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RESUMO

O processamento de cada haste do palmito pupunha gera um grande percentual
(cerca de 95%) de bainha. Esta bainha corresponde as capas mais externas da planta e é
considerada como residuo, representando um problema na agroindustria. Iniciativas no
sentido de tratar e/ou aproveitar os residuos sdo essenciais para minimizar problemas
ambientais, bem como para gerar fonte alternativa de renda por sua utilizagdo no
desenvolvimento de produtos alimenticios. O objetivo deste projeto € a obtencdo de
nanofibrilas de celulose a partir de bainha de pupunha e sua utilizacdo como suplemento
alimentar, seguida de ensaios em animais para verificar seus efeitos fisiol6gicos. Uma
solugcéo de nanofibrilas de celulose de bainha de pupunha foi produzida e caracterizada
quimicamente ao nivel centesimal. Essa solucdo foi submetida a testes de toxicidade
frente ao microcrustaceo Artemia salina. Apds ser adicionada, nas concentracfes de 7%,
14% e 21%, em racdo animal AIN-93M, realizaram-se ensaios bioldgicos em ratos adultos
para verificacdo de massa corpérea, parametros bioquimicos, excrecdo de nutrientes
minerais e andlises histoldgicas do figado. O teste com Artemia salina mostrou que até
concentracbes de 50 g/L de solucdo, esse composto ndo € toxico ao organismo. Nao
foram detectadas variacbes significativas nos resultados em funcdo das diferentes
concentragcbes de nanofibrilas adicionadas as racgdes. Os dados relativos as massas
corpéreas, glicemia e outros parametros bioquimicos ndo sofreram influéncia significativa
da presenca de nanofibrilas na dieta. A andlise histolégica e eliminacdo de minerais pelas
fezes também ndo mostram efeitos nos organismos experimentados. N&o foram
detectados danos aos animais em experimentagdo, ndo havendo, portanto,
contraindicagdes no emprego de baixas concentragbes de nanofibrilas como suplemento
alimentar. Estudos posteriores, com maiores concentracdes de nanofibrilas, se fazem
necessarios para uma melhor avaliagdo do residuo de pupunha como suplemento de

fibras na racdo animal.
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1 INTRODUCAO

O Brasil € um dos paises latinos em que séo registrados altos niveis de
desperdicio de subprodutos agricolas, com a consequente geracdo de grandes
guantidades de residuos. Esses representam perda de biomassa e de nutrientes,
além de possuirem potencial de aproveitamento para diversas finalidades. O elevado
custo associado ao tratamento, ao transporte e a disposicéo final desses residuos
acaba por aumentar o risco associado a disposicdo inadequada que, além da
poluicdo de solos e de corpos hidricos, quando da lixiviagdo de compostos, acarreta
problemas de saude publica (ROSA, 2011).

Uma alternativa, que vem crescendo desde o inicio da década de 1970,
consiste no aproveitamento de residuos (principalmente cascas) de certos alimentos
como matéria-prima para determinados processos (ISHIMOTO et al., 2007). Um
exemplo é o trabalho de Bergamaschine et al. (2005), que cita o aproveitamento da
bainha da pupunha para suplementacéo na alimentacao de ruminantes.

O Brasil € o maior produtor e consumidor mundial de palmito, sendo
responsavel por mais de 50% de todo o produto comercializado legalmente no
mundo, 0 que representa, aproximadamente, 80.000 toneladas por ano (REIS et al.,
2000). S6 no estado do Parand ha 1.293 hectares de area plantada de palmito
(BELLETTINI, 2004). Estima-se que no beneficiamento do palmito pupunha, espécie
nativa das Américas, ocorra a geracao de cerca de 70%, em massa, de residuos por
haste beneficiada (FARINA et al., 2012).

Devido a sua composicao fibrosa, o residuo da pupunha mostra um grande
potencial de reaproveitamento para ser incluido como suplemento de fibras na
alimentacdo animal, as quais promovem diversos efeitos benéficos no metabolismo
animal. As dificuldades residem, entre outras, no seu adequado processamento.

Nesse viés, um ramo promissor € a hanotecnologia. Essa area da ciéncia tem
se desenvolvido muito atualmente e beneficiado a industria de alimentos,
principalmente no que tange ao desenvolvimento de novos materiais funcionais em
micro e nanoescala (MORARU et al., 2003).

O prefixo “nano”, nesse contexto, refere-se a uma escala do sistema métrico
em que o nanbmetro representa um bilionésimo do metro, e estruturas com essas
dimensdes apresentam propriedades funcionais Unicas, que devem ser
cuidadosamente avaliadas (ASSIS et al., 2012).

10



Embora existam vérios trabalhos sobre a caracterizacéo fisico-quimica de
diversos nanomateriais, sabe-se que legislacfes atuais ndo preveem procedimentos
especificos para testes e avaliagbes nos mesmos, ainda que sejam produtos
cosmeéticos e géneros alimenticios.

Aliando o potencial de aproveitamento dos residuos da bainha da pupunha ao
grande volume gerado e as promissoras pesquisas acerca dos nanomateriais, o
presente trabalho visa a producédo de nanofibrilas de celulose e a investigacado dos

seus efeitos sobre o metabolismo animal.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 RESIDUO DA AGROINDUSTRIA DE PALMITO PUPUNHA

A palmeira de pupunha (Bactris gasipaes) € uma planta perene, nativa da
regido tropical das Américas, utilizada, ha séculos, para a producdo de palmito e
frutos. Em funcdo da reducdo das reservas naturais e da preocupacdo em se
preservar as espécies remanescentes de palmito nativo, o processamento da
pupunha vem sendo uma alternativa para a sua substituicdo (GUERREIRO, 2002).

Essa espécie de palmeira pode atingir até 20 m de altura, o diametro da
estipe varia de 15 a 20 cm e o comprimento dos entrends de 2 a 30 cm. Os entrends
apresentam numerosos espinhos rigidos pretos ou marrons escuros, porém algumas
espécies sdo desprovidas de espinhos (GUERREIRO, 2002).

A exploracdo agroindustrial e industrializacdo do palmito trazem beneficios
socioecondmicos incontestaveis, porém, tem como consequéncia a geracdo de
grandes quantidades de residuos, um problema para o meio ambiente e para os
responsaveis envolvidos neste processo.

Dados das industrias de beneficiamento apontam que uma fabrica produz
cerca de 135 toneladas de residuos/més. Esses residuos acabam gerando grande
poluicdo ambiental, pois normalmente ficam armazenados em patios formados por
subsolos rasos ou mesmo impermeaveis, dificultando a decomposi¢do do material e
atraindo vetores de doencas. Ainda nessa condi¢cdo, esses residuos geram chorume,
uma importante fonte de contaminacéo de lencois freaticos (MORAES, 2011).

Diante disso, acredita-se que iniciativas no sentido de tratar e/ou aproveitar 0s
residuos tornam-se essenciais para minimizar problemas ambientais e de saude
publica, bem como para gerar fontes alternativas de renda contribuindo assim, para
o desenvolvimento sustentavel (FARINA et al., 2012).

Estudos mostram que cerca de 82% dos restos das pupunheiras podem ser
usados na alimentacdo animal, ja que apresentam fibra digerivel. Em lavouras do
litoral paranaense, por exemplo, encontrou-se 10% de proteina bruta nas folhas da
pupunha. Embora esse percentual esteja abaixo do encontrado por outros
pesquisadores em Sao Paulo (16%), em ambos 0s casos 0s teores sao
significativos, podendo-se indicar o fornecimento das folhas, ao natural, para gado
leiteiro, com possivel vantagem econémica (MORSBACH; RODRIGUES, 1998).
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2.2 FIBRAS ALIMENTARES

Os estudos de Bombo (2006) resgatam o historico do emprego da expressao
fibora alimentar. O termo foi proposto por Hipsley em 1953, para designar
carboidratos e componentes na dieta resistentes a digestdo. Essa terminologia
elevou o status deste componente da dieta humana sobre 0 comumente empregado
“fibra bruta” derivado da nutrigdo animal. Ja em 1972 Trowell et al. definiram as
fibras alimentares como sendo “os componentes da parede celular dos vegetais que
resistem a digestdo pelas enzimas das secrecdes digestivas humanas, incluindo a
celulose, hemicelulose, pectina e lignina”. Em 1976 os autores modificaram essa
definicdo, incluindo componentes ndo digeriveis que ndo fazem parte da parede
celular, tais como: gomas, mucilagens e polissacarideos de reserva. A definicdo de
Trowell, citado por Bombo (2006) tem servido as pesquisas em saude e comunidade
regulatoria (6rgaos reguladores) por mais de 30 anos.

As fibras podem ser classificadas com base na sua solubilidade em agua em:
soluveis e insolaveis. As fibras solaveis incluem as pectinas, beta glucanas, gomas,
mucilagens e polissacarideos. Entre as fibras insollveis estdo a celulose, as

hemiceluloses e a lignina (MIRA et al., 2009).

2.2.1 Fibras insollveis

O material ligninocelulésico € o principal constituinte da biomassa vegetal. E
produzido por fotossintese e composto por trés tipos de polimeros (fibras insoltveis):
a celulose (38 — 48%), a hemicelulose (24 — 40%) e a lignina (18 — 35%), que estéo
fortemente entrelacadas e quimicamente ligadas por ligacbes covalentes e néo
covalentes (KOVUR, 2003, apud REMEDIOS, 2010).

A celulose € o componente principal da parede celular das plantas, composta
por cadeias lineares de D-glicose, que variam de 300 a 15.000 residuos de acucar.
Esses monossacarideos estdo unidos por ligacées B-1,4, com alto grau de
polimerizacdo e elevado peso molecular. A celulose apresenta-se, principalmente,
em sua forma cristalina, o que confere alta resisténcia ao rompimento de suas
ligacdes por substancias quimicas. De mesma forma, sua cadeia ndo ramificada e
conformacdo molecular cristalina envolvida pela matriz da parede celular Ihe confere
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baixa solubilidade em &agua. As cadeias de celulose podem se unir através de
ligacbes de hidrogénio formando protofibrilas, que se unem a polioses formando
microfibrilas de celulose. O grau de cristalinidade destas fibrilas ou a presenca de
outros polimeros associados a matriz celulosica sdo de grande importancia na
avaliacado de forragens, pois estas interacées podem influenciar na suscetibilidade
da molécula de celulose a hidrolise enzimética microbiana (MIRA et. al., 2009;
MORGADO; GALZERANO, 2009.).

Suas propriedades mais importantes para a dieta animal estéo relacionadas,
primariamente, com a susceptibilidade da molécula a hidrélise microbiana e, em
segundo lugar, com sua capacidade de absorcdo de agua. Tem sido observado que
a celulose proporciona retencdo de agua nas fezes (até 40% do seu peso), aumento
do volume e peso fecal, elevacdo do peristaltismo, reducdo do tempo de transito
coldnico e diminuigédo da presséo intraluminal (BELO, 2003).

As hemiceluloses, por sua vez, constituem-se em amplo grupo de
polissacarideos formados pela juncédo, em diferentes proporcdes, de unidades de
monossacarideos (glicose, galactose, xilose, arabinose, manose e acidos urbnicos).
N&o apresentam qualquer relacdo biossintética ou estrutural com a celulose, porém,
foram assim denominadas por apresentarem propriedades fisico-quimicas
semelhantes as da celulose. Apresentam os mesmos efeitos no sistema digestério
dos animais, acrescidos ainda do aumento da excrecdo de acidos biliares. A
composicdo das hemiceluloses varia entre espécies vegetais e representam, em
média, 10 a 25% da matéria seca das forragens e de muitos subprodutos industriais
(farelos, polpa citrica e de beterraba, etc.) e, entre 2 a 12% nos graos de cereais e
raizes (MORGADO; GALZERANO, 2009).

A lignina é uma macromolécula de alto peso molecular, resultante da juncéo
de diversos acidos e alcoois fenilpropilicos, que proporcionam uma estrutura
tridimensional de polimero amorfo. Constitui-se, assim de polimeros condensados
de diferentes alcoois fenilpropandides cujos precursores S80 0 p-Cumarico,
coniferilico e o sinapilico, além do acido ferdlico, unidos por ligacées do tipo éter ou
ligacbes covalentes entre os nucleos benzénicos ou aliados aos radicais propano.
Tais polimeros sao insolUveis em acidos e bases fortes, ndo sendo digeridos nem
absorvidos, além de ndo sofrer acdo da flora bacteriana. Podem fixar os &cidos
biliares e outros compostos organicos, como o colesterol, retardando ou reduzindo a

absorcdo destes componentes no intestino delgado. A proporcdo destes
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componentes € irregular entre as plantas, e estdo presentes em maior propor¢cédo na
parede celular secundaria, cuja principal funcdo € de suporte estrutural e de

resisténcia fisica as plantas (BELO, 2003).

2.2.2 Fibras solUveis

As fibras sollveis estdo presentes em diversos produtos como frutas,
verduras, cevada e leguminosas. Sao conhecidas por diferentes tipos, tais como as
pectinas, gomas, mucilagens, beta glucanas e até algumas hemiceluloses (do tipo
a).

As beta glucanas sao fibras alimentares principalmente sollGveis, encontradas
em pequenas quantidades no trigo e centeio e em grandes quantidades na aveia e
na cevada. S&o componentes das gomas e possuem estrutura linear composta por
varias unidades de glicose, unidas por ligacdes glicosidicas (CHIMOFF, 2008).

As pectinas déao firmeza as plantas, sendo encontradas junto a suas paredes
celulares. Sao utilizadas como espessantes, emulsificantes, conservantes
alimentares e para formacao de géis.

