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EFEITO DA PRESSURIZACAO DA SEMENTE DE SOJA NO METABOLISMO
RUMINAL DOS ACIDOS GORDOS

RESUMO

Os ruminantes representam uma importante fragdo na dieta da populagéo, através dos seus
produtos comestiveis: a carne e o leite. Estes produtos contém &cidos gordos saturados e
acidos gordos trans, que sdo produzidos pela biohidrogenacdo que ocorre no ramen.
Interessa portanto estudar sistemas que possam contornar esta ocorréncia, de forma a
melhorar a qualidade da carne e do leite, melhorando a nutrigdo humana.

O objetivo deste trabalho foi estudar o efeito da tecnologia de alta pressdo, de acordo com
diferentes niveis de pressao (P), tempo (T) e &gua (A), sobre a biohidrogenacéo dos acidos
gordos insaturados de uma semente oleaginosa, a soja, durante a digestao ruminal.

Os resultados obtidos, através da simulag&o in vitro da digestdo fermentativa com fluido
ruminal e posterior analise de acidos gordos por técnicas de cromatografia gasosa, sédo
bastante promissores e sugerem que o tratamento das sementes sem adi¢cdo de agua e com
pressbes mais baixas, aumenta a protegcdo dos &cidos gordos polinsaturados da
biohidrogenacdo, o que potenciard um aumento destes acidos gordos nos produtos de
ruminantes.

Estes resultados provam o interesse em continuar a investigar este tema, avaliando o
comportamento de outras sementes oleaginosas usadas em alimentagédo animal, para poder

chegar a conclusfes sustentadas.

Palavras-chave: Acidos Gordos, Biohidrogenac&o, Metabolismo Lipidico, Soja, Tecnologia

de Alta Pressao



EFFECT OF SOYBEAN SEEDS PRESSURIZATION IN RUMINAL METABOLISM
OF FATTY ACIDS

ABSTRACT

Ruminants represent an important piece in diet of the population, through its food products:
meat and milk. These products contain saturated and trans-fatty acids, which are produced by
biohydrogenation occurring in the rumen. In a way to improve quality of meat and milk, the
study of these systems can change these occurrences, and therefore improving human
nutrition.

The aim of this work was to study the effect of high-pressure technology, in biohydrogenation
of the unsaturated fatty acids of an oilseed, in this case soybean, during the ruminal digestion,
according to different levels of pressure (P), time (H) and water (A).

The obtained results, through in vitro simulation of fermentation digestion with ruminal fluid and
posterior analysis of fatty acids, using gas chromatography techniques, are very promising and
suggest that, the treatment of seeds without adding water and with low pressure, increases
the protection of polyunsaturated fatty acids from biohydrogenation, which will enhance an
increase of these fatty acids in ruminants products.

These results prove the interest on continuing to study this theme, assessing the behavior of

other oilseeds used in animal feed, to get to sustained conclusions.

Keywords: Fatty Acids, Biohydrogenation, Lipid Metabolism, Soybean, High Pressure
Technology
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K — micro

a- —anteiso-
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AGI — acido(s) gordo(s) insaturado(s)

AGMI — acido(s) gordo(s) monoinsaturado(s)

AGPI — acido(s) gordo(s) polinsaturado(s)

AGS - acido(s) gordo(s) saturado(s)

AGV —4cidos gordos volateis

BH — biohidrogenagdo

BHP — produtos da biohidrogenacao

BHT — butil-hidroxitolueno

C —carbono

c-—cis-
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EPM — erro padrdo da média
g—grama

GB — gordura bruta

GL - glicerolipidos

GP —glicerofosfolipidos

h—hora
H — hidrogénio
i-—iso-

ILCNC — International Lipid Classification and Nomenclature
IUPAC — International Union of Pure and Applied Chemistry
IV — radiagdo infravermelha

kcal — quilocalorias

kg — quilograma

L - litro
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Introducéo

INTRODUCAO

Hoje em dia, existe uma grande preocupacédo por parte da sociedade com a qualidade dos
produtos que consomem no seu dia-a-dia, nomeadamente com os produtos que podem trazer,
a longo prazo, problemas de saude, como por exemplo as gorduras de origem animal.

Os lipidos, conceito pouco consensual, integram uma variedade enorme de moléculas com
comportamentos bastante diferenciados — os acidos gordos. Estes, consoante a sua
composicao, podem ter efeitos benéficos na saude, como é o caso dos 4cidos gordos da
familia 6mega-3 que tém um efeito benéfico sobre as doencas cardiovasculares, ou afetarem
negativamente a saude, por exemplo, o elevado consumo de alimentos ricos em &cidos
gordos saturados pode prejudicar os niveis de colesterol das LDL.

Neste sentido, ha um interesse crescente em modificar a estrutura dos &cidos gordos
presentes nos alimentos de origem animal, nomeadamente na carne e no leite com origem
em animais ruminantes, de forma a que através da alteracdo da alimentacdo destes animais
poder alterar os compostos presentes nos seus produtos alimentares.

Estas alteracbes estdo diretamente associadas a processos metabdlicos que ocorrem nos
ruminantes, nomeadamente ao metabolismo ruminal, onde por acdo dos microrganismos
presentes no rimen, o alimento sofre digestdo e consequentemente alteracdo das suas
propriedades nutritivas. Este processo é designado de biohidrogenacdo. Quando a
biohidrogenacgdo ocorre, os acidos gordos da dieta sdo modificados, tornando os é&cidos
gordos polinsaturados em &cidos gordos saturados. Contudo, quando o processo ocorre
parcialmente, podem ser originados acidos gordos monoinsaturados benéficos para a saude
humana. Desta forma, pretende-se que através de métodos de processamento alimentares
se consiga proteger os acidos gordos da biohidrogenacdo, ou que esta ndo ocorra na
totalidade, para que sejam absorvidos no intestino delgado, maioritariamente, 4cidos gordos
gue depois de depositados nos tecidos possam melhorar a qualidade da carne e do leite dos
ruminantes.

Uma das matérias-primas bastante utilizada em alimentag¢&@o animal, por ser rica em proteina
e em acidos gordos polinsaturados, é a semente oleaginosa de soja. Contudo, a soja requer
um processamento antes de ser fornecida aos animais e, nesta dissertacéo, sera estudada a
semente de soja que foi sujeita a um tratamento de alta presséo hidrostatica.

A aplicacédo da tecnologia de alta pressao hidrostatica € uma técnica recente, mas ja com
resultados promissores na industria alimentar, nomeadamente nos sumos de fruta. Este
processamento tem merecido destaque por ser um processo atérmico, e portanto ndo alterar
0S nutrientes e as caracteristicas sensoriais do produto, bem como prolongar a vida Gtil dos

alimentos com seguranca.



Introducéo

A estrutura desta dissertacdo inicia-se com a Revisdo Bibliogréafica, onde foi efetuada a
contextualizacdo tedrica dos temas abordados, com enfase na biohidrogenacdo e no
processamento de sementes. A parte experimental foi dividida em Materiais e Métodos, onde
foram descritas as metodologias utilizadas na execucdo do trabalho laboratorial, e em
Resultados e Discusséao, onde foram analisados os resultados, e tentou-se encontrar relacdes
para os explicar, dado que este é um estudo preliminar e ainda sédo raros os trabalhos
publicados deste tema. Por fim, nas Conclus@es reuniram-se as principais ilacées que foram
retiradas dos resultados obtidos, e sugere-se uma continuidade na investigacdo deste tema,
visto ser um assunto de interesse global (a carne e o leite sdo alimentos com elevado consumo
em Portugal, e poder melhora-los poderia levar a uma diminui¢do da incidéncia de doencas

cardiovasculares que sdo uma das principais causas de morte).

OBJETIVO

Com o intuito de perceber a influéncia da presséo nos processos metabdlicos dos ruminantes,
€ objetivo desta dissertacdo perceber qual o comportamento do metabolismo ruminal dos
acidos gordos perante um alimento que foi tratado por aplicacdo de alta presséo,
concretamente, perceber de que forma os acidos gordos se alteram, através da
biohidrogenacéo.
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1. Lipidos: 0 que s&o?

N&o h& ainda um consenso relativamente ao conceito de “lipido”. Na verdade, os lipidos sédo
biomoléculas formadas basicamente por Carbono (C), Hidrogénio (H) e Oxigénio (O), com
uma vasta diversidade estrutural (Mota, 2009), o que dificulta a sua definicdo. Christie (1989),
numa visao mais quimica, defende que os “lipidos séo os acidos gordos e os seus derivados,
e substancias relacionadas, funcional ou biossinteticamente, a estes compostos”. Numa
perspetiva mais fisica, Kates (1986) afirma que os lipidos s&o “substancias que séo: (a)
insoltveis na agua; (b) sollveis em solventes organicos como cloroférmio, éter ou benzeno;
(c) contém grupos de hidrocarbonetos de cadeia longa nas suas moléculas; e (d) estdo
presentes ou derivam de organismos Vvivos”.

Basicamente, os lipidos constituem um grupo heterogéneo de compostos, que desempenham
funcbes biolégicas de extrema importancia, quer a nivel estrutural — lipidos estruturais
(exemplo: fosfolipidos ha membrana celular) — quer como reserva energética — lipidos de

reserva (exemplo: triglicéridos) (Alburquerque, 2009).

1.1. Classificacao dos lipidos

Inicialmente, a classificacdo dos lipidos era baseada: nas propriedades fisicas a temperatura
ambiente, caracterizando os lipidos como liquidos (6leos) ou sélidos (gorduras); na sua

polaridade — lipidos polares ou neutros. Nos lipidos neutros incluem-se os acidos gordos (AG),

Figura 1-Estrutura do Lipido acilglicerdis, alcoois e esterdis, e nos lipidos polares tém-se os
: fosfolipidos e glicolipidos; e na sua estrutura, que parece ser a
H-0—C—R eps ~ . . ;. ~ .
s W 1 classificagdo mais indicada, onde os lipidos sé&o categorizados
Acido Gordo H-C—0—C—R
’ ¢ como: lipidos simples ou complexos (Akoh & Min, 2008). Os
H H-C—0—C—R ) ) i i
T ‘ 0 lipidos simples contém apenas atomos de C, H e O, e da sua
H GOk H-C—0—C—R . , . , .
b on I hidrolise resulta, geralmente, um acido e um alcool — sdo
| . . .
H Lipido exemplos, os AG e o glicerol (Figura 1) (Akoh & Min, 2008). Os
Glicerol

lipidos complexos incluem os fosfolipidos e os glicolipidos, e
contém outros elementos na sua estrutura, como por exemplo, o Fosforo (P) ou Azoto (N). Na
hidrélise de um lipido complexo podem produzir-se trés ou mais compostos diferentes (Akoh
& Min, 2008).

Posteriormente, em 2005, a International Lipid Classification and Nomenclature Committee
(ILCNC) desenvolve um sistema de classificacdo de lipidos, denominado por “Comprehensive
classification system for lipids”, baseado em principios quimicos e bioquimicos, usando uma
ontologia extensivel e flexivel (Fahy et al, 2009). Esta classificacdo tem vindo a ser

amplamente aceite e, basicamente, divide os lipidos em oito classes diferentes: Acidos
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Gordos (AG), Glicerolipidos (GL), Glicerofosfolipidos (GP), Esfingolipidos (SP), Esterdis (ST),
Prendides (PR), Sacarolipidos (SL) e Poliquétidos (PK) (Fahy et al, 2009). Dentro de cada
uma destas classes, os lipidos estdo organizados em subclasses de acordo com a sua

composicao.

1.2. Acidos Gordos

Através dos métodos utilizados para classificacdo dos lipidos, abordados anteriormente,
percebe-se que os acidos gordos sédo o ponto de partida de qualquer estrutura lipidica.

Figura 2 - Exemplos de Acidos Gordos: C4:0 e C18:0

2° : oo
CHy - (CHy), - C\ Acido Butirico C4:0
OH

Cadeia de Grupo
Hidrocarbonetos  Carboxilico

i .

CHy - (CHy)46 - c\/O Acido Estearico C18:0
OH

L I ]

Cadeia de Grupo
Hidrocarbonetos  Carboxilico

Os AG séo acidos monocarboxilicos, e como tal, caracterizam-se por possuirem uma cadeia
de hidrocarbonetos com terminacdo num &cido carboxilico (Figura 2) e, dependendo do
tamanho da cadeia, da posicdo das duplas ligacdes (AG saturados ou Insaturados) e da
linearidade (cadeia linear ou ramificada), tém diferentes propriedades fisicas e quimicas e sdo
classificados a partir delas (Moreira, Curi & Mancini, 2002). Em tecidos animais, o
comprimento da cadeia pode ir dos 4 aos 24 atomos de C (Alves, 2011), mas o comprimento
mais comum é de 16 e 18 (Albuquerque, 2009).

Relativamente a nomenclatura dos AG, existem diversos sistemas, contudo, qualquer
designacgéo deve identificar e descrever a estrutura quimica de forma clara, o que apenas &
possivel em nomenclaturas sistematicas (Casal, 2010). A nomenclatura padréo foi definida
pela International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC), e nela sdo indicados o
comprimento da cadeira hidrocarbonada, o nimero de ligacdes duplas existentes, a posicédo
destas na cadeia (a contar do grupo carboxilico) e a sua configuracdo geométrica (cis (c-) ou
trans (t-)) (Casal, 2010) (Tabela 1, pagina 6).
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Tabela 1 - Nomenclatura IUPAC dos Acidos Gordos (exemplos) (adaptado de Albuguerque, 2009).

Nome Comum Estrutura Nome IUPAC Com|:,)os.|gao
Quimica
Acido Palmiti a .
(ccic:.)o)a mitico o~~~ Hexadecandico CH3(CH2)14COOH
Acido Esteari 0 .
(ccisc_’o)s earico e~ Octadecandico CHs(CH;)16COOH
Acido Oleico 7 Hon
(C18:1 c9 ou cis-9 octadecendico C17H33COOH
C18:1n-9)
) A~ Ao
Aci is-Vacéni . ,.
(Z'f:_ 1Clz1 1e;cen|co [ cis-11 octadecendico Ci1sH330:
S
Acido Linoleico
(C18:2 ¢9,c12 ou o] cis-9,cis-12
| .. C17H3:COOH
C18:2n-6) = oH octadecadiendico e

1.2.1. Acidos Gordos Saturados

Os AG saturados (AGS) (ver anexo 1) apresentam uma estrutura onde todos os atomos de C
se ligam apenas por liga¢des simples — Cx:0, onde x € o nimero de C existente na cadeia.
Os AGS obtém-se, principalmente, na gordura de origem animal e produtos derivados, como
por exemplo: gordura da carne, leite, manteiga, queijo e natas. Os alimentos de origem vegetal
costumam ter uma menor quantidade de AGS, no entanto, as margarinas e manteigas
produzidas com Oleos vegetais, apresentam também quantidades significativas de AGS
(Albuquerque, 2009). Os AGS presentes em maior quantidade na dieta sdo o acido laurico
(C12:0), o acido miristico (C14:0) e o acido palmitico (C16:0), que perfazem entre 60% a 70%
da totalidade dos AGS presentes (UNL, 2002).

Os AGS requerem uma especial atencdo porque influenciam negativamente o colesterol das
LDL, o que contribui para o aumento do risco de doenca cardiovascular — esta doenca é
responsavel por uma grande percentagem da taxa de mortalidade em Portugal. As LDL sdo
lipoproteinas de baixa densidade que séo responsaveis pelo transporte do colesterol do figado

as células dos tecidos, e favorece a sua acumulagdo nas paredes internas das artérias,
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diminuindo o fluxo do sangue, estando assim a influenciar negativamente a incidéncia de
doencas cardiacas (Carrageta, 2008).

1.2.2. Acidos Gordos Insaturados

Os AG insaturados (AGI) caracterizam-se por ter, pelo menos, uma ligacdo dupla na sua
cadeia hidrocarbonada (Figura 3), e estas ligacdes podem ser cis, se 0s H estiverem do
mesmo lado, ou trans, se os H se encontrarem em lados opostos. Os AG trans estdo
presentes em produtos industrializados, como por exemplo na margarina, e em excesso sdo
t&o ou mais prejudiciais que os AGS (Mendonga, 2012).

Figura 3 — Estrutura dos Acidos Gordos Saturados, Monoinsaturados e Polinsaturados.

