro heme
¢ de 25% para a mioglobina e de 10% para a hemoglobina, apds o cozimento
(ROGOV, 1989), o que podera implicar em uma maior biodisponibilidade de ferro
do produto.

E oportuno destacar que o pigmento carboxiemoglobina (COHDb), originado
da reacao da hemoglobina com o CO, ¢ mais resistente a oxidacao devido a forte
ligacdo do CO ao nucleo porfirinico da molécula de hemoglobina. Baseado nesses
principios, FONTES et al (2004) mostraram que o sangue suino saturado com CO
gera um produto de cor vermelha estavel e de consideravel estabilidade. Isso
permite concluir que, da mesma forma que para o nitrito, o CO estabiliza a
hemoglobina do sangue e também diminui a conversdao do ferro heme do sangue
para a forma ndo-heme e, consequentemente, melhora a biodisponibilidade de ferro
das mortadelas.

O uso do rato como modelo animal tem sido questionado para a avaliagdao
da biodisponibilidade de ferro em humanos. No entanto, os resultados dos estudos
sdo contraditdrios.

O ferro heme ¢ considerado bem absorvido por humanos e pouco utilizado
por ratos (PARK et al, 1983). Bannerman (1965), citado por ROTRUCK e
LUHRSEN (1979) mostraram que o ferro da carne (que ¢ predominantemente
heme) ¢ utilizado com um ter¢o a metade da eficiéncia do sulfato ferroso. Eles
concluiram que a habilidade do rato em utilizar ferro heme foi previamente
subestimada.

Estudos em humanos com niveis normais de ferro mostraram que o ferro
heme ¢ absorvido tdo bem, sendo melhor, do que o ferro de origem inorgénica,

como o sulfato ferroso. Contudo, em pessoas com deficiéncia de ferro, o ferro heme
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¢ absorvido com somente um ter¢o da eficiéncia do ferro inorganico (ROTRUCK e
LUHRSEN, 1979). Assim, os dados de absor¢do que comparam ferro heme e ferro
inorgéanico em individuos deficientes e animais estdo de acordo, mostrando que os
dados provenientes de ensaios com ratos na verdade concordam com os dados de
humanos. Além disso, os dados sugerem que a carne ou o ferro heme pode ndo ser
tdo boa fonte de ferro como previamente suposta.

Por outro lado, os ratos, ao contrario dos humanos, absorvem ions férrico e
ferroso de maneira similar (REDDY e COOK, 1991), produzem vitamina C, a qual
interfere positivamente na biodisponibilidade do ferro, além de possuir fitase,
enzima capaz de desfazer quelatos do tipo fitato-minerais, aumentado a
biodisponibilidade do mineral para absorcao intestinal (WIENK, et al., 1999).
Portanto, ¢ possivel que ao utilizar ratos como modelos, a biodisponibilidade em
relagdo a humanos possa ser superestimada.

Finalizando, o método de replecao de hemoglobina utilizado para avaliar a
biodisponibilidade de ferro nas mortadelas adicionadas de niveis crescentes de
sangue permitiu observar que as dietas de mortadelas tiveram uma eficiéncia na
recuperagdo de hemoglobina comparavel a da dieta padrdo e também semelhante
entre si, sendo que as mortadelas de 5, 15 e 20% apresentaram a menor
biodisponibilidade no nivel de 24 ppm. Observou-se incremento no ganho de
hemoglobina proporcional a adi¢ao de ferro na dieta, embora, no periodo de 14 dias,
as dosagens de 24 ppm ndo fossem suficientes para restituir os niveis normais de

hemoglobina dos ratos.
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5. RESUMO E CONCLUSOES

A fim de buscar novas alternativas para o aproveitamento do sangue
animal, foi estudado o efeito da adicdo de sangue liquido tratado com CO, em
diferentes niveis (0, 5, 10, 15 e 20%), em mortadelas, sobre o valor protéico, a
biodisponibilidade de ferro e pardmetros bioquimicos séricos e histoldgicos em
ratos.

No que se refere a composic¢ao centesimal, lipidios e proteinas ndo foram
afetados significativamente (P>0,05) pelo aumento de sangue na mortadela. O
teor de ferro da mortadela aumentou (P<0,05) com a adi¢do de niveis crescentes
de sangue, com um ligeiro aumento entre os niveis de 10 e 15%.