As fibras solluveis tém a propriedade de se ligarem a agua, formando um gel
gue reduz a absorcéo de lipidios e acucares, tornando-se substrato para a formacao
de rica flora bacteriana (RIQUE et al,. 2002)

2.2.3 Fibras solUveis e insollveis na dieta

O principal local de digestdo e absorcédo de nutrientes é o intestino delgado,
onde ocorre hidrélise de polimeros na primeira parte de duodeno. Sendo assim, uma
manipulacdo dietética provoca uma alteracdo neste ambiente, o que afetara a
digestibilidade dos alimentos consumidos, assim como a composi¢éo das fezes. As
fibras alimentares tém como caracteristicas comuns nédo serem digeridas no intestino
delgado e serem fermentadas no intestino grosso (MIRA et al., 2009).

Dietas ricas em fibras alimentares promovem efeitos benéficos para o
metabolismo. As fibras sollveis aumentam o tempo de transito intestinal, diminuem a
velocidade de esvaziamento gastrico, reduzem a glicemia po6s-prandial e o colesterol

sérico. Sao altamente fermentesciveis, contribuindo para producdo de acidos graxos
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de cadeia curta no intestino grosso. As fibras insollveis, por outro lado, diminuem o
tempo de transito intestinal, aumentam o volume fecal, reduzem a absorcdo de
glicose e séo indicadas para promover melhoria da fungéo intestinal, o que pode
explicar seu efeito na absor¢cdo diminuida de triacilglicerdis e colesterol sérico
(HELM, 2004).

O alto consumo de fibras na dieta ainda esta relacionado a reducéo do risco
de doencas cronicas ndo-transmissiveis, envolvendo mecanismos como melhoria do
perfil lipidico, reducdo da oxidacéo lipidica e a formagéo de moléculas inflamatorias,
reducdo da pressédo arterial, melhor sensibilidade a insulina e atividade fibrinolitica;
prevencdo da constipacdo; aumento da saciedade; reducéo do risco de diabetes tipo
2 e doencas cardiovasculares; prevencao e tratamento de diverticuloses e manejo
do diabetes tipo 1(MIRA et al., 2009).

A ingesté@o excessiva de fibras insoluveis, em acréscimo, pode levar ao refluxo
gastrintestinal, diarréia e a formacédo de benzoars (bolas de fibras no estébmago).
Visando evitar esses possiveis efeitos adversos, o monitoramento de uma possivel
intolerancia gastrintestinal a fibra é recomendado (OLREE et al., 1998; BELO,2003).
Entretanto, quando a ingestdo de fibras alimentares situa-se no nivel recomendado
(20 a 35 g/dia), segundo a American Diabetes Association (2004), os maleficios nao
vao, geralmente, além da flatuléncia leve a moderada. Esse sintoma decorre da
adaptacdo ao aumento do substrato fermentescivel nos intestinos e o desconforto
tende a reduzir com alguns dias. Assim, a adicdo lenta e gradual de fibras
alimentares a dieta se constitui em uma boa estratégia para minimizar os efeitos
colaterais gastrintestinais, atribuidos ao seu uso (BELO, 2003).

Existe ainda a preocupacdo de que uma elevada ingestdo de fibras
alimentares possa prejudicar a retencdo de minerais, especialmente ferro, cobre,
célcio e zinco por causa da reducdo da biodisponibilidade, como resultado da
capacidade de troca de cations das fibras e/ou a presenca de fitatos (BELO, 2003)
No entanto, Roberfroid (1993) constatou que, sendo a ingestdo de fibras em nivel
razoavel e ndo existindo interferéncia de proteinas e fitatos, as fibras ndo tém
nenhum efeito sobre a biodisponibilidade dos principais cations no intestino delgado.

As quantidades recomendadas com relacdo a quantidade de fibras dietéticas
para humanos ainda néo séo definidas. Varios grupos recomendam um aumento na
sua ingestao: a American Dietetic Association (ADA, 2004) recomenda, para adultos,

o consumo de 20 a 35 g/dia, ja a Organizacdo Mundial de Saude estabelece de 16 a
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24 g/dia de fibra alimentar para a prevencéo de constipacéo intestinal em criangas e
adultos, o Conselho de Nutricdo e Alimentacdo (Food and Nutrition Board - FNB), por
sua vez, por meio da ingestao dietética de referéncia (dietary reference intake-DRI),
definiu a ingestdo adequada (adequate intake) para as fibras de 38 g para homens
adultos e 25 g para mulheres adultas (DONATTO et al., 2006).

2.3 NANOFIBRILAS NA ALIMENTACAO

Nanoestruturas de celulose possuem baixo custo, sdo ambientalmente
corretas e exibem caracteristicas mecanicas excepcionais, o que as torna uma das
mais atraentes classes de materiais para elaboracdo de nanomateriais (AZEVEDO,
2012).

Cada microfibrila é formada por agregacdo de fibrilas elementares,
constituidas por partes cristalinas e amorfas. A por¢ao cristalina corresponde aos
nanocristais (whiskers), com até 20 nm de diametro e milhares de nanémetros de
comprimento. Ja as nanofibrilas de celulose sdo feixes de cadeias de celulose
estabilizadas por meio de ligagdes de hidrogénio, que possuem comprimentos
maiores que 1 micrometro, mas espessura de 5 a 30 nm (AZEVEDO, 2012).

A FIGURA 1 mostra a diferenca de dimensdes entre microfibras e nanofibrilas.

Microfibras
* Esp. 30-40 um
+ Comp. 1-3mm

Nanofibrilas
« Esp. 5-30 nm
“¥- Comp.1 ym

FIGURA 1 — DIMENSOES DAS MICROFIBRAS E NANOFIBRILAS.
Fonte: Wiley (1977).

17



Entre as inUmeras aplicagbes da nanotecnologia, a area de alimentos tem se
beneficiado muito com desenvolvimento de novos materiais funcionais, além de
nanosensores para a seguranca alimentar (MORARU et al., 2003).

Como exemplo, pode ser citado o uso de nanocompdsitos como constituinte
de embalagem para alimentos, que protegem, aumentam a sua vida util e séo
considerados uma alternativa ambientalmente correta, pois reduzem a exigéncia de
utilizacao de plasticos, como materiais de embalagem (WEISS et al., 2006)

Além disso, algumas nanoparticulas, como a prata por exemplo, podem inibir
0 crescimento microbiano ou servir como veiculos para antibiéticos (AZEVEDO,
2012).

Outra aplicacdo conhecida € a adicdo de nanocristais de celulose a materiais
a base de amido, o que melhora suas propriedades termomecanicas e reduz a
sensibilidade do material a umidade, uma das limitacdes do amido, mantendo sua
biodegradabilidade. A absorcdo da agua neste caso € inversamente proporcional a
concentracdo de nanocristais de celulose (AZEVEDO, 2012).

No entanto, em razdo de seu uso crescente, a seguranca de nanoprodutos
tem chamado cada vez mais a atencdo, gerando questionamentos no meio
cientifico. Este tipo de questionamento é fortalecido pela falta de ferramentas legais
e cientificas, informacdes e recursos necessarios para monitorar o crescimento
exponencial do mercado da nanotecnologia (BLASCO; PICO, 2011).

Hoet et al. (2004) concluiram que algumas particulas de dimensdes
nanomeétricas podem entrar no corpo humano, via pulmdes e intestinos. As chances
de penetracdo dependem do tamanho e das propriedades de superficie das
particulas e também do ponto de contato no pulmédo ou nos intestinos. A exposicao
também é possivel por via cutdnea, no uso de produtos cosméticos por exemplo.
Portanto, nanomateriais, em funcdo de sua area superficial aumentada, poderéo
causar efeitos toxicos dentro do organismo, que, por sua vez, poderdo nao ser
aparentes como nos materiais de tamanho macro (SOZER; KOKINI, 2009).

Igualmente, ndo estdo claros os riscos ao meio ambiente, advindos dos
produtos em escala nano. N&o € ainda compreensivel se tais particulas, por serem
extremamente pequenas, podem adentrar na cadeia alimentar, ou ainda como
podem afetar as florestas e a qualidade do ar (SHATKIN, 2008).

A legislacdo atual ndo prevé procedimentos especificos para testes (por

exemplo, estudos toxicologicos) e avaliagcdo de nanomateriais, para materiais ja
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estudados em escala nano, tais como diéxido de titanio, 6xido de zinco, 6xido de
ferro, didxido de silicio ou de negro de fumo. Além disso, devido ao pequeno numero
de estudos disponiveis, torna-se dificil fazer afirmagcdes comparativas.

Dado que a exposi¢cao dos seres humanos e do meio ambiente tende a
aumentar rapidamente e que as propriedades toxicolégicas, ecotoxicolégicas e o0s
riscos do emprego dos nanoprodutos ainda ndo serem avaliados, existe a
necessidade de realizar novas investigacfes sobre seus efeitos biologicos.

No entanto, deve-se ressaltar também que particulas nanométricas nao sao
exatamente novas, e nem todas foram sintetizadas pelo homem. Existem particulas
com estas dimensdes que sdo de ocorréncia natural, como 0s nanomaquinaria
presente nas plantas para o processo de fotossintese.

Uma vez que ha escassez de dados cientificos sobre os potenciais efeitos da
exposi¢cdo dos organismos vivos a diferentes tipos de nanoparticulas, aqui cabe a
importancia de se avaliar a degradabilidade e a durabilidade de nanoprodutos, que
devem ser analisados considerando a combinacdo de cada nanoparticula sob

condi¢cdes ambientais adversas.

2.4 ENSAIOS BIOLOGICOS

Novos produtos, sejam eles alimentos ou ndo, antes de serem liberados para
consumo, devem ser submetidos a testes para que se estabeleca sua eficacia,
seguranca, beneficios e possiveis efeitos colaterais. Em certas etapas das
pesquisas torna-se necessario verificar como um organismo vivo responde a droga

ou manipulacdo em ensaios. Com este propaosito, utilizam-se testes bioldgicos.

2.4.1 Ensaios de toxicidade utilizando microcrustaceos

Ensaios de toxicidade revelam o tempo e/ou a concentracdo em que 0
material em estudo € potencialmente prejudicial, pois para qualquer produto o
contato com a membrana ou sistema biolégico pode nao produzir um efeito adverso
se a concentracdo do produto for baixa, ou o tempo de contato for insuficiente.
Importante destacar que a concentracdo e o tempo de exposicdo estao diretamente

relacionados (FONSECA, 1991). Desta forma, os testes de toxicidade sé&o
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elaborados com o0s objetivos de avaliar ou prever os efeitos toxicos nos sistemas
biolégicos e dimensionar a toxicidade relativa das substancias (FORBES et al.,
1994).

Os organismos-teste selecionados para o0s testes de toxicidade sao
escolhidos de acordo com a sua abundéancia, com a facilidade de se manter ou de
cultivar em laboratério, com a sua representatividade no ecossistema, com a sua
sensibilidade e com a disponibilidade de informacéao suficiente.

A Artemia sp. € um género de facil manipulacdo em laboratério e baixo custo
econdmico, além de possuir uma ampla distribuicdo mundial, devido a grande
dispersdo do género de forma partenogénica (VEIGA; VITAL, 2002). Estudos
comprovam a acao toxica de varias substancias naturais sobre o crustaceo Artemia
sp. (RIOS, 1995).

O organismo é filtrador, se alimentando de bactérias, algas, protozoérios e
detritos do meio. Deve ser destacado que a taxa de filtracdo diminui com o0 aumento
da concentracdo de particulas, ficando estas acumuladas, interferindo o processo
normal de seus batimentos (SOUTO, 1991). Tem sido utilizada em testes de
toxicidade devido a sua capacidade para formar cistos dormentes, fornecendo,
desse modo, material biolégico que pode ser armazenado durante longos periodos
de tempo (superiores a seis meses), sem perda de viabilidade e sem necessidade
de serem mantidas culturas continuas de organismos-teste (BAROSA et al., 2003).

Os testes de toxicidade animal, que utilizam o microcrustaceo Artemia salina,
sdo de interesse, jA que os efeitos produzidos nestes animais de laboratério sdo
aplicaveis também aos mamiferos (KLASSEN; WATKINS, 2001).

O referido ensaio € simples, rapido, sensivel e com custo relativamente baixo,
consistindo apenas na estimativa da concentracdo de uma substancia através da
medida de uma resposta bioldgica: vida ou morte (CAVALCANTE et al., 2001).

2.4.2 Andlise em ratos

O principal modelo adotado para estudos de metabolismo é o rato. Devido a
grande variabilidade genética e dos habitos dietéticos das popula¢cdes humanas, o
modelo experimental com ratos mostra-se adequado para estudos experimentais

desse género. O importante € a existéncia de uma similaridade geral entre o sistema
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cardiovascular e outros sistemas fisiolégicos, de ratos com o de outros mamiferos,
incluindo o homem.

Em 1977, o Instituto Americano de Nutricdo (AIN) publicou a formula de uma
dieta experimental para roedores, denominada AIN-76A. Em 1993, a formulacdo
desta dieta foi substituida e publicada como AIN-93, por Reeves et al., a qual é

utilizada amplamente em ensaios bioldégicos com ratos na atualidade.

2.4.2.1 Analise da glicemia

A glicemia € a concentracdo de glicose no sangue ou mais precisamente no
plasma. A glicose € um monossacarideo produzido pelos vegetais através da
fotossintese, ou no organismo pela hidrélise de carboidratos mais complexos. A
gliconeogénese também sintetiza a glicose, principalmente no figado, a partir dos
residuos de carbono de outros compostos. Apos a absorcao pelo intestino delgado,
a glicose pode tornar-se disponivel como fonte de energia para o metabolismo
celular, formar glicogénio para ser armazenado no figado e nos musculos ou ser
transformada em triglicerideos para utilizacdo subsequente como fonte de energia
(NURO et al., 2010).

