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(lipoproteina de baixa densidade) 4 oxidagdo e, indiretamente, reduzem a
depleciio de vitaminas antioxidantes.

Estudos avaliando a qualidade da proteina e a biodisponibilidade dos
minerais e vitaminas também jd foram realizados, assim como o potencial
hipolipidémico e antioxidante de substdncias purificadas como polifendis,
ligninas e saponinas. No entanto, pesquisas que avaliem o efeito destas
substancias presentes nas folhas de mandioca ndo constam na literatura
pesquisada.

Portanto, neste trabalho estudou-se o efeito da adicdo de 5%, 10% e 15%
de FFM em dietas hipercolesterolémicas, sobre a peroxidagio e o perfil lipidico

plasmitico e hepatico em ratos.
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RESUMO

MELO, Daniela Séfora de. Farinha de folhas de mandioca: efeitos sobre a
peroxidagciio e o perfil lipidico plasmatico e hepatico de ratos. 2005. 74p.
Dissertagdo (Mestrado em Agronomia, area de concentragao Agroquimica e
Agrobioquimica) — Universidade Federal de Lavras, Lavras.*

Devido aos grandes indices de desnutrigéo no Brasil vérias organizagges
governamentais e ndo governamentais, como a Fundag&o Nacional de Satide e
Pastoral das Criangas, tém apresentado como uma alternativa o uso da
“‘multimistura’® como suplemento alimentar para populagdes carentes. Um dos
componentes dessa ‘‘multimistura’” € a farinha de folhas de mandioca (FFM)
que apresenta elevado teor de proteina, vitaminas e minerais. Muitos estudos
para avaliar a qualidade dessa proteina e a biodisponibilidade dos minerais e
vitaminas ja foram realizados. No entanto, os possiveis efeitos hipolipidémico e
antioxidante das folhas de mandioca, pela presenga de substincias como
polifenéis, ligninas e saponinas, cujo potencial ja foi comprovado para
substincias purificadas, ainda ndo foram avaliados. Portanto, neste trabalho
estudou-se o efeito da adigio da FFM em dietas contendo colesterol, sobre a
peroxidagdo e o perfil lipidico plasmético e hepitico em ratos. Para isso, folhas
maduras de mandioca (Manihot esculenta Crantz cv. Cacao) foram colhidas aos
12 meses de idade da planta, lavadas e secas em estufa ventilada a 30°C - 35°C.
Apdbs secagem, as folhas, sem os peciolos, foram trituradas em moinho e
armazenadas em geladeira. Um ensaio bioldgico com 32 ratos machos Wistar,
foi conduzido com quatro tratamentos: dieta controle e dietas contendo 5%,
10% e 15 % de FFM, todas suplementadas com 1% de colesterol, por um
periodo de 7 semanas. As dietas se apresentaram isoenergéticas e contendo os
mesmos niveis de proteina digestivel e fibra. A FFM estudada apresentou um
alto teor de proteina, bons niveis de vitamina C e B-caroteno. Os teores de
saponinas, polifenéis e oxalato na FFM estio dentro da faixa dos valores
encontrados para outras cultivares, no entanto, o cianeto e a atividade de
hemaglutinina foram relativamente elevados. As dietas contendo FFM ndo
apresentaram efeitos significativos sobre as varidveis de desempenho e sobre o
perfil lipidico sangiiineo, mas interferiram no metabolismo lipidico, provocando
a deposigdo de lipideos no figado e aumento no seu peso, o que pdde ser reforga-

*Comité Orientador: Dra. Angelita Duarte Corréa (orientadora), Dr. Raimundo
Vicente de Sousa, Dra. Maria Celeste Patto de Abreu e Dr. Custddio Donizete
dos Santos — UFLA.
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do pelos estudos histopatoldgicos e pelo aumento da atividade da enzima alanina
aminotransferase. Ja as dietas contendo 10% e 15% de FFM apresentaram
atividade antioxidante.



ABSTRACT

MELO, Daniela Séfora. Cassava leaves flour: effects on peroxidation and the
plasmatic and hepatic lipidic perfil of rats. 2005. 74p. Dissertation (Master in
Agronomy, concentration area in Agrochemistry and Agrobiochemistry) —
Universidade Federal de Lavras, Lavras.*

Due to the great indices of underfeeding in Brazil, a number of
governmental and non-governmental organizations as . Fundagdo Nacional de
Saide e Pastoral das Criangas (National Health Institution and Children’s
Pastoral) have presented as an alternative, the use of the ‘‘multimistura’ as the
feeding supplement for the poor populations. One of the components of that
“multimistura®® is cassava leaves flour (CLF) which presents a high content of
protein, vitamins and minerals. Several studies to evaluate the quality of the
protein and bioavailability of minerals and vitamins have been performed.
Nevertheless, the possible hypolipedemic and antioxidant effects of cassava
leaves, due to the presence of substances as polyphenols, lignins and saponins,
the potential of which was already confirmed for purified substances, have not
been evaluated yet. Therefore, in this work, the effect of the addition of CLF in
diets containing cholesterol on the peroxidation, plasmatic lipid profile and
hepatic effect in rats was investigated. So, ripe cassava leaves (Manihot
esculenta Crantz cv. Cacao) were picked at 12 months of age of the plant,
washed and dried in ventilated oven at 30 - 35 °C. After drying the leaves
without the petioles were ground in a mill and stored in refrigerator. A biological
assay, with 32 Wistar male rats, was conducted with four treatments: control diet
and diets containing 5%, 10 % and 15 % of CLF, all supplemented with 1% of
cholesterol, for a period of 7 weeks. The diets were isoenergetic and contained
the same levels of digestible protein and fiber. The studied CFL presented a high
content of protein, good levels of vitamin C and B-carotene. The contents of
saponins, polyphenols and oxalate in CLF are within the values found for other
cultivars, nevertheless the cyanide and hemagglutinin activity was relatively
high. The diets containing CLF presented no significant effects on the
performance variables and on the blood lipid profile. But interfered in the lipid
metabolism provoking lipid deposition in the liver and increase in its weight,
which may be reinforced by the histopathologic studies and by activity increase

*Guidance Committee: Dra. Angelita Duarte Corréa (adviser), Dr. Raimundo
Vicente de Sousa, Dra. Maria Celeste Patto de Abreu e Dr. Custédio Donizete
dos Santos - UFLA.



of the enzyme alanine aminotransferase, Already the diets containing 10% and
15% of CFL presented antioxidant activity.
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1 INTRODUCAO

Devido aos grandes indices de desnutrigio no Brasil, vdrias
organiza¢bes governamentais € ndo governamentais, como a Fundagdo Nacional
de Satide e Pastoral da Crianga tém apresentado como alternativa o uso da
“multimistura’> como suplemento alimentar para populagdes carentes. Essa
“multimistura’ € constituida de alimentos ndo convencionais ¢ ou subprodutos
agroindustriais, como farelo de trigo, farinha de trigo, fubd de milho, p6 de
sementes de abébora, pé da casca de ovos e farinha de folhas de mandioca
(FFM).

O uso da FFM como um dos ingredientes dessa ‘‘multimistura’ deve-se
a0 seu contetido protéico, vitaminas e minerais, ji que sio relativamente mais
altos que o de hortaligas folhosas convencionais. Dessa forma, o aproveitamento
das folhas poderia fornecer um balango positivo na qualidade nutricional. Além
do baixo custo de produgio, as folhas sdo consideradas residuos e nao competem
com o principal produto comercial, as raizes.

'Muitos estudos tém sido realizados com folhas de mandioca objetivando
propiciar niveis baixos de substincias antinutritivas e ou téxicas. Ja se sabe que
a forma de secagem das folhas, a idade da planta e a prépria cultivar tém grande
influéncia tanto sobre os teores de nutrientes quanto no de antinutrientes.

Dentre os compostos presentes nas folhas de mandioca, os glicosideos
cianogénicos sdo toxicos, pois, apés hidrélise liberam o cianeto, que exerce o
efeito téxico por se ligar ao citocromo a; da cadeia respiratéria e inibir a
respiragao celular. Jd os polifendis (taninos) sdo considerados antinutrientes
porque diminuem a digestibilidade protéica. Todavia, vdrios estudos relataram a
atividade antioxidante destes compostos, que podem estar relacionados com a

prevengdo de doengas cardiovasculares, pois aumentam a resisténcia da LDL



(lipoproteina de baixa densidade) a oxidagio e, indiretamente, reduzem a
deplecdo de vitaminas antioxidantes.

Estudos avaliando a qualidade da proteina e a biodisponibilidade dos
minerais e vitaminas também j4 foram realizados, assim como o potencial
hipolipidémico e antioxidante de substincias purificadas como polifendis,
ligninas e saponinas. No entanto, pesquisas que avaliem o efeito destas
substincias presentes nas folhas de mandioca nio constam na literatura
pesquisada.

Portanto, neste trabalho estudou-se o efeito da adi¢ao de 5%, 10% e 15%
de FFM em dietas hipercolesterolémicas, sobre a peroxidagdo e o perfil lipidico

plasmatico e hepético em ratos.



2 REVISAO DE LITERATURA

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) é uma planta perene, arbustiva,
pertence a familia das Euforbiceaceas. E bem tolerante a seca e possui ampla
adaptagdo as mais variadas condigdes de clima e solo. A queda das folhas € um
fendmeno natural e a longevidade da folha varia de 60 a 120 dias. A perda total
das folhas caracteriza o periodo de repouso fisiolégico, constituindo a época
mais favordvel para a colheita, em virtude da maior concentragao de amido nas
raizes (Lorezi & Dias, 1993).

A cultura de mandioca se adapta perfeitamente as condigdes nacionais,
sendo o Brasil o maior produtor mundial, com producdo estimada, no ano de
2005, em mais de 25 milhdes de toneladas de raizes (SECTEC, 2005).

As folhas de mandioca apresentam algumas substdncias consideradas
antinutritivas e ou téxicas, como cianeto, polifenéis (taninos), nitrato, 4cido
oxdlico, hemaglutinina, saponinas e inibidores de tripsina. Estas substincias
podem ocasionar efeitos t6xicos, dependendo da quantidade consumida ou,
entdo, podem trazer beneficios, dependendo da substincia e ou da circunsténcia.

Como neste estudo pretende-se avaliar o efeito da farinha de folhas de
mandioca (FFM) sobre a peroxidagao e o perfil lipidico plasmatico e hepético de
ratos, ¢ de grande importancia descrever a vitamina C e o B-caroteno, ¢ outras
substancias, como, saponinas, polifendis, oxalato, cianeto ¢ hemaglutinina,
presentes em sua constituicdo. Serd também mostrado um pouco sobre o

metabolismo de lipoproteinas e mecanismos aterogénicos.

2.1 Vitamina C e B-caroteno
Quimicamente, a vitamina C ¢ a lactona do 4cido derivado da glicose. E

um sélido branco, cristalino com p. f. 190°C - 192°C; bastante solivel em dgua e



etanol absoluto, insolivel nos solventes orginicos comuns, como cloroférmio,
benzeno e éter (Bobbio & Bobbio, 2003).

Pela habilidade de se interconverter entre as formas reduzida e oxidada,
a vitamina C participa de rea¢Ses de oxidagdo-redugdo. O ascorbato pode doar
dtomos de hidrogénio para reduzir algum outro composto e, neste processo, o
" 4cido L-ascérbico € oxidado a 4cido L-dehidroascorbico (Figura 1). Assim o
4cido ascorbico pode inativar o oxigénio reaiivo, protegendo substancias
vulneraveis a destruigdo oxidativa. Esta propriedade € uma das que classificam a

vitamina C como um antioxidante (Reed, 1980).
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FIGURA | Oxidagio do é4cido L-ascérbico a dcido L-dehidroascérbico.

Carvalho et al. (1986), estudando a farinha de folhas de mandioca de dez
cultivares, cujas folhas foram colhidas aos doze meses de plantio € secas em
estufa ventilada a 45°C, encontraram teores de vitamina C total que variaram de
52,23 a 139,19 mg/100g de matéria seca (MS). Ji Corréa (2004), avaliando
diferentes formas de secagem das folhas, encontrou valores variando de 108,62 a
168,53 mg/100g de MS, enquanto Wobeto (2003), avaliando a idade da planta,
encontrou para a idade 12 meses, valores que variaram de 42,64 a 67,28
mg/100g de MS.



Os carotenéides constituem um grupo de pigmentos naturais
lipossoliiveis que ocorrem nos cromoplastos, entretanto, sua presenca muitas
vezes € mascarada pela clorofila (Oliveira et al,, 1982). Quimicamente, 0S
carotendides sdo substincias formadas por oito unidades de isopreno; a ligagdo
isoprénica € invertida na parte central da molécula de forma que os dois grupos
metilicos ficam separados por trés carbonos.

