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RESUMO

BIGONHA, Solange Mara, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, Julho de
2013. Qualidade Proteica e Biodisponibilidade de Ferro e Zinco em Feijoes
Biofortificados. Orientadora: Maria Goreti de Almeida Oliveira.
Coorientadores: Hércia Stampini Duarte Martino, Joel Anténio de Oliveira,
Rodrigo Siqueira Batista e Christiano Vieira Pires.

Nesse trabalho, os feijdes biofortificados com ferro e zinco BRS Pontal
(variedade carioca) e BRS Agreste (variedade mulatinho) foram avaliados
quanto a digestibilidade de sua proteina in vivo, ao perfil de aminoacidos e ao
escore quimico corrigido pela digestibilidade proteica (PDCAAS). O PDCAAS é
definido pela relacdo do conteudo do primeiro aminoacido limitante na proteina
em mg/g multiplicado pela digestibilidade verdadeira. O padrao de referencia é
a necessidade de aminoacidos essenciais para criangas de 2 a 5 anos de idade
segundo a FAO/WHO, 1985. A qualidade da proteina é baseada no aminoacido
essencial limitante, em que valores maiores que 1, tanto para o EQ como para
o PDCAAS, indicam que a proteina é de boa qualidade, contendo os
aminoacidos esséncias capazes de suprir as necessidades da dieta de
humanos (Pire et al 2006; FAO/OMS 1985). O feijao BRS Pontal apresentou
baixa digestibilidade proteica (67%) e um perfil aminoacidico deficiente em
metionina e cisteina (aminoacidos sulfurados). A metionina é considerada um
aminoacido limitante, por ser nutricionalmente essencial ao organismo humano.
A cisteina, apesar de ndo constituir um aminoacido dispensavel, tem a
metionina como intermediario na sua biossintese, tornando, assim, esse
aminoacido tao limitante quanto & metionina. A qualidade proteica do feijao
BRS Pontal foi considerada ruim, com um valor de PDCAA em torno de 47%.
Esses resultados foram similares a muitas outras variedades de feijdes
estudadas em outros experimentos que trabalharam com feijdbes comuns
cozidos. O Feijao BRS Agreste apresentou uma digestibilidade proteica (45%)
inferior ao feijao BRS Pontal, porém seu perfil aminoacidico foi superior ao BRS
Pontal e muitas outras variedades de feijao comuns estudadas. O Feijao BRS
Agreste ndo apresentou aminoacidos limitantes e, portanto, n&o foi calculado
seu valor de PDCAA. Esses resultados conferem ao feijao BRS Agreste uma

falsa impressdo que sua qualidade proteica foi superior. No entanto, essa é



uma limitagdo do método do PDCAAS que superestima o valor proteico dos
alimentos Quando comparada a digestibilidade das proteinas animais, a baixa
digestibilidade das proteinas do feijao € um dos seus problemas nutricionais,
pois, avaliada em diferentes experimentos com animais, situou-se entre 40% e
70% (Sgarbieri et al., 1979), sendo baixa em humanos, com cerca de 55%
(Bressani, 1983). Os fatores antinutricionais presentes no feijdo, como os
fitatos e os polifendis (taninos), podem afetar a qualidade proteica por se
complexarem as proteinas, diminuindo a susceptibilidade a protedlise.
Considerando que enzimas digestivas também sdo proteinas, os fitatos podem
afetar, potencialmente, de forma adversa, a atividade enzimatica por ligagéo
direta com elas, provocando sua inativagao enzimatica. A biodisponibilidade de
ferro e Zn dos Feijdes biofortificados foi avaliada por meio de ensaios
biolégicos com ratos. O ganho de hemoglobina (GHb) e a eficiéncia de
regeneragcdo da hemoglobina (HRE) de ratos anémicos foram os principais
parametros de quantificacdo da absorcao e utilizagdo do ferro presente nos
feijoes. O feijao BRS Pontal e o BRS Agreste apresentaram GHb semelhantes,
mas ndo chegaram a atingir os valores do grupo que recebeu sulfato ferroso.
Porém, quando se avaliou a HRE, ndo houve diferenga entre os grupos que
receberam feijdbes e o grupo que recebeu sulfato ferroso. Esses resultados
confirmaram a eficiéncia do ferro presente nos feijdes em recuperar a
hemoglobina de ratos anémicos. A raz&o molar fitato/ferro dos feijdes foi
inferior aos valores considerados prejudiciais para a biodisponibilidade de ferro.
Concluiu-se que a biodisponibilidade de ferro dos feijdes bioforticados foi
comparavel ao padrao sulfato ferroso. Para determinag¢ao da biodisponibilidade
de zinco (Zn) utilizou-se como parametros o Zn plasmatico e a retencédo de Zn
nos fémures dos ratos. A retengcdo mineral no fémur dos ratos foi calculada
considerando a quantidade de mineral depositada no fémur e a quantidade de
mineral consumida durante o experimento. As dietas foram ajustadas para
fornecer dois niveis de Zn (15 e 30 ppm) procedente do Carbonato de zinco
(ZnCO:3) (dietas padréao) ou dos feijdes biofortificados cozidos e secos (dietas
teste). Nao foi possivel formular uma dieta com 30 ppm de Zn para o feijao
BRS Agreste, pois, como este feijao tem um teor de Zn muito inferior ao BRS
Pontal, a sua adigao, para atingir o nivel de 30ppm, iria desbalancear todos os

outros macronutrientes. Nao houve diferenca na concentragcdo do Zn
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plasmatico em nenhum dos grupos avaliados. No entanto, o aumento da
ingestdo de Zn na dieta dos animais diminuiu a retencao de Zn femural. Isto foi
observado tanto nos grupos que receberam dietas padrdo quanto nos grupos
que receberam dietas com adi¢cdo de feijdo. Quando foi fornecida a mesma
dose de Zn, porém com fontes diferentes, nas dietas padrdo e com adicao de
feijdo, a retencdo de Zn foi menor na dieta contendo feijao. Esse
comportamento foi observado nos dois niveis estudados (15 e 30 ppm). O teor
de fitato presente nos feijdes estudados foi suficiente para reduzir a
biodisponibilidade de Zn nas dietas com adi¢ao de feijdo, o que explicaria uma
reducao de 43% na retencdo de Zn nos ossos dos animais alimentados com os
feijoes com 30 ppm de Zn, quando comparados ao grupo que recebeu dieta
padrdao sem adi¢cao de feijdo. Porém, quando avaliamos a retencao de Zn nas
dietas com 15 ppm de Zn n&o houve diferenca entre os grupos, indicando que
o aumento da quantidade de feijdo na dieta foi o fator decisivo para a
diminuicdo da retengcdo. A qualidade funcional do feijao foi avaliada pelas
determinacdes de glicose, colesterol total, HDL, triglicerideos, TGO e TGP
sanguinea, nas quais nao foi encontrada diferencga estatistica entre os grupos
que receberam dieta padrdo e os grupos que receberam dieta com diferentes
concentracbes de feijao. Concluiu-se, portanto, que quanto maior for a
concentracdo de feijdo na dieta, maior a concentracdo de fatores
antinutricionais e, consequentemente, maior o prejuizo na reten¢gdo mineral de
Zn. A biodisponibilidade de Zn dos feijdbes pode ser comparada a
biodisponibilidade de carbonato de zinco nas dietas com concentragbes de
feijao de até 50% e 15 ppm de Zn. Acima dessas concentragbes, houve
prejuizo no desempenho e na retengdo mineral no fémur dos animais. Nao
houve relagdo entre a concentragdo de feijdo e Zn na dieta e os parametros

bioquimicos relacionados ao perfil lipidico e glicémico dos ratos.
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ABSTRACT

BIGONHA, Solange Mara, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2013.
Protein Quality and Iron and Zinc Bioavailability of Beans Biofortified.
Adviser: Maria Goreti de Almeida Oliveira. Co-Advisers: Hércia Stampini Duarte
Martino, Joel Antonio de Oliveira, Rodrigo Siqueira batista and Christiano Vieira
Pires.

In this work, the beans biofortified with iron and zinc BRS Pontal (Carioca
variety) and BRS Agreste (variety mulatto) were evaluated for their protein
digestibility in vivo, the amino acid profile and chemical score corrected for
protein digestibility (PDCAAS). The PDCAAS is defined as the ratio of the
content of the first limiting amino acid in the protein in mg / g multiplied by the
true digestibility. The reference standard is the need for essential amino acids
for children 2-5 years old according to FAO / WHO, 1985. Protein quality is
based on the limiting essential amino acid, wherein values greater than 1 for
both the EQ PDCAAS as to indicate that the protein is of good quality, essences
containing amino acids capable of meeting the dietary needs of humans ( Pires
et al 2006, FAO / WHO 1985). The BRS Pontal beans had low protein
digestibility (67%) and a profile of the amino acids deficient in methionine and
cysteine (sulfur amino acids). Methionine is considered a limiting amino acid for
being nutritionally essential to the human body. The cysteine, although not form
a dispensable amino acid, methionine is as an intermediate in their
biosynthesis, thus making this amino acid such as methionine limiting. The
quality of protein in beans BRS Pontal was considered poor, with a value of
PDCAA around 47%. These results were similar to many other varieties of
beans studied in other experiments that worked with common beans cooked.
The Bean Wasteland BRS showed a protein digestibility (45%) lower than the
beans BRS Pontal, however its amino acid profile was superior to BRS Pontal
and many other bean varieties studied. The Bean BRS Agreste showed no
limiting amino acids and therefore not calculated value of PDCAA. These
results give the beans BRS Agreste quality protein than many other varieties
studied by other researchers, and this is an important differentiator for new

studies of this variety can be performed in order to obtain a cultivar with
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improved protein digestibility. When compared to the digestibility of animal
protein, low protein digestibility of beans is one of their nutritional problems,
therefore, evaluated in different animal experiments, was between 40% and
70% (Sgarbieri et al., 1979), being low in humans, about 55% (Bressani, 1983).
The antinutritional factors in beans, such as phytates and polyphenols (tannins),
can affect the quality of protein is protein complexing, decreasing susceptibility
to proteolysis. Whereas digestive enzymes are also proteins, phytates can
affect potentially adversely, the enzyme activity by binding directly to them,
causing their enzymatic inactivation. The bioavailability of iron and zinc
biofortified beans was evaluated by means of biological assays in rats. The gain
of hemoglobin (GHb) and hemoglobin regeneration efficiency (HRE) of anemic
rats were the main parameters to quantify the uptake and utilization of the iron
present in the beans. The beans BRS and BRS PontalWasteland GHb showed
similar but have not reached the values of the group receiving iron. However,
when we assessed the HRE, there was no difference between the groups
receiving and beans group receiving iron. These results confirmed the efficiency
of the iron present in the beans to recover hemoglobin in anemic rats. The
molar ratio of phytate / iron beans was lower than the values considered
harmful for bioavailability of iron. It was concluded that the bioavailability of iron
beans bioforticados was comparable to the standard ferrous sulphate. To
determine the bioavailability of zinc (Zn) are used as parameters plasma zinc
and zinc retention in the femurs of rats. The mineral retention in the femur of
rats was calculated considering the amount of mineral deposited in the femur
and the amount of mineral consumed during the experiment. Diets were
adjusted to provide two levels of Zn (15 and 30 ppm) coming from zinc
carbonate (ZnCO3) (standard diet) or cooked and dried beans biofortified (test
diets). It was not possible to formulate a diet with 30 ppm Zn for beans BRS
Agreste, because, as this bean has a Zn content much lower than BRS Pontal,
their addition, to achieve the level of 30ppm, would unbalance all other
macronutrients . There was no difference in plasma concentration of Zn in the
groups assessed. However, increased intake of zinc in the diet reduced the
retained femoral Zn. This was observed in both groups receiving standard diets
as in the groups receiving diets with added beans. When the same dose was

given Zn but with different sources, and the standard diets with added beans,
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Zn retention was lower in the diets containing beans. This behavior was
observed at both levels studied (15 and 30 ppm). The amount of phytate
present in the beans was studied sufficient to reduce the bioavailability of zinc in
the diet with added beans, which brings about a 43% reduction in retention of
Zn in the bones of animals fed beans with 30 ppm Zn in compared to the group
that received standard diet without adding beans. However, when we evaluate
the retention of Zn in diets with 15 ppm of Zn did not differ between groups,
indicating that increasing the amount of beans in the diet was the deciding
factor for the decrease in retention. The functional quality of beans was
evaluated by determination of glucose, total cholesterol, HDL, triglycerides,
TGO and TGP blood, in which there was no statistical difference between the
groups who received standard diet groups fed diet containing different
concentrations of beans. It was concluded therefore that the greater the
concentration of the bean diet, the higher the concentration of antinutritional
factors and hence the greater the loss in retention of mineral zinc. The
bioavailability of Zn beans can be compared to the bioavailability of zinc
carbonate concentrations in the diet of beans 50% and 15 ppm zinc. Above
these concentrations, there was impairment in performance and mineral
retention in the femur of the animals. There was no relationship between the
concentration of zinc in the diet and beans and biochemical parameters related

to lipids and glucose levels of the mice.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1. Histéria do feijao na nutricido humana