0 )
Jj\/\/\/\/\/\/\/\ Acido Gordo Saturado
Acido Palmitico
HO C16:0
W Acido Gordo Monoinsaturado
— Acido Oleico
HO C18:1c9
O 9 12 Acido Gordo Polinsaturado
— — Acido Linoleico
HO C18:2c9c12
O 5 8 1 14 Acido Gordo Polinsaturado
— — — — Acido Araquidénico
HO C20:4c5c8c11c14

Os AGI podem ser divididos em dois grupos — os AG monoinsaturados (AGMI) e os AG
polinsaturados (AGPI).

Os AGMI tém uma ligacao dupla, logo representam-se por Cx:1, onde x representa 0 nimero
de C existentes na cadeia. As principais fontes alimentares destes AG sdo o azeite e o 6leo
de colza. Os AGMI representam cerca de um terco dos AG da gordura da carne, e sdo a maior

parte da gordura presente nos frutos secos e sementes (Albuquerque, 2009).

Os AGPI, estruturalmente, caracterizam-se por terem duas ou mais ligacdes duplas, e

desempenham um papel muito importante em Vvarios processos metabolicos do corpo

humano. Dentro dos AGPI, existem AG essenciais (acido linoleico e acido linolénico) que tém
7
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de ser ingeridos através da alimentacéo, uma vez que ndo conseguem ser sintetizados a partir
de outras substancias. Dentro dos AGPI existem duas grandes familias metabdlicas: AGPI
Omega 3 e AGPI Omega 6 (Candeias et al, 2005; Albuquerque, 2009).

Os AGPI Omega 3, quimicamente, caracterizam-se por ter uma dupla ligacdo no terceiro
atomo de C, a contar do radical metilo, como é o caso do Acido Linolénico, Acido

Eicosapentanoico e Acido Docosahexanoico (Figura 4).

Figura 4 - Acidos Gordos Polinsaturados Omega 3 e Omega 6
(adaptado de EFIC, 2008)

HO — — — Grupo
3 metilo
o =
Acido linolénico C€18:3, 6mega 3 final
HO i _ - . .
3
(o)
Acido eicosapentandico C20:5, 6mega 3
HO — — — — — __.3
o)
f\ﬁigg docosahexandico C22:6, 6mega 3
HO =, =3
6
o
Acido linoleico C18:2, 6mega 6
HO . . L i
6
o)
Acido araquidénico C20:4, 6mega 6

Ao consumo adequado destes AG associa-se um melhor funcionamento do sistema
cardiovascular, atuando na prevencao de doengas cardiacas e vasculares. Os AG émega 3
estdo também associados ao desenvolvimento do cérebro e das capacidades cognitivas da
crianga (Candeias, 2005; Martins, Suaiden, Piotto & Barbosa, 2008). Como fontes de Omega
3 tem-se, os 6leos de peixes (salméo, arenque, sardinha, entre outros), as horticolas de cor
escura (brocolos, espinafres) (Candeias, 2005) e o 6leo de linhaca (fonte rica em acido
linolénico) (Martins et al, 2008). E de referir que, embora seja raro, a ingestdo de uma
guantidade excessiva destes AG tem efeitos indesejaveis, como por exemplo, a alteracdo da
coagulacdo sanguinea com possibilidade de hemorragias (Candeias, 2005).

Os AGPI Omega 6, possuem a ligacdo dupla no sexto carbono a contar do grupo metilo
(Figura 5), e sdo exemplos o Acido Linoleico e o Acido Araquidénico. Estes AG tém fungdes
importantes no desenvolvimento cerebral, na estrutura das células, na protecao da pele, entre

outras. As principais fontes de Omega 6 sdo os 6leos vegetais (amendoim, soja, girassol,
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entre outros), frutos oleaginosos, cereais integrais, sementes; e quando ingeridos em
excesso, podem provocar o envelhecimento precoce da pele, inducdo do aparecimento de

carcinomas, anomalias na multiplicacéo celular, entre outros (Candeias, 2005).

1.2.3. Acidos Gordos Trans

As duplas ligacdes dos AGI podem ter uma configuracdo cis (é a forma mais comum na
natureza) ou uma configuracdo trans (Albuquerque, 2009; Costa, 2014). Estruturalmente, os
AG trans tém a cadeia mais linear do que os cis, resultando uma molécula mais rigida, a

semelhanca dos AGS (Figura 5).

Figura 5 - Comparacao estrutural dos Acidos Gordos - AGS, AGcis e AGtrans
(Adaptado de Costa, 2014)

Saturado (Acido estearico)
OH

Monoinsaturado Cis (Acido oleico) o)

OH

Monoinsaturado Trans (Acido elaidico) o

T OH

Os AG trans resultam de um processo designado de hidrogenacéo. A hidrogenacéo resulta
de um processo onde s&o adicionados atomos de H nas duplas liga¢des dos AG, eliminando-
as. Contudo, quando a hidrogenacao é parcial, ha conservacao de algumas duplas ligacoes,
e ha formacao de isomeros, por alteracdo da configuracao cis para trans (Dijkstra, 2006).
Relativamente & origem, a hidrogenagé&o pode ser natural ou industrial. Os AG trans de origem
natural provém de animais ruminantes, que sofrem um processo de biohidrogenagéo durante
a sua digestdo, como veremos no ponto 4 (Metabolismo Lipidico), e que retém os AG trans
na sua carne e leite, posteriormente consumidos pelo Homem. Os de origem industrial
(industria alimentar) sofrem uma hidrogenacéo parcial forcada, com o objetivo transformar os
Oleos em gorduras com caracteristicas de consisténcia e de manuseio necessarias para a
fungéo a desempenhar e aumentar a estabilidade oxidativa dos mesmos. Este processo torna
0s produtos mais rentaveis essencialmente porque, permite alterar a sua textura e
consisténcia, melhorando as caracteristicas fisicas e sensoriais dos alimentos, e aumenta a
vida util dos produtos [Albuquerque, 2009; Costa, 2014).
9
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Contudo, o consumo de AG trans estd associado a efeitos prejudiciais a saude, como por
exemplo, estdo associados ao aumento da inflamacéo sistémica, aumento a trombogénese e
reducdo da funcdo endotelial — fatores que contribuem para o aumento do risco
cardiovascular. Estudos cientificos indicam que a um consumo de 4-5 gramas por dia de AG
trans associa-se um aumento no risco de desenvolver doencas cardiovasculares de 23% a
25% (Mozaffarian et al, 2006).

No entanto, os AG trans de origem animal, derivados dos ruminantes, podem ser precursores
de AG benéficos para a saude, como por exemplo, o C18:1-trans11, que é precursor do acido
ruménico, comummente conhecido por CLA (acido linoleico conjugado) — C18:2-c9,t11. Os
CLA tém efeitos bioldgicos benéficos, como por exemplo, a sua agédo anticarcinogénica e a
sua acdo reguladora do metabolismo lipidico (controlo de obesidade) e do sistema imunitério
(Bessa, 2001; Silva, 2013; Figueiredo & Santos, 2003). Uma das formas de conseguir
aumentar a concentracdo de CLA no leite ou carne de ruminantes passa por modificar a dieta
dos animais (através da suplementagcdo com 6leos ricos em &cido linoleico, por exemplo o
Oleo de soja) e/ou alterar o metabolismo reticulo-ruminal (Bessa, 2001; Bessa, 2002; Bessa,
2005).

2. Sementes Oleaginosas na alimentagéo animal

Ja é de conhecimento que as dietas constituidas apenas por grdos de cereais e 0S seus
subprodutos, ndo garantem a satisfacdo de todas as necessidades nutritivas dos animais
(Andriguetto et al, 2002). Assim, houve necessidade de incrementar no alimento, matérias-
primas diferentes para combater as caréncias energéticas. Essas matérias-primas podem ser
de origem animal ou de origem vegetal, contudo, ambas nutricionalmente bastante ricas,
como por exemplo, as sementes oleaginosas.

As sementes oleaginosas e 0s seus subprodutos sdo uma matéria-prima de origem vegetal
comummente usada na formulacdo de racgbes, e desempenham um papel fulcral na
alimentacdo de animais, visto que sdo 6timas fontes proteicas e lipidicas (Andriguetto et al,
2002) — estas sementes contém geralmente teores de lipidos entre 20 e 45% da matéria seca
(Bessa, 2001). Na maioria dos casos, esta suplementagéo é feita através da inclusdo do 6leo
destas sementes no alimento concentrado, e sdo exemplos a soja, o algodao, o girassol, a

linhaga, entre outros (Tabela 2, pagina 11).
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Tabela 2 - Composicédo de acidos gordos de 6leos vegetais

Acidos Gordos Acidos Gordos Polinsaturados

Semente Saturados Referéncia
C16:0 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3
11,35 4,15 25,30 50,60 8,20 Andriguetto et al, 2002
) 9,63 4,38 23,44 52,92 7,60 Zambiazi et al, 2007
sola 11,60 2,50 21,10 52,40 7,10 Berk, 1992
70-110 20-6,0 22,0-34,0 43,0-56,0 5,0-11,0 Chempro, 2014
8,36 5,03 27,65 56,30 2,06 Andriguetto et al, 2002
Girassol 5,76 4,76 16,86 70,69 0,28 Zambiazi et al, 2007
30-60 1,0-3,0 14,0-350 44,0-750 S/l Chempro, 2014
20,13 3,10 22,86 50,16 1,32 Andriguetto et al, 2002
Algodio 25,60 2,80 17,10 53,20 0,10 Bgss_a, 2001
21,87 2,27 16,61 56,35 0,33 Zambiazi et al, 2007
20,0 2,0 35,0 42,0 S/l Chempro, 2014
7,23 3,69 17,20 10,00 36,61 Marques, 2008
Linhaca 6,58 4,43 18,51 17,25 53,21 Popa et al, 2012
| 40-70 20-50 12,0-340 17,0-24,0 350-60,0 Chempro, 2014

, 11,42 2,82 41,69 38.46 1,17 Fonseca & Gutierrez,
Amendoim 1974

9,40 2,65 48,71 31,06 0,23 Zambiazi et al, 2007

Unidades dos AG: % do total AG
Nota: C16:0 — Ac.Palmitico; C18:0 — Ac.Esteéarico; C18:1 — Acido Oleico; C18:2 — Ac.Linoleico; C18:3 — Ac.Linolénico; S/I — Sem

informacgéo

2.1. Soja

A soja (Glycine max) € a planta, da familia das leguminosas, mais cultivada a nivel mundial
(Silva et al, 2011), sendo os Estados Unidos da América o maior produtor (45%) (Berk, 1992;
Siva, 2004), e é das sementes oleaginosas mais utilizadas na alimentacdo animal
(Andriguetto, 2002).

Em termos de composicdo quimica (Tabela 3, pagina 12), é uma planta bastante rica em
proteina de alto valor biolégico (tem um excelente equilibrio em amino&cidos), e possui
elevada quantidade de lipidos, nomeadamente AGPI (Tabela 2) (Ibramugy & Chibale, 2013).
Relativamente a composi¢do mineral, os presentes em maior quantidade sao potassio, calcio

e magnésio, e em menor quantidade séo ferro, zinco e cobre (Berk, 1992).
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Tabela 3 — Composicdo quimica da semente de Soja (%)

Semente Proteina Lipidos Hidratos de Carbono Cinza Referéncia

Soja 40,00 20,00 35,00 4,9 Berk, 1992
36,39 19,51 20,48 3,70 Patel et al, 2004
36,49 19,94 30,16 4,87 Ibramugy &Chibale, 2013
34,70 21,30 29,30 4,85 Silva, 2006

A soja tem diversas utilizagfes: da sua producdo resulta cerca de 39% de gréo, sendo a
restante producdo usada para a formacdo de palhas com potencial para alimentacdo de
ruminantes. Da secagem do grao resulta o residuo de limpeza de soja, um subproduto com
um teor médio de 20% de proteina bruta, e da extracdo do 6leo resulta a casca e o bagaco
de soja, subprodutos capazes de substituir os graos de milho (Tabela 4) (S.Thiago & Silva,
2003; Silva, 2004). Na maioria das vezes é aconselhado o tratamento térmico da soja porque
reduz a degradacao ruminal da proteina, aumentando a sua eficiéncia metabdlica, visto que
a proteina que nao é degradada no rimen é digestivel no intestino (S.Thiago & Silva, 2003).
No caso dos ruminantes, o uso da soja pode ser uma excelente alternativa para redugéo de
custos de alimentacdo (Andriguetto, 2002), uma vez que conseguem ter um bom
aproveitamento energético da casca de soja (Silva, 2004). Em animais monogastricos, €
sempre aconselhado fazer-se o tratamento térmico da soja para inativar inibidores
enziméticos, que podem interferir na eficiéncia alimentar e bem-estar animal (Andriguetto,
2002; S.Thiago & Silva, 2003).

Tabela 4 - Composi¢ao quimica (%MS) da casca de soja, bagago de soja e milho (adaptado de Silva, 2004).

Casca de Soja Bagaco de Soja Milho
Matéria Seca 90,70 88,87 88,63
Proteina Bruta 9,99 51,41 8,87
Fibra Bruta 42,76 6,18 2,06
Cinza 4,47 6,39 1,15
Energia Bruta 4,03 4,64 4,36

E ainda de referir que a soja é uma 6tima solug&o como matéria-prima em alimentacdo animal,
principalmente desde que foi proibido o uso de suplementos proteicos de origem animal
(S.Thiago & Silva, 2003). Estudos cientificos tém vindo a demonstrar que a incorporagdo de
Oleo de soja pode ser uma excelente alternativa para producao de AG benéficos para a saude,
nomeadamente o &cido linoleico conjugado C18:2-c9t11, que é armazenado na carne e no

leite dos ruminantes, e posteriormente consumido pelo Homem.
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3. Processamento de sementes na alimentacdo animal

O processamento é uma etapa de transformacéo que ocorre apés a colheita das sementes e
tem como objetivos: manter a qualidade do produto (Vilela, s/d), controlar pragas ou doencas
a que este possa estar sujeito durante o armazenamento (Machado, Waquil, Santos &
Reichenbach, 2006) e efetuar alguma alteracdo das caracteristicas da semente para torna-la
mais benéfica na utilizacdo na alimentacdo animal (Brasil, Vasconcelos, Morais et al, 2004).
Focando nas sementes de soja, objeto de estudo desta dissertacdo, o0 seu processamento é
imprescindivel. No caso dos monogastricos (aves e suinos), a soja tem caracteristicas anti-
nutricionais que necessitam de ser alteradas, para néo prejudicar a digestibilidade,
nomeadamente a inibicdo da tripsina e das lectinas (Brasil et al, 2004; Newkrik, 2010;Moura,
Canniatti, Souza & Dias, 2007). No caso dos ruminantes, o processamento da soja é efetuado
com outro objetivo: reduzir a degradacao da proteina no rimen, para aumentar a proporgcao
de proteina absorvida pelo intestino delgado, existindo um maior aproveitamento do alto valor
proteico da soja (Newkirk, 2010; Jeremias, 2009). Estudos tém demonstrado que, niveis
excessivos de proteina sollvel no rimen geram um aumento de amoniaco e eleva o pH,
favorecendo a formacdo de complexos insollveis de célcio e magnésio, o que leva a
problemas de deficiéncia desses minerais (Jeremias, 2009). Outro processamento possivel,
para a semente de soja, € a extracdo do Oleo para posterior incorporacdo em ragfes de
animais (Newkrik, 2010).

Figura 6 - Esquema genérico do processamento de sementes

Colheita --»Rece¢do —»Pré-Limpeza — Secagem — Limpeza —» Calibragdo — Tratamento— Armazenamento

Regra geral, o processamento de sementes segue 0 esquema da Figura 6. A colheita é uma
fase critica do processo de transformacéo da semente, ndo sé porque esta deve ser colhida
no momento ideal (no caso da semente de soja deve ser colhida quando tem entre 14% e
16% de humidade) mas também devido aos danos mecéanicos a que esta sujeita (colheita
automética) (Puignau, 1992). De seguida, as sementes séo transportadas até a unidade de
processamento onde se da a rececao e a pré-limpeza: nesta etapa, sdo removidas as
impurezas grosseiras, através de peneiras de separacdo. Posteriormente, ocorre a secagem
da semente: quando tem mais de 12,5% de humidade aconselha-se a secagem até atingir 0s
12% - em época de chuvas, as sementes de soja chegam a ser colhidas com 18% a 19% de
humidade, sendo imprescindivel a secagem (Vilela et al, s/d). Depois é feita uma nova
limpeza, onde sdo removidas todas as impurezas leves, seguindo as sementes a uma etapa

de calibracdo, onde séo classificadas por tamanho (Neto et al, 2007). Por fim, efetua-se o
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tratamento, se necessério (depende do fim a que se destina a semente) e finaliza-se com o
armazenamento: este deve ser efetuado em ambiente controlado, onde a temperatura ndo
deve ser superior a 25°C e a humidade relativa deve ser abaixo dos 70%, para diminuir a

possibilidade de deterioracdo das sementes (Neto et al, 2007).