A molécula de p-caroteno (Figura 2), por conter dois anéis de B-ionona,
poderia ser transformada em duas moléculas de vitamina A (Figura 3), 0 que néo
é observado experimentalmente. Esse fato leva a supor que metade de cada
molécula de p-caroteno € perdida durante a conversio ou, entdo, que de cada
duas moléculas de P-caroteno absorvidas, somente uma é transformada em
vitamina A (Bobbio & Bobbio, 2003).

Anel de B-ionona Anel de B-ionona

FIGURA 2 p-caroteno.

A A A CHOH

Anel de B-ionona

FIGURA 3 Vitamina A (Retinol).




Jenkins & Atwal (1994) relataram redugio da disponibilidade da
vitamina A e vitamina E quando saponina (gypsophila e quillaja) foi
complementada em 0,9% da dieta, para pintos, por um periodo de 28 dias.
Houve redugdes do ganho de peso, da ingestdo alimentar e da digestibilidade de

lipideos e aumento na excregdo de colesterol. HDL e colesterol total (CT) no

| sangue ndo foram afetados. No entanto, Rao & Kendall (1986), avaliando o

efeito da saponina (quillaja), demonstraram que um teor de 0,75% adicionado a
dieta, para ratos, foi bem tolerada e néo teve efeito adverso sobre o consumo
alimentar ¢ o ganho de peso. A anilise de lipideos no soro ndo mostrou
diferenga nas concentragbes de triacilglicerdis (TAG) e CT, ao final de 8
semanas. Mas, estes niveis reduziram-se significativamente, apés 24 semanas. A
maioria dos estudos mostram que as saponinas diminuem o colesterol do soro
apenas quando colesterol ¢ adicionado 2 dieta. Nesse estudo, colesterol nio foi
adicionado, 0 que sugere que as saponinas se ligam aos dcidos biliares,
formando complexos insoliveis, evitando assim sua reabsorgdo.

A redugio nos niveis de colesterol poderia ser explicada pelo aumento
da excregio do colesterol, por formagdo de complexos com as saponinas
administradas por via oral ou, ainda, pelo aumento da eliminagao fecal de acidos
biliares, conduzindo a uma maior utilizagdo do colesterol para a sintese dessas
substéncias (Schenkel et al., 1999). Uma outra proposta de mecanismo leva em
consideragio também as propriedades irritantes das saponinas. Com a formagédo
de complexos entre as saponinas € o colesterol das membranas das células da
mucosa intestinal, ocorreria uma esfoliagdo, com perda de fungdo € redugao da
4rea de absorgdo (Johnson et al., 1986; Cheeke, 1996).

Evidéncias indicam que saponinas, que foram anteriormente
denominadas como antinutrientes, podem ser benéficas a saiide e & nutrigdo

humana. No entanto, esses beneficios devem ser estudados, assim como os



2.2 Saponinas

Saponinas sdo glicosideos que ocorrem em uma ampla variedade de
plantas. A sua hidrélise completa produz sapogeninas, as quais podem ser
esterGides (Ca7) ou triterpendides (Cs), € agiicares (hexose, pentose € icido
sacérico). Sio geralmente caracterizadas por seu sabor amargo, producdo de
espuma em solugdo aquosa, capacidade de hemolisar células vermelhas do
sangue (Birk & Irena, 1980) e formar complexos com esteréides, proteinas e
fosfolipideos de membrana (Schenkel et al., 1999).

Na Figura 4 s3o mostrados exemplos da aglicona de um glicosideos de
esterdide (solanidina) e de um glicosideo de triterpeno (4cido oleandlico)
(Schenkel et al., 1999).

As saponinas apresentam um nimero varidvel de monossacarideos
ligados entre si em cadeia linear ou como uma cadeia ramificada. Os
monossacarideos encontrados mais comumentes sdo: D-glicose, D-galactose, L-
ramnose, L-arabinose, D-xilose, D-fucose e os dcidos glicurbnico e
galacturdnico. As ligagdes interglicosidicas podem ser @ ou B e os
monossacarideos podem ocorrer na forma de piranose ou furanose (Schenkel et
al., 1999).

HO

Solanidina Acido oleanélico

FIGURA 4 Agliconas de um glicosideo de esteréide (solanidina) e de um
glicosideo de triterpeno (4cido oleandlico).



Jenkins & Atwal (1994) relataram redugdo da disponibilidade da
vitamina A e vitamina E quando saponina (gypsophila e quillaja) foi
complementada em 0,9% da dieta, para pintos, por um periodo de 28 dias.
Houve redugdes do ganho de peso, da ingestdo alimentar e da digestibilidade de
lipideos e aumento na excregdo de colesterol. HDL-c e colesterol total (CT) no
' sangue ndo foram afetados. No entanto, Rao & Kendall (1986), avaliando o
efeito da saponina (quillaja), demonstraram que um teor de 0,75% adicionado a
dieta, para ratos, foi bem tolerada e nio teve efeito adverso sobre o consumo
alimentar ¢ o ganho de peso. A andlise de lipideos no soro ndo mostrou
diferenca nas concentragdes de triacilgliceréis (TAG) e CT, ao final de 8
semanas. Mas, estes niveis reduziram-se significativamente, apSs 24 semanas. A
maioria dos estudos mostram que as saponinas diminuem o colesterol do soro
apenas quando colesterol € adicionado 2 dieta. Nesse estudo, colesterol ndo foi
adicionado, 0 que sugere que as saponinas se ligam aos dcidos biliares,
formando complexos insoltiveis, evitando assim sua reabsorgéo.

A redugiio nos niveis de colesterol poderia ser explicada pelo aumento
da excregdo do colesterol, por formagio de complexos com as saponinas
administradas por via oral ou, ainda, pelo aumento da eliminagao fecal de 4cidos
biliares, conduzindo a uma maior utilizacdo do colesterol para a sintese dessas
substincias (Schenkel et al., 1999). Uma outra proposta de mecanismo leva em
consideragdo também as propriedades irritantes das saponinas. Com a formagao
de complexos entre as saponinas e o colesterol das membranas das células da
mucosa intestinal, ocorreria uma esfoliacdo, com perda de fungdo e redugio da
4rea de absorgdo (Johnson et al., 1986; Cheeke, 1996).

Evidéncias indicam que saponinas, que foram anteriormente
denominadas como antinutrientes, podem ser benéficas a saide e a nutri¢do

humana. No entanto, esses beneficios devem ser estudados, assim como os



possiveis efeitos téxicos, niveis ingeridos e tipos de saponinas (Rao & Kendall,
1986).

Wobeto (2003), estudando os antinutrientes da farinha de folhas de
mandioca em trés idades da planta, encontrou menores teores aos 12 meses
(2,9 /100g de MS). Foi observado um aumento nos niveis de saponinas com a
maturidade. Os teores encontrados, independente da cultivar e idade do vegetal,
variaram de 1,74 a 4,73 g/100g de MS.

2.3 Polifendis

Os polifendis constituem um grupo de substancias caracterizadas como
metabélitos secundérios aromdticos de plantas que possuem um ou mais grupos
hidroxila acidicos ligados a um anel aromético. Polifenéis podem ser divididos
em diferentes classes dependendo de sua estrutura bdsica. Os flavonéides
constituem uma das mais importantes classes de polifenéis, com mais de 5.000
compostos descritos. Sua estrutura comum € o difenilpropano (C-C3-Ce), que
consiste de dois anéis aromdticos ligados por trés atomos de carbono que
usualmente formam um heterociclo oxigenado (Bravo, 1998). Os compostos
polifenélicos variam quanto 2 massa molar, podendo ser baixa, como icido
caféico, gdlico e leucocianidina ou mais elevadas, com estruturas mais

complexas, como taninos (Figura 5) (Croteau et al., 2000).
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Proantocianidina (4)
FIGURA 5 Polifendis de baixa (1, 2 e 3) e alta massa molar (4).

a) Taninos
Os taninos sdo substincias fenélicas soliveis em dgua com massa molar
entre 500 e 3.000 g/mol (Bate-Smith & Swain, 1962). Na forma ndo oxidada os

taninos reagem com as proteinas por meio de ligagSes de hidrogénio ¢ ou



ligagdes hidrofébicas. Quando oxidados, os taninos se transformam em
quinonas, as quais formam ligagdes covalentes, com alguns grupos funcionais
das proteinas, como sulfidrico da cisteina e €-amino da lisina (Sgarbieri, 1996).

As ligagoes de hidrogénio sao, provavelmente, formadas entre as
hidroxilas fenélicas dos taninos e as fungdes carbonilicas das ligagdes peptidicas
das proteinas. Entre os niicleos aromdticos dos taninos € as cadeias laterais
alifiticas ou aromiticas dos aminodcidos protéicos ocorrem interagdes
hidrofébicas. Assim, as interagdes hidrofébicas atuariam como forga de atragio
inicial na complexagdo em meio aquoso entre tanino e proteina (Luck et al.,
1994).

Al-Mamary et al. (2001) estudaram a inibi¢do das enzimas digestivas, -
amilase, tripsina e lipase em coelhos, usando 1,4% e 3,5% de taninos. Os
resultados indicaram que a adi¢fio de 1,4% de tanino na dieta animal ndo teve
um efeito significante no ganho de peso e no consumo alimentar. No entanto, a
adi¢do de 3,5% de tanino reduziu significativamente o ganho de peso corporal
e aumentou o consumo alimentar em relacdo ao grupo controle. O aumento no
consumo alimentar concomitantemente com a diminuigdo do peso corporal pode
ser interpretada como uma conseqiincia da redugdo da digestibilidade da
maioria dos nutrientes essenciais, incluindo minerais.

Taninos podem ser classificados em duas categorias: taninos
hidrolisdveis que, apés hidrélise, produzem carboidratos e dcidos fenélicos, e
taninos ndo hidrolis::iveis ou condensados (proantoéianidina), que s3o polimeros
dos grupos flavan-3-ols e flavan-3,4-diols.

Os taninos hidrolisdveis sdo caracterizados por um poliol central,
geralmente P-D-glicose, cujas hidroxilas sdo esterificadas com 4cido gélico
(galotaninos) ou 4cido hexaidroxidifénico (elagitaninos). Apds hidrdlise, os
elagitaninos liberam o dcido hexaidroxidifénico, que se rearranja

espontaneamente para produzir 4cido elagico (Melo & Santos, 1999).



Nos taninos condensados ocorre condensagao oxidativa entre carbono
C-4 de um heterociclo e carbono C-6 ou C-8 da unidade adjacente. A maior
parte das pesquisas refere-se apenas as proantocianidinas oligoméricas (trimeros,
dimeros e tetrdmeros), devido a dificuldade de andlise de moléculas com alta
massa molar. Proantocianidina, no entanto, pode ocorrer com um grau de
condensag¢io de 50 ou mais unidades monoméricas. Condensagio auto-oxidativa
ou enzimatica de unidades de flavan-3-ols ou flavan-3,4-diols tem sido sugerida
como um processo que leva a formagao de taninos condensados (Bravo, 1998).

Reed et al. (1982) identificaram quatro tipos de antocianidinas quando
taninos condensados de folhas de mandioca foram tratados com HCI
concentrado em n-butanol, apresentando maior quantidade de delfinidina.
Analisando a fibra detergente neutro (FDN) obtida da FFM estes autores
encontraram taninos e niveis elevados de proteina bruta. A quantidade de
proteina bruta na FDN, que é insoliivel quando tratada com pepsina e protease, €
altamente correlacionada com a quantidade de taninos na FDN. Dessa forma os
taninos representam um importante fator limitante no valor nutritivo das folhas

de mandioca.

b) Ligninas

O termo lignina é proveniente da palavra latina lignum (madeira,
lenhoso) e foi inicialmente usado para descrever a substincia incrustada ndo
celulésica presente no tecido lenhoso. Apds a celulose, as ligninas sio os
produtos naturais organicos mais abundantes conhecidos, representando cerca de
20% a 30% de todo o tecido vegetal vascular (Buchanan et al., 2001).

A molécula da lignina ¢ uma macromolécula, com uma elevada massa
molar, resultante do acoplamento aleatério de radicais formados pela oxidagao
enzimitica de 4lcoois, como o p-cumarilico, coniferilico e sinapilico (Figura 6)

(Buchanan et al., 2001).
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FIGURA 6 Unidades alcodlicas precursoras das ligninas.

A lignina é um polimero natural complexo em relagdo 2 sua estrutura e
heterogeneidade e, por esse motivo, ndo é possivel descrever uma estrutura
definitiva da lignina. Ndo ¢ digerida, nem absorvida no trato digestivo e também
nio € atacada pela' microflora do intestino grosso. Pode ligar-se aos 4cidos
biliares e outros compostos organicos (por exemplo, o colesterol), retardando ou
diminuindo a absor¢io desses componentes no intestino delgado (Marquez,
2004).