As fibras insollveis geralmente ndo reduzem os niveis sanguineos de glicose,
enquanto as fibras sollveis tornam-se viscosas quando misturadas com agua,
aumentando o tempo de transito intestinal e retardando a absor¢cédo da glicose
(ANDERSON, 2003).

Muitos estudos demonstram que uma série de fatores podem influenciar nas
respostas glicémicas dos alimentos, incluindo o tipo de carboidrato, natureza do
amido, modo de processamento do alimento, entre outros (ADA, 2004).

A taxa glicémica esta associada com o aparecimento da sensacdo de fome.
Quando a glicemia cai muito, automaticamente faz com que o ser vivo aumente sua
ingestao de alimentos e, eventualmente a glicemia volta ao normal, sendo que a taxa
normal de acucar no sangue varia de 70 mg/dL a 99 mg/dL em um organismo em
repouso (NURO et al., 2010).
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2.4.2.2 Analise de Lipideos

As fibras insolUveis se ligam a sais biliares e reduzem a absorcéo de gordura
e colesterol, mas nem sempre alteram os niveis de colesterol sérico, parcialmente
porque a sintese de colesterol hepéatico pode compensar a ma absorcdo de
colesterol. As fibras sollveis, parecem diminuir especificamente o colesterol LDL
(HENRIQUES et al., 2008)

Os lipideos séricos constituem-se basicamente de colesterol e triacilglicerois
(BISTNER et al., 2002), sendo que o figado tem a capacidade de converter
triacilglicerdis em colesterol. O nivel total de colesterol em ratos variam de 40-130
mg/dL (BIRCHARD; SHERDING, 1998).

O colesterol é importante para a formacao e funcdo das membranas celulares
e para a sintese de sais biliares, de horménios esteréides e da vitamina D,
entretanto em excesso € o principal fator associado a doencas cardiovasculares.
(SPOSITO et. al., 2007)

Os triacilglicerdis constituem a principal forma na qual os lipideos séao
armazenados, sendo seu tipo predominante os lipideos fornecidos pela dieta.

Os estudos acima indicam, portanto, que variabilidade no nivel de colesterol e
de triglicerideos no plasma animal depende da dieta do mesmo (BISTNER et al.,

2002).

2.4.2.3 Anélises dos minerais

Algumas fibras apresentam a capacidade de complexar-se com outros
constituintes da dieta, arrastando-os para a excrecao fecal. Os nutrientes da dieta,
como proteinas, minerais, carboidratos digeriveis e lipideos, também poderdo ser
excretados em maior ou menor quantidade, dependendo do tipo e quantidade de
fibras presente na dieta (RAUPP et al., 2004).

Algumas pesquisas, citadas por Schweizer e Edwards (1992), mostraram que
a ingestao de fibras pode provocar um aumento de nitrogénio fecal. No entanto,
outras investigagdes dos mesmos autores mostram que as fibras ndo interferem na
excrecdo de proteina junto as fezes. A digestibilidade do nitrogénio protéico é
influenciada pela natureza da fibra alimentar, dos carboidratos da dieta, da

proporcao de proteina da dieta, tempo de transito e degradabilidade da fibra. Varios
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estudos apresentaram resultados contraditérios com relacdo ao efeito das fibras no
processo de digestdo-absorcdo dos minerais. Pesquisas de Cook et al. (1983)
mostraram que, em individuos saudaveis, a celulose em baixa quantidade ndo causa
interferéncia na absor¢do do zinco e do ferro, mas, quando fornecida em alta
guantidade (16 g/ dia) pode causar um decréscimo de célcio.

Agunbiade e Longe (1998) demonstraram, em ratos, que fibras insolUveis de
feijdo causaram a diminuicdo da absorcéo de minerais, com excec¢ao do célcio. Ja a
absorcao de nitrogénio parece ser afetada quando € ingerida uma dieta contendo
alta proporcdo de fibra alimentar. Igualmente foi observado que as proteinas
associadas a fibra dos alimentos naturais parecem ser menos digeriveis, devido a
sua intima associacdo com a matriz da parede celular vegetal (TOMA; CURTIS,
1986).

Sendo assim, a influéncia das fibras alimentares na biodisponibilidade de

minerais tem sido alvo de muitos estudos nos ultimos anos.

2.4.2.4 Analises histologicas do figado

Apesar dos avancos tecnoldgicos nas ultimas décadas e o surgimento de
técnicas avancadas de imagens e de biologia molecular, muitos dos diagndsticos
pertinentes ao tratamento de patologias de alguns oOrgdos ainda dependem de
analise morfolégica do tecido, como é caso do tecido hepético.

O figado é o segundo maior 6rgéo do corpo e a maior glandula, no qual os
nutrientes absorvidos no trato digestivo sdo processados e armazenados para
utilizacdo por outros 6rgdos. Sendo assim, € uma interface entre o sistema digestivo
e 0 sangue. A veia porta € responsavel por grande parte do sangue que vai para o
figado, sendo que os nutrientes chegam do intestino ao figado por esta via, com
excecao dos lipideos complexos. A posicao do figado no sistema circulatorio é ideal
para captar, transformar e acumular metabdlitos, como também para a neutralizacéo
e eliminacdo de substancias toxicas. A eliminacdo ocorre na bile, uma secrecao
exécrina do figado, importante para a digestdo dos lipideos (JUNQUEIRA,;
CARNEIRO, 2008).

O 6rgao possui coloragédo vermelho acastanhado e é recoberto por uma fina e
forte capsula de tecido conjuntivo. No corpo humano, pesa em torno de 1500 g e

situa-se no lado direito do corpo, com sua superficie superior convexa adaptada a
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superficie inferior do diafragma em forma de cupula (CORMACK, 1994).

O figado possui diversas funcfes metabdlicas bioquimicas essenciais como:
metabolismos de carboidratos, lipidios, proteinas; sintese de proteinas plasmaticas e
fatores de coagulagdo; excrecdo de medicamentos, toxinas e metabdlitos; e
formacdo e eliminacdo da bile. E um orgdo com grande capacidade de
funcionamento e regeneracao (CALAMARI, 2011).

Como os diversos orgédos, o figado € composto por parénquima e estroma. O
parénquima € formado por células epiteliais de origem endodérmica, denominadas
células hepaticas chamadas de hepatdcitos. Os hepatécitos se agrupam em placas
interconectadas, dispostas radialmente, conhecidas por l6bulos hepaticos. Em
regides nas periferias dos I6bulos existe tecido conjuntivo, junto com vasos linfaticos,
ductos biliares, nervos e vasos sanguineos, chamado espaco porta. A veia porta
contém sangue proveniente do trato digestivo, pancreas e baco. Os espacgos entre
os corddes de hepatécitos contem capilares, chamados de sinuséides hepaticos. Na
periferia desses sinusoides, encontram-se macréfagos fixos do figado, conhecidos
por células de Kupffer. Essas células fagocitarias possuem funcdes especificas de
metabolizar eritrocitos envelhecidos, digerir hemoglobina, secretar proteinas
relacionadas com o processo imunolégico e destruir bactérias que eventualmente
entrem no figado a partir do intestino grosso (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008;
CORMACK, 1994).

Os hepatécitos frequentemente podem armazenar glicose e lipideos na forma
de glicogénio e triglicerideos, respectivamente, em quantidades que variam de
acordo com o ritmo circadiano e estado nutricional do organismo. Desta forma, o
figado contribui para manutencédo da glicemia sanguinea e, consequentemente, da
homeostasia do organismo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

O presente trabalho tem como objetivo a obtencao e utilizacado de nanofibrilas

de celulose para potencial utilizagcdo em alimentacédo animal.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Produzir e caracterizar as nanofibrilas de celulose a partir de residuos de
bainha de pupunha.

e Avaliar o efeito de diferentes concentracdes das nanofibrilas de celulose
frente a Artemia salina.

e Avaliar in vivo em ratos, Rattus norvegicus albinus, os efeitos da dieta
contendo diferentes concentracdes de nanofibrilas de celulose no perfil
lipidico e na glicemia dos animais.

e Caracterizar e quantificar os micro e macronutrientes minerais nas fezes dos
animais dos diferentes grupos.

e \Verificar a correlagdo do consumo das nanofibrilas das ragdes com a massa
corporal.

e Avaliar por analise histologica, o figado dos animais para investigar alteracdes

com relacdo com o grupo controle.
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4 MATERIAIS E METODOS

A FIGURA 2 mostra um diagrama esquematico do experimento realizado no

presente trabalho.

Producédo das nanofibrilas

Caracterizacéo das

\ 4

nanofibrilas
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Ensaios biologicos
|
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e glicemia
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excretados

v

Analises histoldgicas
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FIGURA 2 - Diagrama esquematico experimental.
Fonte: A autora (2013).

4.1 PRODUCAO DAS NANOFIBRILAS

As nanofibrilas tiveram como matéria-prima o residuo das bainhas de
pupunha, obtido de uma agroindustria de palmito pupunha, localizada em Morretes,
no Estado do Parana. A etapa de producdo das nanofirbilas encontra-se

enquematizada na FIGURA 3. O processamento foi realizado no Laboratorio de
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Tecnologia de Produtos Nao-Madeiraveis da Embrapa Florestas (Colombo — PR).

Processamento inicial

!

Branqueamento

y

Fragmentacéo

v

Desfibrilagédo

FIGURA 3 - Diagrama esquematico da producéo das nanofobrilas.
Fonte: A autora (2013).

A etapa preliminar, de branqueamento do residuo de bainha de pupunha,
consistiu na insercdo de 5 g de amostra junto a 160 mL de agua, 1,5 g de clorito de
sodio e 10 gotas de acido acético em erlenmeyer de 250 mL e aquecimento por 60
min, em temperatura entre 70 — 80 °C. Esta etapa foi repetida até a verificagdo do
branqueamento total da amostra, em média 3 vezes.

A polpa celulésica inicialmente foi fragmentada em liquidificador com 450 W
de poténcia, por 10 minutos com a concentracdo de 1%. Posteriormente, foi
submetida a moagem. O moinho utilizado para obtencdo das nanofibrilas foi o
Microprocessador Super Masscolloider Masuko Sangyo, que consiste em um disco
giratério acoplado a um disco fixo, com uma abertura ajustavel entre eles onde foi
depositada a amostra. Através do atrito entre as fibras e os discos ocorreu a

desfibrilacdo. Tal equipamento encontra-se representado na FIGURA 4.

FIGURA 4 - Equipamento utilizado para obtenc&o das nanofibrilas.
Fonte: A autora (2013).
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Os parametros técnicos adotados para obtencdo das nanofibrilas de celulose
foram: Consisténcia 0,01%; Rotacdo 1500 rpm; Numero de passes 30; Distancia

entre discos 0,1mm.

4.1.1 Caracterizacdo das nanofibrilas

As nanofibrilas foram caracterizadas quanto as suas dimensbes e

caracteristicas quimicas.

4.1.1.1 Analise ultra-estrutural em Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) e em

microscopia eletrénica de transmissdo (MET)

Para analise em MEYV, cerca de 10 gotas de amostra foram depositadas sobre
laminulas circulares (13 mm de diametro), as quais foram secas a seguir, a
temperatura ambiente. Na sequéncia, as laminulas foram submetidas a metalizacao
com ouro, empregando-se o auxilio do aparelho SCD 030 — Balzers. Procedeu-se a
analise posterior no microscopio eletrénico de varredura (JEOL JSM 6360 — LV
SCANNING ELECTRON MICROSCOPE) do Centro de Microscopia Eletronica
(CME) da UFPR, apresentado na FIGURA 5.

FIGURA5 - Microscépio eletrbnico de varredura
Fonte: A autora (2013).

Para a analise em MET, a amostra foi submetida a um procedimento de
individualizag&o das fibras de celulose. Para tal processo, uma parte da amostra foi
diluida em 4 partes de alcool etilico PA em eppendordf. Essa amostra diluida foi

submetida a sonicacdo por 60 min. Apds essa etapa, a amostra foi gotejada sobre

28



telinha com cobertura de Parlédio. Uma vez secas a temperatura ambiente, as
amostras foram analisadas no Microscoépio Eletrdnico de Transmissao (MET), marca
JEOL, modelo JEM1200EX-II, localizado no Centro de Microscopia Eletrénica (CME)
da UFPR, que pode ser visualizado na FIGURA 6.

As imagens resultantes foram processadas com o software Paint.net ™

versao 3.5.10, o que permitiu uma estimativa do dimensionamento das fibrilas.

FIGURA 6 - MICROSCOPIO ELETRONICO DE TRANSMISSAO (MET).
Fonte: A autora (2013).

4.1.1.2 Caracterizacdo quimica das nanofibrilas

As andlises quimicas foram realizadas no Laboratério de Tecnologia de
Produtos Nado Madeiraveis da Embrapa Florestas e os dados foram expressos em %
em base seca (m/m). Todos os ensaios foram realizados em ftriplicata, sendo que
cada dado corresponde a média aritmética de trés repeticbes. O equipamento
utilizado para pesagens de todas as amostras foi a balanca analitica Marte, modelo
AY 220, apresentada na FIGURA 7.

FIGURA 7 — Balanca analitica utilizada no processo experimental.
Fonte: A autora (2013).

29



4.1.1.2.1 Teor de Umidade

A umidade corresponde a perda de peso sofrida pelo produto, quando
aquecido em condi¢des nas quais a adgua é removida. Para a quantificacdo do teor
de umidade das amostras utilizou-se o método gravimétrico, segundo a metodologia
preconizada nos Métodos Quimicos e Fisicos para analise de alimentos das Normas
Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (BRASIL, 2005). Obedecendo a técnica, cerca de
5 g de diferentes amostras foram pesados em cadinhos de porcelana (50 mL),
previamente secos, numerados e tarados. Procedeu-se em seguida a secagem em
estufa Fanem, 315 SE (FIGURA 8) a 105°C overnight. As amostras foram, entao,
retiradas da estufa, colocadas em dessecador até resfriamento a temperatura

ambiente e pesadas novamente.