3.1. Tratamentos Térmicos da Soja

Os tratamentos térmicos sdo Otimas solu¢cdes para combater os inibidores de tripsina
(proteinas que inibem as enzimas proteases do trato digestivo), favorecendo assim a digestao
das proteinas em animais monogastricos, evitando a reducdo da eficiéncia alimentar,
hipertrofia pancreética ou crescimento atrofiado (Newkirk, 2010; Moura et al, 2007). Tal como
os inibidores da tripsina, também as lectinas tém uma resposta positiva aos tratamentos
térmicos, reduzindo ou eliminando o efeito negativo na performance animal e utilizacdo dos
nutrientes: Mancini Filho et al (1979) obtiveram a inativag&o total da lectina de uma solugéo
purificada de 475 miligramas de proteina por mililitro, quando esta foi submetida a uma
temperatura de 90°C durante 5 minutos. Varios métodos para combater estes fatores anti-
nutricionais tém sido desenvolvidos e testados. O tratamento a aplicar a semente de soja
dependera do uso a que esta se destina, da escala de producao e do custo de processamento
(Newkirk, 2010).

Por outro lado, os tratamentos térmicos podem também induzir efeitos negativos sobre o
alimento, nomeadamente a perda de nutrientes benéficos (Sucupira, Xerez & Souza, 2012).
A temperatura elevada dos tratamentos térmicos provoca alteracdes fisico-quimicas,
alterando a composicao lipidica dos alimentos, como por exemplo a formagéo de isomeros de
acidos gordos insaturados ou da forma trans. Estas alteracdes vao influenciar a estabilidade
oxidativa dos alimentos (Dias Filho, 2004). Concretamente, o tratamento térmico pode
provocar a ativacdo da enzima lipoxigenase (enzima que catalisa a adicdo de oxigénio
molecular aos AG), que origina a oxidagdo dos AGPI, nomeadamente o &cido linolénico,
levando a producgdo de hiperoxidos lipidicos, que conferem sabor e odor desagradaveis

(Sawazaki, Teixeira & Miranda, 1987; Oliveira, Piovesan, José, Barros, Dias & Moreira, 2006).

3.1.1. Tratamentos sem extracdo do 6leo

z

Este método de tratamento é mais utilizado em unidades de transformacdo médias ou

pequenas, devido aos elevados custos das etapas de producéo do 6leo de soja. Dentro deste
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parametro, 0s principais tratamentos térmicos usados sao: torragem (calor seco, calor himido

ou Jet-sploder), micronizacdo e extrusao (Newkirk, 2010;Bellaver & Snizek, 2012).

A torragem consiste na exposicao da matéria-prima a temperaturas elevadas durante um curto
periodo de tempo (Newkirk, 2010), e pode ser efetuada de trés formas:

e Por calor seco através de um torrador de tambor — tambor rotativo onde as
temperaturas variam entre 110°C e 170°C. Este método é comum em pequenos
produtores, mas é dificil conseguir o ponto de torragem ideal, pois este varia com a
guantidade, tamanho e humidade da semente, o que altera o tempo de exposicdo ao
tratamento (Bellaver & Snizek, 2012);

e Por calor himido — as sementes sdo conduzidas por tubos onde € injetado o vapor,
com baixa pressao de trabalho (processo semelhante a autoclavagem) (Bellaver & Snizek,
2012);

e Por Jet-sploder — a soja é transportada ao longo de um tubo perfurado onde € injetado
ar a elevada temperatura (315°C) (Varga, 2014; Bellaver & Snizek, 2012). Neste processo,
a semente ndo deve estar mais de um minuto sob ag&o desta temperatura, caso contrario
0 seu potencial nutritivo é reduzido, podendo mesmo ser inutilizada (Varga, 2014). Os
parametros deste tratamento dependem do equipamento utilizado e do conteudo de

humidade da semente, e ap0s a exposi¢cdo a temperatura, as sementes devem ser

rapidamente arrefecidas para interromper a desnaturacao da proteina (Newkirk, 2010).

A micronizacao é um tratamento onde as sementes sdo transportadas num tapete rolante,
passando numa camara onde sofrem a incidéncia de radiag&o infravermelha (IV), como fonte
de calor. A semente é sujeita, durante cinco a quinze minutos, a radiacdo IV com um
comprimento de onda entre 1,8 a 3,4 microns (Newkirk, 2010; Bellaver & Snizek, 2012).

A extrusdo consiste na aplicacdo de temperatura (130°C a 150°C) e alta pressdo nhum curto
periodo de tempo. Este processamento € um Otimo meio para eliminar os fatores anti-
nutricionais, e como ndo envolve s6 tratamento térmico (recorre também a pressao), ocorre
lise das paredes celulares da semente, contribuindo para o aumento da digestibilidade
(Newkirk, 2010; Bellaver & Snizek, 2012).
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3.1.2. Tratamentos com extracdo do éleo

Muitas vezes, € economicamente viavel, conciliar o tratamento térmico com a extracao do
Oleo das sementes, que pode ser usado na formulacdo de racdes. Neste contexto, existem
dois tipos de tratamentos que merecem destague: a extragcdo mecanica, mais utilizado por
pequenas empresas transformadoras, e a extracéo por solvente, sendo este 0 processo mais
utilizado na industria de transformagéo, mas também o mais complexo, e por isso pouco viavel

em pequena escala (Newkirk, 2010; Bellaver & Snizek, 2012).

A extracao por prensa mecéanica continua, também conhecida por expeller (Figura 7), consiste
num cone onde séo colocadas as sementes, que passam por um parafuso helicoidal dento de
um cilindro, que as movimenta para a frente e comprime-as ao mesmo tempo, fazendo com
gue o 6leo escorra do cilindro, e o residuo continue, sendo expelido pelo cone de saida. Este
processo é feito pela forca de um motor que faz rodar o parafuso sem-fim (Kurki, Bachmann
& Hill, 2008; Pighinelli, 2010). A forma de tornar este processo mais eficiente € conseguir
sementes com temperatura e teor de humidade 6timos, para conseguir obter um maior

rendimento de 6leo (Pighinelli, 2010).

Figura 7 - Esquema de funcionamento de um expeller (adaptado de Kurki & Hill, 2008).
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Por fim, o método de extragdo por solvente, que é usado apenas em larga escala devido ao
elevado custo inicial de aquisi¢do, complexidade de operacdes e risco de explosédo devido
aos solventes quimicos usados, nomeadamente o Hexano (altamente inflamavel) (Kurki & Hill,
2008). Este método envolve onze etapas diferentes (Figura 8, pagina 17): Secagem (as

sementes passam por secadores com ventilagéo forcada), Limpeza (sdo removidas particulas
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do solo, plantas, insetos ou outros contaminantes, através de ventiladores e peneiras
vibratdrias), Moagem (as sementes passam por um moinho de rolos), Remocéo da casca
(através de correntes de ar), Condicionamento (a soja € submetida a uma temperatura de
74°C para prevenir a transformacéo em farinha na préxima etapa), Flaking (a semente passa
novamente num conjunto de rolos de aco rotativos, originando um floco de aproximadamente
0,3 milimetros de espessura, que permite que o solvente possa depois imergir todas as partes
da semente), Expanséo (por um processo de diferencas de pressdo, ira tornar os flocos da
semente mais porosos, facilitando a absorcdo do solvente), Extracdo do solvente (os flocos
passam por uma corrente de hexano), Torragem (apos a passagem do solvente é feito um
aquecimento para evaporar todos os residuos de hexano, e destruir os fatores anti-nutricionais
da soja, mantendo a qualidade da proteina), Secagem/Arrefecimento (€ feita uma correcéo
da humidade da soja para 12%) e termina com a Moagem (com um moinho de martelos para
garantir o tamanho uniforme das particulas de soja) (Newkirk, 2010).

Figura 8 - Esquema do processamento da Extragdo do 6leo por solvente (adaptado de Newkirk, 2010).
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3.2. Tratamento de Alta Pressao Hidrostatica

A tecnologia de Alta Presséo Hidrostatica € um processo de conservacao atérmico, que tem
vindo a ser cada vez mais utilizado em detrimento dos tratamentos térmicos, pois conseguem-
se obter alimentos seguros (livre de microrganismos patogénicos) e de grande qualidade (ndo
se verificam alteracfes nutricionais, sensoriais ou funcionais dos alimentos) (Rastogi,
Raghavaro, Balasubramaniam, Niranjan & Knnor, 2007; Garriga, Aymerich, Monfort & Hugas,
2004; Campos, Dosualdo & Cristianini, 2003). Outras vantagens da utilizacdo deste método

sdo a reducdo da utilizagdo de quimicos (Téllez-Luis, Ramirez, Pérez-Lamela, Vazquez &
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Simal-Gandarra, 2001), e o reduzido impacto ambiental - os residuos produzidos sao muito
reduzidos, e o0 processo requer apenas agua (que pode ser reutilizada) e eletricidade
(Patterson, Ledward & Rogers, 2006).

Nos alimentos, a alta pressao pode causar desnaturacao das proteinas, solidificar lipidos e
guebrar membranas biolégicas, afetando a estrutura das proteinas, funcionalidade das
enzimas (pressao superior a 300MPa pode causar a inativacdo de algumas enzimas

irreversivelmente) e a gelatinizacdo do amido (Tavares, Martins, Ferraz & Fernandes, 2010).

3.2.1. Mecanismo do Tratamento de Alta Pressdo Hidrostatica

Este método assenta em dois principios gerais — Principio de Le Chatelier e Lei de Pascal
(Martins, 2014). O principio de Le Chatelier afirma que qualquer reacdo quimica, mudanca de
conformag&o molecular ou transi¢céo de fase, € acompanhado por uma redugéo de volume
gue sera favorecido em altas pressdes, enquanto as rea¢des de aumento de volume tendem
a ser inibidas pela pressao (Tavares et al, 2010; Carvalho, 2014). A Lei de Pascal defende
gue a pressdo é transmitida de uma forma uniforme e quase instantanea a todo o produto,
independentemente da sua forma e volume (Tavares et al, 2010; Carvalho, 2014). Nos
tratamentos térmicos a lei de Pascal ndo se verifica, visto que o tratamento é dependente da
conveccéao e conducdo do calor, logo o tratamento ndo consegue ser uniforme e imediato, e
os resultados no produto séo inferiores aos obtidos por tratamentos de alta presséo.
Relativamente ao método de tratamento, na industria alimentar, o tratamento de alta presséo
pode funcionar de forma semicontinua ou descontinua (Martins, 2014): a principal diferenca
entre estes dois processos é que no primeiro (semicontinuo) sdo processados alimentos
liquidos ndo embalados, fazendo o tratamento de alta pressao parte do processo de producéo
— a presséo é exercida diretamente no produto (Patterson et al, 2006; Herrero & Avila, 2006)
— enquanto, o segundo (descontinuo), é utilizado em alimentos sélidos ou liquidos pré-
embalados, n&o existindo perigo de contaminagdo por particulas provenientes do
equipamento ou do processamento (Téllez-Luis et al, 2001). O processo descontinuo (Figura
9, pagina 19) inclui uma camara de pressao, um fluido de pressurizacdo, responsavel pela
transmissdo da pressédo, e uma bomba para gerar a presséo (Patterson et al, 2006). O fluido
mais utilizado é a agua porque possui baixa compressibilidade e maior compatibilidade com
o alimento, diminuindo assim o risco de contaminacdo (Martins, 2014). Este processo
geralmente funciona em salas refrigeradas para que seja mantida uma temperatura entre os
10 °C e 0s 20 °C - abaixo dos 10 °C o processo € demasiado caro, e acima dos 20 °C podem
existir efeitos térmicos sobre o alimento (Serra et al, 2007; Fulladosa, Serra, Gou & Arnau,
2009; Vercammen et al, 2011).
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Figura 9 — Esquema de um Sistema de Tratamento de Alta Pressdo Hidrostatica Descontinuo (adaptado de Martins, 2014).
10 alimento pré-embalado entra na cdmara de pressdo e esta é fechada; 2A camara é preenchida pelo fluido de pressurizacdo
(dgua) e o ar é retirado por uma bomba de baixa pressdo; 3Acdo da alta pressdo; *A cdmara é descarregada, e tem-se o
produto tratado.

. . 2
Carregamemo do produto Enchimento com agua
Produto nao

proceassdd r —= -_ E——
NIEEETLD -m = m‘ .j

Descarga do produto4

N | = \ -'
q S «Q '
el &R (]

Produto —
processado

3.2.2. Efeito do tratamento de Alta Pressao Hidrostatica sobre a Soja

A soja, como jA mencionado, possui fatores antinutricionais que necessitam de ser
modificados, onde os tratamentos térmicos sdo bastante eficazes. Segundo Torrezan et al
(2010), os tratamentos de alta presséo sao insuficientes para alterar, significativamente, estas
caracteristicas, e portanto é necessario conjugar os dois métodos de tratamento: térmico e
alta pressao. Também Ven, Matser & Berg (2005), estudaram os tratamentos de alta presséo
como inativacdo dos inibidores de tripsina em sementes de soja, e verificaram que para a
inativagcdo completa € necessario pressfées muito elevadas (800 MPa) ou tratamentos
combinados (60 °C/600 MPa). Apenas conseguiram a inativacdo de 90% dos inibidores
aplicando uma temperatura entre 77 °C e 90 °C, e uma pressao entre 750 e 525 MPa, durante
menos de dois minutos (Ven et al, 2005).

Relativamente aos microrganismos, existem varias respostas possiveis de acordo com a
espécie em analise, uma vez que existem microrganismos que conseguem tolerar pressfes
até 100 MPa (Téllez-Luis et al, 2001). O tempo de exposi¢ao ao tratamento também é decisivo
(Ghafoor, Al-Juhaimi & Park, 2011). As bactérias Gram-negativas sdo as mais sensiveis ao
processamento de alta pressdo hidrostatica, seguidas das leveduras, bolores e bactérias

gram-positivas. Os esporos e virus sdo muito resistentes a este processamento (Smelt, 1998).
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Essencialmente, para que este tratamento tenha sucesso na industria alimentar, é necessario
eliminar microrganismos responsaveis pela deterioracdo dos alimentos e microrganismos
patogénicos, de forma a prolongar o periodo de vida Util e garantir a seguranca destes
produtos (Martins, 2014).

Em relacéo a proteina, a alta pressao causa desnhaturacao das proteinas, desorganizando a
sua estrutura, nomeadamente as suas ligacfes ndo covalentes (Martins, 2014). As ligacbes
covalentes ndo sdo afetadas, sendo esta uma vantagem da utilizacdo deste tratamento - 0s
efeitos das reacdes de Maillard e o aroma a cozido ndo aparecem nos alimentos (ha
manutencdo do sabor natural do produto) (Herrero & Avila, 2006). Esta alteracdo das
proteinas pode ser questionada em alimentos ricos em proteina, como 0S ovos, carne ou
peixe, mas por outro lado, pode também ser considerada benéfica por aumentar a
digestibilidade de outros alimentos (Martins, 2014).

Quanto a fracao lipidica, esta também é afetada pela alta presséo, por alteracao do seu estado
fisico, com aumento do ponto de fuséo e formacéo de cristais densos e estaveis - isto provoca
alteracdo da estrutura dos lipidos, o que afeta a permeabilidade da membrana celular
(Chefetel & Culioli, 1997). A pressao vai também induzir a oxidagéao lipidica (responsavel pela
diminuicdo da qualidade nutritiva dos alimentos), sendo ainda necessarios mais estudos para
esclarecer este acontecimento (Martins, 2014; He, Huang, Li, Qin, Wang & Yang, 2012).
Estudos recentes tém explicado este acontecimento através da rutura das membranas,
inativagdo de enzimas antioxidantes e libertacdo do ferro da mioglobina (Bolumar, Skibsted &
Orlien, 2012). Mathias et al (2010), estudou as alteragfes oxidativas em produtos carneos por
alta pressdo, e verificou que a oxidagao lipidica do produto tratado a 400 MPa por 15 minutos
a temperatura ambiente nao diferiu significativamente da amostra controlo (por analise do

indice de peroxido).