O feijao comum (Phaseolus vulgaris L.) esta entre os alimentos mais
antigos, remontando aos primeiros registros da histéria humana. Achados
arqueoldgicos indicam a existéncia de graos domesticados ha cerca de
10.000 anos a.C. Na verdade, as ruinas da antiga Troia fornecem
evidéncias de que o feijao foi o alimento basico preferido por seus
guerreiros (CONAB, 2010).

A maioria dos historiadores atribui as guerras a propagacgao do feijao
por todo o mundo, uma vez que, o grao era o componente fundamental da
dieta dos guerreiros. Naturalmente, os grandes exploradores ajudaram a
expandir o uso e o cultivo de feijao para as regides mais remotas do
planeta. Atualmente, essa leguminosa € amplamente consumida no
México, na América Central, na América do Sul e nos paises africanos
(CONAB, 2010).

O feijao é um dos produtos agricolas mais econémica e socialmente
significativos, no Brasil, e figura como alimento caracteristico da dieta
brasileira. Sete em cada dez brasileiros consomem feijao diariamente. O
Brasil € o maior produtor mundial de feijao e 3,6 milhoes de toneladas de
feijdo foram produzidas na safra de 2011/2012. Além disso, destaca-se
como o0 maior consumidor, respondendo por 20,4% do consumo total do
mundo (CONAB, 2010). Outros legumes, como a lentiiha e a soja,
representam menos de 1% do consumo total de leguminosas (POF, 2010),
confirmando a preferéncia brasileira pelo feijao.

A alta taxa de consumo de feijao no Brasil €, em grande parte,
devida a situacéo social, econdmica e cultural do género alimenticio, bem
como a sua importancia tradicional nos habitos alimentares do povo
brasileiro (Ramos et al., 2002). O consumo médio diario de feijao cozido no
Brasil € de 183,0 g / dia, com 177,9 g / dia, a média de consumo entre a
populacao urbana e 208,1 g / dia, a média de consumo entre a populacao
rural (Brasil, 2012 a).

A familia Fabaceae ou Leguminosae compreende todas as

espécies conhecidas, sendo Phaseolus vulgaris L. (o feijado comum), a mais
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comumente encontrada. Ha cerca de 40 espécies dos Géneros Phaseolus,
Vigna e Vicia, produzidos e consumidos no Brasil, dentre os quais os de
feijao comum Carioca, Preto, Roxo e Mulatinho; os de feijjdo caupi e o de
feijdo fava, respectivamente Phaseolus vulgaris, Vigna spp e Vicia spp.,
sdo os mais amplamente distribuidos (Mesquita et al., 2007). O cultivar
Carioca € o mais aceito em todo o Brasil e compreende 52% da area
cultivada de feijdo no pais. O feijao preto cresceu em 21% da éarea de
producao do feijao, e € mais frequentemente consumido nos estados do
Rio Grande do Sul, Santa Catarina, sul e leste do Parana, Rio de Janeiro,
sudeste de Minas Gerais e sul do Espirito Santo. O fejjdo caupi € o mais
consumido no norte e nordeste e corresponde a 9,5% da area cultivada. No
resto do Brasil, o grao tem pouco ou nenhum valor comercial ou aceitagéao
(Brasil, 2010 b).

Recentemente, o cultivo comercial do feijao geneticamente
modificado (GM), desenvolvido pela Empresa de Pesquisa Agropecuaria
(EMBRAPA), foi aprovado pela Comissdao Técnica Nacional de
Biosseguranca. Esses cltivares transgénicos sao o resultado de mais de
dez anos de pesquisas realizados pela Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia (Brasilia, DF) e Embrapa Arroz e Feijao (Goiania, GO). Os
novos cultivares, chamados EMBRAPA 5.1, tém vantagens econdmicas e
ambientais, que incluem maiores rendimentos, aumento da produtividade e
minimizacdo da necessidade de produtos quimicos, que podem ser
prejudiciais para o meio ambiente (Brasil, 2010 b). Os programas de
melhoramento genético sempre enfatizaram o aumento da produtividade da
planta e a resisténcia ao ataque de pragas. No entanto, atualmente, os
métodos de melhoramento sao utilizados também para melhorar a
qualidade nutricional de culturas alimentares, permitindo o desenvolvimento
de cultivares ricos em vitaminas e minerais essenciais para o metabolismo
humano.

O desenvolvimento de feijao biofortificado com minerais € um
exemplo importante da evolugdo do melhoramento genético. Indo além dos
avancgos que signifiguem simplesmente melhorar a eficiéncia e a economia
da producdo agricola, as inovagdes buscam aumentar a qualidade

nutricional dos alimentos, como os teores de ferro e de Zn (Welch et al.,
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2000). Essa estratégia pode ser uma alternativa eficaz para aumentar a
oferta de alimentos capazes de reduzir as deficiéncias de micronutrientes
em populacbes de baixa renda, especialmente nos paises em
desenvolvimento, como o Brasil, onde a ocorréncia de anemia por
deficiéncia de ferro afeta cerca de 50% da populagéo (Jordao et al., 2009).
Assim, o uso diario desses cultivares para consumo humano, como parte
de uma dieta equilibrada, pode ajudar a melhorar a saude, a prevenir ou a

minimizar varias doengas cronicas (Ribeiro et al., 2010).

1.2. Composi¢ao quimica e valor nutritivo do feijao

O grédo consiste geralmente em tegumento, que compreende,
aproximadamente, 9% de matéria seca; cotilédones, 90%, e eixo
embrionario, 1% (Lajolo et al., 1996). Os diversos cultivares de feijao pode
ter a pele e cores do revestimento diferentes (branco, amarelo, preto,
marrom escuro, vermelho, verde, cinza azulado, dentre outros), que podem
ser usados para a classificagdo dos graos (Figura 1). Atualmente, no Brasil,
0s graos sao classificados em trés classes: branco (subclasses: brancao,

branco, dentre outros), preto (subclasses: cranberry, amarelo, mulato,

White class, Ouro Branco cultivar; Color class, Carnaval-MG cultivar; Color class, Ouro vermelho cultivar;

Figura 1 - Caracteristicas fisicas dos cultivares de feijdes (Phaseolus
vulgaris L.) cultivados no Brasil.

Assim como as caracteristicas fisicas, a composi¢cao quimica de
cultivares de feijao varia amplamente. No Brasil, certos cultivares apresenta
de 15 a 30% de proteinas, 60 a 70% de carboidratos totais, e de 0,7 a 2%
de lipidios. Essa composicao varia de acordo com o cultivar, a safra, a
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localizagdo geografica e o estresse ambiental (Pires et al., 2006; Bonett, et
al., 2007; Costa e Rosa, 2008) (Tabela 1).

Tabela 1 - Composicdo quimica de feijdbes (Phaseolus vulgaris L.)
cultivados no Brasil (g/100g peso seco)

Composicao - (?ultivares - -
Vermelho Rajado Carioca Preto Roxinho Mulatinho

Proteina 23.2 23.8 235 261 25.6 20.2
Carboidrato 74.5 70.7 67.2 709 45.7 74.9
Lipidios 1.4 1.8 1.5 2.3 2.3 1.0
Cinzas 3.7 3.7 4.2 4.3 4.9 3.8
Fibra Diet Tot 22.5 25.2 258 261 21.5 25.2
Fibra Soluvel 3.9 4.5 7.9 5.7 4.9 3.7
Fibra Insoluvel 18.8 20.7 179 246 21.7 21.6

(Antunes, Bilhalva et al. 1995, Mendez, Fernandes et al. 1995, Pires, Ramirez-Cardenas, Leonel et al. 2008,
Silva, Rocha et al. 2009).

Essa leguminosa é a principal fonte de proteinas, minerais,
vitaminas e fibras dietéticas para muitas pessoas, em fungcédo do seu baixo
custo. Tem potencial para satisfazer de 10 a 20% da quantidade diaria
recomendada de certos nutrientes, para adultos. O feijao é consumido por
todas as classes sociais, especialmente por aqueles de baixo nivel
socioeconémico, para os quais fornece uma porgdo substancial da
alimentacgao diaria.

O teor de lipidios do feijao € muito baixo, variando de 0,8 a 2,32%
(Geil e Anderson, 1994; Ramirez-Cardenas et al., 2008;). Lipidios neutros
(trigliceridios, acidos graxos livres, esterois e ésteres de esterdis) compdem
a classe predominante (de 30 a 40%) do total de lipidios. O feijao
apresenta um perfil de acidos graxos altamente variaveis, que inclui,
geralmente, uma quantidade substancial de acidos graxos insaturados
(Reyes-Moreno et al.,, 1993). Em alguns cultivares, os acidos graxos
insaturados representam de 65 a 87% dos lipidios totais, com acido a-
linolénico (37 a 54%), acido linoleico (21 a 28%) e acido oleico (7 a 10%)
predominantes (Chiaradia e Gomes, 1997). Também estdo presentes os
acidos gordos saturados, tais como acido palmitico, os quais correspondem
de 10 a 15% dos lipidios totais (Pires et al., 2005).

O feijao é uma boa fonte de vitaminas soluveis em agua,

especialmente tiamina (0,86- a 1,14 mg/100 g), riboflavina (0,136 a 0,266
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mg/100 g), niacina (1,16 a 2,68 mg/100 g), piridoxina (0,336 a 0,636 mg /
100 g) e acido folico (0,171 a 0,579 mg/100 g); no entanto, é fonte pobre

em vitaminas lipossoluveis e em acido ascoérbico (Geil e Anderson, 1994;).