Ravindran & Ravindran (1988), estudando as mudangas na composicao
nutricional de folhas de mandioca em trés estdgios de maturidade, encontraram
menores teores de lignina (0,9 g/100g MS) em folhas muito jovens, quando
comparadas 2 folhas jovens (4,1 g/100g MS) e maduras (8,4 g/100g MS). Isto

deve-se a maior deposi¢do de lignina em folhas maduras.

¢) Agdo antioxidante
Quimicamente, antioxidantes s3o compostos aromaticos que possuem,
pelo menos, uma hidroxila, podendo ser sintéticos, como BHA

(t-butilhidroxianisol) ¢ o BHT (t-butilhidroxitolueno), amplamente utilizados



pela inddstria de alimentos, ou naturais, substincias bioativas tais como
fenélicos e terpenos, presentes em diversos alimentos (Kitts, 1994).

Os acidos graxos e os alimentos que os contém estdo sujeitos a reagfes
quimicas que podem alterar as caracteristicas do produto final. A reagio de
oxidagdo dos lipidios est relacionada ao nimero de duplas ligag¢des, tendo como
exemplo os édcidos linoléico e linolénico como substratos suscetiveis. Acidos
graxos saturados na presenga de metais ou oxigénio e altas temperaturas também
podem ser oxidados.

Os produtos da oxidagdo lipidica, além de produzirem hidroperdxidos
que conferem odor ¢ sabor desagradiveis aos alimentos, ainda podem
desencadear a peroxidagio in vivo, resultando em problemas de saide (Halliwel,
1996).

Miura et al. (2000) relataram aumento da resisténcia a oxidag¢do da LDL
(lipoproteina de baixa densidade) ex vivo, em humanos, quando 300mg de
extrato polifendlico de chd verde, contendo aproximadamente 240mg de
catequina, foram ingeridos duas vezes diariamente, antes do café da manhi e
jantar, por uma semana. O tempo de retardamento da oxidacdo foi
significativamente prolongado por 13,7 minutos apds a ingestao de catequina
pelos animais experimentais, comparado com aquele antes do experimento. Este
achado sugere fortemente que o consumo didrio de cha verde (catequina) inibe a
modificagdo oxidativa da LDL, reduzindo a deplegdo de vitaminas
| antioxidantes, levando a redugéo do risco de doengas cardiovasculares.

Polifendis, especialmente epicatequina ¢ epicatequina-galato sdo
antioxidantes efetivos contra peroxidagdo induzida por AAPH - 2,2-azobis-(2-
amidinopropano hidroclérico) - em microssomas de figado de ratos (Cai et al.,
2002). Este estudo mostrou um efeito antioxidante sinergistico de polifenéis e
antioxidantes endégenos, no qual o periodo de inibicdo da peroxidagdo

aumentou significativamente quando os polifendis foram adicionados antes do



inicio da reagso, comparado ao pericdo de inibigdo de quando polifendis foram

adicionados ap6s depleciio de antioxidantes endogenos.

2.4 Oxalato

O 4cido oxdlico, primeiro membro da série dos 4cidos dicarboxilicos,
encontra-se presente em diversos alimentos de origém vegetal constituintes da
dieta humana, com elevadas concentracdes no espinafre, cenoura, alface,
amendoim, feijdo, cacau e chd (Massey et al., 1993).

O i4cido oxdlico presente nos alimentos pode estar combinado com
cdtions, formando oxalatos soltiveis (K, Na e NH,") ou oxalatos insoltiveis (Mg,
Ca® e Fe™). Assim, o cozimento com 4gua reduz a maior parte dos oxalatos
soldveis ¢ os insoliiveis permanecem, em sua maioria, no vegetal (Midio &
Martins, 2000).

Apenas 2%-6% dos oxalatos presentes na dieta sao realmente absorvidos
pelo trato gastrointestinal, o restante é degradado pela microflora intestinai ou
eliminado pelas fezes (Midio & Martins, 2000). Em concentragbes elevadas,
liga-se ao cdlcio para formar cristais que se agregam; freqiientemente sio
grandeé o suficiente para bloquear as vias urindrias. Estima-se que 70% a 80%
dos célculos renais sejam constituidos de oxalato de cilcio (Massey et al., 1993).

Kayashima & Katayama (2002), investigando o efeito do 4cido oxdlico
sobre a oxidacdo do icido ascérbico na presenca de Cu®* e H,0,, observaram
uma redugdo na velocidade de oxidagfio em uma maneira dose dependente. A
protegio do oxalato contra a oxidagdo do ascorbato pode ser devido a alta
afinidade do oxalato em formar complexos com o jon cobre. Estes resultados
sugerem que o 4cido oxdlico pode ser ttil como um antioxidante natural.

Existem relatos sobre danos provenientes da ingestzﬁ de alimentos

contendo oxalatos, no entanto, um efeito crdnico é observado apenas quando



uma elevada ingestao de oxalato e, baixa ingestdo de calcio e de vitamina D sdo
ministrados por um periodo prolongado (Loures & Jokl, 1990).

Corréa (2000), analisando as folhas de mandioca da cultivar Baiana
submetidas a diferentes formas de secagem, observou teores de dcido oxdlico
variando de 1,94 a 2,75 g/100g de MS. Ja4 Wobeto (2003), aos 12 meses de idade

da planta, encontrou teores que variaram de 1,36 a 2,48 mg/100g de MS.

2.5 Glicosideos cianogénicos

Glicosideos cianogénicos constituem um grupo de substancias naturais
que originam, por hidrdlise, uma cetona ou aldeido, um acticar e um ion cianeto.
A toxicidade destes glicosideos deve-se a liberagiio de cianeto (Barcelos, 2002).
As folhas de mandioca apresentam trés tipos de glicosideos cianogénicos: a
linamarina, a lotaustralina e 2-((6-0-(B-D-apiofuranosil)- B-D-glicopiranosil)oxi-
2-metilbutanonitrila) (Prawat et al. 1995). A linamarina é o glicosideo
encontrado em maior quantidade em folhas de mandioca, cerca de 95%.

A hidrélise de glicosideos - cianogénicos pode ocorrer por acdo
enzimdtica (Figura 7), quando a integridade fisica da planta ¢ danificada. A
hidrélise enzimdtica envolve duas enzimas: a B-glicosidase, que hidrolisa a
ligagdo PB-glicosidica, liberando a cianidrina e um actcar (passo 1) e a
hidroxinitriloliase, que dissocia a cianidrina para originar o correspondente
aldeido ou cetona (passo 2).

O dcido cianidrico exerce efeito toxico no organismo devido a sua
grande afinidade pelo ferro no seu estado férrico. Dessa maneira, reage
rapidamente com o fon trivalente (Fe™) da citocromo oxidase ou citocromo asda
cadeia respiratéria. Como resultado, hd inibicao da etapa citocromo a—citocromo
a;, interrompendo o transporte de elétrons para o oxigénio molecular (Midio &
Martins, 2000). A dose letal de HCN para o homem oscila entre 0,5 e 3,5 mg/kg

de peso corpéreo (Wogan & Marletta, 1993).
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FIGURA 7 Hidrélise da linamarina (McMahon et al., 1995).

O tratamento ¢é dirigido no sentido da reversdo da ligagao do écido
cianidrico com a citocromo oxidase. Um dos tratamentos consiste na
administragdo intravenosa do nitrito de sédio, que converte a hemoglobina em
metemoglobina. O ferro contido no grupo heme, agora no estado férrico,
compete com a citocromo a; pelo 4cido cianidrico. Sendo a afinidade da
metemoglobina pelb cianeto maior, ocorre formagiio de cianometemoglobina e
restauragiio da citocromo oxidase. A remogio do cianeto do organismo ¢ feita
em uma segunda etapa. Para isso, tiossulfato de sédio € administrado
intravenosamente, acelerando-se, assim, a conversio do cianeto por meio da
enzima rodanase em tiocianato, que é muito menos toxico e excretado pela urina
(Midio & Martins, 2000). A hidroxicobalamina (Vitamina B,,) também exerce
fungbes de desintoxicagio, pois retém o cianeto como cianocobalamina, sendo
facilmente liberada pela exposi¢do a luz (Montgomery, 1980).

A partir de observagdes epidemiolégicas, tem-se estabelecido uma
relagio entre a exposicio permanente de glicosideos cianog€nicos e certas
enfermidades: b6cio, neuropatia atixica tropical e Konzo, uma paralisia rdpida e
permanente (Osuntokum, 1981; OMS, 1992). A tolerdncia ao cianeto parece ter

correlagdo com o estado nutricional do individuo, pois deficiéncias de vitaminas
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do complexo B e aminodcidos sulfurados resultam em maior propensio a
intoxicacdes (Montgomery, 1980).

O nivel de cianeto em folhas de mandioca varia de 3 a 4.000 mg/kg de
peso fresco (Barrios & Bressani, 1967; Ravindran & Ravindran, 1988). As
condi¢des de secagem influenciam nos teores de cianeto. Gémez & Valdivieso
(1985) observaram maiores perdas de cianeto pela secagem ao sol (82% a 94%)
do que secagem em estufa a 60°C (68% a 76%). Corréa (2000) obteve menores
teores residuais de cianeto na FFM quando secou as folhas 4 sombra em relagio
a secagem ao sol e em estufa a 30°C40 °C.

Chew (1972) relatou que as folhas de 18 cultivares de mandioca,
cultivadas sob condi¢des idénticas, apresentaram teores de dcido cianidrico que
variaram entre 174 e 622 mg/kg de peso fresco. Assim, a varia¢do do nivel de
cianeto das folhas depende consideravelmente do fator genético.

Brassir & Fafunso (1976), estudando as principais técnicas de pré-
cozimento de folhas de mandioca, observaram que folhas trituradas, cozidas por
15 minutos e, em seguida, lavadas com 4dgua, sofreram redugdes de, em média,
85% do valor original de cianeto nas folhas frescas. Além disso, o cozimento
subseqiiente removeu quase todo o cianeto remanescente, restando de 1 a 2
mg/kg. Esta parece ser a forma mais eficiente de eliminag¢do de cianeto em

folhas de mandioca.

2.6 Hemaglutininas

Hemaglutininas ou lectinas s3ao glicoproteinas que tém a propriedade
especifica de se ligar a certos carboidratos. Devido a esta propriedade as
hemaglutininas podem ligar-se a certos componentes da membrana das células
sangiiineas provocando hemaglutinagdo. Apresentam, em geral, massa molar
entre 80.000 e 130.000 g/mol e um teor de sacarideo em suas moléculas entre
5%-13% (Sgarbieri, 1987).
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As hemaglutininas sio muito difundidas na natureza. Os extratos de
aproximadamente 800 espécies vegetais apresentam atividade aglutinante
(Shibamoto & Bjeldanes, 1996). A toxicidade e a resisténcia térmica das lectinas
sio bastante varidveis entre espécies de leguminosas e mesmo entre variedades
de uma mesma espécie (Sgarbieri, 1987).

Lectinas, a0 serem ingeridas como alimento ou na forma livre e em
grande quantidade, ligam-se a membranas das microvilosidades intestinais
provocando a degradago das células e das vilosidades e, conseqiientemente,
interferindo na absorgéo de nutrientes (Sgarbieri, 1987).

Wobeto (2003) observou reducio da atividade hemaglutinante em
farinha de folhas de mandioca com a maturidade do vegetal, ndo tendo aos 17
meses, sido detectadas a ativ;dade ‘hemaglutinante para as cultivares
Mantiqueira, IAC 289-70 e Mocoté. '

2.7 Lipideos plasmiticos e suas relacdes com doengas cardiovasculares

A hipercolesterolemia é um fator de risco importante no
desenvolvimento das doengas cardiovasculares. Intervengdes terapéuticas no
sentido de normalizar a colesterolemia sdo de grande importancia na prevencao
e diminuicdo da taxa de mortalidade apresentada por essa doenga (Report...,
1988). As doengas corondrias sao responsdveis por aproximadamente 70%-80%
das mortes em individuos acima de 65 anos (Aguila et al., 1997).