FIGURA 8 - Estufa utilizada nos testes para determinacdo de umidade.
Fonte: A autora (2013).

Os célculos para verificacao do teor de umidade foram realizados conforme
férmula a seguir:

Teor de Umidade (%) = 100 x (m3-m2)

ml

Onde, m3 = massa do cadinho com a amostra seca, em gramas
m2 = massa do cadinho previamente seco, em gramas

m1l = massa da amostra Umida, em gramas
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4.1.1.2.2 Teor de Cinzas

O teor de cinzas € o nome dado ao residuo obtido por aguecimento de um
produto em temperatura de 550 °C. Geralmente as cinzas sao obtidas por ignicéo de
guantidade conhecida de amostra (BRASIL, 2005).

Aproximadamente 2g de amostra foram pesados em cadinhos de porcelana
(25 mL), previamente calcinados, numerados e tarados.

FIGURA 9 - Mufla utilizada nos testes para determinacéo de cinzas.
Fonte: A autora (2013).

As amostras foram carbonizadas em chapa elétrica em baixas temperaturas
e, na sequéncia, transferidas para a mufla JUNG, J200 (FIGURA 9), onde foram
aquecidas a 550°C por 4 horas até eliminacao do carvdo. Apos esse procedimento,
o material foi colocado em dessecador durante 60 min para resfriamento e pesado
novamente.

Para verificagdo do teor de cinzas, utilizou-se da seguinte formula:

Teor de Cinzas (%) = 100 x (m3-m2)

ml
Onde, m3 = massa do cadinho com a amostra calcinada, em gramas

m2 = massa do cadinho previamente calcinado, em gramas

m1l = massa da amostra Umida, em gramas

31



4.1.1.2.3 Teor de Lipideos

Os lipideos foram extraidos diretamente das amostras em aparelho extrator
de gordura (Tecnal, TE-044), com éter etilico anidro como solvente e gravimetria, de
acordo como método oficial nimero 920.39 C da Association of official analytical
chemists (BRASIL,2005).

Cada amostra (cerca de 1 g) foi seca em cadinhos de aluminio, contendo
algodao desengordurado a 105 °C por 4 horas. Apo6s a secagem foram colocadas
em cartuchos de celulose. Paralelamente, reboylers também foram secos a 105 °C
por 4 horas, identificados e pesados.

FIGURA 10 — Aparelho extrator de lipideos .
Fonte: A autora (2013).

No aparelho extrator de lipideos, mostrado na FIGURA 10, 100 mL de éter
etilico foram transferidos para os reboylers, junto ao cartucho de celulose contendo
cada amostra, para extracdo de lipideos por ebulicdo direta durante 1h e 30 min,
seguidos da recuperacdo do solvente. Os reboylers contendo os lipideos extraidos
foram entdo secos a 105 °C por 4 horas, para posterior pesagem.

O residuo obtido ndo €é constituido unicamente por lipideos, mas por todos 0s
componentes que, nas condi¢cdes da determinacdo, possam ser extraidos pelo éter
etilico. Esses outros componentes, no entanto, ndo chegam a representar uma
diferenca significativa nas determinacfes, conforme indicado nos métodos da
ANVISA (BRASIL,2005).

Os calculos para verificacdo do teor de lipideos foram realizados conforme a

seguinte férmula:
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Teor de Lipideos (%) = 100 x (Rf — Ri)

m1l

Onde, Rf = massa do Reboyler com os lipideos extraidos, em gramas
Ri = massa do Reboyler seco, em gramas

m1l = massa da amostra Umida, em gramas

4.1.1.2.4 Teor de Proteinas

A quantificagdo de proteinas baseou na determinacdo de nitrogénio, segundo
0 método classico de Kjeldahl. O nitrogénio total foi determinado pelo método micro
KJELDAHL, por digestdo da matéria organica, seguida por destilacéo e titulacdo de
acordo com método oficial nimero 991.20 da Association of official analytical
chemists (BRASIL, 2005).

Em tubos especificos para tal finalidade, foram pesados (em triplicata) 0,5 g
de amostra e 0,5 g de catalisador (selenito de sddio, sulfato de sodio e sulfato de
cobre), adicionando-se a mistura 5mL de acido sulfarico P.A. Esses tubos foram
levados a um bloco digestor, conforme FIGURA 11, onde a matéria organica
existente na amostra foi decomposta e o0 nitrogénio foi transformado em sal
amoniacal, pelo aquecimento gradativo a 350 °C. Este ponto foi verificado pela
mudanca da coloracdo da amostra de escura a verde clara.

FIGURA 11 — Tubos no processo de digestdo da matéria organica para determinacao de proteinas.
Fonte: A autora (2013).

Procedeu-se a destilagdo em destilador de nitrogénio Tecnal, TE 036/1

(FIGURA 12), onde os tubos receberam hidréxido de sodio 40% até viragem de
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coloracdo. Este momento indica que a amonia foi liberada do sal amoniacal. Na
sequéncia, a amostra foi transferida para um erlenmeyer de 125 mL contendo uma

solucao de acido bérico 5%, contendo indicador misto.

FIGURA 12 — Destilador de Nitrogénio Tecnal, TE 036/1.
Fonte: A autora (2013).

A titulag&o, ou seja, a determinagédo da quantidade de nitrogénio presente na
amostra, foi realizada com acido cloridrico 0,1 mol/L, com o auxilio de uma bureta
automética VitLab. Os célculos para verificacdo do teor de proteinas foram

realizados conforme férmula:

Teor de Proteinas (%) = V x 0,14 x fc x 6,25
m1

Onde, V = valor em mL de &cido cloridrico 0,1 mol/L gasto na titulacéo
fc = fator de correcdo do &cido cloridrico 0,1 mol/L

m1 = massa da amostra em gramas

O fator de conversdo 6,25 é utilizado no método oficial da Association of
official analytical chemists, namero 991.20 (BRASIL, 2005), com base nas premissas
de que a maior parte das proteinas contém 16% de nitrogénio, que elas sdo 100%
digeriveis, e que quantidades despreziveis de nitrogénio ndo protéico estédo

presentes nos alimentos.
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4.1.1.2.5 Teor de Fibras Totais

O termo fibra alimentar, como visto anteriormente, foi proposto por Hipsely e
definida por Trowell como os componentes das paredes celulares vegetais incluidas
na dieta humana que resistem a acdes das secrec¢des do trato intestinal (BOMBO,
2006).

Para a determinacdo das fibras totais, foi utilizado o método enzimatico-
gravimétrico modificado segundo a metodologia Métodos Quimicos e Fisicos para
andlise de alimentos das Normas Analiticas do Instituto Adolfo Luz (BRASIL, 2005).

Cerca de 1 g de cada amostra foi pesado, em duplicata, em erlenmeyer de
250 mL e diluido em 50 mL de tampao fosfato. A digestdo das amostras, ilustrada na
FIGURA 13 consistiu na incubagdo em banho maria Dubnoff (Nova Técnica, NT 232)
com trés diferentes enzimas, de forma sequencial, primeiramente incubacdo com a-
amilase a 100 °C por 30 min, seguido por incubacdo com protease a 60 °C por 30
min) e finalmente com amiloglicosidase a 60°C por 30 min. Apés o periodo de
incubacao procedeu-se a precipitacdo das fibras pela adicdo de alcool etilico a 60
°C, seguido de repouso por 60 minutos.

FIGURA 13 - Incubacdo das amostras em banho maria Dubnoff.
Fonte: A autora (2013).

Apoés a precipitacdo, as fibras foram filtradas, conforme FIGURA 14, com o
auxilio da Bomba de vacuo Marconi, em cadinhos previamente preparados contendo
celite (reagente a base de silica, utilizado para diminuir as perdas por filtracao),
levados para estufa a 105 °C por 12 horas, ou até peso constante, resfriados e
pesados. Apdos a pesagem dos cadinhos, uma das amostras da duplicata foi
submetida a andlise de cinzas e outra a de proteinas, conforme procedimentos ja

citados.
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MARGCOM;

FIGURA 14 — Filtracao das amostras de Fibras ap6s precipitacao.
Fonte: A autora (2013).

Para os célculos do teor de fibras utilizou-se a seguinte equacao:

CAD = (Cf - Ci) x100
ml
Onde, Cf = Cadinho ap6és filtracdo e permanéncia em estufa, em gramas
Ci= Cadinho preparado previamente com celite, em gramas

m1 = massa da amostra Umida, em gramas

Fibra alimentar Total (%) = CAD 1 + CAD 2 - % Cinzas - % Proteinas
2
Onde, CAD 1 = Um dos cadinhos da duplicata
CAD 2 = Outro cadinho da duplicata

4.1.1.2.6 Teor de carboidratos

O conteudo de carboidratos foi estimado por diferenca seguindo-se a
metodologia utilizada por SILVA et al. (2001). Para o célculo foram somadas as cinco
determinacdes: umidade (%), lipidios (%), proteina (%), fibra alimentar (%) e cinzas
(%). Esta soma foi subtraida do total (100%) e o resultado representa o teor de

carboidratos do produto.
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4.1.1.2.7 Valor calérico Total

O valor calorico total (VCT) de uma amostra de alimento foi calculado a partir
dos dados de composicao centesimal, de acordo com a RDC n° 360 do Ministério da
Saude (BRASIL, 2003). No célculo foram usados os fatores de conversdo de 4
kcal/g para carboidratos e proteinas e de 9 kcal/g para lipidios, e expressos em

kcal/g seguindo a equacéao:

VCT (Kcal/100g) = (proteina x 4) + (carboidratos x 4) + (lipidios x 9)

4.2 ENSAIOS BIOLOGICOS

4.2.1 Teste de toxicidade das nanofibrilas frente a Artemia salina

As quantidades de nanofibrilas foram avaliadas quanto a letalidade frente a
Artemia salina (FIGURA 15), com adaptacbes da metodologia de MEYER et al.
(1982). Os ovos foram colocados para eclodir em solucéo salina comercial (Salinity —

Aqua vitro®) na concentracdo de 35 g/L a 27 °C, 250 rpm por 24 horas.

FIGURA 15 - Artemia salina.
Fonte: A autora (2013).

Para os testes de toxicidade foram realizadas analises em triplicata das
amostras, contendo 10 microcrustaceos em cada tubo e concentragdes crescentes

de gel de nanofibrilas de celulose, variando de 30 g/L a 110 g/L. O preparo e a leitura
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dos testes foi realizada com auxilio de lupa estereoscépica (Leica L2), mostrada na
FIGURA 16, decorridos os periodos de tempos 24, 48 e 72 horas apds o inicio dos
mesmos. O controle negativo consistiu em tubos com microcrustaceos em solucao

salina, sem adi¢céo de nanofibrilas.

FIGURA 16 — Lupa estereoscopica utilizada para contagem dos microcrustaceos no ensaio de toxicidade.
Fonte: A autora (2013).

4.2.2 Ensaio biologico em Rattus norvegicus albinus
4.2.2.1 Animais

Foram utilizados ratos machos (Rattus norvegicus albinus) linhagem Wistar
pesando entre 150 e 200 g, provenientes do Biotério Central da Universidade de
Blumenau, no estado de Santa Catarina. Os animais foram mantidos no Biotério
Setorial do Departamento de NutricAdo da mesma Universidade, a temperatura
controlada de 21 + 2 °C, em ciclos claro/escuro de 12 horas, conforme mostrado na
FIGURA 17. Tiveram acesso a agua e racao ad libitum, sendo alimentados todos os

dias.
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FIGURA 17 — Biotério Central da Universidade de Blumenau.
Fonte: A autora (2013).

Previamente a realizagdo dos ensaios, 0sS animais permaneceram no
laboratério durante um periodo de 24 horas para aclimatagéo.

Os procedimentos experimentais foram conduzidos de acordo com as normas
da Comisséao de Ensino do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), e
da Comissdo de FEtica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade de
Blumenau/FURB/SC, segundo protocolo n © 15/2012.

A selecdo de ratos machos para 0 ensaio biolégico visou evitar a possivel
interferéncia do ciclo estral das fémeas, caracterizado por durar de 4 a 6 dias e
ocorrer 0 ano todo. O efeito hormonal sobre a pressao arterial das fémeas poderia

gerar singularidades no experimento.

4.2.2.2 Dietas

A dieta é talvez o fator mais importante na experimental nutricdo animal. No
presente trabalho a ragdo de escolha foi a AIN 93, & semelhanca de estudos
anteriores, por ser muito utilizada em experimentacdo animal. Os critérios utilizados
para formulacdo das dietas AIN 93 foram: 1) as racdes devem ser feitas a partir de
ingredientes purificados; 2) estdo de acordo com as necessidades nutricionais dos
animais; 3) devem ser produzidas com ingredientes facilmente disponiveis e a um
custo razoavel; 4) as composicfes sdo estaveis e reproduziveis e 5) as dietas
podem ser usadas numa ampla gama de aplicacdes. Os componentes para compor
a dieta, apresentados na TABELA 1, foram adquiridos pela empresa RHOSTER
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(Industria e Comércio Ltda.,Vargem Grande Paulista - SP) e preparados em uma vez
Unica, no laboratorio de Produtos Nao-Madeiraveis, da Embrapa Florestas. A seguir,
as dietas foram divididas em porcdes adequadas e enviadas para o Biotério Central
da Universidade de Blumenau, onde os ensaios foram realizados.