As mortadelas adicionadas de niveis crescentes de sangue tratado com
CO possuem um perfil de aminoacidos que atende os requerimentos do padrdo
FAO/WHO/UNU. Os resultados do PDCAAS para as mortadelas foram
semelhantes ou superiores ao da carne.

Com relacdo a avaliagdio da qualidade protéica, as mortadelas
promoveram o mesmo crescimento dos animais em compara¢cdo com a dieta-
padrdo de caseina. Observou-se que os indices PER e NPR tiveram desempenho
igual ao da caseina, sendo que entre as mortadelas houve diferenga estatistica
(P<0,05). A digestibilidade das mortadelas foi inferior aquela obtida para a

caseina, com ligeiro decréscimo desse indice com a adig¢do crescente de sangue.
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Apesar desses resultados, os valores em torno de 90% para a digestibilidade das
mortadelas contendo sangue sdo relativamente altos, o que, aliado ao perfil
balanceado de aminoacidos, garantiu a alta qualidade das proteinas desses
produtos.

Pelo que foi observado, a adi¢do de sangue nao trouxe beneficios para a
qualidade protéica da mortadela, entretanto, permitiu concluir que a substituicao
de carne por sangue, nos niveis testados, ndo prejudicou o valor nutritivo das
mesmas. Isso permite a possibilidade de uma maior quantidade de adi¢ao de
sangue tratado com CO a produtos carneos emulsionados, como fonte barata de
proteina e, ao mesmo tempo, diminuir a poluicdo ambiental e aumentar a
eficiéncia da industria de carnes.

O ensaio para avaliagio dos parametros bioquimicos séricos e
histolégicos dos ratos alimentados com mortadelas adicionadas de sangue tratado
com CO concluiu-se com 100% de sobrevivéncia dos animais. Por meio da
observacao do comportamento dos animais durante os 14 dias experimentais,
pode-se constatar que eles ndo apresentaram desvio de comportamento. Este
ensaio mostrou que somente os animais alimentados com a dieta contendo 20%
de sangue tratado com CO, cresceram menos, comparado com o grupo que
recebeu caseina. Quando se compara entre as mortadelas, verifica-se um ligeiro
decréscimo tanto no ganho de peso quanto no consumo alimentar com o aumento
dos niveis crescentes de sangue.

Apesar dos testes estatisticos terem evidenciado diferencas, os dados
significativos de colesterol total entre os grupos da caseina e das mortadelas, e as
alteragdes nos valores obtidos com os indices de glicose, creatinina, AST e ALT,
entre os niveis testados, encontram-se dentro da esperada faixa de normalidade.
Dessa forma, as variagdes encontradas parecem relacionar-se mais a
variabilidade bioldgica dos animais de laboratério do que a manifestacoes
toxicologicas do monoxido de carbono. Com esses estudos pode-se concluir que

a substancia testada nao alterou os parametros bioquimicos analisados.
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O exame macro e microscopico dos animais nao mostrou alteracao
anatomopatologica que pudesse ser atribuida ao efeito do CO sobre, 6rgaos e
tecidos.

Quanto a avaliagdao dos dados de hemoglobina, eles se mostraram dentro
do intervalo de normalidade, evidenciando que ndao houve estado anémico dos
animais submetidos as dietas de mortadelas contendo sangue tratado com CO.

Nao houve efeito do CO ingerido por meio das mortadelas adicionadas
de sangue tratado com CO sobre os niveis sanguineos de COHDb nos ratos.

Conclui-se que nas condi¢des empregadas, o ensaio com ratos mostrou
que os animais alimentados com dietas de mortadela contendo niveis crescentes
de sangue tratado com CO ndo apresentaram alteragdes significativas no peso
corporal, no consumo alimentar e na concentragdo sangiiinea de COHb. Este fato
¢ importante por ser indicativo da inocuidade do CO quando empregado em
carnes. No entanto, seria util a realizacdo de estudos, dentro dos protocolos de
ensaios toxicoldgicos in vivo, a fim de que o CO possa ser registrado como
aditivo de uso em carnes.