Em relacdo aos hidratos de carbono, poucos estudos existem deste parametro (Martins,
2014), sabendo-se que os monossacaridos ndo sao alterados a niveis de presséo entre 100
e 1000 MPa (He et al, 2012). Os polissacaridos, como o amido, tém um papel importante na
textura dos alimentos, e segundo Hugas et al (2002), os polissacaridos podem ser alterados
pela alta presséo: a gelatinizacao do amido é promovida pela alta presséo.

Esta claro que é necessario investigar com maior profundidade os efeitos destas novas
técnicas de processamento de alimentos, a fim de perceber realmente que alteragcdes ocorrem

nos produtos pressurizados, e que beneficios podem trazer & alimentagdo humana.
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4. Metabolismo Lipidico Ruminal

Nos ruminantes, apds ingestdo dos alimentos, os lipidos presentes sao sujeitos a uma série
de processos que ocorrem no ecossistema ruminal (Harfoot & Hazlewood, 1997). O estbmago
dos ruminantes é formado por quatro compartimentos distintos, onde nos primeiros trés —
ramen, reticulo e omaso — ocorre a digestdo fermentativa, e no abomaso ocorre a digestédo
enzimatica. Esta particularidade do sistema digestivo dos ruminantes permite-lhes aproveitar
com maior eficiéncia os alimentos (Silva, 2013).

Os lipidos presentes na dieta sdo essencialmente derivados de forragens — onde se
apresentam sob a forma de galactolipidos e outros glicolipidos ricos em C18:3 e fosfolipidos
— e de alimentos compostos (cereais, bagacos de oleaginosas, entre outros) sob a forma de
triglicéridos ricos em C18:2 (Alves, 2011; Bessa, 2001; Silva, 2013].

O metabolismo lipidico ruminal ocorre através dos seguintes processos microbianos: lipdlise,
biohidrogenacédo e sintese de novo (Figura 10) (Harfoot & Hazlewood, 1997), que seréo
abordados de seguida.

Figura 10 - Metabolismo Lipidico Ruminal (adaptado de Alves, 2011)
Nota: A linha tracejada da Sintese de novo significa que existem etapas intermediarias

deste processo que ndo estdo representadas na imagem.
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4.1. Lipolise

A primeira fase da metabolizacdo dos lipidos complexos (galactolipidos, fosfolipidos e
triglicéridos) é a sua hidrélise com libertacdo de AG e das moléculas de suporte (glicerol e
galactose, que sdo posteriormente metabolizados a AG volateis) (Silva, 2013). A lipdlise € um
processo aparentemente rapido, e é bastante importante porque é o pré-requisito para a
biohidrogenacéo dos AG insaturados, que s6 se efetua na presenca do radical carboxilico livre
(Alves, 2011; Bessa, 2001; Flevez et al, 2007; Buccioni et al, 2012; Maia, 2010).

A lipdlise ocorre por acdo de enzimas lipoliticas. No caso dos galactolipidos, as enzimas
responsaveis pela hidrolise sdo as galactolipases, que podem ser de origem vegetal ou
microbiana. Os fosfolipidos sdo degradados maioritariamente, por acdo microbiana, visto que
0s ruminantes possuem um inibidor na saliva da principal fosfolipase vegetal — fosfolipase D.
E, nos triglicéridos, a lipdlise € igualmente rapida e completa — ndo sao detetados di e
monoglicéridos — ocorrendo por acdo de lipases microbianas (Bessa, 2001). Os
microrganismos com maior influéncia na lipélise sdo as bactérias, principalmente as bactérias
anaerobias do género Butyrivibrio spp, no caso dos galactolipidos e dos fosfolipidos, e as
bactérias Anaerovibrio lipolytica no caso dos triglicéridos (Alves, 2011; Bessa, 2001; Buccioni
et al, 2012).

Contudo, e apesar de essencial para a biohidrogenagéo, este processo origina a formacgéo
indesejada de AG saturados e AG trans, chegando uma menor quantidade de AGPI ao
intestino delgado para serem digeridos e absorvidos (Harfoot & Hazlewood, 1997). Neste
sentido, tém sido desenvolvidos varios estudos para controlar a extensdo da lipdlise,
nomeadamente, por alteracdo do pH, presenca de aditivos, natureza dos lipidos da dieta e

tempo de retencdo das particulas no rimen (Bessa, 2001).

4.2. Biohidrogenacéao

A biohidrogenacdo € um processo natural que ocorre no rimen, e que apos a lipdlise dos
lipidos da dieta, e através de processos de isomeriza¢des e hidrogenagdes, transforma os AG
insaturados livres em AG saturados ou em compostos intermédios — Intermediarios da
Biohidrogenac&o — quando a hidrogenacdo nédo é completa. Este processo ocorre por acao
dos microrganismos presentes no rdamen, maioritariamente pelas bactérias (Harfoot &
Hazlewood, 1997).

A isomerizac¢do consiste em modificagBes da configuracdo geométrica (alteracdo cis para
trans, ou vice-versa) e da posicdo de algumas duplas ligagbes — esta etapa pode levar a

formacéo de acidos gordos trans.
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Uma das etapas da biohidrogenacdo conhecida ha décadas, é a isomerizacdo do &cido
linoleico, C18:2-c9c12, e do acido linolénico, C18:3-c9c12c15, catalisada por isomerases, com
formacdo dos seus isbmeros conjugados, respetivamente, C18:2-c9t,11 e C18:3-¢9,t11,c15
(Figura 11), por migracao da dupla ligacdo do C12 para o C11 (Harfoot & Hazlewood, 1997;
Maia, 2010).

Figura 11 - Primeira etapa da via principal da Biohidrogenacéo
do C18:2n-6 e C18:3n-3: Isomerizagéo
(adaptado de Alves, 2011; Bessa, 2001; Maia, 2010)

C18:2 c9c12 C18:3 c9¢c12c15
(Acido Linoleico) (Acido Linolénico)
Isomerase Isomerizagdo (grupo A e B)
C18:2 c9t11 C18:3 c9t11cl15 CLA (AG conjugados)
(Acido Ruménico)

Outra das etapas da biohidrogenacédo é a hidrogenacdo. Neste processo, os acidos gordos
insaturados sao hidrogenados com formacéo de diversos isomeros. No caso do C18:2-c9t11
e do C18:3-c9tl11cl5, sdo catalisadas as hidrogenacgfes das duplas ligagbes cis-9 e cis-15,
resultando a formacgédo do acido trans-11 octadecendico (C18:1-t11), e posterior formagéo do
acido estearico, caso a biohidrogenacéo seja completa (Figura 12, pagina 24) (Bessa, 2001).
Estudos cientificos tém demonstrado a existéncia de duas populacgfes distintas de bactérias
— classificadas como bactérias do grupo A e do grupo B (ver anexo 2) — com capacidade de
hidrogenar incompletamente os AG insaturados (sem formagdo do C18:0), ou com
capacidade de realizar o ultimo passo da biohidrogenacgéo (formacdo do C18:0) (Harfoot &
Hazlewood, 1997). A bactéria Butyrivibrio fibrisolvens (grupo A) é a principal responsavel pela
biohidrogenacé&o ruminal (Jenkins, Wallace, Moate & Mosley, 2008), no entanto para que a
biohidrogenacao do &cido linoleico ou do &cido linolénico seja completa, sdo necessarios 0s
dois tipos de bactérias, e neste processo podem ser produzidos inimeros isomeros
octadecadiendicos e/ou octadecendicos, mesmo que ainda ndo se conhegam todas as vias e
0S microrganismos envolvidos na sua formacao. Mais recentemente, foi proposta uma nova
divisdo dos grupos de bactérias suportada na taxonomia atual assente na sequenciacdo do
16S rRNA, onde todas as bactérias sao relacionadas filogeneticamente com os Butyrivibrios:
Butyrivibrio proteoclasticus (antigo grupo B) e as restantes incluem-se no antigo grupo A

(Lourenco, Ramos-Morales & Wallace, 2010).
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Figura 12 - Segunda etapa da via principal da biohidrogenacé&o do
C18:2n-6 e C18:3n-3: Hidrogenacéo
(adaptado de Alves, 2011; Bessa, 2001; Maia, 2010)

C18:2 c9t11

(Acido Ruménico) G183 eE11e1s
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C18:1tl11 C18:2 t11cl15
Acido Vacénico Hi
( ) drogenaQio G
5 Upo B
5
= C18:1t15
2 ou
b4 C18:1 c15
S
&
S
I
v
C18:1t11

Redutase Hidrogenacdo (grupo B)

e

C18:0
(Acido Esteérico)

Relativamente aos Intermediarios da Biohidrogenagéo, estes sdo os produtos que ndo sao
completamente hidrogenados, ou seja, ndo chegam a formar C18:0. Varios estudos tém
demonstrado que alguns dos intermediérios da biohidrogenagédo podem trazer beneficios a
saude humana, como por exemplo o C18:2-c9,t11. Desta forma, o estudo destes
intermediarios tem vindo a ganhar maior interesse por parte dos investigadores visto que,
consoante a sua estrutura, podem ter uma acgdo bioldgica distinta, e assim através do
consumo da carne e leite de ruminantes, produzir efeitos negativos ou benéficos na saude
humana (Alves, 2011).
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Hoje ja sdo conhecidos inumeros intermediarios da biohidrogenacao (Figura 13), no entanto
as suas vias metabdlicas, microrganismos intervenientes e efeitos na salde sao ainda objeto

de investigacdo (Bessa, s/d).

Figura 13 - Vias de Biohidrogenagéo do Acido Linoleico e do Acido Linolénico (adaptado de Maia, 2010)
Nota: As linhas a negrito representam as principais vias de biohidrogenagdo, ja anteriormente referidas, e as restantes
linhas representam vias propostas por diversos autores para explicar os intermediarios da biohidrogenagao.
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4.3. Sintese de novo

Os lipidos complexos dos microrganismos ruminais refletem a extrema diversidade biologica
deste ecossistema e séo geralmente constituintes das membranas (Thompson, 1992). Estes
lipidos microbianos séo produzidos através de moléculas precursoras presentes na dieta dos
ruminantes (como a glicose), e por isso a sua quantidade depende dessa mesma dieta e das
espécies bacterianas presentes, que além de modificarem os AG dos alimentos, sintetizam
(sintese de novo) uma serie de AG diferentes (Alves, 2011; Silva, 2013).

Os AG de cadeia impar (contendo 15 a 17 atomos de C) e/ou ramificada (Tabela 5) também

podem ter origem neste processo da Sintese de novo (Alves, 2011; Silva, 2013).

Tabela 5 - Principais AG sintetizados pelo processo Sintese de novo.

Acido Gordo | Nome comum

iso-tetradecandico iso-C14.0
13-metiltetradecandico iso-C15:0
Pentadecandico C15:.0
12-metiltetradecandico anteiso-C15:0
iso-hexadecanoico iso-C16:0
Heptadecandico C17:.0
15-metilhexadecandico iso-C17:0
14-metilhexadecanoico anteiso-C17:0

Como mencionado, os lipidos provenientes de biossintese cooperam na manutengéo
da fluidez das membranas, e essa regulagdo é muitas vezes conseguida através dos AG
ramificados da série iso e anteiso (Figura 14), nomeadamente pelos acidos 12- e 13-
metiltetradecandico (Alves,2011; Kaneda, 1991; Vlaeminck, Fievez, Cabrita, Fonseca &
Dewhurst, 2006).

Figura 14 - Formula geral dos AG ramificados: iso e anteiso (adaptado de Bessa, 2001)
Nota: o grupo metilo é o responsavel pela alteragdo da configuragdo

CH, CH,
CH;— CH — [CH,],— COOH CH—CH,—~ CH —[CH,] — COOH
série jso série anreiso
{grupo metilico no pendltimo carbono) (grupo metilico no antependatimo carbono)
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Nos AGS esta sintese tem como primer a Acetil-CoA e o alongamento é feito por
condensagfes de malonil-CoA, sendo o &cido palmitico o produto final. Por outro lado, os AG
ramificados das series iso e anteiso tém como primers AG volateis ramificados (Kaneda,
1991), nomeadamente o 2-metilpropanato, 3-metilbutirato e 2-metilbutirato, que tém origem
nos respetivos aminoacidos, a valina, leucina e isoleucina (Figura 15) (Salar, Gahlawat,
Siwach & Duhan, 2014; Yumoto, 2013; Christie, 2014).

Relativamente aos AG insaturados, a sintese pelos microrganismos ruminais néo é ainda bem
conhecida, mas cré-se que apenas podem ser sintetizados a AG monoendicos,
nomeadamente C16:1-c9 e C18:1-c11 (Fulco, 1977).

Figura 15 - Sintese dos Acidos Gordos de cadeia ramificada (adaptado de Christie, 2014).

CHa, .
Valina - CHa—éH—CO—CoA fatty acid Acidos Gordos serie iso
synthase (cadeia com nimero impar de C)
2-methylpropanyl-CoA
(isobutyryl)
CHa .
fatty acid A i . &
- I Acidos Gordos serie iso
Leucina ——» CHy—CH—CH>—CO-CoA synthase (cadeia com niimero par de C)
3-methybutyry-CoA ’
(isovaleryl)
(T'H3 fatty acid — . :
o | or—Cre—Ci-Co-Con sppss | i S e

2-methylbutyryi-CoA
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1. Sementes de Soja

Para este estudo foram usadas sementes de soja adquiridas num supermercado em Portugal,
da marca Prévida, com os seguintes dados nutricionais: em 100 g de produto tem-se 38 g de
proteina, 20 g de lipidos, 22 g de hidratos de carbono, 4 g de fibra e um valor energético de
413 Kcal. Sobre os &cidos gordos nenhuma informacao é facultada.

2. Tratamento de Alta Pressdo Hidrostatica

Interessa referenciar que, o tratamento de alta pressédo das sementes de soja foi elaborado e
da responsabilidade da Universidade de Aveiro.

Primeiro, as sementes foram separadas em seis por¢des de 30 g, e de seguida, cada porgéo
foi termoselada e embalada sob vacuo em sacos de poliamida-polietileno (PA/PE-90, Albipack
— Packaging Solutions, Portugal).

Depois, as amostras foram pressurizadas com e sem presenca de agua: para 30 g de amostra
foram adicionados 50 mL de agua, e as pressdes aplicadas foram de 300 MPa e 500 MPa
(Tabela 6), sendo a pressurizacdo feita com recurso ao equipamento Hiperbaric 55
(Hiperbaric, Burgos, Espanha). Este equipamento tem uma camara de pressurizacao de 200
mm de didmetro interno, 2000 mm de comprimento, uma pressdo maxima de operacao de
600 MPa e esta conectado a uma unidade de refrigeracdo (RMA KH 40 LT, Ferroli, San
Bonifaco, Italy) que permite o controlo de temperatura da 4gua de entrada (a temperatura
usada foi de 15 °C), utilizada como fluido de pressurizagéo.

Por fim, as amostras pressurizadas foram enviadas para a Faculdade de Medicina Veterinaria
da Universidade de Lisboa, devidamente acondicionadas, e foram armazenadas no frio (-20
°C).

Tabela 6 - Amostras enviadas pela Universidade de Aveiro para o ensaio

Cdédigo da Quantidade de Adicao de

Amostra Amostra Semente (g) Agua (mL) Condigdo
1 A 30 - Controlo
2 D 30 50 Controlo
3 G 30 - 300 MPa
4 J 30 50 300 MPa
5 M 30 - 500 MPa
6 P 30 50 500 MPa
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3. Incubacéo in vitro

O ensaio in vitro envolveu 5 incubagdes independentes (réplicas) nos dias 7, 14, 17, 21 e 24
de Outubro de 2014. As incubagdes foram efetuadas no periodo de manha no Laborat6rio de
Metabolismo Lipidico em Ruminantes da Faculdade de Medicina Veterinéria da Universidade
de Lisboa. Todo o material usado foi previamente aquecido em estufa a 39°C e o protocolo
seguido encontra-se disponivel em anexo (Anexo 3 — Procedimento para incubacgdes in vitro

com suco de rumem, Método LMLR-R5.1).