Foram preparados quatro tipos diferentes de dietas: Grupo 0 (Dieta padréao -
Controle); Grupo 1 (Dieta padrdo complementada com 7% de suspensdo de
nanofibrilas); Grupo 2 (Dieta padrdo adicionada de 14% de suspensao de
nanofibrilas); Grupo 3 (Dieta padréo adicionada de 21% de suspensdo de
nanofibrilas).

Os teores de vitaminas, minerais e demais componentes da racao foram
equilibrados segundo as recomendacdes da AIN-93M para ratos. A composicao da

racdo padréo estd apresentada na TABELA 1.

TABELA 1 — Formulacao das dietas AIN — 93 M para manutencédo de roedores (Reeves et al. ,1993).

Amido de milho (g/KQ) 465,69

Caseina (85% de proteina) (g/Kg) 140

Amido de milho dextrinizado (g/Kg) 155

Sacarose (g/KQg) 100

Oleo de soja (g/Kg) 40

Fibras (g/KQ) 50

Mistura mineral (AIN-93M) (g/Kg) * 35
Mistura de vitaminas (AIN-93-M) (g/Kg) ** 10

L-Cistina (g/Kg) 1,8

Bitartarato de colina (41,1% de colina) (g/Kg) 2,5
Terc-butil-hidroquinona (TBHQ) (mg/Kg) 8

* Mistura mineral (g/kg): Carbonato de célcio anidro 357,00; Fosfato de potassio monobésico 250,00;
Citrato de potassio 28,00; Cloreto de sddio 74,0; Sulfato de potassio 46,60; Oxido de magnésio 24,00;
Citrato férrico 6,06; Carbonato de zinco 1,65; Sédio meta-silicato 1,45; Carbonato de manganés 0,63;
Carbonato de cobre 0,30; Sulfato de cromo e potassio 0,275; Acido bérico 81,50 (mg/Kg); Fuoreto de sédio
63,50 (mg/Kg); Carbonato de niquel 31,80 (mg/Kg); Cloreto de litio 17,40 (mg/Kg); Selenato de sodio anidro
10,25 (mg/Kg); lodato de potassio 10,00 (mg/Kg); Paramolibdato de aménio 7,95 (mg/Kg); Vanadato de
aménio 6,66 (mg/Kg) ; Sacarose pulverizada 209,806. ** Mistura Vitaminica (g/kg): Acido nicotinico 3,00;
Pantotenta de célcio 1,60; Piridoxina-HCI 0,70; Tiamina-HCI 0,60; Riboflavina 0,60; Acido félico 0,20;
Biotina 0,02; Vitamina B-12 2,50; Vitamina E 15,00; Vitamina A 0,80; Vitamina D-3 0,25; Vitamina k-1 0,07;
Sacarose pulverizada 974,655.

A FIGURA 18 mostra o aspecto geral das diferentes misturas alimentares.
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FIGURA 18 — Rag®8es produzidas segundo AIN — 93 M.

A. Ragédo Padrao (Controle); B. Ra¢éo padrdo com 7% de solucdo de nanofibrilas; C. Rag&o padrdo com

14% de solugéo ;D. Ragéo padrdo com 21% da mesma solucao .
Fonte: A autora (2013).

4.2.2.2.1 Caracterizacdo das Racgdes usadas nas Dietas

Os quatro tipos diferentes de racgbes foram caracterizados quanto a
composicdo centesimal, por teores de umidade, cinzas, proteinas, lipideos e fibras,
conforme apresentado no Item 3.1.1 deste documento. Além da composicdo

centesimal basica, ainda foram determinados os teores de acidez e o pH.

a) Teor de Acidez

Para a determinacéo da acidez, utilizou-se titulometria, segundo metodologia
padrdo para andlise de alimento das Normas Analiticas do Instituto Adolfo Luz
(BRASIL, 2005).

Foram pesados 5 g de amostra em erlenmeyer de 125 mL e adicionados 100
mL de agua de osmose reversa. A solucdo foi homogeneizada e filtrada em papel
filtro qualitativo. Uma aliquota de 25 mL do filtrado foi separada e procedeu-se a
titulacdo, utilizando-se bureta automética VitLab, com hidroxido de sédio 0,1 mol/L e

fenolftaleina como indicador, conforme ilustra a FIGURA 19.
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FIGURA 19 — Ensaio para verificagao do teor de acidez.
Fonte: A autora (2013).

Os calculos foram realizados segundo a férmula:
Acidez (%)= V x fc x 100
m X c

Onde, V = volume (mL) de hidréxido de sédio gasto na titulagé&o.

Fc = fator de correcéo do hidroxido de sddio utilizado

m = massa da amostra utilizada em gramas

¢ = fator de correcao, que é igual a 10 para uma solucao de hidroxido

de sodio 0,1 mol/L.

b) pH

A analise de pH foi realizada com a mistura de 10 g de amostra em 100 mL de
agua de osmose reversa com o auxilio de um pHmetro (Hanna Instruments, modelo
pH211) previamente calibrado (FIGURA 20), segundo metodologia oficial do Instituto
Adolfo Lutz (BRASIL, 2005).

FIGURA 20 — pHmetro utilizado para a verificagcdo do pH das racoes.
Fonte: A autora (2013).
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4.2.2.3 Ensaio Bioldgico propriamente dito

Os animais foram divididos em quatro grupos de oito, de acordo com a
variacdo da concentracdo de nanofibrilas adicionadas a racéo e alimentados durante
30 dias para testes bioquimicos, incluindo a verificacdo da taxa glicémica e para a
avaliacao do peso.

Ao final dos 30 dias de experimento, os ratos foram mantidos em jejum de oito
horas, com acesso a agua ad libitum e sacrificados por overdose anestésica,
conforme FIOCRUZ (2008), de xilazina, quetamina e barbitlrico. Imediatamente
apos o momento do sacrificio foram coletados os figados dos animais para as

analises histoldgicas e amostras de sangue para as analises de lipidograma.

4.2.2.3.1 Parametros metabdlicos

As amostras de sangue para as andlises de lipidograma foram coletadas
através de puncédo cardiaca, no momento do sacrificio, armazenadas em tubos de
ensaio e estocados em geladeira, sem anticoagulante. Para a realizacdo dos
ensaios bioquimicos, as amostras foram centrifugadas, em Centrifuga Excelsa Baby
1 da Marca Fanem, para separar o codgulo (ou os elementos figura dos do sangue)

do plasma, por 10 minutos a 3500 rpm, conforme mostrado na FIGURA 21.

FIGURA 21 — Separacéo do plasma para analises bioquimicas.
Fonte: A autora (2013).

Para as andlises de colesterol total e triglicerideos foram utilizados kits da
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marca Analisa® Todas as determinacdes incluiram ensaios em branco e do
respectivo padrao.

Para a analise do colesterol total foi utilizado um método enzimatico
colorimétrico (Trinder), onde os ésteres de colesterol sdo hidrolisados pela
colesterol-esterase formando colesterol livre que, ap6s a oxidagdo com colesterol-
oxidase, forma peréxido de hidrogénio. Este peroxido reage com fenol, 4-
aminoantipirina através da oxidacdo catalisada pela peroxidase, produzindo uma
substancia de cor vermelha, a quinonimina. Para a realizagdo do ensaio, 10
microlitros de plasma e 1000 microlitros de reagente de cor foram transferidos para
um tubo de ensaio, com o auxilio de micropipetador automatico. Seguiu-se a
incubacdo em banho maria a 37 °C por 10 minutos e a leitura espectrofotométrica a
500 nm para a deteccdo da quinonimina formada. (ANALISA, Belo Horizonte- MG,
2010).

A andlise de triglicerideos seguiu um método enzimatico colorimétrico
(Trinder), onde os triacilglicerdis sédo hidrolisados pela lipase lipoprotéica. O glicerol
liberado é fosforilado pela glicerolquinase formando glicerofosfato, que € entao
oxidado a dihidroxiacetona e agua oxigenada por acdo da glicerol-3-fosfato oxidase.
Através da reacdo da copulacdo oxidativa catalisada pela peroxidase, a agua
oxigenada reage com a 4-aminoantipirina e 4-clorofenol, produzindo uma substancia
de cor avermelhada (quinoneimina) que € lida em espectrofotbmetro. Para a
dosagem, foram adicionados 10 microlitros de amostra e 1000 microlitros de
reagente de cor em um tubo de ensaio, Esse tubo foi levado para incubacdo em
banho maria a 37 °C por 10 minutos e realizou-se leitura espectrofotométrica a 505
nm (ANALISA, Belo Horizonte- MG, 2010).

4.2.2.3.2 Teores de Minerais nas Fezes
Todas as amostras de fezes a serem analisadas passaram por
processamento em triturador de bancada Waring modelo 334BL97, (FIGURA 22), e

posteriormente foram submetidas a secagem a 60 °C durante 24 horas, para retirada

da umidade residual.
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FIGURA 22 - Triturador de bancada Waring.
Fonte: A autora (2013).

Para a determinacédo de minerais é necessario tornar os analitos de interesse
disponiveis em solucéo. A destruicdo da matéria organica € considerada uma etapa
critica podendo levar a erros no resultado final, por contaminacdo da amostra ou
perda do analito de interesse por meio de adsorcao ou volatilizagdo (BRASIL, 2005).

Amostras de aproximadamente 0,5 g, previamente secas, foram pesadas em
um tubo apropriado. Acrescentou-se 4 mL de acido nitrico P.A. (65%). Os tubos
foram colocados, entdo, no bloco digestor com aumento gradativo de 50 °C até a
temperatura de 150 °C. No ponto em que a amostra encontrava-se bem digerida,
visivel pelo aspecto incolor, foram acrescentados 0,5 mL de &acido perclérico e
promoveu-se o aumento da temperatura do bloco, que foi a 180 °C. A digestao total
das amostras tomou cerca de seis horas. Quando as amostras encontraram-se
totalmente digeridas, restando aproximadamente 0,5 ml do extrato mineral incolor,
aguardou-se o resfriamento dos tubos e adicionou-se 15 ml de agua de osmose
reversa.

A determinag&o dos micronutrientes como Cobre, Ferro, Manganés e Zinco e
dos macronutrientes Caélcio e Magnésio, foram efetuadas no Espectrometro de
Absorcdo Atémica AAnalyst 200, da Perkin Elmer (FIGURA 23). As leituras
referentes aos micronutrientes foram realizadas em amostra pura, enquanto as
leituras de célcio e magnésio foram diluidas. A determinacdo de Enxofre e Fosforo
foi realizada no Espectrofotometro UV-VIS 1800, Shimadzu (FIGURA 24), enquanto
a determinacdo de Sodio e Potassio no Fotdmetro de Chama 910 MS, da marca
Analyser (FIGURA 25).
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FIGURA 23 — Espectrometro de Absorcéo Atdmica.
Fonte: A autora (2013).

FIGURA 24 - Espectrofotébmetro UV-Vis.
Fonte: A autora (2013).

FIGURA 25 - Fotdmetro de Chama.
Fonte: A autora (2013).

4.2.2.3.3 Massa Corporal e analise da taxa glicémica

O controle da massa corporal dos animais foi realizado semanalmente, com

auxilio de uma balanca de precisdo OHAUS, conforme mostrado na FIGURA 26.
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FIGURA 26 - Procedimento de pesagem dos animais.
Fonte: A autora (2013).

A determinacdo da glicemia sanguinea foi realizada com o emprego do
sistema de monitoramento de Glicemia True Read da Marca HOME Diagnostics.
Para a testagem, uma pequena gota de sangue da cauda do animal € colocada
sobre a ponta de uma fita especifica do aparelho, e este fornece a leitura em mg/dL,

conforme mostrado na FIGURA 27.

FIGURA 27 - Sistema de monitoramento de glicemia.
Fonte: A autora (2013).

4.2.2.3.4 Andlises Histolégicas dos figados

O material foi processado segundo a técnica histolégica de rotina, conforme
metodologia descrita por Ribeiro e Groztner (2012). Os figados dos animais foram

fixados em formaldeido 10% por 72 horas. O fixador preserva e oxida o material,
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favorecendo a coloracéo (fator preponderante) e promove um prévio endurecimento
do material. Apds a fixacdo, realizou-se a desidratacdo com banhos sequenciais de
uma hora e meia de duracdo com alcool etilico a 70%, 80%, 90%, seguidos por
mais quatro banhos de alcool absoluto. Apos este procedimento, procedeu-se a
diafanizacdo com 3 banhos de xilol, com duragbes de 40, 30 e 15 minutos,
respectivamente. Posteriormente, o material foi incluido em parafina a temperatura
entre 58 e 60 °C. A incluséo foi realizada em dois banhos sucessivos, com duragao
de 2 horas cada um. Apés a inclusdo, os 6rgdos foram emblocados em parafina.
Com auxilio de um micrétomo, os blocos foram fatiados, resultando em cortes de 6
micrometros de espessura. A etapa posterior a microtomia, foi a desparafinizacéo
com xilol, seguida da hidratacdo com banhos sequenciais de &lcool etilico em
concentracbes decrescentes, de 100%, 90%, 80% e 70% e finalmente em &agua
destilada, sendo que cada banho teve a duracdo de 5 minutos. Os corantes
utilizados nas laminas deste trabalho foram hematoxilina e a eosina, sendo que o
material ficou exposto a hematoxilina por 1 minuto, e a eosina por 30 segundos.
Apés a coloracdo do material, procedeu-se a montagem das laminas com
Permount®.

Na sequéncia, procedeu-se a analise das laminas por microscopia de luz. A
avaliacdo da arquitetura tecidual buscava averiguar a integridade do 6rgao ou a
presenca de alteracbes, em especial de degeneracdo gordurosa hepatica
(esteatose).