O método de replecdo de hemoglobina utilizado para avaliar a
biodisponibilidade de ferro nas mortadelas adicionadas de niveis crescentes de
sangue permitiu observar que as dietas de mortadelas tiveram uma eficiéncia na
recuperagao de hemoglobina comparavel a da dieta-padrao e também semelhante
entre si, sendo que as mortadelas de 5, 15 e 20% apresentaram a menor
biodisponibilidade no nivel de 24 ppm. Observou-se incremento no ganho de
hemoglobina proporcional a adi¢do de ferro na dieta, demonstrando que grande
parte do ferro fornecido por essas mortadelas foi absorvido, embora as dietas
com dosagens de 24 ppm de ferro ndo fossem suficientes para restituir os niveis
normais de hemoglobina dos ratos, no periodo de 14 dias. Com o estudo de
biodisponibilidade de ferro também foi possivel concluir que o ganho de
hemoglobina nao foi afetado pela presenca de nitrito na mortadela. O presente
estudo sugere que as mortadelas adicionadas de sangue sdo efetivas fontes
dietéticas de ferro biodisponivel. O nivel de 20% de adi¢do de sangue tratado

com CO mostrou-se, pelas analises bioquimica, hematologica e nutricional, o
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mais satisfatorio para utilizacdo nas mortadelas por proporcionar maior

aproveitamento desse subproduto da industria carnea.
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6. RECOMENDACOES FUTURAS

Com base nos resultados apresentados, ¢ possivel a recomendagao dos

seguintes itens para estudos futuros em mortadelas adicionadas de sangue:

Avaliar a qualidade protéica e biodisponibilidade de ferro em mortadelas
com e sem sangue tratado com CO, utilizando para confec¢do das dietas
experimentais mortadelas liofilizadas.

Determinar a composi¢do de ferro heme e ndo-heme nas mortadelas
cozidas e nas submetidas a secagem para elaboragdo das dietas
experimentais.

Avaliar sensorialmente e microbiologicamente embutidos adicionados de
sangue tratado com mondéxido de carbono.

Realizar avaliagcdo nutricional da mistura de sangue com soro de leite.
Realizar testes toxicoldgicos com as mortadelas adicionadas de sangue

tratado com CO, segundo as exigéncias dos protocolos atuais.
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APENDICE

Tabela 1A - Resumo da andlise de regressdo através de polindmios ortogonais da
composicao centesimal das mortadelas adicionadas de diferentes niveis
de sangue tratado com monoxido de carbono

Fonte de Variacao G.L Quadrado Médio
Proteina  Umidade Lipidio Cinzas Carboidratos

Regressao linear 1 1,3341™° 5,3161%* 0,02494™°  0,008511™° 1,1772"*
Regressdo quadratica 1 0,4336™° 0,1697*  0,04413™°  0,02755* 2,0924%
Regressdo cubica 1 0,2360™  0,01128™° 0,09213™° 0,001448"° 0,001445"*

Regressio 4° grau 1 0,08309™ 0,01790™ 0,01073™  0,01533™  0,1956"
(Niveis de sangue)  (4)  0,5217™°  1,3793*  0,04298"°  0,01320* 0,8666"°
Residuo 10 04288  0,009940  0,06900  0,003728 0,3924

* significativo, ao nivel de 5% de probabilidade.
" Nao-significativo, ao nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 2A - Resumo da anélise de regressdo através de polindmios ortogonais do
teor de ferro das mortadelas adicionadas de diferentes niveis de sangue
tratado com monoxido de carbono

Fonte de Variacao G.L. Quadrado Médio
Regressao linear 1 4955,9880*
Regressdo quadratica 1 13,3172™*
Regressdo ctbica 1 29,4426*
Regressdo 4° grau 1 274,1029*
(Niveis de sangue) (4) 1318,2127*
Residuo 10 4,6087

* significativo, ao nivel de 5% de probabilidade.
"*Nao-significativo, ao nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 3A - Resumo da analise de variancia das varidveis ganho de peso, consumo
alimentar, proteina consumida e coeficiente de eficiéncia alimentar
(CEA) dos animais alimentados com dietas contendo caseina e
mortadelas com sangue tratado com monoxido de carbono durante o
ensaio de qualidade protéica

F. V. G.L. Quadrado Médio
Ganho de Consumo Proteina CEA
peso alimentar consumida
Rato 5 29,1611 184,2115 1,7135 0,0005244
Dieta 5 61,2278"° 314,7071™° 2,7100™° 0,0005911*
Residuo 25 30,4944 168,5361 1,5703 0,0002164