Preparacédo das amostras

As amostras foram retiradas do frio e deixadas em repouso (Figura 16) até atingir a
temperatura ambiente, enquanto se efetuava a preparacdo do material. Na preparacao de
material foram identificados 24 tubos de incubagéo (Figura 17) (4 tubos para cada amostra,
para posterior anélise do pH e dos AG no tempo 0 e 6 horas) (ver anexo 4 — Identificacdo dos
cbdigos das amostras do ensaio).

De seguida, numa balanca analitica (Kern AEJ, Balingen, Germany), foram pesadas 30 mg
de alimento (racdo de borregos) e 30 mg de substrato (semente de soja triturada), diretamente
no tubo de incubacéo (Figura 18), registando todos os pesos em tabela (tubo, substrato e
alimento), e fechando os tubos para que ndo ocorressem perdas por oxidagao.

Figura 16 - Amostras de Soja pressurizadas
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Preparacdo da Solucdo Tampao

Foram preparados 500 mL de solug&o tamp&o. Primeiro, num erlenmeyer com 100 mL de H,O
destilada, foram dissolvidas, aproximadamente, 0,285 g de Cloreto de Potassio, 0,235 g de
Cloreto de Sdédio, 0,060 g de Sulfato de Magnésio e 0,020 g de Cloreto de Calcio, com auxilio
de um agitador magnético (Agimatic-E). De seguida, esta solucao foi adicionada a uma outra
solucdo preparada composta por 100 mL de H,O destilada com 4,90 g de Hidrogeno
carbonato de sédio e 4,65 g de Hidrogeno fosfato disddico, e perfez-se o baldo com 300 mL
de 4gua destilada.

Por fim, foi medido o pH da solucdo tampéo, que deve ser, aproximadamente, 7. O pH foi
medido com recurso a um medidor de pH digital (J.P Selecta, Barcelona, Espanha) (Figura
19).

Figura 19 - Preparagdo da solugdo tampao e medi¢do
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Preparacdo do conteddo ruminal

Foi recolhido conteudo ruminal de dois ovinos canulados (uma ovelha e um borrego) antes da
alimentagcdo da manha. Os animais eram alimentados com um alimento composto comercial
(Anipura, Puraovinos) (500 kg) e forragem, ambos divididos em duas porg¢des por dia (9h30 e
17h00). O alimento continha, em média, 22% proteina bruta, 9,5% fibra, 6,5% gordura, assim
como 0,4% de sbédio e uma mistura de vitaminas (Vitamina A, D3 e E com quantidades de
7500 Ul/kg, 1500 Ul/kg e 7,5 mg/kg, respetivamente).

O contetdo ruminal foi filtrado por 4 camadas de gaze com um funil de porcelana para um
kitazato de 1000 mL. De seguida, foi medido 100 mL de fluido ruminal de cada um dos animais
e registado o pH de cada um, sendo depois misturados e efetuada nova medicédo do pH do
fluido. Esta etapa ocorre no minimo de tempo possivel, tal como a préxima etapa, de forma a

evitar a exposicao ao oxigénio.
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Preparacao do meio de incubacao

O meio de incubacéo foi preparado na razédo 1:2, ou seja, 200 mL de fluido ruminal para 400
mL de solucao tampao.

A solucao tampao (400 mL) foi colocada em banho a 39 °C e foi saturada com diéxido de
carbono (simulacdo das condi¢Bes ruminais). A esta solucéo adicionou-se 200 mL de fluido

ruminal filtrado, e deixou-se a saturar com COa..

Incubacéo
A cada tubo de incubacéo previamente preparado, foi adicionado 6 mL de meio de incubacéo,

sempre na presenca de CO; e agitacao. De seguida, os tubos relativos a andalise de AG do
tempo O foram tapados e colocados diretamente na arca congeladora (-20 °C), enquanto os
tubos do tempo 6 foram tapados e colocados em banho de agua a 39 °C com agitacdo durante
as 6 horas. Aos tubos relativos a medicao de pH e posterior andlise de AGV, do tempo 0, foi
medido o pH e depois colocados na arca congeladora, e os do tempo 6 foram para o banho,
juntamente com os tubos para analise de AG.

Para cada ensaio, a ordem dos tubos e a sua posi¢do no banho foi aleatorizada através da
aplicacéo online random.org.

Apbs as 6 horas, os tubos foram retirados do banho e colocados diretamente na arca
congeladora a -20 °C, exceto os tubos de amostras para analise dos AGV, que sédo usados
também para medicdo de pH, e s6 apds este procedimento foram congelados.

E de referir que o pH do meio de incubagio foi medido no inicio e no fim do processo de
incubacéo.

Neste ensaio, e apds as 5 incubagdes, foram geradas 60 amostras para determinagdo dos
AGV e 60 amostras para determinacédo dos AG de cadeia longa (Anexo 4 — ldentificacdo dos

codigos das amostras).

4. Andlise dos Acidos Gordos

Apo6s 6 dias de congelacado, os tubos para analise dos acidos gordos de cadeia longa foram
colocados, aleatoriamente, no liofilizador durante 3 dias, para que fosse removida toda a agua
presente na amostra por sublimacdo. Depois da liofilizacdo, os tubos foram colocados

novamente a -20 °C, conservando as amostras até preparacao dos AG: transesterificacao.
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4.1. Acidos Gordos de Cadeia Longa

Preparacdo das Amostras

Para determinagdo dos AG de cadeia longa € necessério recorrer ao procedimento anexado
nesta dissertacdo (Anexo 5 — Transesterificacdo direta combinada de conteddo ruminal —
Método LMLR-R3.1).

Os tubos com as amostras foram retirados, de modo aleatério, da arca e deixados a
descongelar a temperatura ambiente, durante, aproximadamente, duas horas. De seguida, 0s
tubos foram pesados, na mesma balanca analitica, para saber qual a quantidade de amostra
presente, e adicionou-se 1 mL de tolueno seco, para auxiliar a libertacdo dos AG. As amostras
foram deixadas em repouso durante uma noite no frigorifico.

O padréao interno utilizado foi o C19:0, que precisou de ser dissolvido no equipamento de
ultrassons (Elma S 60H, Elmasonic) antes de ser utilizado. Adicionou-se 1 mL de padrdo
interno em cada tubo, e colocaram-se no ultrassons durante 10 minutos. De seguida,
adicionou-se 2 mL de solugcéo de metoxido de soédio em metanol (0,5 M) e levou-se ao vortex
para homogeneizar durante dez segundos, seguindo para o banho a 50 °C durante dez
minutos, com agitacao.

Depois dos tubos arrefecerem a temperatura ambiente, adicionou-se 3 mL de solucdo
HCl/metanol (10%), homogeneizou-se no vortex, e colocou-se novamente no banho a 80 °C
durante dez minutos com agita¢ao.

De seguida, apés arrefecimento dos tubos a temperatura ambiente, adicionou-se 2 mL da
solugdo de Carbonato de Potéssio 6% e 2 mL de n-hexano+BHT (BHT — butil-hidroxitolueno,
€ usado como antioxidante), agitou-se em vortex e centrifugou-se durante cinco minutos.
Recolheu-se o sobrenadante para um novo tubo de ensaio (com 0,5 g, aproximadamente, de
sulfato de sédio anidro, devido ao seu elevado poder de absor¢do de agua), e no tubo de
incubagdo foram adicionados novamente 2 mL de n-hexano+BHT, e repetiu-se a
centrifugacéo e a recolha do sobrenadante (Figura 20, pagina 35).

Seguidamente, agitou-se o tubo com o sobrenadante em vortex e centrifugou-se durante 5
minutos para que fosse possivel retirar a fase hexano que contém os 4cidos gordos para um
novo tubo, onde posteriormente foi colocado num equipamento de evaporagdo em corrente
de azoto a 37 °C.

Por fim, adicionou-se 1 mL de n-hexano ao tubo, e transferiu-se para um vial de cromatografia
gasosa (CG) (Figura 21, pagina 35) e acondicionou-se na arca frigorifica (Figura 22, pagina
35).
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Figura 20 - Recolha do sobrenadante Figura 21- Transferéncia da amostra para um vial de CG

Andlise por Cromatografia Gasosa

Os AG sob a forma de ésteres metilicos foram analisados por cromatografia gasosa (Figura
23) com detecéo por ionizacdo de chama (GC-FID), utilizando-se um equipamento Shimadzu
QP2010-plus (Shimadzu, Kyoto, Japao) (Figura 24 e 25, pagina 36), equipado com uma
coluna capilar de silica-fundida (SP-2560, 100 m x 0,25 mm diametro interno x 0,20 um
espessura da fase estacionaria, Supelco).

Durante a andlise o injetor e o detetor foram mantidos a 250 °C e 280 °C, respetivamente.
Utilizou-se hélio como gés de arraste a fluxo constante de 1 ml/minuto e foi injetada 1 pl de
amostra. A temperatura do forno foi programada para iniciar a 50 °C (mantida durante 1
minuto), aumentou depois para 50 °C/minuto até aos 150 °C (mantida durante 20 minutos),
aumentou a 1 °C/minuto até aos 190 °C, e finalmente, aumentou a 2 °C/minuto até aos 220

°C onde foi mantida durante 40 minutos.

Figura 23 - Cromatograma dos AG cadeia longa da amostra de Soja (ver em pormenor no anexo 7)
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Figura 24 - Equipamento de CG Shimadzu Figura 25 - Viais de CG em analise

0 -

4.2. Acidos Gordos Volateis

Para determinacao dos AGV em incubac¢des com suco de rimen por cromatografia gasosa, é
necessario recorrer a um procedimento de preparagéo das amostras como o apresentado no
Anexo 6 desta dissertagdo (Método LMLR-V1.1).

Comecgou-se por retirar os tubos da arca e coloca-los a descongelar, durante 2 horas, a

temperatura ambiente, enquanto foi preparado o material para o protocolo (Figura 26).

Figura 26 - Amostras para analise dos AGV

De seguida, homogeneizou-se a amostra em vortex e colocou-se a centrifugar durante 5
minutos, retirando o extrato liquido da amostra para continuar o procedimento. Deste extrato,
pipetou-se 1 mL para um eppendorf, no qual foi também adicionado 170 uL de acido orto-
fosférico (25% v/v). Levou-se ao vortex e deixou-se a repousar durante 30 minutos no
frigorifico.

Depois, colocaram-se os eppendorfs a centrifugar a 14000 rcf durante 15 minutos, e transferiu-
se 0 sobrenadante para um vial de CG. Os viais foram armazenados em arca frigorifica a -20
°C.
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Preparacao das Curvas de Calibracao

A determinacdo da concentracdo de AGV foi efetuada com recurso a curvas de calibracao (y
= a X + b) para cada acido identificado (acidos: acético (C2:0), propiénico (C3:0), iso-butirico
(i-C4:0), butirico (C4:0), iso-valérico (i-C5:0) e valérico (C5:0)).

Primeiro, comecgou-se por preparar 100 mL de solu¢cdes aquosas de 50 mmol/L com padrdes
puros dos AGV (solugcdo mée) e 50 mL de &cido iso-caproico (i-C6:0) com uma concentracado
também de 50 mmol/L, que serviu como padréo interno. Com estas duas solugdes, seguindo
o protocolo do anexo 6, prepararam-se solu¢gbes com concentracdes entre 0,2 a 30 mmol/L,
a fim de conseguir tracar uma reta de regressao para cada AGV (ver anexo 8 — Equacfes das
retas de regressao das Curvas de Calibracdo dos AGV).

Andlise por cromatografia gasosa

Os AGV foram analisados por cromatografia gasosa (Figura 27) com detec&o por ionizacao
de chama (GC-FID), utilizando-se um equipamento Shimadzu QP2010-plus (Shimadzu,
Kyoto, Japéao), equipado com uma coluna capilar de silica-fundida (Nukol, 30 m x 0,25 mm
didmetro interno x 0,25 um espessura da fase estacionaria, Supelco, Bellefont, PA, USA).

Durante a andlise o injetor e o detetor foram mantidos a 220 °C. Utilizou-se hélio como gas de
arraste a fluxo constante de 0,56 mL/minuto e foi injetada 1 uL de amostra. A temperatura do

forno foi programada para iniciar a 180 °C e foi mantida durante 10 minutos.

Figura 27 - Cromatograma dos AGV da amostra de Soja
(ver em pormenor no anexo 9)

[ Chromstogram
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5. Andlise Estatistica

A producéo de AGV durante a incubagéo foi calculada diretamente através da diferenca da
concentracdo de AGV existente as 0 horas e as 6 horas. Relativamente aos AG de cadeia
longa C18, devido a grande variabilidade observada entre tubos, e assumindo como
negligenciavel a producéo do total de AG C18 estimou-se o balanco e a biohidrogenacgéo
usando a média do contelido total de C18 presente as 0 horas e 6 horas. Os célculos para o
balanco do AG, tomando como exemplo o C18:0, seguem 0s seguintes passos:

Passo 1: Calcular a média do total dos AG C18 (em ug/tubo)

[Z C180 horas] + [Z C186 ho‘ras]

[z Clgmédio] = 2

Passo 2: Calcular a quantidade de C18:0 no total médio de AG C18 (em pg/tubo) as0e 6

horas

2 C18pmsai0] X %C18: 00 poras
100

[Z C181n6qi0] X %C18: 0¢ horas
100

[
[C18= Omédio,oh] = [5185 Omédia,ﬁh] =

Onde,
%C18: 0, roras, FEPresenta a percentagem de C18:0 existente no total de AG C18 no tubo as 0
e 6 horas, respetivamente.

Passo 3: Calcular o balango (em pg) de C18:0 durante a incubacéo

[ C18: Obalan;o] = [ C18: Omédio,Gh] - [ C18: Omédio,oh]

Para calcular os AG insaturados C18 da dieta, que sdo os AG biohidrogenados (C18:1-c9,
C18:2-c9c12 e C18:3-c9c12c15), calcula-se:

Passo 4: Percentagem do AG biohidrogenado

[AGmédio,O horas] - [AGmédio,G haras]

% AG BH = x 100

[A Gmédio,o horas]
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Por fim, para obter os resultados, em percentagem, dos produtos da biohidrogenacao efetua-
se 0 passo 5. Os produtos da biohidrogenacédo sdo todos os AG cujo balanco tem valor

positivo, nomeadamente C18:0, isdmeros C18:1, isébmeros C18:2 e AG-0xo.

Passo 5: Percentagem dos produtos da biohidrogenacao (BHP) (exemplo: C18:0)

[C18: Obalanco]

0, 0 =
%C18:0 [Z dos balancos dos BHP]

X 100

Os dados foram analisados incluindo no modelo estatistico os efeitos fixos principais: adicdo
de 4gua (com ou sem), tratamento (controlo, pressdo de 300 MPa e pressédo de 500 MPa), o
tempo de incubacao (0 ou 6 horas) e a interacao entre todos os fatores, e como bloco aleat6rio
cada incubacado. O tratamento estatistico foi efetuado através do procedimento de modelos
mistos “proc MIXED” do programa SAS 9.0 (SAS Institute Inc, Cary, NC, USA).

39






Capitulo 3

Resultados e Discussao

41



Resultados e Discussao

1. Parametros da Fermenta¢do Ruminal

Os parametros mais utilizados para avaliar a fermentacéo ruminal sdo o pH e a concentracao
de &cidos gordos volateis que € indicativa de uma maior quantidade de microrganismos no
rdmen, e assim, a partida, sera obtida uma maior digestibilidade do alimento (Passini,
Rodrigues, Castro & Silveira, 2003).

1.1. pH

O pH ruminal esta diretamente relacionado com os produtos finais da fermentagdo (Church,
1979; Santana Neto, Oliveira, Valenga & Cavalcante, 2012). A acidificacdo do meio ruminal
(diminuicdo do pH) ocorre, principalmente, apos a ingestdo de alimentos, e a rapida
fermentacdo ocorre devido as elevadas taxas de degradacdo (Costa, 2010). Entdo, o pH
reflete as caracteristicas da dieta e qualquer alteracdo na taxa de crescimento das bactérias
e dos protozoarios (Costa, 2010;Santana Neto et al, 2012).