4.3 ANALISE ESTATISTICA.

A andlise estatistica foi realizada a partir da andlise de variancia (ANOVA:
fator duplo sem repeticéo) dos valores obtidos nas diferentes concentracées de nano
fibrilas. O valor de p<0,05 entre os grupos experimentais foi considerado como
existéncia de diferenca estatisticamente significativa. Um valor de p>0,05 indicou
gue os dados obtidos eram homogéneos, ou seja, as repeticdes eram reproduziveis.

Foi utilizado igualmente, como poés teste, o teste de Tukey. Esse teste visa
detectar a diferenca minima entre as médias necessaria para que exista diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos (VIEIRA, 1980).

Utilizou-se para a analise estatistica o software GraphPad Prism version 5.01.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DAS NANOFIBRILAS DE CELULOSE

A andlise macroscépica do material produzido revela uma suspensdo com

consisténcia gelatinosa e aspecto leitoso, conforme apresentado na FIGURA 28.

|

FIGURA 28 — Aspecto de gel da suspensédo de nanofibrilas.
Fonte: A autora (2013).

5.1.1. Anadlise das dimensbes das Nanofibrilas de Celulose por Microscopia

Eletronica de Transmissao (MET) e de Varredura (MEV)

As FIGURAS 29 e 30 apresentam as nanofibrilas produzidas a partir da
celulose proveniente da bainha da pupunha apds processamento para MEV para
MET, respectivamente.

A primeira abordagem para a caracterizagdo microscoépica das nanofibrilas foi
uma andlise em MEV. No entanto, como pode ser observado na FIGURA 29, as
fibrilas encontravam-se todas fusionadas, polimerizadas, impedindo sua visualizacao
individual. Esta configuracéo, devida provavelmente a alta energia de superficie do
material, frustrou o objetivo do ensaio que era a quantificacdo da espessura da fibra.

Buscou-se, entdo, fracionar a amostra por sonicagdo, seguida de analise por
MET. A imagem apresentada na FIGURA 30 revela ter sido adequado o tratamento,

propiciando a visualizagdo isolada de algumas nanofibrilas.
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K35, 888 B.5Hm

FIGURA 29 — Imagem obtida por MEV aumento de FIGURA 30 — Imagem obtida por MET aumento de
35.000 X. 50.000 X.
Fonte: A autora (2013). Fonte: A autora (2013).

Para o dimensionamento das fibrilas em estudo empregou-se o software
Paint.net ™ versdo 3.5.10. Ap6s andlises das imagens de MET pode-se constatar
gue a maioria das nanofibrilas, passiveis de serem visualizadas individualmente no
aumento de 50.000 X, apresentam diametros na faixa de nanémetros (10°m).

A homogeneidade das amostras sonicadas, embora majoritaria, nao foi
absoluta. Algumas das fibrilas observadas permaneceram agregadas, apresentando

didmetros superiores ao nivel nanomeétrico desejado.
5.2 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DAS NANOFIBRILAS DE CELULOSE

Apbés o branqueamento e passagem pelo moinho, as amostras foram
submetidas a andlise de sua composi¢do centesimal, segundo metodologia padréo
para analise de alimentos (BRASIL, 2005), e os resultados estdo apresentados na
TABELA 2. O constituinte presente em maior quantidade foi a 4gua livre (na forma de
umidade). Tal resultado era previsivel, ja que para o preparo do material adotou-se a
consisténcia de 0,01% de amostra (bainha de pupunha branqueada e processada).

Os dados de composicdo centesimal das nanofibrilas mostraram-se coerentes
com aqueles esperados apds o processamento. A etapa de branqueamento teve a
finalidade de remover grande parte dos compostos presentes na bainha de pupunha,
inclusive carboidratos simples e a lignina residual.

N&o é de interesse a manutencdo da lignina na solucdo a ser produzida, por

ser quimicamente heterogénea e seu carater amorfo dificultar a organizacdo em
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fibrilas. Desta forma, resiste ao tratamento principalmente a celulose, o material de
interesse do presente trabalho.

O clorito, utilizado no branqueamento do residuo da bainha de pupunha, tem
um custo de 0,8 US$/ kg de amostra branqueada, ou seja, esse branqueamento
pode estar gerando 6nus, portanto, para trabalhos futuros, sugere-se tentar produzir
a solucdo de nanofibrilas sem a etapa de brangueamento, e verificar possiveis
implicacdes no organismo.

O segundo constituinte presente em maior quantidade é o representado pelas
fibras, com um valor total de 2,2126 g/100g e diferenciadas em sollveis e insollveis,
conforme mostram os valores da tabela.

Em estudos anteriores, foi verificado que o residuo de pupunha utilizado para
tal experimento, sem estar na forma de suspensédo 0,01%, possui 59,3 g/ 100 g de
fibras insoluveis e 3,7 g/100g de fibras solaveis, considerando um teor de umidade
de 2,9 g/100 g (HELM, 2013). Sendo assim, apos branqueamento e desfibrilacdo em
moinho até suspensédo de nanofibrilas, a relacdo entre fibras solUveis e insoltveis
nao foi mantida, verificando-se que esse processo disponibilizou maiores
guantidades de fibras soluveis.

Os valores de lipideos ndo foram detectados pela metodologia padréo
utilizada, e, juntamente com os valores de minerais (na forma de cinzas) e proteinas
(que foram encontrados em quantidades muito baixas) ndo se apresentaram em
concentracdes significativas. Portanto, foram desconsideradas nos célculos quando

a solucédo de nanofibrilas foi adicionadas as ragoes.

TABELA 2 — Composicgao centesimal das nanofibrilas produzidas, em base umida.

Parametro (g/100 g) (média £ DP)
Umidade 97,79 £ 0,034
Cinzas 0,06 + 0,003
Fibras Soluveis 0,54 + 0,012
Fibras Insoluveis 1,67 £ 0,003
Proteina 0,11 £ 0,015
Lipideos N.D.

N.D. Valores inferiores a sensibilidade da técnica
Fonte: A autora (2013).
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5.3 TESTE DE TOXICIDADE DAS NANOFIBRILAS FRENTE A ARTEMIA SALINA

Uma avaliacdo preliminar da toxicidade das nanofibrilas de pupunha foi
efetuada frente a Artemia salina. A utilizacdo deste microcrustadceo como indicador
de toxicidade possibilitou a realizacdo do experimento rapidamente, sem grandes
dificuldades de manipulacédo, além do baixo custo econémico e a facilidade de ser
encontrada comercialmente.

O teste de toxicidade analisou o efeito de diferentes concentracdes de
nanofibrilas nos tempos de 24, 48 e 72 horas, Os resultados do referido ensaio

podem ser analisados na FIGURA 31.
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FIGURA 31 — Gréfico mostrando toxicidade das nanofibrilas frente a Artemia salina .
A. 24, 48 e 72 horas, em diferentes concentracdes; B.% de microcrustaceos vivos em 24 horas; C.%
de microcrustéceos vivos em 48 horas; D.% de microcrustaceos vivos em 24 horas.
* Valores com variagdo p< 0,05 segundo teste ANOVA e pos teste Tukey.
Fonte: A autora (2013).
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Com relacdo a analise do efeito das nanofibrilas por 24 horas (FIGURA 31 A),
percebeu-se que praticamente todos 0s animais permaneceram vivos em todas as
concentracdes, exceto na ultima, onde apenas 90% dos animais permaneceram
vivos. Quando analisado estatisticamente (FIGURA 31 B), resultou em um valor de p
< 0.0001 somente quando comparada a concentragdo de 110g/L com as demais,
mostrando que somente esta apresenta diferenca significativa. Neste caso,
provavelmente, a grande densidade do meio (110 g/L da solucdo com 0,01% de
consisténcia) acabou mascarando os resultados, dificultando a leitura da quantidade
de animais presentes.

Considerando esta limitagdo técnica, em oportunidades posteriores, seriam
interessantes repeticdes de testes de toxicidade com outros modelos experimentais,
para verificar se maiores concentracdes de nanofibrilas poderiam afetar os
organismos.

Na leitura de 48 horas, houve um aumento gradativo de mortes a partir da
concentracdo de 80 g/L, justificando a tendéncia decrescente no grafico a partir
desta concentracdo (FIGURA 31 A). A analise estatistica dos dados , no entanto, néo
revelou diferengas significativas com o aumento da concentracdo, mostrando
variacdo significativa com p de 0,0022 apenas para a concentracdo de 110 g/L,
guando comparadas com as demais (FIGURA 31 C).

Na leitura de 72 horas, porém, embora possa ser observada uma tendéncia a
um maior nimero de mortes, os resultados foram erraticos, ndo guardando relacao
direta do aumento da concentracdo do gel de nanofibrilas com o nimero de animais
mortos (FIGURA 31 D). Segundo criadores do animal, a densidade ideal para o
desenvolvimento desses microcrustaceos € 1.030 g/cm3, e a mistura da solucao de
nanofibrilas de celulose aumentou sensivelmente essa densidade conforme
observacédo experimental.

Um ensaio em branco foi efetuado, para cada tempo (FIGURA 31 B, C e D).
Nos tempos 24 e 48 horas, todos os animais colocados no tubo sem a solucdo em
estudo sobreviveram. No tempo de 72 horas, 83,33% dos animais morreram e esse
resultado mostrou-se significativamente diferente dos valores encontrados nas
diferentes concentracoes.

Esses resultados indicam que em pequenas concentragdes, como as de 30,
40 e até 50 g/L da solucado, o material produzido ndo apresenta efeitos toxicos sobre

0 microcrustaceo, e sim, provavelmente, serve como fonte de nutrientes, garantindo
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sua sobrevivéncia. Porém, se adicionado em grandes concentracdes, acaba
provocando um aumento drastico na densidade do meio, que possivelmente deve
interferir nos movimentos basicos e, por consequéncia, no metabolismo do animal.

Estudos utilizando Artemia salina em testes toxicolégicos tém sido realizados
por pesquisadores do mundo todo para andlise de efluentes, residuo de mineracéo
de carvdo (BENASSI, 2004), estudo fitoquimico com fungos (SIQUEIRA et al., 2001)
e também em substancias toxicas na alimentacdo (RODRIGUEZ et al., 2009). Varios
desses e outros estudos comprovam a acado toxica ou ndo de varias substancias
naturais ao crustaceo Artemia sp..

No entanto, conforme verificado nos ensaios acima as nanofibrilas de
pupunha, quando ofertadas em baixas concentracdes, trouxeram beneficios ao
animal, servindo como fonte de recursos.

Os resultados do teste de toxicidade frente a Artemia salina serviram de base

para 0s ensaios biolégicos com ratos, relatados a seguir.

5.4 ENSAIOS BIOLOGICOS EM RATTUS NORVEGICUS ALBINUS

5.4.1 Composicao das Racgbes

A composicao das racbes ministradas aos ratos (racéo controle e acrescida
de diferentes concentracbes de nanofibrilas) foi analisada por métodos
experimentais e os resultados estéo arrolados na TABELA 3.

As racdes foram avaliadas no intuito de verificar se, apds o preparo,
encontravam-se com valores proximos aos valores sugeridos por Reeves et al.
(1993).

Conforme pode ser observado na TABELA 3, a composi¢ao das racdes nao
apresentou expressivas diferencas aparentes com o0 aumento da quantidade de
solucéo de nanofibrilas.

Para uma melhor compreensao dos valores apresentados, os dados foram
tratados com teste de significancia ANOVA e os resultados estdo apresentados na
FIGURA 32.
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TABELA 3 — Composicao centesimal das rac6es, em base seca.

Controle AIN +7% AIN +14% AIN +21%

Umidade (g/100g) 8,81+0,13 12,71+0,21 18,05+0,32 25,63 0,49
Cinzas (g/100g) 3,16 £0,21 2,57+0,0 2,86+0,03 2,52+0,28
Fibras (g/100g) 10,85+0,25 10,01+0,82 13,74+0,23 11,51+0,81
Proteinas (g/1009) 6,47+0,12 6,88+007 6,660,006 6,95+0,13
Lipideos (g/100q) 1,09+0,03 2,79+0,19 351+0,03 3,67 +0,06
Acidez 19,36 £ 0,12 15,74 +0,23 15,72+0,22 14,33+0,48
pH 6,16 + 0,03 6,21+0,02 6,26+£0,03 6,17+0,04
Carboidratos (g/1009) 78,43 77,75 73,23 75,35

VCT (kcal/100g9) 349,37 363,65 351,18 362,24

Valores referentes a média das triplicatas com desvio padrao.
Fonte: A autora (2013).

A umidade foi o Unico componente que sofreu um aumento gradativo
mostrando-se significativamente diferente na comparagéo entre os diferentes grupos
(FIGURA 32 A), conforme discutido anteriormente no item 5.2.

Com relacdo ao teor de cinzas, diferencas significativas foram observadas
apenas na comparacao da racao controle com a racao acrescida de 21% de solucéo
de nanofibrilas (FIGURA 32 B). O teor de cinzas é o residuo inorganico presente no
alimento, ou seja, € a porcdo mineral que néo foi perdida por volatilizacdo e que
afeta as propriedades fisico-quimica dos alimentos.

O teor de proteinas manteve-se praticamente constante, apresentando
diferengas significativas apenas quando comparado a ragao controle com as ragao
adicionadas de 7 e 21% de solucao de nanofibrilas (FIGURA 32 C).

O teor acidez apresentou pequena variacao, sendo significativamente menor
apenas para a racdo com adicdo de 7% de solucdo de nanofibrilas, em relacdo a
racao controle (FIGURA 32 E).

Quanto ao pH (FIGURA 32 F) os valores ndo apresentaram variagcoes
expressivas entre a racdo controle e as demais. Diferencas significativas foram
encontradas somente com adicdo de 14% com relacdo a racdo controle e quando
comparada com a ragédo com adicao de 21% de solugcao de nanofibrilas.