* Significativo, ao nivel de 5% de probabilidade.
" Nao-significativo, ao nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 4A - Resumo da andlise de variancia do PER, NPR, digestibilidade (DIG),
PERR, NPRR e digestibilidade relativa (DIGR) das dietas de caseina
e de mortadelas com sangue tratado com monéxido de carbono

F. V. G.L. Quadrado Médio

PER NPR DIG PERR NPRR DIGR
Rato 5 0,05695 0,07477  1,0885 15,1494 15,6052  0,9792
Dieta 5 0,09864* 0,1938* 14,9426* 60,7197* 50,8075* 16,9240*
Residuo 25 0,02497 0,02482 00,9062 12,8364 12,0457 1,01647

* Significativo, ao nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 5A - Resumo da andlise de regressdo através de polindmios ortogonais do
ganho de peso, consumo alimentar, proteina consumida e coeficiente de
eficiéncia alimentar (CEA) dos animais alimentados com dietas
contendo mortadelas com sangue tratado com monoxido de carbono
durante o ensaio de qualidade protéica

Fonte de Variagdo  G.L. Quadrado Médio
Ganho de Consumo Proteina CEA
peso alimentar consumida
Regressdo linear 1 2,8167"°  263,3415"™° 6,2509™° 0,000449™°
Regressao 1 442976  97,4168"° 3,8179"* 0,000172"*
quadréatica

Regressdo cubica 1 147,2667*  70,3084™° 0,9659™* 0,001956"
Regressdo 4° grau 1 111,0857™°  1090,067* 1,8113" 0,000108™*

Ratos 5 34,4000 253,4701 2,3527 0,0002788
Niveis de sangue “) 76,3667 380,2834"° 3,2119™  0,0006698™°
Residuo 20 29,1667 182,6241 1,7018 0,0002338

* Significativo, ao nivel de 5% de probabilidade.
¥ Nao-significativo, ao nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 6A - Resumo da andlise de regressdo através de polindmios ortogonais do
PER, NPR, digestibilidade (DIG), PERR, NPRR e digestibilidade
relativa (DIGR) das mortadelas com sangue tratado com monoxido de

carbono

F. V. G.L. Quadrado Médio

PER NPR DIG PERR NPRR DIGR
Regressao 1 0,1858* 0,3973* 5,4604°  113,3039* 122,4981* 6,1810*
linear
Regressao 1 0,007763™ 0,002848™ 2,8015™°  4,7328"  10,9190™ 3,1712"°
quadratica
Regressao 1 0,1806* 0,3946* 1,9067™° 110,0815* 71,8216* 2,1584"°
cubica
Regressao 4° 1 0,07644"° 0,1648* 5,7032*%  46,6030™ 24,1993  6,4559%*
grau
Rato 5 0,02977 0,04334 1,0359 18,1685 18,7300 1,1730
Niveis de 4 0,1127* 0,2402* 3,9675*  68,6795*%  57,3611* 4,4918*
sangue
Residuo 20 0,02507 0,02633 1,0777 15,2910 14,2777 1,2195

* Significativo, ao nivel de 5% de probabilidade.
" Nao-significativo, ao nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 7A - Resumo da analise de variancia das varidveis ganho de peso, consumo
alimentar e coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA) dos animais
alimentados com dietas contendo caseina e mortadelas com sangue
tratado com mondxido de carbono apods 28 dias de ensaio

F. V. G.L. Quadrado Médio

Ganho de peso  Consumo alimentar CEA
Rato 5 13,6944 131,5101 0,0001269
Dieta 5 315,2944* 1553,0742"* 0,001253*
Residuo 25 110,1344 624,6298 0,0001822

* Significativo, ao nivel de 5% de probabilidade.
"*Nao-significativo, ao nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 8A - Resumo da andlise de variancia das varidveis Colesterol, glicose, triacilglicerol, AST, ALT, Albumina, bilirrubina,
creatinina ¢ hemoglobina de ratos submetidos a dietas de caseina e de mortadelas com diferentes niveis de sangue
tratado com monoxido de carbono apods 28 dias de ensaio

F. V. G.L. Quadrado Médio

Colesterol ~ Glicose  Triacilglicerol ~ AST ALT Albumina Bilirubina Creatinina Hemoglobina
Rato 5 0,3955 752,4944 852,7333 9,9383 29,4277  0,01039  0,003611 0,003611 0,1600
Dieta 5 589,9778* 579,5611™° 1968,4667™° 53,3055* 24,7812™ 0,07817™° 0,006278™° 0,01228* 0,5724™*