1.3. Carboidratos do feijao

O teor de hidratos de carbono em varios cultivares de feijdo varia de
40 a 70%. O amido ¢é o hidrato de carbono principal e pode variar entre os
cultivares (Costa de Oliveira et al., 2001). Além de amido, feijdes contém
carboidratos néo digeriveis, dentre os quais se destacam a fibra (pectina,
goma e mucilagem, celulose e hemicelulose) e derivados a-galactose de
sacarose (rafinose, estaquiose e verbascose). Em alguns cultivares de
feijdes no Brasil, o teor de fibra dietética pode variar de 15 a 39,39%
(Londero et al., 2008; Ramirez-Cardenas et al., 2008). O cultivar carioca
cozido, por exemplo, contém cerca de 9% de celulose, 0,46% de
hemicelulose, 1,65% de lignina, 0,81% de pectina, 5,78% protopectina, e
menos do que 0,5% de substancias fendlicas (Mendes et al., 1995).

O conteudo dos derivados de a-galactosilo de sacarose em graos
crus também varia, consideravelmente, entre diferentes cultivares. Esses
derivados tém sido observados em quantidades entre 0,3 e 14,1 mg de
rafinose, 2,7 e 3,0 mg de estaquiose, e 0,1 e 38,5 mg de verbascose por g
de grao (Diaz-Batalla et al., 2006; Campos-Veja et al., 2009). Entre o feijao
comum (Phaseolus vulgaris, L.), as variedades pretas e roxas contém uma
menor quantidade de a-galactosideos. Em feijdo branco, bem como os
feijoes dos tipos navy, rim, tremogo e Lima feijao, a rafinose é o principal
oligossacaridio que tem como efeito a flatuléncia (Naczk et al., 1997).

A auséncia da enzima a-galactosidase (EC. 3.2.1.22), responsavel
pela clivagem da porgao terminal do a-galactosidio, leva a acumulagao de
oligossacarideos nao digeriveis na parte inferior do intestino (Costa de
Oliveira et al., 2001). Assim, a rafinose, a estaquiose e a verbascose séo
fermentados pela flora intestinal, produzindo gases (didxido de carbono,
hidrogénio e metano) que, mediante a acumulagdo no intestino, podem
causar efeitos adversos, tais como distensdo abdominal, flatuléncia e

diarreia (Peyrin-Biroulet e Bigard, 2005).



Os efeitos adversos provocados pelos oligossacarideos néao
digeriveis podem ser minimizados por meio de técnicas adequadas de
preparagdo de alimentos dietéticos, tais como imersdo, germinacgao,
tratamentos com radiagdo gama, ou galactosidase, a partir de bactérias ou
plantas exogenas, que podem reduzir o teor de oligossacarideos nao
digeriveis (Guimaraes et al., 2001; Machaiah e Pednekar, 2002). Esses
oligossacarideos podem ser reduzidos de 31 a 43%, quando as
leguminosas sao embebidas em agua durante 12 h., de 44 a 50%, quando
0s graos sao cozidos (97 °C durante 35 min., proporgéo leguminosas: agua
1:3 (p/v), e de 47 a 62%, quando os dois métodos s&o combinados

(imersao em agua e cozimento) (Shimelis e Rakshit, 2007).

1.4. Proteinas do feijao

Os diferentes cultivares de feijdo tém alto teor de proteinas (15 a
35%), que sao fortemente influenciados pela expressdo génica (que
modula a sintese e acumulo de fragbes especificas de proteinas) e por
fatores ambientais, tais como localizagao geografica e sazonalidades.

As principais proteinas dos feijdes sdo as globulinas (54-79%) e as
albuminas (12 a 30%). Em contraste com outras leguminosas, feijdes
comuns contém quantidades elevadas de glutelina (20 a 30%) (Ma e Bliss,
1978; Del Pino e Lajolo, 2003). Faseolina € uma glicoproteina trimérica 7S
(globulina) que representa cerca de metade do teor total de proteinas do
feijado comum, enquanto a outra fragdo de globulina (11S) representa
apenas 10% (Ma e Bliss, 1978; Carbonaro, 2006). Algumas variedades de
graos podem conter até 11 diferentes variacbes de faseolinas, que
consistem em duas a seis subunidades (Imanowicz, 2001), com um peso
molecular especifico para cada subunidade, variando de 54,7 a 41,1 kDa.
Aquelas com trés e quatro subunidades sdo responsaveis por quase 75%
do total de faseolinas (Montoya, et al., 2008).

Além disso, o feijao contém varias proteases e inibidores de a-
amilase, lectinas e enzimas (tais como a lipoxigenase). Os inibidores de
protease (Kunitz tripsina e inibidor de tripsina e quimotripsina Browman-

Birk) constituem apenas 2,5% do conteudo total de proteinas de feijao; no



entanto, elas contribuem com aproximadamente 40% da cisteina total de
proteinas das sementes (Chiaradia e Gomes, 1997). O teor de inibidores
de protease em feijdes depende do gendtipo, do local de crescimento e das
condigbes ambientais. Em cinco variedades de feijdes cultivadas no
México, o teor do inibidor de tripsina (Tl) variou de 6,3 a 14,5 Unidades de
TI mg” de feijao (De Mejia et al. 2003). Entretanto, em 21 variedades
brasileiras, o teor de Ti era maior do que o observado nas cinco variedades
do México (59,93 a 151,07 Unidades de TI mg™ de feijao) (Mesquita et al.,
2007). Alonso e colaboradores (2000), observaram 3,97 Unidade de
inibidor de quimotripsina mg™” de graos secos, em feijao Athropurpurea,
cultivado na Espanha. Os Inibidores de proteases, bem como outros
compostos presentes em graos com um potencial antinutricional ativo, séo
sensiveis a determinadas técnicas de processamento e podem ser
reduzidos até concentragdes insignificantes, depois do cozimento em agua
(Carbonaro et al., 2000).

Os inibidores de amilase encontrados nos graos sao ativos contra a-
amilase produzida pela fase larval de insetos, e, assim, desempenham um
papel importante na protecéo fisioldgica contra o ataque de insetos. Estes
inibidores também sio capazes de inibir amilase salivar humana e do
pancreas. Por causa de sua especificidade, o inibidor de a-amilase do
feijdo € considerado um antinutriente na alimentagdo humana (Yamada et
al., 2001). A atividade do inibidor de a-amilase € expressa em percentagem
de atividade residual de a-amilase, ensaiada na presenga de extratos de
diferentes amostras de alimentos. Em diferentes cultivares de feijao, foram
relatadas atividades de inibicdo que vao de 39,4 a 89,9% (Doria, et al.,
2012).

As lectinas podem interferir no metabolismo de animais e no do
homem. Elas tém a capacidade de se ligar a receptores especificos no
epitélio intestinal; esta interagdo interfere na absorgdo e utilizagdo de
nutrientes, provocando mau desempenho no desenvolvimento dos animais
(Ritt, 2005). O teor de lectina em graos varia de 6 a 12% das suas
proteinas totais (Sgarbieri, 1979), e, em alguns cultivares, pode ser de
duas a trés vezes superior ao observado em soja (De Mejia et al., 2003).

Tem sido demonstrado que a concentragdo de lectina do feijdo pode ser
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influenciada pela regido de cultivo e pelo cultivar de feijdo, variando de 0,42
a 8,89 unidades de atividade de hemaglutinina / g de feijao (Barampama e
Simard, 1993; De Mejia et al., 2003). Em geral, a maior parte do conteudo
de lectina é quase 100% inativada durante os processos de aquecimento
doméstico (Carbonaro et al., 2000). Outros tratamentos, tais como a
extrusdo e autoclavagem, também sao eficazes na redugéo da atividade de
hemaglutinagao (Alonso et al., 2000; Marzo, et al., 2002).

Tem sido relatado que os graos contém duas isoenzimas da
lipoxigenase, identificadas como A e B. Ambas as proteinas tém um peso
molecular de 100.000, contém um atomo de ferro e parecem ser
compostas por uma unica cadeia de peptideo (Hurt e Axelrod, 1997) . Elas
catalisam a oxidacao de acidos graxos poli-insaturados, tais como linoleico
(18:2) e a-linolénico (18:3), para produzir hidroperdxidos de acidos graxos
insaturados (Liavonchanka e Feussner, 2006). Apesar do potencial de
alterar o valor nutricional do feijao, a atividade da lipoxigenase pode ser
reduzida a niveis residuais (16%) por meio da fervura dos graos, em agua,
durante 15 min, a 60 ° C, ou por 5 min, a 70 °C (Akyol,et al., 2006).

1.4. Minerais — Ferro e Zinco

O ferro € um elemento essencial para o organismo humano por estar
envolvido em diversos processos metabdlicos vitais. Exerce importante
papel na imunologia e processos catabdlicos participando de sistemas
enzimaticos e hormonais, assim como componentes funcionais da
hemoglobina, presente nos eritrocitos, cuja fungéo principal € o transporte
de oxigénio permitindo assim como as reag¢des de oxidagdo que liberam
energia (...).O ferro é importante para a homeostase celular, devido
principalmente a sua habilidade de aceitar e doar elétrons. Sua sintese é
controlada por mecanismos enzimaticos e de degradacdo, tendo um
controle rigoroso, uma vez que o excesso de ferro ira reagir com oxigénio
formando radicais hidroxil e anions superdxidos, que podem agir sobre
proteinas, lipideos e DNA, causando graves lesdes celulares e teciduais.

A absorgao do ferro ocorre na parte superior do epitélio duodenal e o
transporte do Ilumem intestinal até a circulagdo ocorre em trés etapas:

capatacdo na membrana apical do enterdcito, deslocamento intracelular e
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transporte para o plasma3. Para que ocorra a absor¢cdo o do ferro
inorganico (Fe +2), forma encontrada nos alimentos de origem vegetal, é
necessaria a sua redugao a forma ferrosa (Fe+3). A forma ndo heme do
ferro (Fe inorganico) pode sofrer influencia de alguns fatores para sua
absor¢do como, acidez, presengca de agentes solubilizantes, minerais e
fatores fitoquimicos1. Os fitatos e polifenois podem formar quelatos
insoluveis com o ferro ndo heme reduzindo sua biodisponibilidade. O ferro
heme, por sua vez, independe das condigbes do meio e da agado de
fitoquimicos para sua absorgédo, sendo considerado, portanto, uma forma
mais biodisponivel. Apos absorgdo do grupo heme na mucosa intestinal o
ferro é liberado do anel porfirinico pela acdo da heme-oxidase. O ferro
entdo € transportado para o Ilumen intestinal por uma glicoproteina
plasmatica denominada transferrina, que possui receptores celulares
especificos para captacdo do ferro pelas células. O ferro penetra em
compartimentos funcionais ou é armazenado pela ferritina. Todo o estoque
de ferro encontra-se sob a forma de ferritina ou hemossiderina. Pode ser
encontrado em todos os tecidos em especial no figado, bagco, medula
O0ssea e musculo esquelético. A ferritina constitui um bom indicador das
reservas de ferro no organismo. A excreg¢do do ferro € minima sendo
eliminado pelo organismo pelas fezes, urina, menstruacdo e pequena

quantidade pelo suor1.

1.5. Outros componentes dos feijoes
As isoflavonas sdo uma subclasse do grande grupo chamado

flavonoides, cujo consumo, por sua modulagdo da atividade de estrogénio
(Cederroth e Nef, 2009), tem sido associado a um risco reduzido de doenga
cardiovascular e de desenvolvimento do cancro, particularmente, nas
mamas e na prostata (Setchell, 1998; Mathers, et al.,, 2000). Nos graos
crus, a principal isoflavona é genisteina (0-129,1 mg / g), seguida da
daidzeina (0 a 9,7 mg / g) (Diaz-Batalla et al., 2006; Doria, et al., 2012)
(Tabela Il). Além destas isoflavonas, a presenga de coumestrol (2,6 a 9,7
mg / g), um fitoquimico que também afeta os processos estrogénicos, tem
sido observada (Diaz-Batalla et al., 2006).