Para que exista uma atividade microbiana favoravel no ramen, o pH deve rondar os 6,7 + 0,5
(Costa, 2010;Santana Neto et al, 2012). A estabilidade do pH é atribuida a saliva (esta tem
poder tampdo) e a capacidade da mucosa ruminal em absorver os acidos produzidos na

fermentag&o ruminal (Van Soest, 1994).

Posto isto, nos graficos abaixo (Graficos 1 a 6), é possivel verificar que o pH, das cinco
incubacgdes in vitro deste ensaio, teve um comportamento conforme o esperado: decréscimo
significativo (P<0,001) do pH entre as 0 e as 6 horas (em média, o pH desceu 0,15, sendo o

pH inicial médio de 6,65), 0 que sugere que ocorreu fermentacdo em todos 0s casos.

Grafico 1 - pH das amostras Al (Oh) e A19 (6h) Grafico 2 - pH das amostras D4 (0h) e D22 (6h)
Soja Controlo Soja Controlo + Agua
/ 7
6,8 6,8
T 66 ‘\‘ T 66 ’\'

6,4 6,4

o2 > 0 2 4 6 8

0 2 4 6 8
Tempo (h) Tempo (h)
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Grafico 4 - pH das amostras G7 (Oh) e G25 (6h)

Soja Pressdao 300 MPa

7

68
T 66 .\'
64
6.2
0 2 4 6 8

Tempo (h)

Grafico 6 - pH das amostras M13 (0h) e M31 (6h)

Soja Pressdao 500 MPa

6,8
T66 .\:
6,4
6,2
0 2 4 6 8

Tempo (h)

1.2. Acidos Gordos Volateis

Grafico 3 - pH das amostras J10 (Oh) e J28 (6h)

Soja Pressdo 300 MPa + Agua
7

6,8
6,4
6,2

0 2 4 6 8
Tempo (h)

Grafico 5 - pH das amostras P16 (0Oh) e P34 (6h)

Soja Pressdo 500 MPa + Agua

7

6,8
T 66 '\'
6,4 o
6,2
0 2 4 6 8

Tempo (h)

Os AGV sao a maior fonte de energia para os ruminantes, que provém da fermentacéo,
essencialmente dos hidratos de carbono, dos alimentos ingeridos (Sierra, 2014; Santana Neto
et al, 2012). Segundo Owens & Goetsch (1993) citado por Santana Neto et al (2012), a
concentracdo de AGV em animais com dietas baseadas em concentrado pode rondar dos 80
a 150 mmol/L de liquido ruminal enquanto em animais em pastagem ficam em torno dos 50 a
100 mmol/L.

Segundo Costa (2010), a propor¢éo dos diferentes AGV produzidos varia dependendo dos
componentes quimicos degradados e do pH ruminal — é produzida uma maior proporgao de
C2:0 na degradacédo da celulose e hemiceluloses, enquanto a degradacdo do amido e
acucares origina maior quantidade de C2:0 e C3:0, e menor quantidade de C4:0.

Na tabela 7 (pagina 45) esta representada a concentracdo total de AGV encontrados neste
ensaio, e por observacao, verifica-se que em todos os casos, houve aumento da quantidade

de AGV no tempo 6h, o que sugere que ocorreu fermentacao.
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E também possivel verificar que a concentracéo de AGV no tempo 6h (entre 56 e 62 mmol/ L,
aproximadamente), se encontra de acordo com os valores encontrados na literatura, tendo
em conta as limitagdes do sistema de incubacao in vitro.

Em termos de percentagem de cada AGV, o acido acético estd presente com grande
evidéncia, representando uma propor¢ao molar, em média, cerca de 63,9% do total de AGV
médios da amostra, seguido do acido propiénico com 19,6% e o acido butirico com 11,5%.
Os restantes 4cidos encontram-se em propor¢ées muito inferiores: em média, 1,6% para o
acido iso-butirico, 2% para o iso-valérico e 1,4% para o &cido valérico. Estes resultados estédo
também em concordancia com as referéncias, que define que a populagdo microbiana,
geralmente transforma os hidratos de carbono em 60 a 70% de C2:0 e 18 a 22% de C3:0
(Goularte et al, 2011).

Estatisticamente, verifica-se que a utilizacdo de agua no tratamento de pressurizacdo nao
teve um efeito significativo sobre a producéo de AGV (P>0,05) e a pressao exercida teve um
efeito significativo apenas nos AGV da forma iso — este efeito podera estar relacionado com
uma possivel alteracédo da fragédo proteica da soja durante a pressurizacao, visto que os AGV
da forma iso provém essencialmente de aminoacidos — este é um tema que necessita de
maior investigacao dados os escassos estudos neste sentido. O efeito do tempo, tal como
era esperado, foi extremamente significativo (P<0,001) em todos os AGV, podendo afirmar-
se que o tempo de retencdo dos alimentos no rimen (digestéo fermentativa) tem realmente
um efeito sobre a producdo dos AGV: quanto maior a fermentagdo maior a quantidade de

AGV presentes no rumen.
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Tabela 7 — Efeito da Agua (A), da Presséo (P) e do Tempo (T) na concentragio de AGV (em mmol/L) produzidos durante a fermentagdo ruminal.

Tratamento com dgua Tratamento sem dgua Erro p-value

controlo P300 P500 controlo P300 P500 Padrao

o e oh e o e o e on e oh 6 |memal P T Aba
C2:0 24,26 37,84 24,10 3840 22,55 37,10 (24,18 37,84 23,76 36,75 22,78 39,25 | 1,277 | 0,926 0,675 <0,001 0,490
C3:0 760 © 1202° 745 ¢ 12,04° 6,67 ¢ 10,97 *°| 663 ¢ 11,93° 7,16 © 1066 ° 7,35 © 12,03 7| 0,452 | 0,465 0,556 <0,001 0,037
i-c40 059 08 066 09 074 1,17 |050 08 05 074 08 1,15 |0060| 0,118 <0,001 <0,001 0,158
C4:0 414 ° 69 ® 403 % 697 ® 370° 633 (387 ¢ 68 *® 38 ¢ 672" 38 ¢ 7,25 ° 0198|0665 0,402 <0,001 0,025
i-c5:0 0,79 ¢ 1,34 * 08 ¢ 136 ° 0,73 “ 094 °|070 “ 1,28°% 0,73 “ 1,04 * 063 ¢ 1,26 *| 0,051 | 0,078 0,001 <0,001 <0,001
C5:0 057 09 053 08 054 078 |058 08 051 08 054 085 |0042|0772 0,068 <0001 0,935
Total AGV 37,94 59,83 37,57 60,53 3493 57,28 (3647 59,62 36,55 56,72 3594 61,80 | 1,753 | 0,844 0,630 <0,001 0,175

a, b, ¢, d, médias com letras diferentes, na mesma linha, diferem estatisticamente (P<0,05).

C2:0, Acido Acético; C3:0, Acido Propidnico; i-C4:0, Acido iso-Butirico; C4:0, Acido Butirico; i-C5:0, Acido iso-Valérico; C5:0, Acido Valérico; AGV, Acidos Gordos Volateis.

P300, Pressédo 300 MPa; P500, Pressdo 500 MPa; A, efeito da agua; P, efeito da presséo; H, efeito da hora; AxPxH, interagdo dos efeitos.
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2. Biohidrogenacéo

Sendo a biohidrogenacdo o ponto fulcral desta dissertacdo, interessa analisar os principais
AG intervenientes da biohidrogenacdo, nomeadamente, os substratos da biohidrogenacéo
(C18:1-c9, C18:2-c9cl12 e C18:3-c9c12cl5) e os produtos da biohidrogenacdo (C18:0,
Intermediarios C18:1, C18:2 e 0os AG-0x0). Os &cidos gordos de origem microbiana também
serdo levemente abordados para perceber se de algum modo houve sintese de AG pelos

microrganismos neste estudo in vitro.

2.1. Acidos Gordos de Cadeia Longa C18

Por andlise da Tabela 8 (pagina 47), verificou-se que os acidos gordos C18 presentes em
maior quantidade na amostra foram os AG provenientes da dieta: 15-17% de C18:1-c9, 39-
49% de C18:2-c9c12 e 7-9% de C18:3-c9c12c15. O AGS com maior expressao foi o C18:0,
com cerca de 21-32%. Troegeler-Meynadier et al (2014) efetuou também um estudo in vitro
com sementes de soja, e 0s resultados sao similares: maior quantidade de acido linoleico,

seguido do acido oleico e do acido linolénico.

Efeito da interacdo agua x pressdo x tempo

A interacdo entre os trés fatores foi maioritariamente significativa (P<0,05). Apenas nos AG
C18:1-cl11, C18:1-c13 e C18:2-tllcl5, respetivamente P=0,051, P=0,052 e P=0,320, a
interagcdo nao foi significativa, no entanto o valor encontra-se no limiar da significancia
estatistica (0,05).

Por observacédo da tabela 8 (pagina 47), verificou-se que a proporcao de acidos gordos, em
particular dos intermediarios da biohidrogenacdo, tende a ser maior no tempo 6
comparativamente com o tempo 0. A proporgcédo destes AG aumentar entre as 0 horas e as 6
horas significa que houve digestao fermentativa, e como tal potenciou-se a biohidrogenacéao.
Relativamente a influéncia do tratamento de pressurizacédo, os resultados ndo foram todos no
mesmo sentido, no entanto, tende a influenciar de alguma forma a biohidrogenacédo. Séo
necessarios mais estudos sobre tratamentos de alta pressédo (atérmicos) nesta area de
investigacao, para que se consiga interpretar de forma mais coerente os resultados obtidos.
A maioria dos estudos de processamento de sementes disponiveis sdo com tratamentos de
extrusdo, onde é aplicada temperatura, e nesses casos concluem que a extrusdo tem uma

inibicdo da isomerizacdo do C18:2 (Troegeler-Meynadier et al, 2006).
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Tabela 8 - Efeito da dgua (A), da pressdo (P) e do tempo (T) na proporg¢do de AG de cadeia C18 durante a digestdao fermentativa (% do total de C18)

Tratamento com agua Tratamento sem 4gua Erro p-value
controlo P300 P500 controlo P300 P500 Padrao

0 6 0 6 0 6 0 6 0 6 0 6 da media A P T AP
C18:0 21,5 ¢ 321 % 22 ¢ 326 2 220 ¢ 257 P 217 ¢ 284 ° 220 ¢ 261 P 204 © 284 ° | 140 |0022 0048 <0001 0,007
C18:1-t6,47.t8 o011 ¢ 027° 0129 0402 010 ¢ 0199 0109 026°P° 0109 018° 0100 ¢ 028P | 002|005 0061 <0001 <0001
C18:1-t9 008 4 0202 0099 02272 008 ¢ 015|008 ¢ 0195 009 9 o019 P o007 ¢ 020 ° | 0017 |0275 0010 <0001 0,015
C18:1-t10 015 ¢ 042 ° 016 ° o060 ° 015 ° 032 “|014° 03 ° 016 ° 02 % o014 ° o3 ° 0026 000 0019 <0001 <0001
C18:1-t11 12 ¢ 320° 119% 520 117 ¢ 26 ™) 111 Y a0 120 ¢ 214 ¢ 107 ¢ 538 ° | 0383|0382 0835 <0001 <0001
C18:1-t12 014 " 03 ° o1 " o0a2® ow " o02°|ow’ 027 0w’ 023 ® o013 " o030 " 009 0002 0006 <0001 <0001
C18:1-c9 170 ® 150 ¢ 172 ® 19 ¢ 170 ® 164 ° 165 ° 154 ° 1757 166 0 168 °° 153 | 032 |0511 0023 <0001 0,002
C18:1-t15 02 4 03 °® 013 032 ° o012 “ o1 “|o1 @ 023 o1 ? o017 o012 “ 023 ° | 007 0038 0059 <0001 <0001
C18:1-c11 1,19 1,12 1,19 1,16 1,18 1,20 1,17 1,17 1,27 1,26 1,20 1,19 0,023 10,006 0002 04192 0,051
C18:1-c12 008 ¢ 043 ° 000 ° 054 ° 009 ° 035 °|009° 039 ™ 000 ° 02 % o008 ¢ o038 °°| 0024 0000 0103 <0001 <0,001
C18:1-c13 0,04 0,05 0,04 0,05 0,04 0,03 0,03 0,05 0,03 0,04 0,04 0,04 0,004 10,126 0,065 0,005 0,052
C18:1-¢14,t16 010« 023 ° ou " 02° o010 " o015 o 020 o’ 0w ® 0w ' 02 ¢ 002 0001 <0001 <0001 <0001
C18:2-c9c12 a1 % 386 ¢ 484 ° 360 ¢ 4gs ° 440 ° | 404 ® 403 ¢ 488 ® 442 °  s01 ° 393 © | 118 |0024 0093 <0001 <0,001
C18:2-t11c15 0,01 0,11 0,01 0,08 0,00 0,03 0,00 0,14 0,01 0,11 0,00 0,11 0,021 10,059 0,098 <0,001 0,320
CLA-cot11 00a ® 0122 ° 00 *® 021° o003 ¢ o020 ° 02 02" 00 00 “ o0 ¢ o028 | 008 074 0004 <0001 <0,001
CLA-t11c13 007 & 017 oo 03 % 007 ¢ 017 °|o006? 017 ° o006 ¢ o012 ° 008 “ 016 ° | 0014 0003 0947 <0001 0,005
CLA-tt 007 * 03 * o016 ° o038° o015 ° 027 ° 02 02° 013° o016° 014 ° o035 | 0037 0074 0075 <0001 0011
c183-coci2cls 892 ° 68 " 851 ¢ 617 ' 866 777 %907 ® 72 814 ®© 750 ® g3z ® 73 | 0250 | 0006 <0001 <0,001 0,000
C18-0x0 005 % 000 ™ 005 " 018 ° o011 " 009 “| oo " 01 ™ 003 ¢ o0 o005 ™ o017 | 002 (0134 0054 <0001 0019
Total C18 (mg/gMS) 29,5 30,2 27,7 30,3 28,1 30,2 29,2 32,2 28,4 28,2 30,6 32,1 1,30 | 0299 0,157 0,041 0,740

a, b, c, d, e, f, g, médias com letras diferentes, na mesma linha, diferem estatisticamente (P<0,05).
C18:0, Acido Esteérico; C18:1-c9, Acido Oleico; C18:2-c9c12, Acido Linoleico; C18:3-¢9¢12¢15, Acido Linolénico; CLA, Acido Linoleico Conjugado; outros séo isémeros do C18
P300, Pressdo 300 MPa; P500, Pressao 500 MPa; A, efeito da dgua; P, efeito da pressédo; H, efeito da hora; AxPxH, interagdo dos efeitos.
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Efeitos individuais da agua, pressao e tempo

Analisando aos AG em que a interacao nao foi significativa, verificou-se que o uso da agua
no processamento das sementes durante a pressurizacdo, ndo teve um comportamento
homogéneo: no caso do C18:1-cll, a presenca da agua teve um efeito significativo,
verificando-se uma diminuicdo da propor¢ao de AG no processamento sem agua.
Generalizando, observando as percentagens e comparando o tratamento com agua e sem
agua, verificou-se que a proporcdo de acidos gordos no tratamento sem agua tende a ser
menor do que no tratamento com agua. Esta tendéncia pode sugerir que a dgua podera
influenciar o comportamento dos AG durante o tratamento de alta pressdo, nomeadamente
por ser um elemento integrante do processo de pressuriza¢ao (como foi explicado no capitulo
1) — a presséo é transmitida através da agua.

Relativamente a pressao, tendencialmente, a proporcdo de AG aumenta entre o controlo e
guando ¢é aplicada uma presséo de 300 MPa. Contudo com a aplicacdo de maior pressao (500
MPa), o efeito parece reverter e prejudicar a composicédo dos AG, 0 que sugere que sera uma
pressédo demasiado intensa.

Efeito na Biohidrogenacéao

Para analisar a biohidrogenacao recorreu-se a uma outra metodologia, usando a percentagem
dos AG biohidrogenados (Acido oleico, linoleico e linolénico) e a percentagem dos produtos
da biohidrogenacéo (Acido estearico, isomeros C18:1, C18:2 e os AG oxo) (Tabela 9, pagina
49).