Residuo 10  150,2178  252,9611 1045,3200 11,1774 17,0371  0,07051  0,004278  0,004144 0,6370

* Significativo, ao nivel de 5% de probabilidade.
™ Nao-significativo, ao nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 9A - Resumo da andlise de regressdo através de polindmios ortogonais das varidveis colesterol, glicose, triacilglicerol, AST,
ALT, albumina, bilirrubina, creatinina e hemoglobina de ratos submetidos a dietas de mortadelas com diferentes niveis
de sangue tratado com monoxido de carbono apds 28 dias de ensaio

Fonte de Variacao G.L. Quadrado Médio

Colesterol Glicose Triacilglicerol AST ALT Albumina  Bilirrubina  Creatinina Hemoglobina
Regressio linear 1 84,0167  16,0167™* 38,4000™ 13,9394™  1,5488™° 0,0742"°  0,0082™  0,0000" 0,0282"°
Regressdo 1 204,2976™ 90,1071™  2952,4286™  89,6107° 9,9567™° 0,0009™°  0,0011™°  0,0476* 0,5668"°
quadréatica

Regressdo cubica 1 24,0667™ 1530,1500%  11,2700™ 18,9700 75,8900° 0,0252™¢  0,0135™  0,0042"°  0,4002"*
Regressdo 4° grau 1 969,1524* 888,8595*  2400,0381™° 19,9688"° 31,8616"° 0,0978"°  0,0019™°  0,0029"°  0,1069"°

(Niveis de sangue)  (4) 320,3833™° 631,2833*  1350,5333™  35,6230% 29,8149™° 0,04953"° 0,006167"° 0,01367"°  0,2755"°
Rato 5 1824533  525,8400 902,0533 8,2088 21,2189 002774  0,004333  0,003200 0,3344

Residuo 20 165,3033 175,3233 1113,0533 10,5320 15,4108  0,06653  0,005167  0,004867 0,5909

* Significativo, ao nivel de 5% de probabilidade.
" Nao-significativo, ao nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 10A - Resumo da analise de regressao através de polindmios ortogonais das
varidveis ganho de peso, consumo alimentar e coeficiente de
eficiéncia alimentar (CEA) de ratos submetidos a dietas de mortadelas
com diferentes niveis de sangue tratado com monoxido de carbono
apo6s 28 dias de ensaio

Fonte de Variagao G.L. Quadrado Médio
Ganho de peso  Consumo alimentar CEA

Regressio linear 1 516,2667* 2814,6750% 0,000226™°
Regressio quadratica 1 144,0476™° 164,1643"° 0,000316™°
Regressdo cubica 1 8,8167"° 337,2510™° 0,000384"°
Regressio 4° grau 1 167,2024™° 4258,4727* 0,000281™°
(Niveis de sangue) (4) 209,0833"* 1893,6383* 0,0003023"™°
Ratos 5 44,7533 422,6255 0,00008819
Residuo 20 80,5033 571,6676 0,0001830

* Significativo, ao nivel de 5% de probabilidade.
" Nao-significativo, ao nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 11A - Resumo da andlise de varidncia das variaveis peso do figado, %
figado, peso do rim direito (g) e % rim direito de ratos submetidos a
dietas de caseina ¢ de mortadelas com diferentes niveis de sangue
tratado com mondxido de carbono apds 28 dias de ensaio

F. V. G.L. Quadrado Médio
Peso do % Figado Peso do rim % Rim direito
figado (g) direito (g)
Ratos 5 0,7360 0,1268 0,009638 0.002151
dietas 5 3,1927"* 0,3322"° 0,01328"* 0.002778™°
Residuo 25 1,3791 0,1686 0,008252 0,001600

" Nao-significativo, ao nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 12A - Resumo da analise de regressao através de polindmios ortogonais das
variaveis peso do figado, % figado, peso do rim direito (g) e % rim
direito de ratos submetidos a dietas de mortadelas com diferentes
niveis de sangue tratado com monoxido de carbono apos 28 dias de

ensaio

Fonte de Variacao G.L. Quadrado Médio

Peso do % Figado Peso do rim % Rim direito

figado (g) direito (g)