Pacientes com niveis de CT superiores a 240 mg/dL (6,2 mmol/L) e
TAG acima de 200 mg/dL (2,3 mmol/L) apresentam hiperlipemia. No entanto,
para se avaliar o risco cardiovascular, é preferivel utilizar a concentragéo de
colesterol na fragio LDL (LDL-c). Numerosos estudos demonstraram que as
concentragdes plasmaticas de LDL-c encontram-se relacionadas, de forma direta
e causal, com o risco corondrio, enquanto que os valores de HDL-c estdo

relacionados de forma inversa. As concentragdes plasmdticas de TAG entre 200
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e 400 mg/dL (2,34,5 mmol/L) também estdo associadas a um risco coronario
elevado, especialmente no caso de estarem acompanhados de valores de HDL-c
inferiores a 35 mg/dL (0,9 mmol/L), em homens e a 40 mg/dL (1,1 mmol/L), em
mulheres (Carmena, 2000). '

« O colesterol, os ésteres do colesterol, bem como os TAG, sio
essencialmente insoliveis em 4gua. Esses lipideos precisam, entretanto, ser
transportados de um tecido de origem (ou o figado, onde s3o sintétizados, ou o
intestino, onde sdo absorvidos) para os tecidos, nos quais eles serdo
armazenados ou consumidos (Lehninger et al., 1995).

Para esse transporte, o organismo utiliza as lipoproteinas plasmadticas
(Figura 8), que sdo agregados de moléculas com forma aproximadamente
esférica. Sdao constituidas de componentes altamente hidrofébicos em seu
interior, como colesterol esterificado, TAG, além de vitaminas lipossoliiveis, e
moléculas periféricas, como fosfolipideos e colesterol nao esterificado. As
proteinas designadas apoproteinas formam segmentos hidrofébicos e
hidrofilicos, podendo ser passiveis ou ndo de transferéncia para outras
lipoproteinas, como a apoproteina periférica ¢ integral (Quitdo & Nakandakare,
1992).

Diferentes combinagdes de lipideos e proteinas ddo origem a particulas
com densidades diferentes, variando de lipoproteinas com densidade muito baixa
(VLDL) até lipoproteinas de alta densidade (HDL). Cada lipoproteina tem uma
fungdo especifica, determinada por seu lugar de sintese, composigdo lipidica e
contetido de apopoproteina (Lehninger et al., 1995).

Os quilomicrons s3o as lipoproteinas maiores e as menos densas,
contendo uma alta propor¢do de TAG. Sua fungdo € transportar os acidos graxos
da dieta para os tecidos onde serio consumidos ou armazenados como

combustiveis (Lehninger et al., 1995). Os quilomicrons formam a maior parte
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FIGURA 8 Estrutura de uma lipoproteina de baixa densidade
(Lehninger et al., 1995).

das lipoproteinas e o numero, o tamanho e a composi¢do das particulas
secretadas dependem do aporte ¢ da natureza dos lipideos absorvidos, ou seja,
particulas grandes sdo formadas durante o pico de absor¢do dos lipideos. A
agregacdo dos quilomicrons em formagdo ocorre no reticulo endoplasmatico das
células do epitélio intestinal e, na face externa do sistema de membranas, ocorre
a sintese da principal apoliproteina dos quilomicrons, a apoB-48. Uma vez
constituidos, sdo transportados do reticulo endoplasmatico para o complexo de
Golgi, onde incorporam novas proteinas em sua superficie, possivelmente a
apoA-I e a apoA-IV, além de carboidratos que constituem a apoB-48 glicosilada
(Camejo & Hurt-Camejo, 2000).

No plasma, as apoA-I e apoA-IV dos quilomicrons sdo transferidas para
a HDL, enquanto ocorre a transferéncia de apo-E e apolipoproteina do grupo C

para os quilomicrons. A apoE modula a associacdo dos quilomicrons com a
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superficie das células e as apoC-II e C-III regulam a atividade da lipoproteina
lipase sobre seus TAG (Camejo & Hurt-Camejo, 2000).

Quando a dieta contém dcidos graxos acima do necessdrio como
combustivel estes sao convertidos em TAG no figado e unidos com
apolipoproteinas especificas, colesterol e ésteres de colesterol, para formar a
VLDL. Os carboidratos em excesso que chegam pela dieta também podem ser
convertidos em TAG no figado e exportados como VLDL. Estas lipoproteinas
sdo transportadas do figado para outros tecidos, onde liberam os dcidos graxos
que serdo utilizados como fonte de energia ou armazenados (adipcitos) em
goticulas lipidicas intracelulares (Lehninger et al., 1995).

A perda dos TAG converte as VLDL em LDL. A LDL carrega o maior
contetido de colesterol, transportando-o para regides onde exerce papel
fisiologico, como formagdo de membranas celulares, de horménios esteroidais e
de sais biliares. Cerca de 60% a 70% do CT do plasma encontram-se nesta
fracdo, dos quais % estdo sob a forma esterificada (Gotto et al., 1986).

A HDL € sintetizada no figado como particulas pequenas ricas em
proteina e contendo relativamente pouco colesterol e ésteres de colesterol. As
HDL contém a enzima lecitina-colesterol aciltransferase, que catalisa a formacao
de ésteres de colesterol a partir da fosfatidilcolina e colesterol, os quais entram
no interior da HDL. Sua funcdo € o transporte de colesterol livre, dos tecidos
periféricos para o figado (transporte reverso do colesterol). E denominado bom
colesterol por sua funcdo e isso torna seu controle muito importante (Leite,
1994).

Um nivel sangiiineo elevado de LDL ou lipoproteinas ricas em
colesterol pode levar a uma maior infiltragdo dessa lipoproteina para o espaco
subendotelial onde sofre modificaces principalmente oxidativas, tornando a
lipoproteina reconhecida pelos receptores scavenger que captam impurezas,

presentes nos macrofagos que, diferentemente dos receptores da LDL nativa,

2
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ndo sio regulados pelo contetido intracelular de colesterol. Assim, a captagéo de
lipoproteinas acarreta aciimulo de colesterol intracelular nos macréfagos,

originando as células espumosas das lesdes ateroscleréticas iniciais (Steinberg et

al., 1989).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Farinha de folhas de mandioca

3.1.1 Colheita e preparo da amostra

Folhas maduras de mandioca (Manihot esculenta Crantz cv. Cacao),
origindrias da Fazenda Rio Grande, municipio de Lavras, MG, foram colhidas
aleatoriamente aos 12 meses de idade da planta (Figura 9), no més de dezembro
de 2007 e transportadas para o Laboratorio de Bioquimica do Departamento de
Quimica da Universidade Federal de Lavras. As folhas foram lavadas em agua
corrente e dgua destilada, colocadas em bancada para escorrer e, em seguida,
secas em estufa ventilada a temperatura de 30°C a 35°C. Os peciolos foram

retirados ap6s 24 horas de secagem. Em seguida, apés um periodo de 48 horas,

FIGURA 9 Parte aérea de mandioca (Manihot esculenta
Crantz cv. Cacao).



as folhas foram trituradas em moinho. A farinha das folhas de mandioca (FFM)
foi armazenada em recipiente de pldstico e estocada em geladeira, até as anilises

e uso nas dietas experimentais. As analises foram realizadas em triplicatas.

3.1.2 Composigio centesimal

As umidades das folhas frescas e da FFM foram determinadas por
dessecagdo em estufa a 105°C até peso constante. O extrato etéreo (EE) foi
determinado utilizando-se extrator continuo tipo Soxhlet. A proteina bruta (PB)
foi dosada pelo conteiido de nitrogénio total, pelo método Kjeldahl, utilizando-se
o fator de conversio 6,25. A cinza, residuo mineral fixo, foi obtida pela
incineragio (550°C) em forno tipo mufla, de uma quantidade definida de FFM,
determinando-se a porcentagem do residuo (AOAC, 1995).

" A fibra em detergente dcido (FDA) e a fibra em detergente neutro (FDN)
foram quantificadas pelo método proposto por Van Soest, descrito por Silva
(1990). Ap6s digestio da amostra com solugdes de detergente acido e detergénte
neutro, os extratos foram filtrados em cadinhos filtrantes e lavados com 4gua
quente e acetona. Os cadinhos foram levados para a estufa (105°C) e a
quantidade de fibras determinada por diferenca de peso.

A lignina foi obtida a partir da FDA, utilizando-se o método do
permanganato de potissio (Silva, 1990). Foram adicionadas solugdes de
desmineralizagdo e permanganato de potissio aos cadinhos contendo a FDA
que, em seguida, foram succionados e lavados com acetona. Os cadinhos foram
levados para a estufa (105°C) e a quantidade de lignina determinada por
diferenca de peso.

A hemicelulose foi obtida por diferenga entre FDN e FDA e a celulose
foi obtida por diferenca entre FDA e lignina. '

O extrato nao nitrogenado (ENN) foi calculado por diferenga, levando-

se em consideragao o teor de FDN para a fibra.



3.1.3 Composicéio mineral

Para quantificar os minerais (Fe, Zn, Mn, Cu, Ca, Mg, P, K ¢ S), a FFM
foi submetida a uma digestio nitroperclérica, em blocos digestores com controle
de temperatura (Malavolta et al., 1997). O fésforo ‘e o enxofre foram
determinados por colorimetria, potdssio por fotometria de chama e ferro, zinco,

manganés, cobre, magnésio e cilcio por espectrofotometria de absorgiio atdmica.

3.1.4 Vitamina C e B-caroteno

O teor de vitamina C na FFM foi determinado pelo método
colorimétrico segundo Roe & Kuether, descrito por Strohecker & Henning
(1967). A vitamina C foi extraida com 4cido oxdlico sob agitacio e, apds
filtragdo, foi dosada no extrato, empregando-se o 2,4-dinitrofenilhidrazina e
usando-se o dcido ascérbico como pédrio.

Para a determinagiio de B-caroteno, a FFM foi homogeneizada com uma
mistura de acetona e hexano (4:6). O extrato obtido foi usado para a leitura de
absorbancia em espectofotdmetro a quatro comprimentos de onda: 453; 505; 645
e 663 nm (Nagata & Yamashita, 1992).

Os cilculos das concentragdes de P-caroteno foram realizados
utilizando-se a seguinte equagao:

B-caroteno (mg/100mL) = 0,216 Ags; - 1,22 Agss - 0,304 Asos+ 0,452 Assy

A concentragio mg/100 mL foi convertida para mg/100 g, considerando-
se a quantidade de FFM utilizada (0,5g) e o volume no qual foi homogeneizada
(15mL).

3.1.5 Saponina
A saponina da FFM foi extraida com etanol sob agita¢do, a temperatura

ambiente. O teor de saponina foi determinado pela reagdo da saponina com o
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anisaldeido, em meio 4cido, produzindo um composto de cor vermelha, cujo
pico de absorbancia ocorre em 430 nm (Baccou et al., 1977). A digitonina foi

utilizada como padréo.

3.1.6 Polifendis

A extragio de polifenéis da FFM foi realizada com metanol 50%, em
refluxo por trés vezes consecutivas, a 80°C. Os extratos de cada extragdo foram
reunidos, evaporados até o volume de 10 mL e submetidos & dosagem de
polifenéis utilizando-se o reagente de Folin-Denis, o qual é reduzido pelos
fenéis a um complexo de coloragdo azul em solugdo alcalina, que € medido a
760 nm. O 4cido tinico foi utilizado como padrdo, conforme metodologia

descrita por Goldstein & Swain (1963).

3.1.7 Oxalato

O oxalato da FFM foi extraido a quente com 4cido cloridrico,
precipitado e quantificado pela titulagdo do oxalato de cdlcio com permanganato
de potissio (Loures & Jokl, 1990).

3.1.8 Cianeto

A extragio dos glicosideos cianogénicos da FFM foi feita utilizando-se
solugdo dcida e a concentragdo de cianeto medida apds acdo enzimdtica da
linamarase obtida das folhas de mandioca, conforme metodologia descrita por

Corréa et al. (2002). O cianeto de potéssio foi usado como padréo.

3.1.9 Atividade de hemaglutinina
A extracio das hemaglutininas da FFM foi realizada empregando-se
solugdo salina, em agita¢@o a temperatura ambiente. A andlise foi feita em placa

de microtitulacdo, fazendo-se uma série de dilui¢Ges na base 2 e, em seguida,



adiciqnando-se a suspensdo de eritrécitos 2% (sangue humano A, Rh*). Apés |
hora, procedeu-se a leitura visual da aglutinagio e nova leitura foi realizada apos
30 minutos. A hemaglutinagio foi determinada visualmente como o
correspondente a0 méximo fator de diluicio o qual mostrou capacidade de

aglutinagdo (Calder6én de la Barca et al., 1985).

3.1.10 Digestibilidade protéica ir vitro

A FFM com teor de nitrogénio conhecido foi agitada com uma solugio
dcida de pepsina por 3 horas e apds’ neutralizagio foi adicionada a solugdo de
pancreatina, deixado-se em agitagdo por 21 horas. Ao finalizar a digestdo, 4cido
tricloroacético a 10% foi adicionado para encerrar a acdo enzimdtica e precipitar
as proteinas ndo digeridas. Ap6s centrifugacio, dosou-se o nitrogénio no
sobrenadante (Akeson & Stahmann, 1964). A caseina foi usada como controle e

os resultados expressos em porcentagem.