Os acidos fendlicos presentes em alimentos, incluindo feijao, podem
ser divididos em duas classes: derivados de acido benzoico (p-
hidroxibenzoico, acido vanilico e galico) e derivados de acido cinamico
(acido ferulico, acido p-cumarico e acido cafeico). Em feijao, foi verificada a
presencga de acido p-hidroxibenzoico (5,7-13,8 ug / g), acido vanilico (5,2-
16,6 ug / g), acido p-cumarico (3,2-6,8 ug / g) e acido ferulico (17,0-36,0 jig
/ g) (Diaz-Batalla et al., 2006).

Taninos sao compostos encontrados na maioria das plantas e das
raizes, que podem estar presentes na madeira, na casca, nas folhas, nos
frutos, nas sementes, e na seiva. Em feijdo, os taninos estdo localizados
principalmente nas cascas e, em pequenas quantidades, nos cotilédones.
Esses compostos estdo presentes em quantidades que variam de 0,03 a
38,1 mg de equivalente de catequina / g de feijao seco (De Mejia et al.
2003; Shimelis e Rakshit, 2007; Ramirez-Cardenas et al., 2008). Esse
conteudo esta relacionado com a cor dos graos e da espécie (Beninger e
Hosfield, 2003). Sendo os taninos compostos hidrofilicos e termolabeis,
quando o feijao € cozido em agua (97 °C, 35 min) ocorre uma redugao de
até 30% do teor de tanino e, quando os grdos sao imersos em agua por
duas horas, antes da cocgao (97 °C, 35 minutos), ha reducao de até 70%
(Shimelis e Rakshit, 2007; Ramirez-Cardenas et al., 2008) (Tabela 2).

Tabela 2 - Conteudo e reducdo dos niveis de tanino em cultivares de feijoes
em base seca (Phaseolus vulgaris L.) cultivados no Brasil e na

Turquia.
Cultivares mg de Reducao apos cozimento (%)
equivalente de CAM’ CSAM? CcSMm’
catequina g~
Ouro Branco 0.03 74 76 68
Diamante Negro 0.61 69 71 64
BRS Radiante 1.82 81 82 80
Pérola 1.02 82 83 80
Talisma 0.94 82 83 81
Dermason 0.64 82 nd 73
Horoz 0.57 82 nd 73
Cali 0.72 81 nd 74

nd : naodeterminado; T Feijoes macerados por 15h e cozidos com a agua de maceracao em panela de pressao
domestica (40 min.); 2 Feijdes macerados por 15h e cozidos sem a agua de maceracdo em panela de
pressdo domestica (40 min.); 3 Feijdes cozidos sem maceragdo sob as mesmas condi¢cdes citadas

anteriorrmente. (Nergiz and Gokg6z 2007, Ramirez-Cardenas, Leonel et al. 2008).
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O é&cido fitico, também conhecido como o fitato, hexafosfato de
inositol (IP6), mio-inositol e fosfato de inositol, € a principal forma de
reserva de fésforo em sementes de feijao e € essencial para a germinagao
da planta. Nos graos crus, o teor de acido fitico pode variar de 7,8 a 27,1
mg / g (Diaz-Batalla et al., 2006; Ramirez-Cardenas et al., 2008; Shimelis e
Rakshit, 2007; Anton, et al., 2008). Destes, 81 a 89% corresponde a forma
de hexafosfato de mioinositol (IP6) (Ramirez-Cardenas et al., 2008) e 26-
53% esta localizado no tegumento (Anton, et al., 2008). Apenas IP6 e IP5
exercem um efeito negativo sobre a biodisponibilidade de minerais. Os
outros compostos formados tais, como |IP4 e IP3, tém baixa capacidade de
ligacdo a minerais ou complexos formados por ligagdo sdo mais soluveis.
Além disso, esses compostos de acido fitico podem apresentar
propriedades antioxidantes (Dominguez, et al., 2008; Martino et al., 2007;
Andrade et al., 2010).

Durante o processamento, o armazenamento, a fermentacdo, a
germinacao e a digestdao do feijao, o IP6 pode ser desfosforilado para
produzir compostos como pentafosfato (IP5), tetrafosfato (IP4), trifosfato
(IP3) e difosfato, possivelmente inositol (IP2) e monofosfato (IP1), pela
acao de fitases endoégenas (Dominguez et al., 2002; Chiplonkar e Agte,
2005; Shimelis e Rakshit, 2007; Ramirez-Cardenas et al., 2008). O
conteudo de acido fitico dos grédos pode ser reduzido por meio do
processamento (Ramirez-Cardenas et al., 2008). Essa redugéo do acido
fitico pode ser observada, apds a imersdo dos graos, durante 12 h, para
19%, e para 65%, ap6s imersdo em agua (2 h), seguida de cozimento (97
°C, 35 min) (Shimelis e Rakshit, 2007) (Tabela 3).
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Tabela 3 - Efeito dos metodos de processamento nos niveis de acido fitico
de tres cultivares de feijdes (Phaseolus vulgaris L.) (mg g

feijao seco)

Tratamento Cultivares Awash Cultivares Cultivares Roba
Beshbesh
Acido Reducéo acido Reducédo Acido fitico Reducéo
fitico (%) fitico (%) (%)
Sementes nao processadas 23.5 247 17.3
(controle)
Macerado por 12h em agua pura  19.3 18 20.0 17 141 19
Germinado por 24h 6.3 73 15.7 35 12.5 28
Cooking of un soaked seeds 17.6 25 17.3 28 12.8 26
Macerado + cozido 8.2 65 8.7 64 6.7 61
Macerado em bicarbonate de 8.5 64 8.9 63 6.8 61
sédio + cozimento
Autoclaving of un soaked seeds 8.2 65 8.4 65 6.9 60
Imerso em (H20) + autoclavado 8.0 66 8.4 65 6.6 62
Germinado por 24 h + 0.6 98 1.3 95 0.4 98
autoclavado
Germinado por 48 h + nd 100 nd 100 nd 100

autoclavado

Adaptado com permissao da refeferencia (Shimelis and Rakshit 2007). Copyright © 2006 Elsevier Ltd.

1.6. Qualidade Proteica

Dentre a composi¢cdo qualitativa e quantitativa dos aminoacidos

dispensaveis, ou indispensaveis, a digestibilidade é parametro basico para

se avaliar a qualidade das proteinas. De acordo com Blanco e Bressani

(1991), a qualidade da proteina refere-se a sua capacidade de atender as

necessidades nutricionais, do homem, de aminoacidos essenciais e 0

nitrogénio é essencial para a sintese de proteinas.

As proteinas dos feijdes contém todos os aminoacidos essenciais, e

sao ricas em lisina. No entanto, contém uma quantidade limitada de

aminoacidos sulfurados (cisteina e metionina) (Guzman-Maldonado et al.,
2000; Mbithi-Mwikya, et al., 2000; Pires et al., 2006) (Tabela 4).
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Tabela 4 - Composicdo de aminoacidos de cultivares de feijoes (Phaseolus
vulgaris L.) cultivados no Brasil, cozidos com agua de imersao
(g100g "'matéria seca)

Aminoacidos Cultivares cozidos Cultivares cru
Ouro I?ranco Diamanse Negro BRS Radiante '  Talisma ' Perdla Carioca *
Indispensaveis
?;‘forgr'ia”i”e * 119 157 142 162 1.29 0.94
Histidine 0.39 0.36 0.37 0.44 0.58 0.44
Isoleucine 0.43 0.55 0.56 0.62 1.16 0.81
Leucine 0.84 1.15 1.16 1.20 1.77 1.30
Lysine 0.67 0.97 1.05 0.94 1.78 1.25
Metionine 0.20 0.24 0.22 0.27 0.26° 0.17°3
Cysteine nd nd nd nd - -
Threonine 0.48 0.59 0.51 0.53 0.98 0.75
Tryptophan nd nd Nd nd nd nd.
Valine 0.56 0.64 0.64 0.72 1.30 0.91
Total indispensavel 4.76 6.07 5.93 6.34 9.12 6.58
Dispensaveis
Alanine 0.61 0.67 0.64 0.69 0.90 0.70
Arginine 0.80 0.79 0.7 0.93 2.06 1.60
Aspartic acid 1.70 1.75 1.66 1.78 3.80 2.77
Glutamic acid 2.15 2.12 1.99 2.26 4.29 3.15
Glycine 0.49 0.51 0.47 0.51 0.81 0.59
Proline 0.62 0.65 0.63 0.72 0.90 0.70
Serine 0.76 0.84 0.74 0.82 1.35 1.03
Total dispensaveis 7.13 7.33 6.83 7.71 14.11 10.55
Total de aminoacidos 11.89 13.40 12.76 14.05 23.22 17.13

1 Feijoes cozidos; 2 Feijoes cru; 3 metionina + cysteina; nd: ndo determinado. (Ribeiro et al., 2007; Ramirez-
Cérdenas et al., 2008) .

Assim, é necessaria a combinacgao de graos e cereais (que sao ricos
em aminoacidos sulfurados), para atender as necessidades nutricionais
humanas. Uma alternativa pode ser o desenvolvimento de novos cultivares
de feijao, que atendam as recomendagdes de aminoacidos essenciais.

O método de digestibilidade da proteina corrigida pela pontuacao de
aminoacidos (PDCAAS) é recomendado como um método padréo para
avaliar a qualidade das proteinas alimentares. A qualidade da proteina é
baseada em aminoacidos essenciais limitantes em que os valores
superiores a 1 indicam que a proteina € de boa qualidade, contendo os
aminoacidos essenciais capazes de satisfazer as necessidades da dieta
humana (Pires et al.,, 2006,). Em estudos que avaliaram diferentes
cultivares brasileiros de feijao, o feijao cozido apresentou um PDCAAS
intermediario (0,50-0,62) (Pires et al., 2006; Ramirez-Cardenas et al., 2008)
(Tabela 5). No entanto, € de se notar que, nesses estudos, os valores de

PDCAAS podem ser subestimados porque apenas a metionina foi
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quantificada e o padrao da FAO considera o valor de 25 mg / g de proteina
para cisteina + metionina.

A qualidade nutricional da proteina do feijao € influenciada pela
espécie botanica, pela variedade, pela concentragdo de compostos com
propriedades antinutricionais ativas, pelo tempo de armazenamento e pelo
tratamento térmico. Em geral, € mais baixa que a da proteina animal
(Bressani, 1993; Cruz et al., 2003; Igbal et al., 2003). A reduzida
digestibilidade da proteina esta associada a agao dos compostos
antinutricionais ativos presentes na casca (taninos) e nos cotilédones
(proteinas, taninos, fitatos) (Bressani, 1993). A digestibilidade in vitro da
proteina variou entre 18,03 e 48,32%, em 21 cultivares, no Brasil (Mesquita
et al., 2007).