Relativamente aos AG biohidrogenados, na presenca de agua, Vverificou-se que,
numericamente, sem aplicacdo de pressdo, o acido linolénico foi o AG que sofreu maior
biohidrogenacédo (cerca de 22,2%), seguido do acido linoleico (cerca de 20,0%) e o acido
oleico (19,7%). Quando aplicada a presséo, a propor¢cdo de AG biohidrogenados néo se
comporta de maneira igual com os dois niveis de pressao: com 300 MPa a biohidrogenacéo
do &cido oleico, linoleico e linolénico é semelhante ao controlo. No entanto, aplicando a
presséo 500 MPa, notou-se uma grande diminui¢cdo na proporcdo de AG biohidrogenados, o
gue sugere que realmente aplicando uma pressao mais elevada as sementes de soja é
possivel proteger os acidos gordos da biohidrogenacao ruminal.

Quando o tratamento da soja é efetuado sem agua, o comportamento da biohidrogenacéo é
diferente. Pelos resultados (Tabela 9, pagina 49) verificou-se que a percentagem de
biohidrogenacgé&o do acido oleico, linoleico e linolénico é semelhante no grupo controlo e na
pressdo mais elevada (500 MPa), e quando aplicada a presséo 300 MPa, ha uma diminuic&o
da biohidrogenacao do &acido linoleico e linolénico, relativamente aos outros dois tratamentos.

Isto sugere que a presséo mais baixa poderéa favorecer a compressao das particulas tornando-
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as menos disponiveis ao ataque microbiano, mas que o aumento de pressdo podera ter um
efeito expansivo, aumentando a exposicdo a acdo microbiana. De facto, alteracbes da
estrutura das sementes através da aplicacao de alta pressao ja foi descrita por alguns autores.
Por exemplo, Guo et al (2015), efetuou um estudo onde avaliou as alteracbes das
propriedades estruturais do amido na semente de Lotus, provocadas pelo tratamento de alta
pressdo, e verificou que, usando uma pressdao de 600 MPa a estrutura do amido foi
completamente destruida (gelatinizacdo completa do amido), estando este resultado de
acordo com outros estudos publicados.

No ensaio in vitro de Troegeler-Meynadier (2014), os resultados foram também apresentados
sob a forma de balanco, e verificou-se uma diminuicdo da quantidade de &cido linoleico e
linolénico entre as sementes de soja ndo tratadas e as sementes com tratamento de extrusédo
(temperatura: 125°C). Estes resultados estdo de acordo com os resultados do tratamento sem
agua obtido neste ensaio, contudo, como o tipo de tratamento € diferente ndo podemos

assumir que terd as mesmas implicagdes.

Tabela 9 — Efeito da Agua (A) e da Pressdo (P) na semente de soja por estimativa da biohidrogenag¢do e produtos
biohidrogenados

Tratamento com dgua | Tratamento sem agua | Erro Padrdo p-value
controlo P300 P500 |controlo P300 P500 | daMédia A P AxP

Biohidrogenagdo (%)
C18:1-c9 19,7 134 31 6,6 4,9 9,0 3,97 0,135 0,226 0,067
C18:2-¢9¢c12 200 2° 255 100 /185 ° 103 © 216 | 270 0339 0,254 <0,001

C18:3-coc12c1s 222 2 274 103 Pl203 ® 72 P 211 2 2,77  |0,066 0,063 <0,001

Produtos da BH (%)

C18:0 66,1 603 574 |546 648 553 3,90 0,373 0,321 0,168
ci18:1 300 350 361 (384 292 39,1 3,65 0,556 0,368 0,203
c18:2 38 P 39° 69 %62 % 48 482 08 |0564 0259 0,038
C18-oxo0 005 074 000 (074 1,17 0,80 0,409 |0,041 0,252 0,707

a, b, c, médias com letras diferentes, na mesma linha, diferem estatisticamente (P<0,05).

C18:1-c9, Acido Oleico; C18:2-c9c¢12, Acido Linoleico; C18:3-c9c12¢15, Acido Linolénico; C18:0, Acido
Estearico; C18:1, somatdrio de todos os AG de cadeia C18:1, exceto o C18:1-c9; C18:2, somatorio de todos os
AG de cadeia C18:2, exceto o C18:2-c9,c12.

P300, Pressao 300 MPa; P500, Pressdo 500 MPa; A, efeito da agua; P, efeito da presséo; H, efeito da hora;
AxPxH, interacédo dos efeitos.

Em relacdo aos produtos da biohidrogenacéo, verificou-se que em todos os tratamentos o
principal produto da biohidrogenacdo foi o &cido estearico (o produto final da

biohidrogenacao), seguido dos isémeros C18:1 e dos C18:2. Relativamente ao efeito dos
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tratamentos, apenas se verificaram interagfes significativas nos intermediarios da
biohidrogenacéo de cadeia C18:2, em que o valor mais elevado foi verificado no tratamento
com agua e com aplicacdo de pressdo 500 MPa. Este tratamento, como ja foi referido
anteriormente, foi também o que apresentou taxas de biohidrogenacdo mais baixas. No
entanto, de modo geral, parece verificar-se que a aplicacdo da pressado, apesar de alterar a
biohidrogenacéo, ndo aparenta modificar o padréo das classes de intermediarios formados.

Nos AG-oxo, houve um efeito da 4gua, apresentando valores mais elevados quando néo foi
utilizada agua no processamento. Esta classe de intermediarios da biohidrogenacgdo ndo esta
bem estudada no rimen nem a sua incorporac¢ao na carne e gordura de ruminantes bem como

os seus efeitos bioldgicos na saude humana.

Este resultado mostra que o tratamento de alta pressao influencia a biohidrogenacéo, apesar
de serem necessarios mais estudos nesta area para comprovar e perceber o acima descrito.
O facto de no tratamento sem agua os resultados serem contraditorios e menos explicitos,
pode dever-se a uma alteragcéo da forma de como é aplicada a pressao sobre a semente, visto
gue a pressdao ndo passa para o produto através da agua (sem agua na camara de
pressurizacdo). Apesar deste método de processamento incluir a utilizacdo de agua, foi
necessario investigar se o comportamento era idéntico quando néo se utilizava agua, para
tornar o processo viavel na alimentagéo animal, devido as elevadas quantidades de alimento

a tratar.

2.2. Outros Acidos Gordos de Cadeia Longa

Neste grupo, incluem-se os acidos gordos de origem microbiana, ou seja, os acidos gordos
gue estdo presentes maioritariamente nas membranas microbianas, entre os quais: DMA
(dimetilacetais), acidos gordos de cadeia ramificada (iso- e anteiso-), acidos gordos saturados
de cadeia par, acidos gordos saturados de cadeia impar e outros acidos gordos

monoinsaturados (AGMI) (Tabela 10, pagina 51).
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Tabela 10 - Efeito da agua (A), da pressao (P) e do tempo (T) na concentracdo de AG de origem microbiana durante a
digestdo fermentativa (mg/g MS)

Tratamento com agua Tratamento sem dgua Erro p-value
controlo P300 P500 controlo P300 P500 Pa:réo
o 6 0 6 0 6] 0 6 0 6 0 6 | M P T A
DMA 058 067 057 07 058 068|054 071. o061 070 057 0,71 0,044 | 0,634 0,805 <0,001 0,976
AG-iso 038 044 037 043 037 043|036 045 039 044 037 045 0026|0543 0,999 <0,001 0,982

AG-anteiso 042 04 041 047 040 049 | 040 04 043 049 041 049 |0,027 0,553 0,943 <0,001 0,978
AGS impares 055 046 039 042 039 041|041 045 043 046 040 044 |0045|0,87 0,150 0,689 0,478
AGS pares 776 819 7,28 815 734 794 | 751 867 7,70 78 769 837 0322|0298 0,401 0,001 0,802
Outros AGMI 005 006 005 006 005 007|005 006 005 006 006 006 |0007|0758 0,541 0,009 0,977

Total AG
(mg/g MS) 394 407 370 406 374 404 | 387 433 382 384 403 428 | 1,72 | 0317 0,245 0,016 0,825
DMA, inclui DMA 13:0, DMA i-C14:0, DMA C14:0, DMA i-C15:0, DMA a-C15:0, DMA 15:0, DMA i-C16:0, DMA
C16:0, DMA C18:1-t11, DMA C18:1-c9;

AG-iso, inclui i-C13:0, i-C14:0, i-C15:0, i-C16:0, i-C17:0, i-C18:0;

AG-anteiso, inclui a-C15:0, a-C17:0;

AGS impares, inclui C13:0, C15:0, C17:0, C19:0, C23:0;

AGS pares, inclui C12:0, C14:0, C16:0, C20:0, C22:0, C24:0, C26:0, C28:0;

Outros AGMI, inclui C16:1, C20:1-c11.

Pelos resultados obtidos na tabela acima, verificou-se que estes AG se encontram em
concentracdes muito reduzidas e nao foi significativa a interacao dos efeitos. Individualmente,
o fator agua nao foi significativo em qualquer destes grupos de AG, nao se verificando uma
diferenca evidente entre o tratamento com agua e sem agua. Relativamente a presséao, este
fator também pareceu ndo ter influéncia no ensaio. O facto de estes fatores ndo terem tido
evidéncia estatistica, pode dever-se ao facto de a sua origem néo ser o alimento (semente de
soja), que foi onde o tratamento de alta pressao hidrostatica atuou. Quanto a hora, é evidente
a significancia estatistica (P<0,05) na maior parte dos AG de origem microbiana devido ao

tempo de incubacao, o que demonstra que houve crescimento microbiano.
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CONCLUSAO e PERSPETIVAS FUTURAS

Os lipidos tém sido alvo de muitas pesquisas devido aos efeitos que podem ter na
saude humana. Uma das formas de contornar os seus efeitos negativos é tentar alterar
a composicdo de AG dos alimentos antes que estes sejam consumidos pela
populacdo. Desta forma, olhando para os produtos de origem animal, interessa
continuar a investigar o que se pode alterar na sua alimentacao animal para que os
seus produtos tenham maior proporcdo de 4cidos gordos benéficos, nomeadamente
AGPI (CLA, C18:1-t11, C18:3-c9c12c15 e outros acidos gordos 6mega-3).
Relativamente ao processamento de alimentos por alta pressdo hidrostatica, é
também ainda um tema em investigacdo, pelo que nao foi possivel obter muita
informacgé&o na literatura sobre o objeto de estudo deste ensaio, de forma a conseguir
obter conclus@es definitivas. No entanto, e apesar das suas limitacfes, é conhecido o
seu potencial dado ser um tratamento atérmico, ndo alterando as propriedades
nutritivas e sensoriais do alimento, e tém-se obtido resultados bastante positivos na
seguranca e prolongamento da vida util dos produtos.

Deste ensaio, onde se averiguou o efeito da aplicacao de alta pressao da semente de
soja no metabolismo ruminal dos acidos gordos, nomeadamente, através da analise
da biohidrogenacéo, é possivel concluir que o tratamento de alta pressao hidrostatica
influéncia de alguma forma a biohidrogenacao, e que a forma como o tratamento é
feito (com &gua, sem &agua e a intensidade da pressdo) pode influenciar a
concentracdo de 4cidos gordos de forma benéfica ou néo.

Pelo que foi apresentado, conclui-se que o0s resultados obtidos sdo bastante
promissores uma vez que sugerem que o tratamento das sementes sem adicao de
agua e com pressfes mais baixas, que em termos tecnoldgicos e financeiros sdo mais
vantajosos, aumenta a protecdo dos &cidos gordos polinsaturados da
biohidrogenacdo ruminal, o que potenciard um aumento destes acidos gordos nos
produtos dos ruminantes, nomeadamente na carne e no leite.

E de referir que este € um estudo preliminar, e que sdo necessarios mais estudos
cientificos sobre o efeito do tratamento de alta presséo hidrostatica na soja, e noutras
sementes oleaginosas, como por exemplo em semente de linhaga ou de girassol, para
gue possa ser possivel comparar resultados, chegar a conclusdes coerentes e

suportadas por varios investigadores.
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Anexo 1 — Nomenclatura dos acidos gordos saturados e insaturados

Tabela 11 - Nomenclatura dos AG saturados (adaptado de Akoh & Min, 2008)

Nome Sistematico Nome Comum SN:::hand
Ac. Metandico Ac. Férmico C1:0
Ac. Etandico Ac. Acético C2:0
Ac. Propanéico Ac. Propidnico  C3:0
Ac. Butandico Ac. Butirico C4:0
Ac. Pentanéico Ac. Valérico C5:0
Ac. Hexandico Ac. Capréico C6:0
Ac. Heptanoico Ac. Enantico C7:0
Ac. Octanéico Ac. Caprilico C8:0
Ac. Nonandico Ac. Pelargénico C9:0
Ac. Decandico Ac. Céprico C10:0
Ac. Undecanéico - C11:0
Ac. Dodecanéico Ac. Laurico C12:0
Ac. Tridecanéico - C13:0
Ac. Tetradecandico Ac. Meristico C14:0
Ac. Pentadecandico - C15:0
Ac. Hexadecandico  Ac. Palmitico C16:0
Ac. Heptadecandico Ac. Margarico ~ C17:0
Ac. Octadecandico  Ac. Estedrico C18:0
Ac. Nonadecandico - C19:0
Ac. Eicosandico Ac. Araquidico  C20:0
Ac. Docosanéico Ac. Beénico C22:0
Ac. Tricosandico - C23:0
Ac. Tetracosandico  Ac. Lignocérico  C24:0
Ac. Hexacosandico  Ac. Cerético C26:0
Ac. Octacosanéico  Ac. Montanico  C28:0
Ac. Tricontandico Ac. Melissico C30:0
Ac. Dotriacontandico Ac. Laceroico C32:0
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Tabela 12 - Nomenclatura dos AG insaturados (adaptado de Akoh & Min, 2008)

Nome Sistematico Nome Comum SN:;nnehand
c9-Dodecenoico Ac. Lauroleico C12:1w3
c5-Tetradecenoico Ac. Fiseterico C14:1w9
c9-Tetradecenoico Ac. Miristoleico Cl4:1w5
c9-Hexadecenoico Ac. Palmitoleico Cl6:1w7
¢7,¢10,c13-Hexadecatrienoico - C16:3w3
c4,c7,¢c10,c13-Hexadecatetraenoico - C16:4w3
c9-Octadecenoico Ac. Oleico C18:1w9
c11-Octadecenoico Ac. cis-Vacénico C18:1w7
t11-Octadecenoico Ac. Vacénico *

t9-Octadecenoico Ac. Elaidico *

¢9,c12-Octadecadienoico Ac. Linoleico C18:2w6
¢9,t 11-Octadecadienoico Ac. Ruménico *

¢9,c12,c15-Octadecatrienoico Ac. Linolénico C18:3w3
€6,c9,c12-Octadecatrienoico Ac. Y-Linolénico C18:3w6
€6,c9,c12,c15-Octadecatetraenoico Ac. Estearidénico C18:4w3
c11-Eicosenoico Ac. Gondéico C20:1w9
c9-Eicosenoico Ac. Gadoleico C20:1w11
c8,c11,c4-Eicosatrenoico Ac. Dihomo-Y-Linolénico  C20:3w6
¢5,¢8,c11,c14-Eicosatetraenoico Ac. Araquiddnico C20:4w6
c5,¢8,c11,c14,c17-Eicosapentaenoico Ac. Eicosapentanoico C20:5w3
c13-docosenoico Ac. Erucico C22:1w9
¢ 11-docosenoico Ac. Cetoléico C22:1w11

c7,c10,c13,c 16,c 19-Docosapentaenoico Ac. DPA, Clupanodénico C22:5w3
c4,c7,c10,c13,c16,c 19-Docosahexaenoico  Ac. DHA, Cervénico C22:6w3

c15-Tetracosenoico Ac. Nervénico C24:1w9

* Na nomenclatura Shorthand nao existe denominacdo para os AG trans

65



Anexo 2 — Bactéricas intervenientes na BH do Grupo A e do Grupo B

Tabela 13 - Bactérias ruminais capazes de hidrogenar os AGl em C18 e padrdes de BH observados (adaptado de Harfoot &
Hazlewood (1997), citado por Bessa (2001))

Produtos finais resultantes da hidrogenagio de

Grupo Bacténa

A Butyrivibrio fibrisolvens

A B fibrisolvens A38

A B fibrisolvens 438

A B fibrisolvens 52

A Treponema (Borrelia)

A Micrococous sp.