3.2 Ensaio biologico

Foram utilizados 32 ratos, machos albinos (Rattus novergicus), da
linhagem Wistar, em fase de crescimento, com peso médio inicial de 129,08 +
22,26 g.

Os animais foram mantidos em gaiolas individuais, em sala com
temperatura de 25 £ 3°C (ciclo dia:noite 12 horas) e com acesso a ragdo e 4gua
ad libitum, por um periodo de 49 dias. O ensaio foi realizado no biotério do
Departamento de Medicina Veterindria da UFLA.

Ap6s adaptagido de 15 dias, com dieta padrdo, os animais foram pesados
e distribuidos aleatoriamente em 4 grupos, com oito animais por grupo,
constituindo os tratamentos: controle - dieta padrio e trés outros grupos

experimentais com dietas contendo 5%, 10% ¢ 15% de FFM. Em todos os
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grupos, as dietas continham 1% de colesterol, mostrando-se isocaléricas e
contendo o mesmo teor de proteina digestivel.

~ As dietas experimentais (Tabela 1) foram preparadas de acordo com
AIN-93G (Reeves et al., 1993) e analisadas em triplicata quanto aos teores de
umidade, extrato etéreo, proteina bruta e cinza (AOAC, 1995) e FDN (Silva,
1990).

TABELA 1 Composi¢ao das dietas experimentais (g/100g)

Grupos
Ingredientes Controle 5% FFM 10% FFM 15% FFM
Amido 40 - 40 40 40
Caseina' 20 19.5 19 18,5
Sacarose 10 10 10 10
Oleo 10 10 10 10
Celulose 5 3.5 2 0,5
Mistura mineral 3.5 3,5 3,5 3,5
Mistura vitaminica 1 I 1 1
Metionina 0,5 0,5 0,5 0,5
Colesterol 1 1 1 1
Caolim 9 6 3 0
FFM 0 5 10 15
Total 100 100 100 100
kcal/100g 358,00 358,24 358,44 358,64
Fibra® 5,00 4,83 4,65 447
Proteina digestivel’ 15,00 15,05 15,11 15,16
Proteina bruta 15 16,11 17,23 18,35

' Contendo 75% de proteina bruta.

2 Os teores de fibra (FDN - 26,50 g/100g) e proteina digestivel (proteina bruta - 29,86
2/100g e digestibilidade protéica - 28,88%) encontrados na FFM foram descontados nos
teores de celulose e caseina, respectivamente, para cada dieta.



3.2.1 Variaveis de desempenho

O consumo de ragdo ¢ o peso dos animais foram acompanhados
semanalmente, calculando-se assim o consumo médio didrio (CMD), o ganho de
peso médio didrio (GMD) e o coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA), este
iltimo calculado pela divisdo do ganho de peso do animal pelo total de alimento

ingerido, conforme Pellett & Young (1980).

3.2.2 Sacrificio dos animais e colheita das amostras

Ao término do experimento, os animais foram deixados em jejum por
cerca de 12 horas e, em seguida, foram anestesiados com éter etilico por
inalagcdo em cimara fechada. O sangue foi retirado dos grandes vasos
abdominais e, em seguida, centrifugado a 3.000 rpm, por 5 minutos, em
centrifuga Eppendorf/Centrifuge 5415, para a obtengdo do plasma, o qual foi
armazenado em freezer a -10°C. |

O figado foi retirado por meio de laparotomia mediana, lavado em
solugdo salina 0,9%, pesado, e estocado a -25°C para posteriores andlises de

umidade, extrato etéreo, colesterol total (CT) e estudo histopatolégico.

3.2.3 Andlises no sangue
As anidlises de CT no sangue dos animais experimentais foram
realizadas no inicio do experimento e ao fim de cada semana. As demais

andlises, no sangue e figado, apenas ao fim da dltima semana.

3.2.3.1 Colesterol total
A dosagem de CT no sangue dos animais foi feita pelo método da

colesterol oxidase, utilizando-se o kit enzimatico-colorimétrico Bioclin®. Os
ésteres de colesterol foram hidrolisados e, apés oxidagdo, reagiram com 4-

aminoantipirina, dando origem a um composto avermelhado, cuja intensidade ¢
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diretamente proporcional 2 concentragéo de colesterol na amostra. As leituras de

absorbincia foram feitas a 500 nm.

3.2.3.2 Colesterol na fracio HDL

Para a dosagem de colesterol na fragdo HDL (HDL-c), foi utilizado o
sistema para precipitagio de proteinas. Neste método o colesterol na fragao
VLDL (VLDL-c), o colesterol na fragio LDL (LDL-c) e os quilomicrons foram
precipitados pelo 4cido fosfotungstico e cloreto de magnésio, ap6s
centrifugagio. O HDL-c foi determinado no sobrenadante, utilizando-se a

mesma metodologia de dosagem de CT.

3.2.3.3 Triacilgliceréis

Os tracilgliceréis (TAG) foram determinados utilizando-se o Kit
enzimético-colorimétrico Bioclin®. Os TAG presentes na amostra foram
hidrolisados e quantificados pela formagio de um composto final colorido, cujo

pico de absorbéncia ocorre em 500 nm.

3.2.3.4 Colesterol nas fracdes VLDL + LDL e relaciio entre colesterol na
fracdo HDL e colesterol total
O VLDL-c + LDL-c foi determinado pela férmula:
‘ VLDL-c + LDL-c =CT - HDL-<

A relagdo entre os teores de HDL-c e CT foi também determinada.

3.2.3.5 Atividades de aspartato aminotransferase, alanina aminotransferase
e fosfatase alcalina
As atividades de aspartato aminotransferase (AST; EC 2.6.1.1), alanina
aminotransferase (ALT; EC 2.6.1.2) e fosfatase alcalina (FA; EC 3.1.3.1) foram

medidas usando um kit comercial Bioclin®. O oxaloacetato ou piruvato
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produzidos pela agdo das enzimas AST ou ALT, respectivamente, reagiram com
a dinitrofenilhidrazina. A intensidade de coloragio da hidrazona formada em
meio alcalino é proporcional a quantidade de oxaloacetato ou piruvato, em
fungdo da atividade enzimética. A leitura foi feita a 505 nm.

+ A FA presente na amostra hidrolisa a timolftaleina monofosfato,
liberando timolftaleina e fosfato inorginico. A atividade enzimdtica €
proporcional a quantidade de timolftaleina formada que, em meio bisico,

adquire cor azul, cujo pico de absorbancia se di em 590 nm.

3.2.3.6 Substancias reativas ao dcido tiobarbitirico

A concentragdo de substincias reativas ao icido tiobarbitirico (TBARS)
foi determinada como um marcador da peroxidagdo lipidica, utilizando o
coeficiente de extingdo molar 1,56 x 10°, segundo método do Instituto Adolf
Lutz (1985). O pigmento produzido na reagdo colorimétrica, cujo pico de
absorgdo se dd em 535 nm, € resultante da condensagio de duas moléculas de

dcido tiobarbitirico e uma de dialdeido maldnico (Figura 9) (Araiijo, 2004).

HS\‘/ S N HO. ’NYSH
— I
\(\r C Ch \ %CH—CH-CN-I(N
OH
TBA MDA Amax= 535 nm

FIGURA 10 Reagio entre o dcido tiobarbitdrico (TBA) e o dialdeido malénico
(MDA).
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3.2.4 Anilises no figado

3.2.4.1 Umidade e extrato etéreo

A umidade e o teor de extrato etéreo foram determinados utilizando-se
as metodologias propostas pela AOAC (1995). Os figados foram secos a 65 °C
até peso constante, finamente triturados e desengofdurados com éter etilico em

cartuchos de celulose, durante seis horas, em extrator tipo Soxhlet.

3.2.4.2 Colesterol total

As amostras de figado secas e trituradas foram submetidas a extragao
lipidica com cloroférmio e metanol (2:1), conforme Folch et al. (1957). A
dosagem foi realizada da mesma forma que para as andlises sangiiineas.
3.2.4.3 Andlise histopatolégica -

Um fragmento de figado de cada rato foi fixado em formalina 10%.. Os
fragmentos foram embebidos em parafina, seccionados (Spm) € corados com
hematoxilina e eosina (método HE). As laminas foram avaliadas em
microséépio e identificadas quanto a presenca de esteatose hepitica (infiltracdo

gordurosa) com lesdo leve (+), moderada (++) ou acentuada (+++).

3.2.5 Anilise estatistica e procedimentos gerais

O delineamento estatistico foi inteiramente casualizado com quatro
tratamentos, que foram grupo controle e grupos contendo 5%, 10% e 15% de
FFM, com oito repeticbes, representando, cada animal, uma parcela
experimental. ‘

Utilizou-se a andlise de varidncia para as andlises estatisticas dos

resultados e quando significativa, o teste de Scott-Knott com p<0,05 foi
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empregado para comparagdo a entre as médias, usando o programa Sisvar
(Ferreira, 1999).

Para as varidveis CT, CMD, GMD, CEA e peso corpéreo usou-se o
esquema de parcelas subdivididas no tempo. Para a descri¢do destas varidveis
em fungdo do pericdo experimental (semanas), foram feitas andlises de
' regressao. |
Na Figura 11 € mostrado o fluxograma dos procedimentos gerais

realizados com os animais experimentais.



32 ratos machos Wistar desmamados - Adaptagdo/15 dias (dieta padrao)

J

Pesados e distribuidos aleatoriamente em 4 grupos (n=8), recebendo as dietas

por 7 semanas - todas isocaléricas € com 1% de colesterol

[ Controle | 5%FFM | 10%FPM | I5%FFM |
| )
Colheita de sangue, consumo e pesagem dos animais | CMD
(inicio do experimento e ao fim de cada semana) GMD
CEA
’ -
CT, TG, HDLc,
CT/HDLc,
Colheita de sangue | VLDLc + LDLc,
(final do experimento) TBARS,
 AST,ALT eFA
I
CT,EE
Colheita do figado { Umidade
PF seco/PC
Histopatologia
.

FIGURA 11 Fluxograma dos procedimentos gerais realizados com os animais

experimentais

FFM - farinha de folhas de mandioca

CT - colesterol total

CMD - consumo médio didrio

GMD - ganho médio didrio

CEA - coeficiente de eficiéncia alimentar
TAG - triacilglicerol

HDL-c - colesterol na fragio HDL
VDL-c - colesterol na fragio VLDL
LDL-c - colestero! na fracdo LDL
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TBARS - substiincias reativas ao icido
tiobarbitirico

EE - extrato etéreo

AST - aspartato aminotransferase

ALT - alanina aminotransferase

FA - fosfatase alcalina

PF seco/PC - peso do figado seco/peso
corporal



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Farinha de folhas de mandioca
Na Tabela 2 s@o apresentados os resultados da composi¢do centesimal
da farinha de folhas de mandioca (FFM).

TABELA 2 Composicio centesimal da farinha de folhas de mandioca (FFM)

Constituintes g/100g de FFM"
Umidade’ | 8,31 0,04
Extrato etéreo 9,20 £ 0,03
Proteina bruta 29,86 0,10
Fibra (FDN°) 26,50 + 2,61
Cinza 6,15+0,52
ENN* 19,98 = 2,74

' Média de trés determinagdes + desvio-padrdo.

% Umidade das folhas frescas de mandioca: 67,93 £ 0,06 g/100g
3 FDN - fibra detergente neutro

* ENN - extrato ndo nitrogenado

O teor de proteina bruta (32,56 g/100g de matéria seca - MS) est4 dentro
da faixa de variagdo relatada em outros trabalhos (18,94 a 34,82 g/100g MS),
para as folhas de outros cultivares de mandioca (Rogers & Milner, 1963;
Carvalho et al., 1986; Madruga & Camara, 2000; Corréa, 2000; Ortega-Flores et
al., 2003a; Wobeto, 2003).

Os teores de extrato etéreo e cinza na FFM (10,03 e 6,71 g/100g MS)
estio de acordo com os encontrados na literatura, que variaram de 6,64 a 15,24
g/100g MS e 4,65 a 7,39 g/100g MS, respectivamente (Rogers & Milner, 1963;
Ross & Enriquez, 1969; Madruga & Camara, 2000; Ortega-Flores et al., 2003a).
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Na Tabela 3 sao apresentados os teores dos componentes da fibra

alimentar da FFM, com base na matéria seca.