A qualidade nutricional da proteina do feijdo pode ser aumentada
pelo processamento, especialmente por aquecimento umido (Antunes et
al., 1995; Shimelis e Rakshit, 2007). Em estudos in vitro, a maceragao, por
12 h, ou o cozimento, por 1 h, sob pressdo normal, aumenta a
digestibilidade da proteina, em média, de 43,3 para 63,7%, em quatro
variedades de feijao cultivadas, no Brasil (Antunes et al., 1995), e de 65,63
para 73,53%; 71,14 para 78,88% e 80,66 para 90,31%, em trés variedades
cultivadas na Africa Oriental. Em estudos in vivo, as proporcdes de
eficiéncia proteica e de digestibilidade relativa de oito cultivares de feijao,
no Brasil, fervidos em agua, varia de uma média de 30,92 para 60,82% e
de 67,2 para 93,97%, respectivamente (Costa de Oliveira et al., 2001; Cruz
et al.,, 2003). A melhoria da digestibilidade in vitro da proteina de graos
pode ser atribuida ndo apenas a remogao ou reducado dos antinutrientes,
mas, também, a desestruturacado da proteina nativa, incluindo os inibidores
da enzima e lectinas, a solubilizagéo individual dos oligossacarideos e suas
taxas de difusdo, a atividade da fitase para quebrar o acido fitico nas
sementes e ao desenvolvimento da atividade de enddégeno de a-
galactosidase, para diminuir os oligossacarideos (Shimelis e Rakshit,
2007).

1.7. Biodisponibilidade Mineral
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Seis cultivares brasileiros de feijdo apresentaram niveis relevantes
de alguns minerais, como calcio, Fe e Zn, para os quais o consumo da
populagdo em vulnerabilidade social € marginal (Tabela 5). Figura-se que
os conteudos de determinados minerais, em especial antioxidantes, ainda
nao tenham sido quantificados. O conteudo mineral dos grdos pode ser
reduzido durante o processamento, tal como a imersao, sozinha, e imersao

seguida por cozimento (EIMaki et al., 2007).

Tabela 5 - Composicdo mineral de feijdes cru (Phaseolus vulgaris L.)
cultivados no Brasil (mg/100g de materia seca)

Cultivares Minerais
Fe Ca Mn Mg Cu Zn K

Vermelho 5.6 137.5 2.1 198.6 1.2 3.4 1492.5
Rajado 8.8 60.0 1.6 190.0 1.2 4.2 1510.0
Carioca 5.3 172.2 1.6 205.9 1.8 3.2 1332.5
Preto 5.4 174.2 1.9 214.1 2.7 3.2 1512.5
Roxinho 5.4 172.5 1.5 216.0 2.3 2.9 1362.5
Mulatinho 9.6 60.0 1.0 210.0 0.9 3.0 1200.5

(Pires et al., 2005; Mesquita et al., 2007; Ramirez-Cardenas et al., 2008)

O melhoramento genético tem sido usado para melhorar a qualidade
e quantidade de minerais do feijao. Feijao biofortificado parece ser um
veiculo promissor para aumentar a ingestdo de Fe biodisponivel,
principalmente em populagdes que consomem esses graos como alimento
basico (Tako et al., 2011). Alguns cultivares de feijdes, da colegdo de
germoplasma do Centro Internacional de Agricultura Tropical, da Col6émbia,
tém variabilidade genética suficiente para aumentar os teores de Fe e de
Zn em 80 e 50%, respectivamente (Beebe et al., 2000). O uso de
hidroponia, por exemplo, pode aumentar os teores de Fe e de Zn a 98 e
65%, respectivamente, o que conduz a uma reducao de razdes fitato / fitato
e ferro / Zn em 38 e 46%, respectivamente (Donangelo et al., 2003).

Um aumento na concentracdo mineral, por si s6, pode nao refletir
em aumento proporcional no teor mineral absorvido, a biodisponibilidade
dos minerais também € modulada pela concentracdo de compostos
inibidores ou potenciadores da absorcdo. Um estudo comparativo, com
feijao vermelho, incluindo variedades andinas, convencionais (49 mg Fe / g;
"Low Fé") e biofortificados (71 mg Fe / g; "High Fe"), utilizando um modelo

animal, revelou a eficiéncia de manutencdo de hemoglobina e valores
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superiores de ferritina do figado, no grupo tratado com os feijdes
biofortificados (Tako et al., 2011). No entanto, em estudo com mulheres
com baixo status de Fe, que avaliou a absorcdo de Fe por meio da
incorporagao de eritrécitos de isotopos estaveis de ferro, constatou-se que,
apesar dos niveis de polifendis e da razdo molar acido fitico / ferro
semelhantes, a absorgdo do Fe do feijao biofortificado foi 40% menor do
que a do Fe do feijao convencional, resultando em quantidades iguais de
Fe absorvido (Petry et al., 2012).

A biodisponibilidade também esta relacionada com as caracteristicas
intrinsecas da matriz alimentar, como a cor de feijao, e com as extrinsecas,
como o tipo de processamento (descascamento, imersdo e cozimento). A
biodisponibilidade de minerais nos graos, especialmente do Fe, € maior no
feijao branco, quando comparada com a dos graos de cor clara (Hu et al.,
2006 ; Lung'aho e Glahn, 2010; Tako e Glahn 2010) e € aumentada apoés a
remocgao da casca (Ghavidel e Prakash, 2007). Em ambos os casos, as
diferencas na biodisponibilidade nao eram devidas a razao molar de ferro /
fitato, mas aos flavonoides nas cascas, especialmente na casca de cor, o
que contribuiu para a baixa biodisponibilidade de minerais.

A imersao sozinha e a imersao seguida por métodos de preparagao
culinaria contribuem para a liberacdo de minerais na forma livre, o que
aumenta a extractibilidade em HCI, de Na, K, Ca, Mg, P, Fe, Mn e Cu
(EIMaki et al.,, 2007). A extractibiidade em HC|I é um indice de
biodisponibilidade de minerais. Assim, imersdao em agua, seguida por
cozimento, pode ser considerada benéfica e uma técnica para melhorar a
biodisponibilidade de minerais. Num estudo em animais, verificou-se que
algumas variedades de feijdo, quando cozidas, com ou sem agua de
maceracado, apresentavam biodisponibilidade do Zn superior a do
carbonato de Zn (ZnCOs, dieta padrdao). No entanto, os métodos de
cozimento nao afetaram de maneira uniforme a biodisponibilidade de
diferentes variedades e isso foi atribuido as caracteristicas intrinsecas da
matéria-prima, especialmente a relacdo de Fitato: Ca/Zn. No mesmo
estudo, a biodisponibilidade do Fe no cultivar Ouro Branco, apds imersao
em agua seguida por cozimento, foi semelhante a do padrao sulfato ferroso
(FeSO,4) (Ramirez-Cardenas, 2006).
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Os dados sugerem que o melhoramento genético, aumentando o
teor de minerais ou diminuindo compostos que reduzem a
biodisponibilidade desses minerais, ou a transformacgéao (peeling, imersao,
cozimento etc), podem nao ser capazes de melhorar a biodisponibilidade
de minerais. Assim, recomenda-se que as diferentes técnicas sejam

combinadas, para melhorar a biodisponibilidade de minerais dos feijoes.

1.8. Propriedades Funcionais do Feijao

As propriedades benéficas do feijao a saude também sdo bem
conhecidas, e, por causa da alta incidéncia de doengas crdnicas,
relacionadas com o estilo de vida, o feijao ganhou um novo status nas
recomendacgdes dietéticas. Historicamente, considerado um alimento de
base, nos paises em desenvolvimento, para impedir a fome, foi revisto,
como um novo alimento funcional, para reduzir o risco de doencas, tais
como doencas cardiovasculares, por suas propriedades de baixar o
colesterol. Geil e Anderson (Geil e Anderson, 1994) relataram uma redugao
significativa, em lipidios no sangue, em pacientes que consumiram 75 a
200 g de feijao seco diariamente. Feijao cozido também foi relatado como
redutor dos niveis totais de LDL-colesterol, em ratos hipercolesterolémicos
e em porcos, alimentados com dietas de alta gordura saturada,
suplementadas com 1% de colesterol (Costa, 1992; Costa et al., 1994).

O potencial para a saude, dos feijoes brasileiros (Phaseolus vulgaris
L.) foi demonstrado em ratos com hipercolesterolemia, alimentados com
feijao preto, vermelho e carioca (cultivar Pinto), cujos niveis de colesterol
total no sangue foram reduzidos em 16, 12 e 11%, respectivamente (Rosa
et al., 1998). Os feijoes pretos promoveram redugéo de 35% nos niveis de
colesterol total no sangue, bem como uma maior excrecdo fecal de
colesterol, em ratos com hipercolesterolemia (Rosa et al., 1998). Ramirez-
Cardenas, 2006 estudou os efeitos funcionais de cinco cultivares de feijao
do Brasil sobre os lipidios do sangue e a glicose, em ratos adultos Wistar,
hipercolesterolémicos. O feijao preto (cultivar Diamante Negro) foi 0 mais
eficaz na redugao do colesterol e triglicerideos, no sangue, e na deposi¢ao

de lipidios no figado. O HDL / colesterol total e a excregéo fecal de lipidios
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foram maiores nos animais alimentados com feijdo preto em comparacéo
com os de ratos alimentados com outros cultivares e dos grupos de
controle (alimentados com gordura, dieta rica em sacarose). O feijao Pinto
(cultivar BRS Radiante) foi mais eficaz na redugéo da glicose no sangue,
enquanto o feijado branco (Ouro Branco cultivar) ndo mostrou nenhum efeito
sobre os lipidios e glicose no sangue, maior deposic¢ao de lipidios no figado
e em menor excrecgao fecal de lipidios. Os outros cultivares de feijao Pinto
(Pérola e Talisma) mostrou resultados mistos. As propriedades funcionais
desses cultivares de feijao foram significativamente relacionadas com a sua
fibra e teor de tanino, mas n&o apresentou correlagdo com conteudo de
fitato e de acidos aminados.

O estudo de Birketvedt e colaboradores (2002) com 62 individuos
com sobrepeso e obesos, consumindo dietas suplementadas com extratos
de feijao (feijao branco, misturado com alfarroba), apresentaram redugao
de 6% em seu colesterol total, no sangue, em curto (trés meses) e longo
prazos (12 meses) de intervengdes. Winham e colaboradores (2007)
observaram efeito semelhante em 16 individuos com resisténcia moderada
a insulina, em cujo sangue os niveis totais de colesterol LDL foram
reduzidos em cerca de 8%, apds oito semanas de consumo de feijao Pinto.

Os mecanismos de acdao para explicar os efeitos
hipocolesterolémicos dos graos nao estdo completamente elucidados, mas
estdo associados com os varios componentes das leguminosas (Mann et
al., 2007), tais como proteina vegetal, fibras soluveis, saponinas, esteroides
de plantas, polifendis e fitato.

Os antinutrientes encontrados em leguminosas (inibidores da
protease, lectinas, saponinas, polifendis e fitato) sdo bem conhecidos para
a redugdo do seu valor nutritivo, de suas digestibilidade e
biodisponibilidade de minerais (Sandberg, 2002). Muitos desses compostos
e dos seus produtos de hidrolise, no entanto, podem apresentar efeitos
benéficos a saude, baixando lipidios e glicose no sangue, quando
fornecidos em baixos niveis na dieta. Os polifendis, fitatos, inibidores de
protease, saponinas, lignanos e esterdis de plantas também estdo
associados com a redugao do risco de diversos tipos de cancro (Shahidi,
1997).
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Os efeitos indesejaveis da ingestdo de feijdo, causados pela
flatuléncia derivada da fermentagcdo de derivados de a-galactosilo, tais
como a rafinose, a estaquiose e a verbascose, podem ser um dos fatores
responsaveis para se evitar o feijao como parte da dieta, para muitas
pessoas. O processamento de alimentos, para reduzir as causas da
flatuléncia de legumes e para melhorar os componentes bioativos é uma
estratégia promissora, para aumentar os beneficios saudaveis de consumo
de feijao e, posteriormente, a comercializagdo de alimentos funcionais.
Algumas patentes foram registradas e muitas outras podem ser no futuro, o
que certamente contribuird para aumentar a ingestao de feijdo ou de seus
componentes e reduzir o risco de doenga cardiovascular, diabetes mellitus,
obesidade e cancer, quando consumido regularmente, em uma dieta
saudavel.