Os teores de pH e acidez, além de influenciarem o sabor, e
consequentemente a palabilidade da racdo para o animal, estdo relacionados ainda
com a estabilidade do alimento.

Como pode ser visito na FIGURA 32 D, o valor de lipideos apresentou um

acréscimo significativo ao comparar-se a rac¢do controle com todas as demais
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racdes. Sugere-se em oportunidades futuras, refazer tais procedimentos.

O teor de fibras, por sua vez, mostrou valores muito proximos entre si, e
guando analisados estatisticamente, apenas a ragcdo com adicao de 14% de solucao
de nanofibrilas apresentou variacdo significativa quando comparada as demais
racoes (FIGURA 32 G).

Esperava-se um leve acréscimo com o aumento da adicdo da solucdo de
nanofibrilas na racdo, porém, esse aumento ndo chegou a ser detectado pela
metodologia padrdo utilizada para tal andlise. Deve ser destacado que o teor de
fibras preconizado pela norma AIN — 93 M é de 5 @g/100 g, valor inferior ao
encontrado nas amostras de racdes produzidas no estudo. Os valores encontrados
foram no minimo 50% maiores, com 10,85; 10,01; 13,74 e 11,51 g/100 g para os
grupos controle, 1, 2 e 3, respectivamente.

Considerando a obediéncia aos mesmos procedimentos no preparo das
racdes, razoavel seria que todos os parametros supracitados, exceto fibras, néo
apresentassem variacao, ja que as quatro diferentes racdes foram produzidas com

as mesmas quantidades dos componentes em sua formulacao.
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FIGURA 32 — Andlise estatistica dos resultados das analises de composi¢&o centesimal DAS quatro
diferentes ragfes utilizados no exPerimento. A. Umidade; B. Cinzas; C.Proteinas; D. Lipideos; E. Acidez; F.
pH; G. Fibras.

* Valores com variacdo p< 0,05 segundo teste ANOVA e pés teste Tukey.

Fonte: A autora (2013).

5.4.2 Analise de massa corporea

Todos os grupos avaliados tiveram um incremento em sua massa corpérea
com o decorrer do experimento (28 dias), como pode ser observado na FIGURA 33.

O grupo controle teve um ganho total de massa de, aproximadamente, 10%
ao longo do experimento. O grupo 1 (alimentados com racdo padrdao AIN 93,
acrescida de 7% de suspensé&o de nanofibrilas), teve um aumento de peso médio de
9,03%, representando cerca de 35 g. O grupo 2 (racao padrao AIN 93, acrescida de
14% de suspensdo de nanofibrilas) apresentou um aumento em massa médio de
aproximadamente 40 g, representando um acréscimo de cerca de 9% do inicio ao
final do experimento. Finalmente, o grupo 3 (racdo padrdo AIN 93, acrescida com
21% da suspenséao de nanofibrilas) teve um aumento de massa global de 39,12 g,

equivalente a um acréscimo total proximo de 9%.
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FIGURA 33 — Resultados da andlise de massa corpdrea nos diferentes grupos no decorrer do
experimento.
Fonte: A autora (2013).

Analisando estes dados estatisticamente, com analise por regressao linear,
pode-se perceber um r2 de 0,9388, 0,882, 0,8495 e 0,8942 para 0s grupos controle,
1, 2 e 3 respectivamente. Esses valores de r2 mostram que houve um aumento linear
nas massas quando estes grupos foram analisados separadamente.

O valor de p para os grupos foram de 0,0065, 0,0164, 0,0260 e 0,0151, todos
eles menores que 0,05, mostrando que héa diferenca significativa para os valores no
decorrer do tempo em um mesmo grupo.

Esses dados indicam que os animais estavam saudaveis e se alimentando
normalmente, nao rejeitando a racgdo, tanto o grupo controle, quanto os demais
grupos, corroborando a observacdo experimental de auséncia de manifestacbes
anormais como vomitos e/ ou diarréia.

Quando esses valores foram analisados de forma a averiguar se havia relacdes
de interacao entre os diferentes tempos e grupos, utilizando teste ANOVA, o valor de
p foi de 1,0, ndo revelou varia¢cdes significativas de interacdo entre as duas variaveis
analisadas. No caso de existir uma interacdo significante, deve-se evitar a
interpretacdo dos efeitos em separado. Por esta razéo, interpretou-se, apenas, 0

efeito da interacdo, evitando-se para evitar chegar a conclusfes erroneas.
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5.4.3 Andlises bioquimicas

Foram analisados os parametros bioquimicos de glicemia e perfil lipidico dos

animais sob ensaio.

5.4.3.1 Determinacao da glicemia

A taxa de glicemia é fundamental para verificacdo dos processos
homeostéticos do metabolismo. Essas taxas foram determinadas nos diferentes
grupos de animais, ao longo do experimento, e os resultados estdo apresentados na
FIGURA 34.
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FIGURA 34 — Resultados da andlise de glicemia nos diferentes grupos no decorrer do experimento.
Fonte: A autora (2013).

Para o grupo controle, os animais apresentaram valores de glicemia pos
prandial de 107,37 mg/dL no inicio do experimento (tempo 0), e ao término do
mesmo (tempo 4: 28 dias) esse valor chegou a 110,25 mg/dL, um aumento
correspondente a 2,88 mg/dL. A diferenca total entre o inicio e o final do experimento
para o grupo controle foi de aproximadamente 5%.

O grupo 1, alimentado com racdo padrdo com a adicdo de 7% de solucado de

nanofibrilas, iniciou 0 ensaio com a taxa glicémica de 103,37 mg/dL, e ao final

59



apresentou uma taxa 129,0 mg/dL, valor aproximadamente 25% maior do que no
inicio dos experimentos.

O segundo grupo, alimentado com 14% de solugcdo de nanofibrilas
adicionadas a racéo padrdo, foi 0 que comegou 0S ensaios com 0s valores mais
baixos de glicose, 97 mg/dL, e atingiram, ao final, uma média de 111,12 mg/dL,
representando um aumento total de 14,55%.

O terceiro e ultimo grupo, que foi alimentado com racao padrdo acrescentada
de 21% de solugéo de nanofibrilas de celulose, iniciou o experimento com uma
média de 100 mg/dL, apresentando valores médios finais de 106,00 mg/dL. A
diferenca dos valores de glicemia total para esse grupo ficou em 6%.

A andlise estatistica desses dados monstrou que o valor encontrado para p foi
de 0,3828 (maior que 0,05). Portanto nao foi encontrada diferenca significativa entre
os resultados, quando feita andlise de interacdo entre glicose e tempos analisados,
com o uso do ensaio ANOVA.

Os mesmos dados foram analisados por regressao linear e os valores nao
mostraram uma linearidade, com r2 de 0,1098, 0,5022, 0,4481 e 0,2075 para 0s
grupos controle, 1, 2 e 3 respectivamente.

O valor de p para os grupos foram de 0,5859, 0,1803, 0,2165 e 0,4407, todos
eles maiores que 0,05, mostrando que nado ha diferenca significativa para os valores
no decorrer do tempo em um mesmo grupo.

Embora ndo tenha sido possivel encontrar um padrdo de linearidade nos
grupos de estudo com o aumento do tempo e os valores encontrados né&o
concordarem com aqueles reportados pelo Centro de Bioterismo da FMUSP (MELO
et al., 2012), que mostram taxas glicémicas em ratos entre 150,7 e 207,5 mg/dL,
todos os valores encontrados corroboram dados de Guimaréaes e Mazaro (2004), de
116,1 mg/dL e se aproximam aos dados registrados por Dantas et al. (2006), de
108,0 mg/dL.

Tais resultados demonstram que o suplemento fornecido para os animais em
estudo, ndo afetou a taxa glicémica, atestando a adequada manutencdo da
homeostase dos animais em experimentagao.

As diferencas verificadas entre valores encontrados na literatura e o0s
registrados no presente trabalho podem ter decorrido da variagédo experimental, do
stress sofrido pelos animais durante o periodo de confinamento ou das condi¢cdes do
préprio biotério.
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5.4.3.2 Perfil lipidico

Foram determinados os valores de triglicerideos e de colesterol total dos
animais em experimentacao e os dados estdo expressos na FIGURA 35.

Conforme indica a FIGURA 35 A, os niveis de triglicerideos encontrados para
0s animais do grupo controle foram de 87 + 18,65 mg/dL. Para os animais do grupo
1 o valor registrado foi de 100 + 16,24 mg/dL, do grupo 2 foi de 98,42 + 12,12 mg/dL
e para os animais do grupo 3, onde foi disponibilizada a maior fracdo da solucao de
nanofibrilas, foi de 117 + 23,74 mg/dL. Destes valores, nenhum deles apresentou
diferencas significativas, quando comparados aos outros grupos.

Os valores de triacilgliceréis para todos os grupos, exceto o terceiro, foram
inferiores as referéncias do Centro de Bioterismo da FMUSP (MELO et al., 2012),
que sdo de 110-174,8 mg/dL.

Por outro lado, todos os grupos tiveram valores préximos aos encontrados em
estudos de Guimardes e Mazaro, (2004), que registraram taxas de 83,7 mg/dL, e
também proximos aos resultados de Dantas (2006), com 82,0 mg/dL.

Sugere-se para trabalhos futuros um aumento do n amostral, que neste caso
foi de 8 animais por grupo, a fim de diminuir o desvio padrdo dos valores
encontrados.

Os valores de colesterol total encontrados para os animais apds o término do
experimento estdo apresentados na FIGURA 35 B. Foram de 77,1 + 17,06 mg/dL
para o grupo controle, 62,5 £ 9,66 mg/dL para o grupo 1 (7% de solucdo de
nanofibrila acrescentada na racédo padréo), 64,4+ 7,87 mg/dL para o grupo 2, (14%
de solucao de nanofibrilas) e 69,9 £ 13,93 mg/dL para o grupo 3 ( alimentados com a
racado padréo AIN 93, acrescida com 21% da suspensdo de nanofibrilas. Nenhum
dos grupos apresentou variagOes estatisticamente significativas (FIGURA 33 B).

Todos os valores de colesterol total determinados sé&o inferiores ao de 83,7
mg/dL relatado por Guimardes e Mazaro (2004), e aos valores entre 98,9 e 110,2,
mg/dL provenientes de estudos do Centro de Bioterismo da FMUS (2008), para
animais sadios ndo submetidos a nenhum tratamento.

Segundo a associa¢do americana de dieta (ADA, 2002) e também Botelho et
al. (2002), o consumo adequado de fibras alimentares tem como beneficio, entre

muitos outros, a reducdo do colesterol, o que nédo foi observado de forma
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significativa nos dados encontrados.

Cabe ressaltar que os parametros bioquimicos plasmaticos podem apresentar
variacbes de acordo com sexo, linhagem, gendtipo, além de serem influenciados
pela idade, dieta, manuseio e ambiente, entre outros fatores.

Nao obstante, esses resultados sugerem fortemente que a quantidade de
fibras utilizado no experimento ndo foi suficiente para causar efeitos bioquimicos

relevantes no metabolismo animal.
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FIGURA 35 — Gréfico das andlises bioquimicas realizadas. a. Triglicerideos; b. ColesteroL Total.
Fonte: A autora (2013).

5.4.4 Analises dos minerais excretados

A capacidade de retencdo de agua da fibra pode influenciar na digestdo e
absorcao de minerais (FERREIRA, 2009). Por essa razao foi proposta a analise dos
minerais zinco e célcio, que sdo os mais citados em literatura como afetados em
processos que envolvem digestibilidade de animais. Porém, foram realizadas
também analises de outros minerais, que podiam estar sendo perdidos na
evacuagao.

Todos esses elementos, embora alguns deles representem quantitativamente
uma pequena fracdo do total do conteddo mineral do corpo humano, apresentam
papel importante em varias vias metabdlicas.

A TABELA 4 mostra os valores de composicdo mineral nas fezes dos ratos

nos diferentes grupos.

62



TABELA 4 — Composicao dos minerais nas fezes dos ratos nos diferentes grupos.

P K Na Ca Mg Cu Mn Fe Zn N
(mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/g)
Grupo
controle 0,56 0,96 0,66 4390 2,68 0,08 0,12 0,71 0,52 7,91
Grupo 1 -
7% 0,59 0,94 0,61 40,98 231 0,06 0,11 0,63 0,45 9,65
Grupo 2 -
14% 0,58 0,61 0,64 41,27 3,45 0,08 0,19 0,80 0,56 9,99
Grupo 3 -
21% 0,57 1,15 0,87 39,02 3,33 0,09 0,18 0,79 0,54 9,41

Fonte: A autora (2013).

Esses valores estao ilustrados na FIGURA 36.
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FIGURA 36 — Graficos com a composi¢do dos minerais encontrados nas fezes dos ratos nos
diferentes grupos. A. micronutrientes. B. Calcio, Magnésio e Nitrogénio. C Fosforo, Sédio e potassio.
Fonte: A autora (2013).

E, na FIGURA 37 estdo os dados sobre tais nutrientes avaliados apos as
andlises de variancia ANOVA e pos teste de Tukey.
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FIGURA 37 - ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS DE MINERAIS EXCRETADOS.
* VALORES COM VARIAGCAO P< 0,05 SEGUNDO TESTE ANOVA E POS TESTE TUKEY.

Fonte: A autora (2013).
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O fésforo € um mineral abundante no organismo animal e atua na constituicao
do esqueleto, constituicdo do tecido muscular, absorcéo, deposicao e utilizacdo das
gorduras, entre outras funcbes do metabolismo (ANDRIGUETTO et al., 1990). A
FIGURA 37 G demonstra que este mineral ndo mostrou diferencas significativas,
guando os dados foram submetidos a testes de variacbes ANOVA nas quatro
condicbes, com um aumento maximo de 5,35% do grupo controle para o grupo 1
(7%).