TABELA 3 Componentes da fibra alimentar da farinha de folhas de

mandioca (FFM)
Componentes 2/100g MS'-
FDN® 28,90 + 2,85
FDA® 22,35+ 0,68
Lignina 16,30 = 0,40
Celulose 5,55+0,28
Hemicelulose 6,55+ 1,55

" MS - matéria seca; média de trés determinagSes * desvio-padro.
, ;

= FDN - fibra detergente neutro

3 FDA - fibra detergente dcido

Reed et al. (1982), avaliando a composi¢do quimica de folhas de
mandioca, encontraram teores para FDN (35,40 g/100g MS), lignina (7,20
g/100g MS) e FDA (19,10 g/100g MS) diferentes dos encontrados neste
trabalho. No entanto, Corréa (2000) encontrou valores de FDN (32,82 g/100g
MS) préximos aos deste trabalho e para FDA (26,81 g/100g MS) foram também
diferentes. Essas diferengas encontradas, provavelmente, sdo inerentes a cultivar
e devido a idade da planta e 2 maturidade das folhas.

Na Tabela 4 estao expressos os teores dos minerais Fe, Zn, Mn, Cu, Mg,
Ca, P, K e S da FFM. O teor de Fe foi inferior aos encontrados por Wobeto
(2003) e Fonseca (1996), que variaram de 125,4 a 290,3 mg/kg de MS e se
apresentaram dentro da faixa citada por Chavez et al. (2000), de 61,5 a 151
mg/kg MS.

A absorcio de Fe no solo diminui quando aumentam-se as

concentracdes de Zn, Ca e Mg (Fonseca, 1996). Dessa forma, o menor teor de
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Fe da FFM pode estar relacionado aos elevados teores de Zn e Ca, que foram
maiores que os encontrados por Fonseca (1996) e Wobeto (2003), que variaram
para Zn de 31,33 a 68 mg/kg de MS e para Ca de 0,72 a 1,06 g/100g MS. Além
da maior concentracio de Zn e Ca no solo, o pH pode também ter

influenciado a absor¢io deste mineral pela planta.

TABELA 4 Teores de minerais da farinha de folhas de mandioca

Minerais Teores'

Ferro 105,77 + 1,39 (mg/kg MS)
Zinco 91,89 + 6,47 (mg/kg MS)

Manganés 333,69 + 3,95 (mg/kg MS)
Cobre 14,02 = 1,35 (mg/kg MS)

Magnésio 0,25 + 0,00 (g/100g MS)

Cilcio ’ 1,43 £ 0,01 (g/100g MS)

Foésforo 0,19+ 0,01 (g/100g MS)

Potissio 1,19 0,02 (g/100g MS)

Enxofre . - 0,31 £ 0,01 (g/100g MS)

'Média de trés determinagGes + desvio-padrio.

Nwokolo (1987), para obter informagdes sobre a biodisponibilidade dos
minerais da FFM, elaborou um ensaio com pintos, no qual foi determinada a
digestibilidade verdadeira dos mesmos. As folhas de mandioca apresentaram alta
biodisponibilidade de Ca (78%), moderadamente alta de P (62,2%), Cu (59,7 %)
e Mg (58,6 %), média de K (49,1 %) e baixa de Zn (43,7 %), Mn (40,3 %) e Fe
(38,3 %).

O teor de Mn encontrado na FFM foi superior aos encontrados na
literatura (50,3 a 192,87 mg/kg de MS) (Chavez et al., 2000; Wobeto, 2003) e os
de Cu, Mg e Ca estio dentro da faixa de variagdo (4,05 a 29,1 mg/kg, 0,16 a
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0,35 g/100g e 0,8 a 2,32 g/100g de MS, respectivamente) para FFM de outras
cultivares e diferentes idades do vegetal (Wobeto, 2003; Madruga & Camara,
2000; Carvalho et al., 1986).

Os niveis de P e K observados estio na faixa relatada na literatura (0,12
a033e 1,12 al1,68 g/l00g MS) para a FFM (Fonseca, 1996; Cimara &
Madruga, 2001; Wobeto, 2003).

Chavez et al. (2000) encontraram, nas folhas de 20 clones de mandioca,
teores de S de 0,26 a 0,30 g/100g de MS, valores préximos ao observado neste
trabalho (0,31 g/100g MS).

Os fatores que provavelmente influenciaram as eventuais diferengas nos
valores dos minerais analisados na FFM foram a maturidade do vegetal, as
caracteristicas genéticas das cultivares, pH e niveis destes nutrientes no solo.

As folhas de mandioca sdo particularmente ricas em Fe, Zn, Mn, Mg e
Ca (Ravindran, 1993). A FFM estudada possui teores mais elevados destes
minerais que hortalicas folhosas convencionais, o que pode ser observado nos
dados da Tabela 5.

TABELA 5 Comparagdo entre alguns minerais de hortaligas folhosas (mg/100g
em matéria fresca) e a farinha de folhas de mandioca analisada neste trabalho

Couve Folhas de

Minerais Espinafre' comum’ Repolho® brécolis’  Agriio' FFM
Fe 3.8 1,17 0,7 1,65 3,39
Zn 0,33 0,67 295
Mn 0,57 4,00 10,70
Mg 6400 40,14 80,17
Ca 302,70 43,00 168,00 458,61
"Franco (1992).

2Santos (2000).

*Chitarra & Chitarra (1990).
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Os teores de Vitamina C e p-caroteno (257,64 e 14,11 mg/100g MS) da
FFM estao de acordo com os dados da literatura (1,70 a 419,00 e 4,74 a 137,38
mg/kg MS, respectivamente) para FFM de diferentes cultivares (Carvalho et al.,
1986; Chavez et al., 2000; Corréa, 2000; Wobeto, 2003).

« O teor de vitamina C (82,62 mg/100g matéria fresca - MF) na FFM
compara-se aos da couve-flor (82,00 mg/100g MF) e couve (92,00 mg/100g
MF) e sdo superiores aos do repotho (43,00 mg/100g MF), do rabanete (28,00
mg/100g MF) e do espinafre (41,00 mg/100g MF) (Chitafra & Chitarra, 1990).

O teor de B-caroteno (4,52 mg/100g MF) da FFM deste trabalho
compara-se ao da cenoura crua (4,58 mg/100g MF), sendo superior ao da couve-
chinesa (1,34 mg/100g MF) e relativamente inferior ao de algumas hortaligas
folhosas, como mostarda (6,04 mg/100g MF) e taioba (6,57 mg/100g MF)
(Almeida & Penteado, 1987; Minazzi-Rodrigues & Penteado, 1989).

Na Tabela 6 sao mostrados os teores de saponina, polifendis, oxalato,

cianeto, atividade hemaglutinante e digestibilidade protéica in vitro da FFM.

TABELA 6 Fatores antinutricionais e digestibilidade protéica in vitro da
farinha de folhas de mandioca (FFM).

Constituintes FFM'

Saponina 1,07 £ 0,09 (g/ 100g MS)
Polifenéis 4,72 £ 0,64 (g/ 100g MS)
Oxalato " 1,59 £0,12 (g/ 100g MS)
Cianeto 123,64 + 13,42 (mg/100g MS)
Atividade hemaglutinamf:2 2
Digestibilidade protéica in vitro 28,88 £ 0,18 (%)

TMédia de trés determinagdes + desvio-padrio.
20 resultado indica a maior dilui¢fio do extrato que ainda produziu aglutinagio visivel
em sangue (tipo A Rh"). O niimero expressa o expoente da base 2, referente a diluigdo.



Wobeto (2003) encontrou niveis de saponina na FFM, independente da
cultivar e aos 12 meses de idade da planta, variando de 1,74 a 4,41 g/100g de
MS. O método utilizado para ambos os trabalhos foi o mesmo. Dessa forma a
diferenca observada, provavelmente, deve-se a cultivar analisada, dentre outros
fatores.

Os teores de polifendis e oxalato e a digesiibilidade protéica in vitro da
FFM estdo dentro da faixa de variagdo encontrada na literatura (2,27 a 10,64
g/100g MS, 1,35 a 2,88 g/100g MS e 28,91% a 52,63%, respectivamente) para
diferentes cultivares e processamentos (Padjama, 1989; Fonseca, 1996; Corréa,
et al., 2002; Wobeto, 2003).

O teor de cianeto na FFM foi superior aos encontrados por Corréa
(2000), cultivar Baiana, para folhas secas em estufa a 30°C ¢ 40°C (36,22 ¢
56,46 mg/100g MS, respectivamente) e aos encontrados por Wobeto (2003),
para diferentes cultivares ¢ idades da planta e folhas secas a2 sombra (12,_38 a
35,02 mg/100g MS). No entanto, Ravindran & Ravindran (1988) encontraram
para folhas maduras secas ao sol e em seguida em estufa a 60°C por 24 horas,
valores superiores (780 mg/100g MS). [Esta ampla variagdo deve-se,
provavélmente, as diferengas genética entre cultivares, as idades da planta, a
fertilidade do solo, e as formas de secagem das folhas.

A dose letal (DLg) de cianeto por via oral varia de 0,5 a 3 mg/kg de
peso corporal (Wogan & Marletta, 1993). Assim para o cianeto encontrado na
FFM estudada, a ingestdo de 15 g de farinha para um individuo de 70 kg, que
corresponde a 0,26 mg de cianeto/kg de peso corporal, ou como vem sendo
usada na formulagdo de novos produtos na proporgio de 3%, poderia ser
considerada segura. Porém, € necessdrio ressaltar a toxicidade cyc‘mica atribuida
ao consumo de doses menores de cianeto em um intervalo de tempo maior.

Foi encontrada atividade hemaglutinante na FFM até a segunda dilui¢do

na base 2 (2%, porém, Wobeto (2003) detectou hemaglutinacio em FFM até a
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primeira diluigio na base 2 (2'). Segundo Wobeto, as espécies vegetais
apresentam toxidez bastante varidvel e testes (toxicolégicos seriam

recomenddveis com a hemaglutinina da FFM.
4.2 Ensaio biolégico

4.2.1 Dietas e varidveis de desempenho

A adicdo da quantidade médxima de 15% FFM usada nas dietas
experimentais foi baseada no estudo feito por Ortega-Flores et al. (2003a), que
utilizaram a FFM como fonte protéica. Eles empregaram trés niveis de FFM:
12,5g, 25g e 50g por 100g da dieta. Os resultados mostraram que apenas a dieta
com 12,5 g de FFM nio apresentou reducdo significativa quando comparada ao
grupo controle em relagdo aos pardmetros coeficiente de eficiéncia alimentar
(CEA), ganho de peso médio diario (GMD) e consumo médio didrio (CMD).
Portanto, valores préximos a 12,5g de FFM por 100g da dieta ndo trariam
prejuizos para o desenvolvimento dos animais.

As dietas oferecidas aos animais em fase experimental foram submetidas
A anilise de composi¢iio centesimal, a qual segue apresentada na Tabela 7.

Observa-se que os teores de proteina bruta aumentaram da dieta controle
para as dietas contendo 5%, 10% e 15% de FFM. pois levou-se em conta o teor
em proteina bruta e a digestibilidade protéica in vitro da FFM na elaboragdo das
mesmas.

Os teores de FDN da FFM foram considerados na elaborag@o das dietas
e, portanto, os grupos com quantidades crescentes de FFM apresentaram

praticamente a mesma concentracdo de FDN.
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TABELA 7 Composicio centesimal das dietas experimentais em g/100g'

Dietas

Constituintes Controle 5% FFM 10% FFM 15% FFM

Umidade 9,22 +0,05 8,08 £0,28 9,12 +0,06 9,31 +0.10
Lipideos 1036 +0,28 11,74+0,84 10,95+0,60 10,52 +0,68
Proteina bruta 14,71 0,67 16,79+0,52 18,670,119 19,81 +0,35
Cinza 10.67+042 8,50+0,14 6,18 £0,26 3,21 +0,16
FDN’ 589%021 552+037 597+046 . 523+0,13
ENN? 4936+0,38 49,09+1,82 4970=1.11 51,89=1,01

"Média de 3 determinagdes * desvio-padrio
*FDN - fibra detergente neutro
*ENN - extrato ndo nitrogenado

Na Tabela 8 estio apresentadas as médias do CMD, GMD e CEA. As
andlises de variancias para estas varidveis, utilizando-se o esquema de parcelas
subdivididas no tempo, mostraram diferencas significativas, a 1% de

probabilidade, pelo teste F, apenas para o tempo (Tabela 1, Anexo).

TABELA 8 CMD e GMD e CEA dos ratos com as dietas, durante a fase
experimental

Dietas' CMD (g) GMD (g) CEA
Controle 14,92 2,97 0,187
5% FFM 15,01 2,93 0,198
10% FFM 14,86 2,92 0,198
15% FFM 14,73 2,93 0,204

' Controle - dieta padrio e dietas contendo 5%, 10% e 15% de FFM, todas com 1%
de colesterol.