Os feijdes sao alimentos complexos, com grande potencial funcional,
considerando-se que a sua composi¢ao apresenta varios componentes,
cujos efeitos bioldgicos tém sido investigados separadamente: proteinas,
fibras dietéticas, saponinas, esterdis, compostos fendlicos, inibidores da
protease, inibidores da a-amilase, lectinas, derivados a-galactosilo de

sacarose, fitatos.

1.9. Proteina vegetal

Vérios estudos em animais e humanos mostraram os efeitos das
proteinas de plantas de feijdo, soja e outros legumes, na reducdo dos
niveis de colesterol no sangue, em comparagdo com os efeitos das
proteinas animais (Morita, et al.,, 1997). A maior parte desses estudos
limitou-se a comparagao entre duas proteinas bem conhecidas e facilmente
isoladas, nomeadamente a caseina e a proteina de soja. Os mecanismos
de acao, provavelmente, estdo relacionados com a composicdo e o
equilibrio entre os aminoacidos essenciais e nao essenciais (Shutler e
Walker, 1987).

O estudo de Kritchevsky (Kritchevsky, 1979), na década de 1970,
apontou o papel da relagéo lisina: arginina na génese do processo de

aterosclerose. A abundancia relativa de lisina em proteinas animais pode
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inibir a atividade de arginase no figado, com aumento da disponibilidade de

arginina para a sintese de apoproteina LDL.

1.10. Fibra Dietética

Evidéncias epidemiolégicas indicam os efeitos benéficos de fibras
dietéticas, na redugdo do risco de doenga cardiovascular (CHD), por sua
capacidade, para reduzir a concentragéo de lipidios no sangue, a pressao
arterial, o peso corporal e a melhoria da tolerancia a glicose, dentre outros
(Rehman e Shah, 2004; Lairon, 2007). Os graos sao boas fontes de fibra
dietética soluvel e insoluvel, fornecendo cerca de 20 a 30 g/100 g de
matéria seca (Ramirez-Cardenas, et al., 2008). A utilizagdo do feijao na
industria alimentar, no entanto, é incipiente, embora o seu uso como fonte
de fibra ndo fermentavel tenha sido citado (Vervoort, 2011).

Os beneficios das fibras dietéticas tém sido demonstrado em
estudos com animais, tal como se segue: a) fibras dietéticas promovem
reducdes significativas nos niveis de colesterol sérico total, b) fibras
insoluveis (celulose, hemicelulose e alguns) tém pouco efeito sobre o
colesterol total no soro, c) fibras soluveis (pectina, gomas, mucilagens e
algumas hemiceluloses) exercem efeito hipocolesterolémico significativo, d)
a reducdo do colesterol do soro pode ser, ou ndo, seguida de reducédo do
colesterol no figado, na aorta e em outros tecidos, €) o principal efeito de
reducdo do colesterol é observado para o LDL-colesterol, f), o HDL-
colesterol pode ser reduzido, aumentado, ou nao ter nenhum efeito. Com
base nesses relatérios, alguns produtos tém sido desenvolvidos e
patenteados, utilizando goma de guar e outras fibras formadoras de gel,
para a redugao do colesterol no soro (Day e Kuhrts, 1989).

A elevada viscosidade da fibra soluvel no intestino promove a
reducdo pés-prandial de lipidios e de glicose (Tharanathan e
Mahadevamma, 2003) e é mais eficaz do que a fibra insoluvel em reduzir a
concentracdo total de LDL-colesterol (Tharanathan e Mahadevamma,
2003). O mecanismo do efeito hipocolesterolémico da fibra soluvel pode
ser parcialmente explicado por sua capacidade de absorver os sais biliares

(Aller et al., 2004), que, por sua vez, tornam-se indisponiveis para
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reabsorcdo. Como consequéncia, o colesterol sintetizado no figado é
canalizado para a sintese de novos acidos biliares. Além disso, a
indisponibilidade dos sais biliares para a formagao de micelas no intestino
reduz a absorcdo de colesterol (Cardoso et al., 2006). O volume da
excrecdo fecal € aumentado pela ingestao de fibra soluvel (Tharanathan e
Mahadevamma, 2003; Aller et al., 2004), bem como os sais biliares (Costa,
2003), esterois e lipidios (Carbonaro et al., 2000) nas fezes. O
esvaziamento gastrico mais lento e a alta viscosidade no lUmen reduzem o
acesso das enzimas digestivas e, consequentemente, a digestdo e
absorcdo de lipidios (Guillon et al., 2000; Costa, 2003), melhorando a
saciedade. O mecanismo preciso pelo qual os complexos de fibras soluveis
com os acidos biliares nao estdo completamente esclarecidos, embora as
interagbes hidrofdbicas (grupos de fenol) e ibnicas (acidos urénicos)
tenham sido propostas (Guillon et al., 2000). A associagao de fibra soluvel
para ciclodextrinas nao digeriveis e os esterdis tém sido propostos para
aumentar a capacidade de ligacdo do acido biliar e, consequentemente,
reduzir os niveis de colesterol e de colesterol LDL (Lewandowski et al.,
2003).

A fibra soluvel é fermentada pela microbiota do célon, produzindo
acidos graxos de cadeia curta (AGCC), especialmente acetatos,
propionatos e butiratos (SCFA). Os SCFA sao absorvidos no intestino e
transportados, através da veia porta, para o figado, onde o propionato pode
inibir a sintese de colesterol, como mostrado no estudo com ratos
alimentados com farelo de aveia (Anderson, 1987).

Varios estudos indicam os beneficios da fibra soluvel para reduzir o
colesterol no sangue e o seu potencial na manipulagdo dietética de
hipercolesterolemia. Embora uma dieta de baixo teor de gordura reduza a
concentracdo de colesterol no soro de cerca de 5 a 10%, a adicao de
alimentos ricos em fibras soluveis, incluindo feijdo, pode promover a
reducao de 20 a 30% (Rosa et al., 1998; Anderson, 1987). A magnitude
desse efeito é bastante importante, considerando-se que a reducao de 1%
no colesterol total reduz o risco de CHD, em cerca de 2% (Anderson et al.,
1990).
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As dietas ricas em fibras sdo também recomendadas para
manipulacéo dietética do diabetes, por sua capacidade para reduzir niveis
de glicose, em jejum e em pos-absor¢gao. Os mecanismos dessa agao nao
estdo completamente esclarecidos, embora, parega estar relacionado com
o efeito mecanico da fibra dietética, insoluvel no intestino, o que reduz o
tempo de transito intestinal. Por outro lado, a elevada viscosidade da fibra
soluvel retarda o esvaziamento gastrico e a digestdo e absorgao de glicose,
0 que reduz a sua concentracdo no sangue. A fibra soluvel também
melhora a sensibilidade a insulina (Marlett et al., 2002), uma vez que, a
AGCC, tal como acetato, proporciona uma fonte alternativa de insulina,
independentemente de energia capaz de substituir a glicose (Costa, 2003).
O butirato também desempenha um papel importante no controle do
diabetes, melhorando o volume de urina e os niveis de glicose no sangue e
urina em ratos diabéticos quimicamente induzidos (Kumar et al., 2002).

A adicao de 98 a 145 g / dia de feijdoes secos é eficaz para melhorar
o controle metabodlico e exercer efeitos benéficos, a longo prazo, em
diabéticos. O programa HCF (High Carbohydrate-High Fiber) recomenda a
ingestdo diaria de meia xicara de feijdo cozido, como fonte de fibra
alimentar, em uma refeigdo planejada para diabéticos (Geil e Anderson,
1994).

1.11. Compostos fendlicos

Nagem e colaboradores (1994) relataram que quercitrina,
isoquercitrina, formonometin, biochanina A, rutina e os flavonoides
quercetina foram mais eficazes na reducgao de lipidios no soro, em ratos.
Num outro estudo, verificou-se que o feijao, cultivado na China, mostrou
ampla composicao de fendlicos (catequina, epicatequina, acido p-cumarico,
acido ferulico, vitexina, isovitexina, acido sinapico, quercetina), com
capacidade antioxidante e antidiabética potencial (Yao et al., 2012).

As isoflavonas sao compostos fendlicos, do grupo dos flavonoides,
0S quais se encontram presentes, exclusivamente, em leguminosas, em
particular nas espécies Vicia e Phaseolus. As isoflavonas séao

potencialmente anticancerigenas. Os primeiros estudos concentraram-se
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na sua capacidade de reduzir o risco de cancer da mama, embora o efeito
possa n&o estar relacionado com os mecanismos hormonais (Garrido et al.,
2003)

A estrutura quimica da isoflavona é semelhante a dos horménios
esteroides e, portanto, apresenta atividade de estrogénio. Doses
farmacolégicas de estrogénio induzem a sintese de receptores de
lipoproteinas hepaticas de ratos e um aumento da captacdo de VLDL e
LDL no plasma. Possivelmente, as isoflavonas mostram efeito similar na
reducao dos niveis de lipoproteinas do plasma (Shutler et al., 1987).

Varios estudos clinicos indicam a capacidade das isoflavonas de
reduzir a susceptibilidade dos lipidios a oxidagao (Wiseman et al., 2000) e
tem-se observado que elas podem apresentar efeitos semelhantes a
digitalina, no relaxamento da artéria coronaria (Garrido et al., 2003).

Taninos também tém sido relatados por apresentar efeito
hipocolesterolémico, em ratos alimentados com dieta rica em colesterol.
Tebib et al. (1994) relataram que a adigéo de 1% de colesterol na dieta dos
ratos aumentou os niveis de LDL e reduziu o HDL-colesterol, mas essas
alteracdes foram prevenidas pela adicdo de 2% de taninos polimérico a
dieta.

Os efeitos benéficos dos polifendis tém contrariado suas
propriedades antinutrientes (Sathe, 2002). Taninos e outros polifendis
vegetais (antocianinas e flavonoides) tém sido considerados como fatores
de protecao contra o efeito dos radicais livres, em doengcas como cancer e
aterosclerose (Carbonaro, 2006). A inibicdo da peroxidacao lipidica foi
investigada, num estudo in vifro, com antocianinas isoladas de Phaseolus
vulgaris. Os resultados mostraram uma forte atividade antioxidante, em
sistemas de lipossomas, reduzindo a formagao de malondialdeido induzida
por irradiagédo UV (Tsuda et al., 1996).

1.12. Fitato

O fitato € normalmente referido na literatura como um agente
quelante, capaz de reduzir a biodisponibilidade de minerais, em seres

humanos e em animais. O complexo de Fe-Fitato, no entanto, pode ser
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benéfico para a reducao de radicais hidroxilas, na parte inferior do intestino.
Outros efeitos positivos do fitato, na saude humana, incluem a redugéo dos
niveis de glicose e lipidios séricos e o risco de cancer de mama (Yonekura
e Suzuki 1993).