Regressao linear 1 5,4904" 0,5706* 0,02860™° 0,001438"*
Regressdo quadratica 1 2,8786"° 0,3972"* 0,00163™° 0,00000285"*
Regressdo clbica 1 0,7707"* 0,2400™* 0,02688™° 0,008473"*
Regressao 4° grau 1 0,1227"° 0,006146"° 0,00924"° 0,000382"*
Ratos 5 1,5156 0,2052 0,01406 0,002349
Niveis de sangue 4 2,3156"* 0,3014"* 0,01659"° 0,002445"*
Residuo 20 0,7883 0,1088 0,007932 0,001611

* Significativo, ao nivel de 5% de probabilidade.
"*Nao-significativo, ao nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 13A - Resumo da anélise de variancia das variaveis ganho de peso, consumo
alimentar e teor de carboxiemoglobina (COHb) dos animais
alimentados com dietas contendo mortadelas com sangue tratado com
monoxido de carbono apods 14 dias de ensaio

Fonte de Variagdo G.L. Quadrado Médio

Ganho de peso  Consumo alimentar COHb
ratos 7 49,3143 198,1792 0,1070
Dietas 4 213,1625* 202,6841™° 0,003109™*
Residuo 28 49,8054 183,7043 0,07659

* Significativo, ao nivel de 5% de probabilidade.
"*Nao-significativo, ao nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 14A - Resumo da analise de regressao através de polindmios ortogonais das

varidveis ganho de peso,

consumo

alimentar e

teor de

carboxiemoglobina (COHb) de ratos submetidos a dietas de
mortadelas com diferentes niveis de sangue tratado com monoxido de

carbono apos 14 dias de ensaio

Fonte de Variacao G.L. Quadrado Médio
Ganho de peso  Consumo alimentar COHb

Regressao linear 1 551,2500% 20,4627 0,00018"*
Regressio quadratica 1 48,8929"° 38,8222™¢ 0,000175"*
Regressdo clbica 1 211,2500%* 482,9971"* 0,000101™*
Regressio 4° grau 1 41,2571™° 268,4548"° 0,011979"*
Ratos 7 49,3143 198,1792 0,1070
Niveis de sangue (4) 213,1625* 202,6841"° 0,003109"*
Residuo 28 49,8054 183,7043 0,07659

* Significativo, ao nivel de 5% de probabilidade.
" Nao-significativo, ao nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 15A - Resumo da anélise de regressao através de polindmios ortogonais para

o ganho de peso, em funcdo de diferentes niveis de ferro nas dietas
experimentais

F. V. G.L. Quadrado Médio
Sulfato 0% 5% 10% 15% 20%
Regressao 1 20,0119™  21,5030™ 32,8125™° 28,5833™  6,5744™  11,4405"*
linear
Regressao 1 20,57143™ 2,58035™ 10,9375™ 7,00003"° 0,00893"* 0,147853"*
quadrética
Rato (bloco) 7 86,0317
Dieta 5 12,8167"°
Ferro 2 1,0208"*
Dieta*Ferro 10 16,0125™°
Residuo 119 59,9456

" Nao-significativo, ao nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 16A - Resumo da andlise de regressao através de polindmios ortogonais para
o consumo alimentar, em fun¢dao de diferentes niveis de ferro nas
dietas experimentais

F. V. G.L. Quadrado Médio
Sulfato 0% 5% 10% 15% 20%
Regresséo 1 25,8521 42,8000™ 26,2585™ 112,5785™ 215,2961™ 704,5563*
linear
Regressao 1 63,6014™ 62,1032™° 50,1295™°  41,7851™  88,1110™  480,4471"*
quadratica
Rato (bloco) 7 276,2714
Dieta 5 114,1076"*
Ferro 2 66,7221™°
Dieta*Ferro 10 177,9075"*
Residuo 119 146,7397

* Significativo, ao nivel de 5% de probabilidade.
" Nao-significativo, ao nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 17A - Resumo da andlise de regressao através de polindmios ortogonais para
coeficiente de eficiéncia alimentar, em funcao de diferentes niveis de
ferro nas dietas experimentais