CMD - consumo médio didrio

GMD - ganho de peso médio didrio

CEA - coeficiente de eficiéncia alimentar
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Ross & Enriquez (1969), avaliando o valor nutritivo de FFM adicionada

as dietas nas proporgoes 0%, 3%, 5%, 10%, 15% e 20% em pintos, ndo
encontraram diferengas significativas para o ganho de peso até a propor¢io 15%
de FFM nas dietas. Ortega-Flores et al. (2003a) observaram que nio houve
diferencas significativas para tratamentos sobre o consumo da ragdo, ganho de
peso e CEA quando 12,5 g de FFM/100g da dieta, correspondente a 2,5% como
fonte de proteina, foram adicionados em dietas para ratos. Estes dados estio de
acordo com os encontrados neste trabalho.

A adicdo de FFM ndo causou redugido na ingestdo das dietas, o que
implica que, nestes trés niveis analisados (5%, 10% e 15%), o sabor da FFM nio
interferiu na sua aceitacio pelos animais.

Na Figura 12 sdo mostrados os dados do CEA dos grupos durante a fase
experimental. No inicio do experimento, os valores do CEA foram maiores e,
com o passar das semanas, foram decrescendo e, ao final do experimento, se
mostraram proximos a zero, indicando que, no decorrer da tltima semana, nio

houve conversao liquida de alimento em peso corporal.
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FIGURA 12 CEA dos ratos com as dietas, durante
a fase experimental.

Na Figura 13 estd representada a curva de crescimento dos ratos tratados
por 7 semanas com dieta controle e contendo 5%, 10% ¢ 15% de FFM. A
andlise de varidncia para os pesos dos animais no decorrer da fase experimental
(curva &e crescimento) mostrou diferencga significativa, a 1% de probabilidade,

pelo teste F apenas para o tempo (Tabela 2, Anexo).
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concentragao de colesterol na dieta leva a uma menor atividade desta enzima
(Lehninger et al., 1995) e, provavelmente este foi o fator responsdvel pela
reduciio do CT sangiiineo nas ultimas semanas (Figura 13).

Na Tabela 9 sdo apresentados os teores médios das fragdes lipidicas no
sangue dos ratos experimentais. As andlises de variancia dos teores de CT,
colesterol na fragdo HDL (HDL-c), colesterol nas fragées VLDL + LDL
(VLDL-c + LDL-c) e relagao HDL-c/CT no sangue, ao final do experimento,
ndo mostraram diferencas significativas, pelo teste F (Tabela 3, Anexo).

Apesar do grupo controle ter apresentado as menores médias para CT e
VLDL-c+LDL-c e as maiores para HDL-c e relagio HDL-c/CT, elas ndo foram

estatisticamente diferentes das dietas com FFM.

TABELA 9 Teores médios de parametros lipidicos (mg/dL) e de TBARS
(nmol/mL) no sangue dos ratos, apds 7 semanas com as dietas experimentais

; : VLDL-<c
Dietas’' _CT___ TAG HDL-c HDLc/CT +LDL-c TBARS®
Controle 77,65 23,70 . 49,03 0,613 31,60 098a
5% FFM 91,32 26,02 45,34 0,528 46,39 093a
10% FFM 83,84 23,58 45,82 0,559 38,61 0,75b
15% FFM 85,17 29,73 42,40 0.489 44,50 055b
TControle - dieta padrdo e dietas contendo 5%, 10% e 15% de FFM, todas com 1% de
colesterol.
2 L etras diferentes na coluna indicam que as médias diferem entre si pelo teste Scott-
Knott (p <0.05).
CT - colesterol total
TAG - triacilglicerol
HDL-c — colesterol na fragao HDL
VLDL-c + LDL-¢ - colesterol nas fragdes VLDL e LDL

Vilas Boas (1979) avaliou o efeito da presencga de fibras de folhas de

mandioca sobre o CT sangliineo em ratos, aos 15 dias, 30 dias e 45 dias. As
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dietas apresentaram 6%, 19,2% ¢ 28,8% de FFM e 0,2% de colesterol.
Observou-se aumento de CT aos 30 dias e reducdo aos 45 dias para o grupo
controle (sem FFM) e para os grupos alimentados com dieta contendo 19,2% e
28,8% de FFM. Na Figura 13 observa-se 0 mesmo comportamento. As dietas
nio reduziram o nivel do CT sangiiineo dos ratos. Ao contrrio, ocorreu um
aumento significativo em relagio ao grupo controle. A autora concluiu que o
aumento do CT pode ser uma conseqiiéncia de algum fator que favorega a sua
absorgdo e que a concentragdo de fibras na dieta pode ndo ter sido suficiente
para reduzir a absor¢io do colesterol.

Considerando-se o teor de lignina da FFM, as dietas com 15%, 10% e
5% de FFM apresentaram 2,31, 1,54 e 0,77 g de lignina/100g de dieta,
respectivamente. Valencia & Chavez (1997), investigando o efeito da
suplementacdo de 1,25% de lignina, por um periodo de 4 semanas, observaram
que os niveis de TAG no plasma foram significativamente reduzidos no grupo
controle € no grupo com alta ingestdo de colesterol. No entanto, neste trabalho
ndo foi observado tal efeito, provavelmente devido ao tipo de lignina das folhas
de mandioca. Segundo Marquéz (2004), .quanto maior a hidrofobicidade da
molécula de lignina, maior é sua capacidade para formar complexos com
colesterol e ou 4cidos biliares. Ou, talvez, porque a lignina da FFM, por estar
contida na matriz do alimento, foi impedida de exercer sua agao.

Rao & Kendall (1986), avaliando o efeito da saponina (Quillaja
saponaria Molina), demonstraram que um teor de 0,75% adicionado a dieta, em
ratos, reduziu significativamente a concentragio de TAG e CT no soro,
comparados com o controle (sem colesterol), apds 24 semanas. Considerando a
quantidade de saponinas na FFM, as dietas com 15%, 10% e 5% de FFM
continham 0,147, 0,098 e 0,049g/100g, respectivamente, quantidades
relativamente inferiores. Os mesmos autores relataram que um periodo de 8

semanas ndo foi suficiente para reduzir os lipideos sangiiineos. Jenkins & Atwal
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(1994), analisando o efeito de diferentes tipos de saponinas, sarsaponin,
gypsophila e quillaja, na propor¢do 0,1%, 0,3% e 0,9%, em pintos, por 28 dias,
sobre as concentragdes de CT ¢ HDL-c, também nfio encontraram diferengas
significativas entre os tratamentos. Assim, além dos menores niveis de
saponinas ingeridos pelos animais, um periodo de 7 semanas provavelmente nio
foi suficiente para reduzir os lipideos sanguineos. v

Zdunczyk et al. (2002), avaliando a atividade biolégica de extratos de
polifendis de diferentes fontes, como catequinas de chd verde e taninos
condensados de feijao faba, adicionados 2 dieta na proporgio de 0,8g de
polifendis/100g de dieta, verificaram que apenas o extrato de catequina diminuiu
o CT e a LDL-c no sangue. Sabe-se que folhas de mandioca sdo ricas em
polifendis e especialmetne taninos condensados (Reed et al., 1982).
Considerando-se a quantidade de polifenéis na FFM, 4,33 g/100g, as dietas com
15%, 10% e 5% de FFM apresentaram 0,66; 0,44 e 0,22 g de polifenéis/100g de
dieta, respectivamente. Parece que esses teores de polifendis, além de menores
em relacdo ao estudo citado e sendo principalmente taninos, nio foram
suficientes para reduzir os teores de CT ¢ a LDL-c + VLDL-c no sangue dos
animais experimentais.

O uso de plantas medicinais com atividade antioxidante estd diretamente
relacionado ao contetido de taninos € flavondides e, conseqiientemente, a sua
atividade de sequestrar radicais livres (Fengllin et al.,, 2004). Como a FFM
analisada apresentou uma quantidade considerivel de polifenéis (4,33 g/100g),
além da vitamina C (236,23 mg/100g) e B-caroteno (12,94 mg/100g), ao final do
experimento, analisaram-se os teores de substincias reativas ao 4cido
tiobarbitirico (TBARS) no sangue como marcador da peroxidacao lipidica.

O grupo controle apresentou o teor médio de TBARS de 0,98 nmol/mL,
e os grupos com 5%, 10% e 15% de FFM, 0,93 nmol/mL; 0,75 nmol/mL; 0,56

nmol/mL, respectivamente (Tabela 9). A anilise de varidncia para estes dados
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mostrou diferenca significativa a 1% para o teste F (Tabela 4, Anexo). Os
grupos contendo 10% e 15% de FFM nio foram estatisticamente diferentes entre
si, porém, foram menores (p<0,01) que os outros dois grupos. Constatou-se que
as dietas contendo acima de 10% de FFM inibiram a formagdo de dialdeido
maldnico, mostrando que houve ag3o antioxidante dos compostos presentes

nesta farinha.

4.2.3 Atividades de aspartato aminotransferase, alanina aminotransferase,
fosfatase alcalina e anilises no figado

Na Tabela 10 estdo apresentados os valores médios para as atividades
destas enzimas no sangue. A andlise de varidncia mostrou-se ndo significativa
(Tabela 4, Anexo) para as enzimas fosfatase alcalina (FA), aspartato

aminotransferase (AST) e significativa para a alanina aminotransferase (ALT).

TABELA 10 Atividades de enzimas' no sangue dos ratos, ap6s 7 semanas com
as dietas experimentais

Dietas”, FA (U/L) AST (U/mL) ALT (U/mL)

Controle 62,56 133,62 42,21 a

5% FFM 71,45 149,62 89,08b
10% FFM 61,30 141,20 7891 b
15% FFM 56,50 144,28 69,94 b

" Letras diferentes na coluna indicam que as médias diferem entre si, pelo teste Scott-
Knott (p <0,05). :

2 Controle - dieta padrio e dietas contendo 5%, 10% e 15% de FFM, todas com 1% de
colesterol.

FA —fosfatase alcalina

AST - asparatato aminotransferase

ALT - alanina aminotransferase

A enzima AST é uma enzima encontrada em maior quantidade nas

mitocdndrias, cerca de 80%, e nao € liberada tdo ripido como a ALT, a qual é
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uma enzima puramente citosélica. AST estd presente em altas concentragbes em
um grande nimero de tecidos, tal como coragdo, figado, misculo esquelético,
rins e pincreas. A ALT ¢ primariamente limitada ao citosol dos hepatéeitos e
econsiderada um indicador altamente sensivel de dano hepatocelular e, dentro de
limites, pode fornecer uma taxa quantitativa do grau de danificagdo sofrido pelo
figado (AI-Habori et all.. 2002). Dessa forma, o aumento apenas na atividade da
enzima ALT deve-se provavelmente, 2 sua maior incidéncia no citoplasma dos
hepatdcitos e, portanto, pode ser liberada mais facilmente que AST, a qual se
encontra majoritariamente nas mitocondrias.

Hervis et al. (2003) estudaram a toxicidade de extratos de taninos do
vegetal Quebrancho, em cabras, nas propor¢des 0; 0,5; 1,5 e 3g de tanino/kg do
peso corporal, administrado intra-ruminalmente uma vez ao dia, por um periodo
de 21 dias. As atividades das enzimas FA ¢ AST ndo sofreram alterages em
todos os niveis de taninos. J4 a atividade da ALT aumentou significativamente
para o grupo que recebeu a dose 1,5g de tanino/kg de peso corporal.
Comparando-se os teores de taninos ministrados as cabras com os teores de
polifenéis ingeridos diariamente pelos ratos: 0,148; 0,296 e 0,444g de
polifenéis’kg de peso, para as dietas com 5%, 0% e 15% de FFM,
respectivamente, observa-se que foram inferiores. Como o periodo experimental
do estudo citado foi maior, pode ser que os taninos na FFM tenham contribuido
para a maior atividade da enzima ALT.

Okafor et al. (2002) investigaram os efeitos bioquimicos da exposigdo
ocupacional e dietética do cianeto, a partir do processamento em grande escala e
ingestio de mandioca, em humanos. Pessoas envolvidas no processamento de
mandioca por mais de seis meses e consumidores freqiientes e infrequentes de
mandioca foram usados para um estudo de caso. Ocorreu um aumento em mais
de 10% acima do normal de atividade da AST em 40% dos processadores; no

entanto, esta diferenca ndo foi significativa. As atividades de ALT e FA ficaram
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dentro dos valores normais em todos os casos estudados. Neste trabalho, o
cianeto presente na FFM e demais componentes, no periodo de 7 semanas, nao
provocou diferencas significativas nas atividades das enzimas AST, ALT e FA.