Efeitos benéficos da baixa concentragao de fitato sdo relatados na
literatura, sobre o seu efeito de redugédo de lipidios (Yonekura e Suzuki
1993). Essa capacidade esta relacionada com a capacidade de se ligar ao
Zn, e, consequentemente, a razdo Zn / Cu, que, por sua vez, reduz os
niveis de colesterol no soro e o risco de CHD (Greiner e Konietzny, 2007).
O fitato pode também reduzir a glicose e a insulina no soro e tal efeito
hipoglicemiante pode reduzir a sintese de lipidios no figado (Rickard e
Thompson, 1997). Fitatos reduzem a absorcdo do amido, por uma
diversidade de mecanismos. Eles inativam a-amilases, por ligagdo a
propria enzima, fazendo um complexo com o Ca, que € necessario para
estabilizar a enzima, e pode-se ligar ao amido, mudando o seu grau de
gelatinizagdo ou a acessibilidade as enzimas digestivas. O fitato afeta a
resposta da glicose, diminuindo também o esvaziamento gastrico.

A propriedade anticancer do fitato estd associada a diferentes
mecanismos de acdo. Por exemplo, o complexo de Fe-Fitato reduz a
formacdo de radicais livres, uma vez que, o Fe pode catalisar a
peroxidacao lipidica e evitar danos ao DNA. A relacdo Zn-Fitato pode
reduzir a proliferacdo de células, uma vez que, o Zn é necessario para o
DNA (Rickard e Thompson, 1997). Amido nao digerido é fermentado, no
intestino grosso, pela produgéo de acidos graxos de cadeia curta (SCFASs),
como o butirato, que tém propriedades anticarcinogénicas. A fermentacao
também reduz o pH, o que reduz a formagéao de compostos carcinogénicos,
tais como os acidos biliares e de amédnio, por sua insolubilizacido e
neutralizag&o, respectivamente.

Estudos sobre o valor nutricional do feijao foram realizados, durante
muitos anos, mas ainda faltam pesquisas sobre os teores de compostos
menores, bem como estudos experimentais para verificar o potencial efeito
de diferentes cultivares de feijao para modificar fatores de risco de doencas

crbnicas e para modular os mecanismos fisiopatolégicos envolvidos.
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1.13. Conclusao

O feijoeiro € uma cultura importante para a nutrigho humana,
especialmente em paises em desenvolvimento. Dada a sua composigao, o
consumo de feijdo proporciona inumeros beneficios a saude, como
indicado na manipulagado dietética de varias doencgas, tais como doengas
cardiacas, diabetes e cancer. Embora os mecanismos de agdo de cada um
dos componentes dos grdos ndo sejam completamente compreendidos, &
provavel que as acgdes sinérgicas de compostos bioativos do feijao
fornecam um alimento com altas propriedades funcionais. Entre os
componentes mais amplamente aceitos com propriedades funcionais estéo
as proteinas, as fibras soluveis, as saponinas, os esterois, os polifendis e
os fitatos. Por outro lado, os fatores antinutricionais presentes em
leguminosas, tais como os inibidores da protease, lectinas, saponinas,
fitatos e polifendis, sdo bem conhecidos para reduzir o seu valor nutritivo, a
digestibilidade ou diminuir a biodisponibilidade de proteinas e sais minerais.
Alguns nutrientes, entretanto, e seus produtos de hidrélise, podem,
também, ter efeitos benéficos sobre a saude, quando encontrados em
pequenas quantidades na dieta. Apesar das variedades de feijao cultivadas
e consumidas no Brasil e das evidéncias sobre o potencial funcional dessa
leguminosa, ha necessidade de se desenvolverem pesquisas para
aprofundar o conhecimento sobre o valor nutricional e a modulagcéo de
fatores de risco, para as doengas crbnicas e para garantir a seguranca

alimentar e nutricional.
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CAPITULO 1

AVALIAGAO DA QUALIDADE DA PROTEINA DE FEIJOES
BIOFORTIFICADOS

RESUMO

Atualmente, os programas de melhoramento genético do feijoeiro
visam obter variedades que apresentem além da alta produtividade, aliada
a resisténcia as doengas, sementes com maior qualidade tecnolégica e
nutricional (Mesquita et al., 2007). Embora exista muitos estudos que
avaliaram a qualidade proteica de diversos cultivares de feijdbes comuns é
importante considerar que o processo de biofortificacdo de feijdes por
melhoramento genético € recente e que sdo escassos 0s estudos com
estes novos cultivares. Neste contexto o objetivo deste trabalho foi avaliar a
digestibilidade in vivo, o escore quimico de aminoacidos (EQ) e o escore
quimico de aminoacido corrigido pela digestibilidade proteica (PDCAAS) de
dois cultivares de feijdes biofortificados em ferro (Fe) e Zn (Zn). A proteina
do feijdo BRS Pontal (Carioca) apresentou maior valor de digestibilidade
que a do feijao BRS Agreste (Mulatinho). No entanto, quando comparado
com outras pesquisas que utilizaram feijdao comum, os dois cultivares
apresentaram digestibilidade inferior aos encontrados na literatura. Com
relagdo aos aminoacidos indispensaveis, os graos de feijao biofortificados
sao constituidos em maior parte por leucina, seguido por lisina, fenilalanina,
treonina, valina, isoleucina, tironina e histidina. O feijao BRS Pontal
apresentou o0s aminoacidos sulfurados (metionina+cisteina) como
limitantes. O escore quimico corrigido pela digestibilidade proteica
(PDCAAS) do feijao BRS Pontal foi de 44,6%. O cultivar BRS Agreste, ao
contrario do que se esperava nado obteve nenhum aminoacido limitante, ou
seja, os teores de aminoacidos foram superiores ao padrao considerado
adequado pela Organizagdo das Nagdes Unidas para Agricultura e
Alimentagéo (FAO), fato que indica a alta qualidade da proteina desse
feijao. Conclui-se que as proteinas dos feijdes biofortificados com Fe e Zn

apresentaram baixa digestibilidade, porém o cultivar mulatinho pode ser
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considerado uma boa fonte proteica por apresentar PDCAAS maior ou

igual a 1.
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1. Introdugao

O feijao comum (Phaseolus vulgaris L.) € a leguminosa mais
consumida no Brasil e em outros paises latinos (Pereira e Costa 2002),
sendo esta leguminosa uma das principais fontes de proteina dos
brasileiros, principalmente entre aqueles com limitado acesso a proteinas
de origem animal (Pires et al., 2006; Mesquita e Corréa, 2007; Brasil-IBGE
2010).

Em relagdo ao valor nutricional do feijao, pode-se destacar seu
elevado teor protéico, ente 15 e 30%, e fonte de lisina (Ribeiro et al, 2007),
que exerce efeito complementar as proteinas dos cereais que sao
deficientes neste aminoacido e sao frequentemente consumidos junto as
leguminosas. Entretanto, a proteina do feijao € de baixo valor bioldgico
uma vez que apresenta baixo valor nutricional decorrente tanto dos
reduzidos teores de aminoacidos sulfurados (metionina e cisteina) como da
baixa digestibilidade proteica (Genovese e Lajolo, 2001; Pereira e Costa,
2002; Cruz et al., 2003; Lujan et al., 2008). Os constituintes presentes nos
feijdbes como os fitatos, taninos e as fibras alimentares, podem contribuir
com a baixa digestibilidade proteica (Genovese e Lajolo, 2001; Oliveira et
al., 2001; Lujan et al., 2008).

Atualmente, os programas de melhoramento genético do feijoeiro
visam obter variedades que apresentem além da alta produtividade, aliada
a resisténcia as doengas, sementes com maior qualidade tecnolégica e
nutricional (Mesquita et al., 2007). Pesquisadores da EMBRAPA (Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria) vém realizando estudos genéticos
com a finalidade de melhorar a qualidade, especialmente com respeito a
quantidade e qualidade da proteina, teores de ferro (Fe) e zinco (Zn), assim
como a reducao de fatores antinutricionais (EMBRAPA, 2007).

Embora existam muitos estudos que avaliaram a qualidade proteica
de diversos cultivares de feijao comum (Pires et al. 2007; Ramires
Cardenas et al. 2008; Lujan et al. 2008) é importante considerar que o
processo de melhoramento genético qu e busca melhor valor nutritivo de
feijbes € recente e que sdo escassos os estudos com estes novos

cultivares. O aumento dos teores de aminoacidos, dispensaveis e
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indispensaveis, pode contribuir para que o feijao se torne mais nutritivo,
todavia pouco se sabe sobre a composicdo e biodisponibilidade dos
aminoacidos dos cultivares de feijdes biofortificados desenvolvidos
atualmente no Brasil.

Assim o presente trabalho baseia-se na hipétese que o
melhoramento genético aumenta o teor de aminoacidos essenciais dos

feijoes, conferindo melhoria na qualidade proteica.

2. Material e Métodos

Foram utilizados dois cultivares de feijdes contendo Fe e Zn, BRS
Agreste (variedade mulatinho) e BRS Pontal (variedade carioca),
desenvolvidos pelo programa de melhoramento genético da Embrapa Arroz
Feijao (Goiania, GO). A composicao centesimal, o perfil de aminoacidos, o
escore quimico corrigido pela digestibilidade (PDCAA) e a digestibilidade in

vivo foram determinados nas farinhas dos feijées.

2.1. Analise da composigcado quimica dos feijoes

Preparo da farinha de feijao

Para o preparo das farinhas dos feijdes, os grdos foram
selecionados, lavados e cozidos em agua sob pressao na proporg¢ao de 1:3
(p/v) até atingir consisténcia macia, adequada para o consumo. Apds o
cozimento, os gréos e a agua de cocg¢ao residual foram pesados, secos em
estufa de ventilagao a 60 °C por 17 h e moidos em moinho MAO 090 CFT a
2000 rpm. As farinhas foram acondicionadas em sacolas plasticas de
polietileno devidamente identificadas e congeladas a -12 °C até o momento
do preparo das dietas experimentais.

O teor de nitrogénio, tanto das farinhas como das dietas
experimentais prontas, foi determinado pelo método semimicro Kjeldhal,
preconizado pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC 1998),
multiplicando-se o resultado pelo fator 6,25 para a obtencdo do teor de
proteinas.

O perfil de aminoacidos foi determinado a partir do método do

feniltiocarbamil aminoacidos (PTC), seguido da derivagcdo pré-coluna com
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fenilisotiocianato (PITC) e a separagdo dos feniltiocarbamil-aminoacidos
(PTC-aa) em coluna de fase reversa C18 (Pico-Tag-3,9x150 mm) com
monitoragdo em comprimento de onda em 254nm. A quantificacdo da
amostra foi baseada na area de cada pico de aminoacido, tendo como
referencia a area do pico padrdo de aminoacidos com concentragao
conhecida, nas mesmas condicbes e no mesmo tempo que as amostras.
Os resultados foram expressos em mg de aminoacido por grama de
proteina.

Apos a determinagcdo e quantificagcdo do perfil de aminoacidos,
determinou-se o escore de aminoacidos, relacionando os mg de
aminoacidos, por grama de proteina teste, com os mg de aminoacido, por
grama de proteina de referéncia, sendo utilizada como proteina de
referéncia o requerimento de aminoacidos para criangas de 2 a 5 anos
conforme Food and Agriculture Organization (FAO/WHO, 2007). O escore
quimico corrigido pela digestibilidade (PDCAAS) foi obtido multiplicando-se
o primeiro aminoacido limitante pela digestibilidade verdadeira.

A quantificacdo dos acidos hexa e pentafosfato de inositol, foram
realizadas segundo a metodologia descrita pela AOAC (1990) e o método
cromatografico (Ultra sep®, modelo ES 100 RP18, Leonberg, Alemanha),
proposto por Sandberg e Ahderinne (1986).

A determinagdo do teor de taninos foi realizada de acordo com o
método de Price et al. (1978) e expresso em mg de catequina por g de

amostra.