F. V. G.L. Quadrado Médio
Sulfato 0% 5% 10% 15% 20%
Regressio 1 0,0000954™  0,00126™°  0,000219™  0,0000163™  0,000098™°  0,00082"*
linear
Regressdo 1 0,0000377™  0,000118™  0,0000150™°  0,000514™  0,000220™ 0,00128™*
quadratica
Rato (bloco) 7 0,002488
Dieta 5 0,0004638"*
Ferro 2 0,0002343"*
Dieta*Ferro 10 0,0004224"*
Residuo 119 0,0009303

**Nao-significativo, ao nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 18A - Resumo da andlise de regressao através de polindmios ortogonais para
o ganho de hemoglobina, em funcao de diferentes niveis de ferro nas
dietas experimentais

F. V. G.L. Quadrado Médio
Sulfato 0% 5% 10% 15% 20%
Regressao 1 42,4296*  15,5316* 18,6686*  23,0476* 22,7136* 23,3419*
linear
Regressao 1 0,01244™  0,3388™  0,1666™  0,08251™ 0,1008™  0,1157"*
quadratica
Rato (bloco) 7 4,2056
Dieta 5 18,8188
Ferro 2 141,8534°
Dieta*Ferro 10 4,6964"*
Residuo 119 0,6048

* Significativo, ao nivel de 5% de probabilidade.
" Nao-significativo, ao nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 19A - Resumo da analise de varidncia para o valor de hematodcrito, em
fun¢do de diferentes niveis de ferro nas dietas experimentais

Fonte de Variagdo G.L Quadrado Médio
Dieta 5 33,8085*
Ferro 2 468,9717*
Dieta*ferro 10 10,1270 "*
Residuo 85 6,9903

* Significativo, ao nivel de 5% de probabilidade.
" Nao-significativo, ao nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 20A - Resumo da andlise de variancia para a eficiéncia na recuperagao de
hemoglobina (HRE%) e HRE (% do controle) dos ratos anémicos
para os niveis de ferro determinados nas dietas experimentais

Fonte de Variacao G.L. Quadrado Médio

HRE HRE (% do controle)
Rato 7 175,2656 930,1202
Dieta 5 405,1236* 871,2260"
Ferro 2 2442 .2209* 889,5979"*
Dieta*ferro 10 83,3232"° 222,0273"°
Residuo 119 145,9224 360,2786

* Significativo, ao nivel de 5% de probabilidade.
" Nao-significativo, ao nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 21A - Resumo da andlise de regressao através de polindmios ortogonais para
o ganho de hemoglobina, em funcao de diferentes niveis de ferro nas
dietas experimentais

Ganho de Hemoglobina

Fonte de Variagao G.L. Quadrado Médio

Sulfato Com nitrito Sem nitrito
Regressao linear 1 18,2570* 15,9158* 5,1144*
Regressdo quadratica 1 0,5513"° 21,6181* 0,03885"*
Rato (bloco) 7 3,1371
Dieta 2 6,5101*
Ferro 2 20,7522*
Dieta*Ferro 4 4,9977*
Residuo 56 1,1938

* Significativo, ao nivel de 5% de probabilidade.
" Nao-significativo, ao nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 22A - Resumo da andlise de variancia para o valor de hematocrito, em
fun¢ao de diferentes niveis de ferro nas dietas experimentais

Fonte de Variacao G.L. Quadrado Médio
Dieta 2 50,4720™*
Ferro 2 128,4550*
Dieta*ferro 4 18,0076™°
Residuo 41 18,5009

* Significativo, ao nivel de 5% de probabilidade.
" Nao-significativo, ao nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 23A - Valores médios (e desvios-padrao) dos niveis sanguineos de
carboxiemoglobina (COHb) dos animais alimentados com dietas a
base de mortadelas formuladas com sangue tratado com mondxido

de carbono
Tratamento Carboxiemoglobina (%)
0% de sangue 1,665+0,22
5% de sangue 1,694+0,26
10% de sangue 1,645+0,28
15% de sangue 1,686+0,38
20% de sangue 1,661+0,26
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Tabela 24A - Resumo da andlise de variancia para os coeficientes de inclinagdo das
curvas de regressdo (ganho de Hb/mg de ferro), em funcdo de
diferentes niveis de ferro nas dietas experimentais

Fonte de Variacao G.L. Quadrado Médio
Rato 7 0,002043
Dieta 7 0,004675™°
Residuo 35 0,003504

"*Nao-significativo, ao nivel de 5% de probabilidade.
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