Para verificar possiveis danos hepatocelulares causados por substancias
téxicas presentes na FFM, fez-se também o estudo histopatoldgico,
complementando-se os dados obtidos nas andlises enzimdticas (AST, ALT e
FA).

O estudo histopatolégico revelou vacuolizagio do citoplasma dos
hepatécitos, vista predominantemente na regidao perilobular, para todos os
grupos. No entanto, a freqiiéncia de animais com vacuolizag¢do acentuada foi
superior nos grupos que receberam dietas com FFM (Figura 15). O acimulo
intracelular de dgua também produz vactiolos no citoplasma dos hepatécitos,
mas o menor teor de umidade para os grupos com dieta contendo FFM e o maior
teor de extrato etéreo indicam a ocorréncia de degenera¢ao gordurosa nos

hepatdcitos.

Nuimero de animais

Controle 10% FFM

@ Vacuolizagao leve (+)
m Vacuolizagdo moderada (++)
Vacuolizagao acentuada (+++) |

FIGURA 15 Distribuigio das lesdes observadas na andlise histopatoldgica
do figado dos ratos, ap6s 7 semanas de experimento.



Nas fotos da Figura 16 observa-se a vacuolizagdo do citoplasma dos
hepatdcitos para cada nivel de intensidade, leve (+), moderada (++) e acentuada
(+++).

A vacuolizagdo ou degéneragﬁo dos hepatdcitos (esteatose hepatica)

ocoire todas as vezes que um agente interfere no metabolismo dos dcidos graxos
da célula, aumentando sua sintese ou dificultando sua utilizagdo, transporte ou
excre¢do (Brasileiro Filho, 2004).
Nos estados de hipdxia, hd redugdo da sintese de ATP". A hipdxia pode ser
causada pelo cianeto, o qual se liga ao Fe™ da citocromo oxidase ¢ inibe a etapa
citocromo a—citocromo a;, interrompendo o metabolismo oxidativo (Midio &
Martins, 2000). Nesses casos, a esteatose decorre, em boa parte, do aumento da
sintese de é4cidos graxos a partir do excesso de acetil-CoA, cuja oxida¢do no
ciclo de Krebs esta diminuida. Esses dcidos graxos encontram grande quantidade
de glicerolfosfato, originado da glicdlise acelerada pela reducgdo da sintese de
ATP e formam os TAG, que se acumulam no citoplasma (Brasileiro Filho,
2004). Este seria um mecanismo proposto para o actimulo de lipideos hepiticos
nos ratos alimentados com folhas de mandioca, as quais apresentaram teores de
cianeto considerados elevados.

Sousa et al. (2002) estudaram o efeito da exposi¢io prolongada (15 dias)
de cianeto de potdssio em ratos nas doses 0,12; 0,36; 1,20 e 3,60mg de CN7/ kg
de peso corporal/dia, adicionado a 4gua. Uma redugdo significativa no ganho de
peso foi encontrada para o grupo exposto a 3,60mg de CN/kg de peso
corporal/dia quando comparado ao controle. O estudo histopatolégico revelou
degeneracdo dos hepatécitos para os grupos tratados com 1,20 e 3,60mg de CN°
/kg de peso corporal/dia. Considerando-se o teor de cianeto quantificado na FFM
(113,37 mg/100g) e ainda que cada animal ingeriu, em média, 15 g de dieta/dia e
pesou, em média, 216 g, eles estariam ingerindo aproximadamente 3,93; 7,86 ¢

11,79mg de CN/kg de peso corporal/dia. Possivelmente, o cianeto da FFM
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apresentou o mesmo efeito hepatotoxico, sem, contudo, interferir no ganho de

peso dos animais.

FIGURA 16 Vacuolizagdo do citoplasma dos hepatécitos para cada nivel
de intensidade, leve (+), moderada (++) e acentuada (+++), corados
com hematoxilina e eosina, x 40 (I) e x 400 (II).
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Na Tabela 11 sido apresentados os teores médios de umidade, extrato
etéreo (EE), CT e relagdio peso do figado seco/peso corporal. Na anilise de
varidncia da umidade, EE, CT e a relagio peso do figado seco/peso corporal,
observaram-se diferencas significativas a 1% ou a 5% de probabilidade, pelo
teste F, em todos os paiémetros estudados (Tabela 5, Anexo).

Comparando-se a dieta controle com as dietas contendo FFM, verifica-
se que a controle foi significativamente diferente das demais (Tabela 11). Ela
apresentou maior teor de umidade e menores teores de lipideos e colesterol total

e menor relagéo peso figado/peso corporal.

TABELA 11 Teores médios' de umidade, EE, CT no figado e relagdo
PF seco/PC

Umidade EE CT
Dietas’ g/100g g/100gMS  mg/gMS PF seco/PC
Controle 62,65b 3441a 27,66 a 1,067 a
5% FFM 57,51a 49,32b 34,710 1,517b
10% FFM 56,49 a 53,24b 37430b 1,592b
15% FFM 59,56 a 44,29 b 34950 1,419b
! Letras diferentes na coluna indicam que as médias diferem entre si pelo teste Scott-

Knott (p <0,05).

2 Controle - dieta padrdo e dietas contendo 5%, 10% e 15% de FFM, todas com
1% de colesterol.

EE — extrato etéreo

CT - colesterol total

PF seco/PC - peso do figado seco/peso corporal

O maior teor de extrato etéreo nos figados dos grupos que receberam
FFM confirmam os resultados obtidos no estudo histopatolégico e nas analises
enziméaticas, cuja presenga dos glicosideos cianogénicos pode ter sido

responsdvel pelo maior aciimulo de TAG neste érggo.
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Machado et al. (2003), estudando o efeito de probidtico no peso do
figado de ratos alimentados com dieta contendo 1% colesterol e 0,1% de
icido c6lico, observaram indugdo de figado gorduroso nos animais, com
aumento de peso e alteragdo de sua coloragio normal. Neste trabalho, a cor do
figado ndo foi analisada, mas os maiores teores de extrato etéreo e CT nos
grupos contendo FFM indicam o aciimulo de gordul;a no figado.

Witthawaskul et al. (2003) estudaram a toxicidade subaguda de
saponinas isoladas de Schefflera leucantha Vinguier em ratos, em uma dose oral
de 1.000mg/kg de peso corporal/dia, por um periodo de 14 dias. Os resultados
mostraram aumento no peso do figado e na atividade das enzimas ALT, AST ¢
FA no grupo tratado com saponina quando comparado ao grupo controle. Os
autores conclufram que as saponinas tém um impacto direto sobre as fung¢des do
figado e que uma avaliagdo adicional de toxicidade cronica € recomendada.
Considerando a quantidade de saponinas na FFM, 980mg/100g, as dietas com
5%, 10% e 15% FFM continham 49, 98 e 147 mg de saponina/100g,
respectivamente. Se cada rato ingeriu aproximadamente 15 g da dieta/dia e
pesava, em média, 216g, a dose de saponinas ingerida foi 34,03, 68,06 e
102,08h1g/kg de peso corporal/dia, respectivamente. Quando comparam-se as
saponinas da dieta com 15% de FFM, com a quantidade de saponinas ingerida
no trabalho citado, constata-se que é cerca de 10 vezes menores. Como houve
uma grande diferenga no tempo de duragio dos experimentos, 14 e 49 dias,
sugere-s¢ que uma das causas para o aumento no peso do figado nos grupos
alimentados com FFM pode ser devido a saponina, cuja diferenga nas
quantidades foi compensada pelo maior tempo de exposi¢do a substéncia.

As saponinas presentes na FFM ndo tiveram efeito sobre o perfil lipidico
sangiiineo, provavelmente pela menor quantidade ingerida pelos animais e
menor tempo experimental, comparados a outros estudos (Rao & Kendall,1936;

Jenkins & Atwal, 1994). No entanto, um maior periodo experimental poderia
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reduzir CT e TAG sangiiineos, mas também levaria a um déficit da fungio

hepdtica, ocasionado pelo maior actimulo desses lipideos no figado.
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5 CONCLUSOES

Dietas isocaldricas contendo até 15% de farinha de folhas de mandioca e
1% de colesterol, cuja proteina digestivel e fibra foram corrigidas, ndo
apresentam efeitos significativos sobre o desenvolvimento dos animais e sobre o
perfil lipidico sangilineo. Além disso, interferem no metabolismo lipidico
provocando degeneragdo gordurosa dos hepatécitos e aumentando a atividade da
enzima alanina aminotransferase. Jd as dietas contendo 10% e 15% de FFM
apresentaram atividade antioxidante.

Apesar deste efeito positivo, para se recomendar o uso da farinha de
folhas de mandioca como antioxidante, miais estudos devem ser realizados para

identificar as substincias causadoras das lesdes hepiticas.
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6 PERSPECTIVAS

A partir das constata¢Ges deste trabalho sugere-se:
a caracterizagdo quimica e a realizagdo de testes toxicolGgicos com os
polifenéis, saponinas e hemaglutininas da folha de mandioca;
a realizacdo de um ensaio biolgico com a utilizagdo de extratos brutos e ou
purificados da folha de mandioca, a fim de investigar a atividade antioxidante e
efeito hipolipidémico;
avaliar o grau de toxicidade dos glicosideos cianogénicos da farinha de folhas de

mandioca em comparagdo ao cianeto de potdssio.
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TABELA 1 Resumo da anilise de varidncia para 0 CMD, GMD e CEA dos
grupos, durante a fase experimental

QM
FV GL CMD GMD CEA
Tratamento 3 0,79™ 0,02 0,0038™
 Residuo | 21 10,03 152 0,0102
Tempo. 6 130,58%+ 97,44%+ 0,4928+*
Residuo 2 42 3,16 1,31 0,0077
Tempo x Trat 18 493" 1,67 0,0078"°
Residuo 3 133 6,72 1,23 0,0086
CV 1 (%) 21,27 41,96 51,16
CV 2 (%) 11,95 38,90 44,33
CV 3 (%) 17,42 37,81 46,92

N5 'Nio significativo pelo teste F.
CMD - consumo médio didrio

GMD - ganho de peso médio didrio
CEA - coeficiente de eficiéncia alimentar
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TABELA 2 Resumo da anélise de varidncia para o CT e PC dos grupos,

durante a fase experimental

, QM
FV GL CT PC
Tratamento 3 633,11™ 167,25
Residuo 1 21 894,12 1175,83
Tempo 7 22053,83%* 92392,13**
Residuo 2 49 392,12 189,51
Tempo x Trat 21 216,14" 106,34
Residuo 3 154 323,66 1499,61
CV 1 (%) 42,83 15,81
CV 2 (%) 28,36 6,35
CV 3 (%) 25,77 17,86

"M 'Nio significativo pelo teste F.
** Sjonificativo a | % de probabilidade pelo teste F.
CT - colesterol total
PC — peso corporal (curva de crescimento)

TABELA 3 Resumo da andlise de varidncia para alguns parametros lipidicos
no sangue, ap6s 7 semanas com as dietas experimentais

QM

FV VLDL<  HDL</
GL TAG CT HDL-c +LDL-c CT

Traamento 3 66,160  251,74° 59,14 355,18  0,021™

Residuo 28 2472 241,51 92,23 302,87 0,018

CV (%) 19,30 18,39 21,04 4321 24,75

“NS'Nio significativo pelo teste F.
TAG - triacilglicerol
CT - colesterol total
HDL-c — colesterol na fragio HDL
VLDL-c + LDL-¢ - colesterol nas fragdes VLDL e LDL
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TABELA 4 Resumo da andlise de variincia da atividade das enzimas e teor de
TBARS no sangue, apds 7 semanas com as dietas experimentais

OM
FV GL FA AST ALT TBARS
Tratamento 3 311,44  357.48%  3241,65* 0,20**
Erro 28 339,37 155,67 790,89 0,06
CV (%) 29,26 8,78 40,15 30,47

> Nio significativo pelo teste F.

* Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.
** Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F.
FA - fosfatase alcalina

AST - aspartato aminotransferase

ALT - alanina aminotransferase

TBARS - substéncias reativas ao acido tiobarbitdrico

TABELA S5 Resumo da andlise de variincia dos teores de umidade, EE,
CT no figado e relagio PF (MS)/PC dos grupos apés 7 semanas com as
dietas experimentais

oM .
) PF seco
FV ’ GL Umidade EE CT /PC
Tratamento 3 58,89** 530,20+ 141,20* 0,431**
Erro 28 6,85 53,87 45,89 0,075
CV (%) 4,43 16,20 20,10 19,68

** Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F.
* Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.
EE - extrato etéreo

CT - colesterol total

PS seco/PC - peso do figado seco/peso corporal
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