O potassio por sua vez, na analise de variancia ANOVA também mostrou um
p maior que 0,5 revelando a inexisténcia de variacdo significativa para este
elemento. Cabe salientar que o potassio tem como func¢des: regulacdo da pressao
osmatica e balanco da agua; conducao dos impulsos nervosos; contragdo muscular,
sendo o principal cétion de fluido intracelular (LOPES, 1998, citado por DANTAS,
2010). Portanto, uma perda drastica desse nutriente estaria relacionada com a perda
de manutencao de homeostasia em um organismo.

O sddio € necessario nas funcdes vitais como pressdo osmoética, no equilibrio
acido-basico e no controle do metabolismo da agua. (LOPES, 1998, citado por
DANTAS, 2010). A andlise de variancia ANOVA mostrou um valor de p de 0,0006,
(menor que 0,5), mostrando variacdo significativa para este mineral. O teste de
Tukey confirmou a diferenca significativa encontrada entre o grupo controle e o0s
demais grupos.

O célcio possui um papel decisivo em uma variedade de processos
bioguimicos e fisiolégicos, como, por exemplo, estabilizador de membranas
celulares, além de estar relacionado com a formacéo do tecido de sustentacdo dos
animais (GRUDTNER et al.,1997, apud COBAYASHI, 2004). Andlise de variancia
ANOVA mostrou valor de p de 0,0025, mostrando diferenca significativa para este
nutriente somente quando da comparacgéo do grupo controle com os demais. Sendo
assim, embora essa diferenca néo tenha sido linear com o aumento da concentracdo
de nanofibrilas, verificou-se retencdo do calcio no organismo dos animais,
possivelmente devido a presenca das mesmas na ragao.

O magnésio atua na regulacdo da atividade de mais de 300 reacdes
enzimaticas, além disso, intervém, na replicacdo dos Aacidos nucléicos, na
excitabilidade neural e na transmissao nervosa, agindo sobre as trocas idnicas da
membrana celular (HERNANDES, 2010). Os dados, quando analisados por ANOVA
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resultaram em um valor de p menor que 0,0001, sendo essas variagdes significativas
do Grupo Controle para o Grupo 2 e 3 (com 14 e 21% de suspensao como
suplemento), e também quando comparados os valores do Grupo 1 com o 2 e 0 3.
Esses dados mostram que uma pequena adicdo de nanofibrilas produz efeitos
apreciaveis, porém, nas maiores concentracdes, as variacdes foram significativas
sugerindo que as nanofibrilas possam ter sido responsaveis pelo aumento da
liberacdo desse mineral.

O cobre é um mineral com importancia biolégica, funcional e estrutural
relacionada com as fungcbes metabdlicas de enzimas cobre-dependentes. Essas
catalisam reac0es fisiol6gicas importantes relacionadas com a fosforilacdo oxidativa,
inativacdo de radicais livres, biossintese de colageno e elastina, formacédo de
melanina, coagulacdo sanguinea, metabolismo de ferro e sintese de catecolaminas
(DANKS, 1988, citado por PEDROSA et al., 1999). No presente trabalho, os teores
de cobre nas fezes dos animais foram de 0,08 g/kg no grupo controle, sofrendo
apenas ligeira variacao entre os demais grupos. A analise de variancia ANOVA nao
mostrou diferencas significativas entre os grupos, sendo o p encontrado n valor de
0,31, superior a 0,05. Sendo assim a racéo acrescida de nanofibrilas ndo afetou as
taxas normais de absor¢ao do cobre.

O manganés atua em trés areas principais do metabolismo de
glicosaminoglicanas, carboidratos e de lipideos. Também desempenha papel
importante no sistema nervoso central (QUINTAL et al.,1991). Os valores deste
nutriente encontrados para o grupo controle foi de 0,12 g/kg, e 0,11 g/kg no grupol.
Houve um aumento substancial para 0,19 g/kg no grupo 2 e o grupo 3 finalizou o
experimento com 0,18 g/kg, 50% a mais do que no grupo controle. O valor de p
encontrado pelo teste ANOVA foi menor que 0,0001, mostrando variacdes
significativas. Segundo pds-teste de Tukey, as variagBes foram significativas do
grupo controle para o grupo 2 e 3 e também do grupo 1 para 0s grupos 2 e 3, 0 que
indica, que embora ndo haja uma linearidade, o manganés possivelmente é afetado
pelas nanofibrilas, quando acrescentadas em maiores concentracdes.

O ferro € um componente essencial da hemoglobina, mioglobina, citocromo e
outros sistemas enzimaticos, estando envolvido no transporte de oxigénio para
células (TEIXEIRA, 2001 apud DANTAS, NEGRAO, 2010). O valor encontrado para
o ferro teve um acréscimo de 11% do grupo controle para o grupo 3, passando de

0,71 g/kg a 0,79 g/kg. Porém, segundo analise de variancia ANOVA, este elemento
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nao mostrou variacdo significativa com valor de p de 0,0546, mostrando que a
absorcéao do ferro néo foi alterada com a ingestédo das nanofirbilas.

O zinco é um componente essencial de mais de 40 metaloenzimas, sendo
fundamental para o crescimento e desenvolvimento. Sua fungdo também é notada
em proteinas, além de estar envolvido com o metabolismo do acido nucléico
(AMERICAN MEDICAL ASSOCIATION, 1979, citada por QUINTAL et al. 1991). Este
mineral teve um aumento total de 9,61% do controle para a maior concentracéo de
nanofibrilas adicionadas, e quando analisado estatisticamente, teve um valor de p de
0,1429, ndo mostrando diferencas significativas entre os grupos. Desta forma, a
absorcdo do zinco nao foi afetada pelas diferentes concentracbes de nanofirbilas
adicionadas na racao.

Quanto ao nitrogénio, o grupo controle teve um valor de 7,91, o grupo 1, (7%)
de 9,65, o grupo 2 (14%) de 9,99 e o grupo 3 (21%), de 9,41 mg/g. A analise de
variancia ANOVA mostrou um valor de p de 0,0004, valor muito menor que 0,5,
mostrando variacdo significativa para este elemento. As diferencas foram
encontradas pela analise de Tukey quando o controle foi comparado com os demais
grupos. Entre os grupos tratados, ndo houve diferengas significativas, significando
gue embora o nitrogénio tenha sido afetado pelas nanofibrilas, ndo foi uma relagéo
linear. Segundo Tomas e Curtis (1986), a absorcdo de nitrogénio € afetada quando
séo ingeridas dietas com alto teor de fibra alimentar, o que n&do foi o caso no
experimento em questdo, porém a quantidade ja foi suficiente para visualizar uma
pequena alteragao.

Ainda para Tomas e Curtis (1986), a absorcdo dos elementos zinco, ferro,
magnésio e calcio é afetada pelas fibras alimentares. Segundo esses autores, a
associacao das fibras com acidos fiticos e compostos polifenélicos também podem
estar contribuindo para deficiéncia desses nutrientes. Entretanto, de acordo com as
FIGURAS 32 e 33, embora alguns dos minerais tenham apresentado diferencas
significativas entre os grupos, em nenhum dos casos houve um incremento linear na
perda de nutrientes. Esses resultados, embora contrariem os resultados de Tomas e
Curtis (1986), corroboram pesquisadores citados por Schweizer e Edwards (1992),
defensores de que as fibras alimentares ndo promovem efeitos nutricionais
significativos na absor¢cdo dos minerais. Para esses autores, outras substancias de
natureza nao fibrosa, mas que permanecem associadas as fibras alimentares é que

estariam relacionadas com as perdas para as fezes dos nutrientes da ingestéo.
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Schweizer e Edwards (1992) ainda citam que os efeitos das fibras no
aproveitamento ou ndo de nutrientes sdo dependentes da composicdo quimica,
estrutura, viscosidade e a granulometria das particulas. A ingestao de fibras soluveis
como gomas e pectinas, retarda e diminui a absor¢cdo de nutrientes, enquanto que
fontes insollveis, como o farelo de trigo, produzem pouco efeito na absorcédo de
nutrientes no intestino delgado. Este € o caso do produto avaliado, um gel de

celulose e, portanto, composto por fibras insolUveis.

5.4.5 Anélises Histologicas dos figados

A FIGURA 38 mostra cortes histologicos de figado observados em
microscopia de luz transmitida, sob aumento de 100X (a esquerda) e 400X (a
direita). A FIGURA 37 A corresponde ao grupo controle e as demais 37 B, 37 C e 37
D, respectivamente, aos grupos tratados com 7%, 14% e 21% de solucdo de
nanofibrilas.

No controle (FIGURA 38 A) podem-se observar cortes transversais de |6bulos
hepéaticos como descrito na revisdo bibliografica. No aumento maior, observa-se,
entre eles. o espaco porta e os corddes de hepatdcitos em direcdo a veia centro
lobular. Na veia centro lobular, alguns eritrocitos podem ser visualizados, juntamente
com células endoteliais que constituem sua parede. S&o igualmente visiveis
capilares sinusoides entre os corddes de hepatdcitos, confluindo para a veia centro
lobular.

Os figados dos animais tratados apresentam aspecto morfolégico normal
(FIGURAS 38 B, C e D). Nenhum tipo de alteracao estrutural no érgdo decorrente da
alimentagdo com as concentragdes crescentes de nanofibrilas pode ser observada
ao nivel da microscopia éptica.

Exemplos de alteracbes no parénquima hepatico, que poderiam estar
presentes, no caso de efeitos deletérios das nanofibrilas de celulose seriam, entre
outras: a presenca de hepatdcitos vacuolizados, indicando um aumento do
armazenamento de triglicérides em seus interiores, ou com alteragbes nos limites
citoplasmaticos, dificultando uma perfeita visualizagdo, ou ainda, a cromatina nos
nacleos dos mesmos poderia estar mais condensada. Ilgualmente seria uma sinal de
anormalidade um aumento na quantidade de macrofagos presentes na periferia dos

sinusodides.
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Nas imagens das laminas do figado dos animais que se alimentaram com
racdes suplementadas com as nanofibrilas, nas concentracbes de 7, 14 e 21%
nenhuma destas caracteristicas alteradas foi visualizada em comparacdo com o
controle, monstrando que nestas condi¢gbes, as nanofibrilas ndo causaram danos
hepaticos perceptiveis nos animais.

Nas regides periféricas dos cortes, independente da condicdo experimental na
gual se encontravam, foram observados alguns hepatdcitos com o citoplasma
turgido, indicando a presenca de vacuolizacdes. Como esta condicao foi encontrada
tanto nas laminas dos animais controle como nas dos animais tratados, em todas as
concentracfes de nanofibrilas ensaiadas, supfe-se que sejam artefatos resultantes
do preparo das laminas, e sugere-se para 0s proximos experimentos utilizar outros
fixadores, como ALFAC e BOUIN.

Para trabalhos posteriores, sugere-se uma avaliacdo com maiores teores de
nanofibrilas adicionados a racdo, assim como a avaliacdo do efeito desses materiais
em outros 6rgaos, como, por exemplo, o estbmago e intestino para averiguacao de

anormalidades.
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FIGURA 38 — ANALISES HISTOLOGICAS DO FIGADO NOS DIFERENTES GRUPOS. AUMENTO
DE 100X NA IMAGEM DA DIREITA E 400X NA IMAGEM DA ESQUERDA. A. Grupo controle; B.
Grupo 1 (com adi¢éo de 7% de solucdo de nanofirbilas); C. Grupo 2 (com adicdo de 14% de solugéo
de nanofirbilas); D. Grupo 3 (com adi¢do de 21% de solucdo de nanofirbilas).

Fonte: A autora (2013).
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6 CONCLUSOES

A suspensao de nanofibrilas produzida apresentou aspecto de gel e a analise
por MET confirmou que as fibrilas de celulose apresentavam dimensdes
nanométricas. ApoOs caracterizacdo fisico-quimica deste material, a umidade foi o
principal componente, seguido das fibras. Outros componentes, como minerais,
lipideos e proteinas, encontravam-se em quantidades residuais.

A suspensédo de nanofibrilas ndo apresentou toxicidade para a Artemia salina
em concentragdes de até 50 g/L, servindo inclusive como fonte de nutrientes.

A composicdo quimica das racBes a serem administradas aos ratos foi
analisada, ndo sendo detectado acréscimo significativo do teor de fibras com o
aumento da adicéo da solucéo de nanofibrilas na ragao.

As massas corporais dos ratos, avaliadas durante todo o experimento,
sofreram incremento com o decorrer do tempo.

A glicemia sanguinea ndo sofreu alteracGes significativas com o tratamento
em analise, indicando a manutencdo de homeostase dos animais em
experimentacao.

O perfil lipidico ndo mostrou aumento estatisticamente significativo da
concentracdo sérica de triglicerideos com o aumento do percentual de nanofibrilas
na ragdo, nem alteracéo significativa nos niveis de colesterol total.

N&o houve uma perda fisiologicamente relevante de nutrientes minerais com
o incremento da porcentagem de nanofibrilas adicionadas.

A dieta suplementada com as nanofibrilas ndo causou danos hepaticos,
detectaveis a microscopia optica, nos animais em experimentacao.

As quantidades de fibras utilizadas no presente trabalho ndo causaram efeitos
deletérios no metabolismo animal, indicando que em pequenas concentracdes a
bainha de pupunha branqueada e processada poderia ser utilizada como
suplementacéo alimentar.

Estudos futuros se fazem necessarios para a avaliacdo do efeito de maiores
teores de nanofibrilas nas racdes animais seguidas de analises bioquimicas mais
apuradas, como colesterol HDL, LDL e HLDL e estudos histolégicos de outros
orgdos importantes para avaliacdo toxicologica, como o estbmago e 0s intestinos

dos animais.
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