A Ruminacoccus albus F2/6

A Eubacterium F2/2

A Eubacterium W46l

A Bacilo gram (-) R8/3

A Barilo gram (-J IM&/14 ;
IME/1B

A 270

A Bacilo gram (-) EC7/2

A Barilo gram -} R7/3

A Vibrio gram (<) 2/9/1

B Fuwocillus babrahamensis
P22

B Fusocillus T344

B Barilos gram () R8/3

Cl183n3

€183 c0:11,c-15
clg2 4" A"

C18:1 111

(nos Hpides celnlares)
Isomerizagds &  posterior
hidrogenagio

Isomerizagde e  posterior
hidrogenagio

C18:1 1 (95%)
C18:1 ¢ (5%)

C18:3 c9r-11,c-15%
C18:2 t-11,c-15%

C18:3 c00-11,0-15
Cl182¢-11,c-15
C18:1 11

C18:3 c90-11-15%
C18:2 t-11,c-15¢
C18:1 111 (33%)
C18:1 c-11 (48%)

C18:2 £-11,c-15 (100%)
C18:2 +-11,c-15 (100%:)

C12:2 #11,c-15 (100%)

C18:2 +11,c-15 (70%)
C18:1 11 (30%)

€181 10 (6%)
C18:1 11 (32%)
€181 +-12 (15%)
C18:1 c-11 {44%)
€181 c-12 {4%)

C18:1 10 (14%)
C18:1 11 (41%)
€181 12 (11%)
C18:1 c-11 {29%)
€181 c-12 {4%)

C183 c-0t-11,c-15*
C182 t-11,c-15 (15%)
C18:1 e-15 {2505)

C18:3 c-0t-11,c-15
€182 +-11,c-15¢
C18:1 c-15 (85%)

€182 t11,c-15 (25%)
C18:1 c-15 {50%)
C18:1 15 (25%)

C182n-6

C18:1 (46%)

C18:2 c-0,0-11 (68%)
€184 t-0e 11 (23%)
€182 0111
C18:1¢11

Cl8:1t-11
(nos lipidos celnlares)

C18:2 c-0-11 (5%)
C18:1 t-11 (83%)

C18:1t-11
(principal isomero)

C182 c-0.-11*
C18:1 £ (95%)
C18:1 ¢ (5%)

C18:2 ¢-0, 11
C18:1 £-11 (05%)

18:2 c-0t-11*
C18:1 t-11 (48%)

C18:1 t-11 (06%)

C18:1 11 (100%4)

C18:2m-3 (25%5 mtactto)
C18:1 =11 (75%)

C18:1 =11 (100%4)

C18:1 10 (11%)
C18:1 11 (14%)
C18:1 12 (3%4)
C18:1 <11 (52%)
C18:1 12 (5%)

C18:1 +10 (15%)
ClE1 111 (45%)
C18:1 +12 (12%)
C18:1 <-11 (25%)
C18:1 12 (5%4)

C18:2 c-0r-10%
C18:1 11 (T0#a)
C18:0 (30%)

€182 c-0 10
C18:1 +11 (65%)
C18:0 (35%)

C18:1 +11 (50%%)
C18:0 (40%)

C18:1n9

Mio hidrogenou

Méo hidregenou

Mio hidrogenou

Miio hidrogenou

Miio hidregenou

3o hidrogenon

o hidrogenon

30 hidrogenon

W0 hidrogenon

C18:0 (30%)
C 18:0-0H (20%)

C18:1 11 (5%)
C18:1 8 (5%)
C18:0 (9:0%)

C18:1 -8 (60%)
C 18:0-0F (40%%)

Referéncias |

Polan eral. (1964)
Eeples eral. (1966)
Eepler & Tove (1867)

Hazlewood = Dawson (1979)

Sachan e Davis (1960)
Yokoyama e Davis (1971)
Miles eral. (1970)

Eemp or al. (1975)

Eemp o7 al. (1975)

Eemp or al. (1075)

Hazlewood ef al. {1978
Hazlewood et al. {1978)
Hazlewood e al. (1978)

Hazlewood ef al. (1978)

Whire er ad. (1970)
Hazlewood et al. (1976)
Eemp ot ad (1975)
Harlewood et al. (1976)
Eernp ef ad. (1873

Hazlewood ef al. {1976)

* aparecimento provisorio ou transitorio
1referéncias citadas por Harfoot & Hazlewood
t, trans; c-, cis; A, dupla ligacdo que tanto pode ser cis ou trans

Nota: O grupo A, mais numeroso, € constituido por bactérias capazes de hidrogenar 18:2 n-6 e 18:3 n-

3 incompletamente, ndo produzindo acido esteérico. O grupo B € capaz de hidrogenar completamente
0 18:2 n-6, 18:1-c9 e outros isémeros 18:1, a C18:0 [43].
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Anexo 3 — Procedimento paraincubacdes in vitro com suco de rumen

Método: LMLR-R5.1
Colheita e filtracao: Ultima alteragdo: 28-02-2014

1. Recolher contetido ruminal de ovinos canelados;

2. Filtrar o contetdo ruminal por 4 camadas de gaze com um funil de porcelana para um
kitazato de 1 ou 2L;

Juntar num frasco 100 mL de fluido ruminal de cada um dos animais;

4. Medir o pH do fluido ruminal filtrado de cada um dos animais e da mistura;

w

Meio de cultura e solucdo tampéao:

1. Preparar solucdo tampdo de McDougall (McDougall, 1948) de acordo com a tabela
anexa,;

2. Aguecer a solucao tampéo a 39°C e saturar com COz2;

3. Verificar o pH da solugéo que devera ser ~7 (se necessario acertar com sol. HCI);

4. Adicionar o contetdo ruminal filtrado a solugéo tampao num frasco de tampa azul na
diluicdo 1:2 (fluido ruminal:tampé&o, v/v) e saturar com CO2;

5. Para 450 mL de meio de cultura adicionar 300 mL de sol. tampéo e 150 mL do fluido
ruminal filtrado.

Quantidades para 500 mL de solucéo tampéao:

Solugéo A (dissolver em 100 mL de H20 destilada) g

Cloreto de potassio KCI 0,285
Cloreto de sédio NaCl 0,235
Sulfato de magnésio MgS04.7H20 0,060
Cloreto de calcio CaCl2 0,020

Adicionar a Solugédo A a um baldo contendo em 100 mL:

Hidrogeno carbonato de
s6dio NaHCO3 4,90

Hidrogeno fosfato disédico Na2HPO4.12H20 4,65
Perfazer o baldo com 300 mL com agua destilada

Incubacéo:

1. Pesar 60 mg de cada substrato para os tubos de incubacéo;

Adicionar 6 mL do meio de cultura a cada tubo de incubacéo sob COz2;

3. Colocar os tubos no banho de agua a 39°C com agitacao (colocar os tubos do tempo
0, diretamente na arca congeladora a -20°C, sem ir ao banho);

4. Retirar os tubos do banho apés 6 horas de incubacéo e colocar diretamente na arca
congeladora a -20°C.

n

Nota: o material a utilizar durante todo o procedimento deve ser aquecido em estufa a 39°C.
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Anexo 4 — ldentificacdo dos coédigos das amostras do ensaio

Tabela 14 - Cédigos das Amostras do ensaio

Semente Pressdo Agua Tempo Letra Numeracdo Codigo Medicdo Observagdes

Soja 0 0 0 A 1 Al pH Controlo
Soja 0 0 6 A 19 Al19 pH Controlo
Soja 0 0 0 A 37 A37 AG Controlo
Soja 0 0 6 A 55 A55 AG Controlo
Soja 0 50 0 D 4 D4 pH Controlo
Soja 0 50 6 D 22 D22 pH Controlo
Soja 0 50 0 D 40 D40 AG Controlo
Soja 0 50 6 D 58 D58 AG Controlo
Soja 300 0 0 G 7 G7 pH P300
Soja 300 0 6 G 25 G25 pH P300
Soja 300 0 0 G 43 G43 AG P300
Soja 300 0 6 G 61 G61 AG P300
Soja 300 50 0 J 10 J10 pH P300
Soja 300 50 6 J 28 J28 pH P300
Soja 300 50 0 J 46 J46 AG P300
Soja 300 50 6 J 64 J64 AG P300
Soja 500 0 0 M 13 M13 pH P500
Soja 500 0 6 M 31 M31 pH P500
Soja 500 0 0 M 49 M49 AG P500
Soja 500 0 6 M 67 M67 AG P500
Soja 500 50 0 P 16 P16 pH P500
Soja 500 50 6 P 34 P34 pH P500
Soja 500 50 0 P 52 P52 AG P500
Soja 500 50 6 P 70 P70 AG P500

Esta designacéo foi repetida cinco vezes, e em cada incubacdo, ao cédigo da amostra
adicionou-se E1, E2, E3, E4 ou ES5.
Por exemplo, para a amostra Al tivemos: A1-E1; A1-E2; A1-E3; A1-E4 e A1-ES5.
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Anexo 5 — Transesterificacdo direta combinada de conteudo ruminal

Método: LMLR-R3.1
Reagentes e solucoes: Ultima alteracdo: 24-02-2013

- Tolueno seco;

- n-Hexano com adicao de 25 mg/L de BHT;
- n-Hexano paraGC;

- Sulfato de so6dio anidro;

- Agua ultrapura;

- Met6éxido de soédio 0,5M em metanol;

-Solugdo 10% HCI em metanol por adicdo de cloreto de acetilo em metanol seco.
(ATENCAO: reacio isotérmica, adicionar muito lentamente e com agitacio o cloreto de
acetilo ao metanol);

- Solucdo aquosa 6% K2CO3;

- Padréo interno, éster metilico C19:0 (1 mg/mL em n-Hexano).

Procedimento:

1. Pesar a amostra para tubos (de 23 mL) com rolhas de teflon (certificar que vedam
bem)

Nota: A quantidade de amostra deve ser tal de modo a conter 10 a 50 mg de &cidos gordos.
Aproximadamente 500 a 250 mg de contetudo ruminal, abomaso ou bactérias.

2. Adicionar 1 mL de padréao interno (1 mg/mL) e 1 mL de tolueno seco e colocar no
ultrassons durante 10 min;

3. Adicionar 2 mL solucdo metoxido de sédio em metanol 0,5 M e levar ao vortex (10 seg);

4. Colocar em banho de agua a 50°C durante 10 min, e deixar arrefecer a temperatura
ambiente;

5. Adicionar 3 mL de solugdo HCl/metanol e agitar em vortex (10 seg);

6. Colocar novamente em banho de agua a 80°C durante 10 min, e deixar arrefecer a
temperatura ambiente;

7. Adicionar 2 mL da solucdo 6% K2CO3 e 2 mL de n-Hexano, agitar em vortex (10 seg) e
centrifugar durante 5 min;

8. Recolher o sobrenadante para um novo tubo que ja contém 0,5 g de sulfato de sodio
anidro;
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10.

11.

12.

13.

14.

Adicionar novamente ao residuo 2 mL de n-Hexano, agitar em vortex (10 seg) e centrifugar
durante 5 min;

Recolher o sobrenadante para o mesmo tubo do passo 8;

No caso de amostras muito pigmentadas adicionar 0,5 g de carvdo ativado e deixar
repousar 1 hora;

Agitar o tubo com o sulfato de sédio anidro em vortex (10 seg) e centrifugar durante 5 min;

Retirar a fase de hexano que contém os ésteres metilicos para um novo tubo e evaporar
em corrente de azoto a 37°C;

Adicionar 1 mL de n-Hexano p/ GC e colocar num vial de GC.
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Anexo 6 — Determinacdo de AGV em incubag¢fes com suco de ramen

Método: LMLR-V1.1
Ultima alteragdo: 19-02-2014

Solucdes
- Solucéo aquosa de acido orto-fosférico (25% v/v)

- Padrédo interno, iso-C6, 50 mmol/L em agua ultrapura.

Preparacao do extrato de incubacdes com suco de rimen

1. Descongelar os tubos a temperatura ambiente;
2. Homogeneizar em vortex a baixa velocidade, centrifugar durante 5 minutos e utilizar o

extrato liquido no restante procedimento.

Procedimento:

Nota: todas as medi¢cdes devem ser bastante rigorosas.

1. Pipetar 1 mL de extrato para um eppendorf;

2. Adicionar 170 pL de &cido orto-fosforico (25% v/v) e 130 uL de padréo interno (50
mmol/L);

3. Agitar em vortex a baixa velocidade durante 30 segundos e deixar repousar durante
30 minutos no frigorifico;

4. Centrifugar a 14000 rcf durante 15 minutos;
Transferir o sobrenadante para um vial de GC;

Fechar bem o vial para ndo ocorrer evaporagéo dos AGV e guardar a -20°C.

Célculos:
A determinacdo da concentracdo dos AGV (expressos em mmol/L), € efetuada para cada

acido gordo através de curvas de calibragéo (y = a x + b) utilizando padré&o interno (PI).

Area AGV

[AGV]mmol/L = [( Area PI

) — b] + a X [PI] x diluicio

Em que: [PI] =5 mmol/L; diluicdo =1,3
Nota: As curvas de calibracdo devem ser efetuadas sempre que se instala a coluna
cromatogréfica (Nukol, 30 m, 0,25 mm d.i., 0,25 um e.f.e.), ou sempre que se facam alteracdes

ao método cromatografico.
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Preparacdo das curvas de calibracdo:

Preparar uma solugéo aquosa (“Solugao Mae”, SM) de 50 mmol/L com padrées puros de AGV:
acético (C2), propionico (C3), iso-butirico (iC4), butirico (C4), iso-valérico (iC5), valérico (C5)

e caproico (C6), de acordo com a tabela seguinte:

Para 100 mL de SM adicionar as quantidades da tabela e prefazer com agua ultrapura:

Padrio Peso Molecular Densidade Volume a adicionar
(g/mol) (9/mL) (uL)

Acido Acético 60,05 1,049 286

Acido Propi6nico 74,08 0,993 373

Acido iso-Butirico 88,11 0,950 464

Acido Butirico 88,11 0,964 457

Acido iso-Valérico 102,13 0,925 552

Acido Valérico 102,13 0,939 544

Acido Caproico 116,16 0,927 627

A solucdo SM de concentracdo 50 mmol/L é utilizada para obter as solu¢fes diluidas de 0,2;
0,5; 1; 2,5; 5; 7,5; 10; 15; 20; 30 mmol/L. Estas solu¢bes podem ser feitas em viais de 1 mL
com adicdo de &cido iso-caproico (iC6:0) como padrdo interno a uma concentracao de
5mmol/L.

Nota: Preparar 50 mL de &acido orto-fosférico (Peso Molecular: 116,16 g/mol; d: 0,923 g/mL)

de concentragdo 50 mmol/L, por adicdo de 314 pL e perfazer com agua ultrapura (Solugéo PI)

Para 1 mL das solugbes diluidas, adicionar das solu¢cdes SM e Pl as quantidades definidas

na tabela seguinte, e perfazer com agua ultrapura:

Concentragéo Vol. de SM, pL Vol. de PI, pL Vol. de Agua
(mmol/L) (50 mmol/L) (50 mmol/L) (uL)
0,2 4 100 896
0,5 10 100 890
1 20 100 880
2,5 50 100 850
5 100 100 800
7,5 150 100 750
10 200 100 700
15 300 100 600
20 400 100 500
30 600 100 300
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Anexo 7 — Exemplo do Cromatograma dos AG de cadeia longa
Amostra A55-E1 (Legenda dos eixos: intensidade x tempo)
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Anexo 8 — Equacdes das Retas de Regressao das Curvas de Calibracéo dos

AGV

Curva de Calibragao do C2:0
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Anexo 9 — Exemplo do Cromatograma dos AG volateis

Amostra A1-E1 (Legenda dos eixos: intensidade x tempo)

(723 -os1) 0&..0:»0»-8_. DY o

OoOwnseo +c:. bOuﬁUﬂw

Aoumuu O.V.O.:_ ©J) "I oess

ﬁouw.vv SAISTPA "2 onss

noﬂmu-wg O itnon.os) oy
AO..fuu DPYUNG oy -

(oo~ ) o
* L oS .uf
AO..Ouu Ou..fo..&o.—&. 5 .ﬁaJ ;
e AT

AUnNUV o.vu.*\udo .V.Q 1LI8E

45000

79