2.2. Digestibilidade proteica in vivo

2.2.1. Dietas experimentais e ingredientes

Quatro tipos de dietas foram preparadas, sendo a primeira isenta de
proteina (Aproteica), a segunda uma dieta padrdo com caseina (Caseina) e
duas dietas testes (Pontal) e (Agreste), cujas fontes proteicas foram dos
feijoes biofortificados com Fe e Zn, conforme apresentado na Tabela 1. A
composicado das dietas e o teor de proteinas (10%) foram estabelecidos
com base nas recomendacdes da AIN-93G do American Institute of

Nutrition, segundo (Reeves et al., 1993). As dietas foram ajustadas de
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forma a conter em torno de 11% de fibras em funcédo do elevado teor de
fibras alimentares presente na farinha dos feijdes. Todos os ingredientes
foram pesados em balanga semi-analitica, misturados manualmente e
peneirados, em seguida, as misturas foram homogeneizadas em batedeira
industrial por 15 minutos. Apos o preparo, as dietas foram acondicionadas
em sacos de polietileno, devidamente rotuladas e armazenadas sob-

refrigeracao.

Tabela 1 - Composi¢ao das dietas experimentais

Dietas experimentais (g.100 g™')

Ingredientes

Aprotéico Caseina Pontal Agreste

Feijao - - 4413 49,35
Caseina - 11,18 - -

Amido dextrinizado 13,20 13,20 13,20 13,20
Sacarose 10,00 10,00 10,00 10,00
Oleo 7,00 7,00 6,60 6,50
Fibra (Celulose) 11,40 11,40 1,67 -

Mistura de Minerais 3,50 3,50 3,50 3,50
Mistura de vitaminas 1,00 1,00 1,00 1,00
L — cistina 0,30 0,30 0,30 0,30
Bitartarato de colina 0,25 0,25 0,25 0,25
Amido de milho 53,35 42 17 19,35 15,90
Densidade Caldrica 369,2 369,2 379,6 385,3

Fonte: Adaptado de Reeves et al. (1993). Aproteica: Dieta padrao isenta de fonte proteica; Caseina: Dieta
padrdo com adi¢do de 10% de proteina provinda da caseina; Pontal: Dieta padrdo com adigédo de feijao
Pontal até atingir 10% de proteina; Agreste: Dieta padrdo com adigéo de feijao Agreste até atingir 10%
de proteina. DC: Kcal/100g

2.2.2. Ensaio biolégico

Vinte e quatro ratos machos (Rattus norvergicus, linhagem Wistar,
variacdo albinus) recém-desmamados, com 21 dias de vida e peso
variando entre 60 e 68g, foram obtidos no Biotério Central do Centro de
Ciéncias Bioldgicas e da Saude da UFV. Os animais foram distribuidos em
4 grupos, com 6 animais cada, de modo que a diferenga da média dos
pesos entre os grupos nao excedesse 8g. O grupo que recebeu dieta
isenta de proteina foi denominado grupo aproteico, os grupos que
receberam dieta tendo como fonte de proteina a caseina, o feijao BRS
pontal e o feijdo BRS agreste, foram identificados como grupo Caseina,

Pontal e Agreste, respectivamente.
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Durante os 14 dias de experimento, os ratos foram mantidos em
gaiolas individuais de ago inoxidavel, em ambiente com temperatura
controlada a 22 °C e ciclo de claro e escuro de 12 horas controlado
automaticamente. A dieta e agua filtrada foram oferecidas ad libitum. O
consumo alimentar e o peso dos animais foram monitorados
semanalmente. O coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA) foi determinado
de acordo com a razao entre o ganho de peso total (g) e consumo total de
dieta (g).

Todos os procedimentos adotados no ensaio biolégico foram
realizados em consonancia com o0s principios éticos na experimentacao
animal, sendo o protocolo do estudo avaliado, aprovado pelo Comité de
Etica, protocolo n° 64/2010, da Universidade federal de Vigosa.

Para a determinacéo da digestibilidade, nos dias 8° e 12° os animais
receberam dietas marcadas com indigo carmin na proporgdo de 200
mg/100 g de dieta. As fezes foram coletadas do 9° ao 13° dias e
acondicionadas em recipientes individuais para cada animal e mantidas
sob-refrigeragdo. Ao término do experimento, as fezes foram secas em
estufa com circulagdo de ar a 105 °C por 24 h. Em seguida foram
resfriadas, pesadas e trituradas em multiprocessador para determinacéo da
concentracao de nitrogénio, pelo método semimicro Kjeldahl, com amostras
em triplicata, segundo AOAC (1995).

A digestibilidade verdadeira foi calculada medindo a quantidade de
nitrogénio ingerido na dieta, a excretada nas fezes e a perda fisiolégica nas
fezes, que corresponde ao nitrogénio fecal do grupo com dieta aproteica. O
calculo da digestibilidade verdadeira (DV) foi feito de acordo com a
seguinte equagao:

(%) Digestibilidade Verdadeira=1—-(F-FK)/1x100 Onde:

I =Nitrogénio ingerido pelo grupo teste
F =Nitrogénio fecal do grupo teste

FK =Nitrogénio fecal do grupo com dieta aproteica

O Coeficiente de Eficacia Proteica (PER) foi determinado por meio

do método de Osborne, Mendel e Ferry, de acordo com a AOAC (1975).
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Este método relaciona o ganho de peso dos animais com o consumo de

proteina. Para o calculo do PER, utilizou-se a seguinte raz&o:

PER = Ganho de peso (g) do grupo teste / Proteina consumida (g) pelo

grupo teste

A Razdo Proteica Liquida (NPR) foi determinada, de acordo com
Bender e DoelL (1957), no 13° dia do experimento, levando-se em
consideragdo o ganho de peso do grupo teste, mais a perda de peso do
grupo com dieta aproteica em relagdo ao consumo de proteina do grupo

teste, usando a equacao:

NPR = Ganho de peso (g) do grupo teste + Perda de peso (g) do grupo

aprotéico / Proteina consumida (g) do grupo teste

O valor de NPR das dietas do grupo-teste expresso como percentual
em relacao a caseina é denominado NPR relativo (NPRR) e o valor de
PER das dietas do grupo-teste expresso como percentual em relagao a
caseina € denominado PER relativo (PERR). O valor de DV das dietas do
grupo-teste expresso como percentual em relagdo a caseina € denominado
DV relativa (DVR).

Para o calculo do escore quimico e escore quimico corrigido pela
digestibilidade proteica (PDCAAS), foram utilizados os valores da
digestibilidade verdadeira determinada in vivo no ensaio bioldgico, os
teores de nitrogénio, proteina, aminoacidos indispensaveis e o escore
padrdao de aminoacidos da Food and Agriculture Organization (FAO/WHO
2007). O escore quimico é o valor obtido a partir da razao entre teor de
aminoacido na proteina (mg/g) e o padrdo da FAO, sendo considerado
como limitante aquele aminoacido com o escore quimico menor que 1. O
PDCAAS se baseou no valor do escore quimico do aminoacido essencial
mais limitante de cada um dos feijdes sendo o calculo realizado de forma a
multiplicar o escore mais baixo destes aminoacidos pela digestibilidade da

proteina.
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2.4. Analise estatistica

O tratamento dos dados foi realizado a partir da analise de variancia
(ANOVA) seguida do teste de comparagédo multipla de Tukey, adotando-se
o nivel de significancia de 5% probabilidade. A escolha por testes
paramétricos foi feita de acordo com o resultado obtido no teste de
normalidade de Shapiro-Wilk e de igualdade de variancias de Bartlett,
empregando o nivel de significancia de 0,1% de probabilidade (P<0,001).
As analises foram realizadas utilizando o software Sigma Plot versdo 11.0
(Systat Software, Inc., 2008).

3. Resultados e Discussao

A concentragao de proteina encontrada nos feijdes Pontal e Agreste
variou de 21 a 23% (Tabela 2). Além de uma boa fonte de proteinas os
feijdes apresentaram uma excelente fonte de fibras alimentares (20%) que
podem trazer beneficios diversos a saude. Os feijdes contendo Fe e Zn
apresentaram um aumento de 50 e 20% desses minerais respectivamente,
quando comparado as variedades comuns (Ramirez-Cardenas et al., 2008;
Leonel et al., 2008).

Tabela 2 - Composicao quimica das farinhas dos feijdes BRS Pontal e BRS
Agreste, com base na matéria seca

COMPONENTES BRS Pontal BRS Agreste
Umidade (g.100 g") 8,20 8,40
Carboidratos totais (g.100 g™') 39,80 40,60
Proteina bruta (g.100 g™') 23,40 21,01
Lipidio (g.100 g™") 0,97 1,10
Fibra alimentar total (3.100 g™") 24,02 25,23
Insoltivel (g.100 g™') 21,16 21,56
Soltvel (g.100 g™) 2,86 3,67
Cinzas (g.100 g”) 3,60 3,70
Ferro (mg. 100 g™) 8,46 9,64
Zinco (mg. 100 g™") 4,17 2,96
Tanino (mg ET. 100 g7) 37,24 26,78
Fitato (ug. 100 g™) 102,02 78,4

Quanto a composicao de aminoacidos indispensaveis os valores dos

aminoacidos do padrao FAO/OMS foram comparados com os do feijao
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Pontal e Agreste, conforme mostrado na Tabela 3. O padrdo reflete as
necessidades de aminoacidos essenciais que o ser humano necessita. O
cultivar BRS Pontal apresentou niveis deficientes de cisteina e metionina
(0,76), em relacao aos padroes FAO de referéncia, a similaridade dos
dados descritos na literatura (Ramires Cardenas et al 2008). O feijao BRS
Agreste ndo apresentou aminoacidos limitantes e teve maior concentragao
de aminoacidos sulfurados Cisteina e Metionina que o Pontal (Tabela 3).
Tabela 3 - Composicao quimica quanto ao teor de aminoacidos

indispensaveis, Escore quimico e PDCAAS dos feijdes BRS Pontal e BRS

Agreste

_ _ Composigao *Padrao -
AMinoacidos  (mg de aalg de PTN) ~ FAO / WHO Escore Quimico
Indispensaveis Pontal Agreste (2007) Pontal Agreste
Phe + Tyr 85,47 88,95 46 1.86 1.93
His 31,63 29,48 18 1.75 1.64
lle 44,21 45,30 31 1.43 1.46
Leu 80,84 80,54 63 1.28 1.28
Lys 64,98 68,72 52 1.25 1.32
Met + Cys 19,66 26,65 26 0.76 1.02
Thr 51,06 48,56 27 1.89 1.79
Val 43,79 48,33 42 1.04 1.15
DV 59% 42%
PDCAAS 44.8%

aa: aminoacido; PTN: Proteina; PDCAAS: Escore quimico corrigido pela digestibilidade proteica (1° aminoacido
limitante x digestibilidade verdadeira da proteina (DV), obtida em experimento com ratos) *Padrao FAO/WHO

para criangas de 1 a 2 anos de idade (2007)

Os feijdes Pontal e Agreste sdo constituidos em maior parte por
pelos aminoacidos indispensaveis: leucina, seguido por lisina, fenilalanina,
treonina, valina, isoleucina, tironina, histidina, metionina e cisteina (Tabela
3). De acordo com Franco (2005) alimentos com elevado teor de lisina sdo
desejaveis, em razao de esse aminoacido, juntamente com a arginina e a
serina, promover maior absor¢ao do teor de calcio pelo organismo, porque
influencia o pH intestinal e a formacao de compostos soluveis calcio-
aminoacidos. Por sua vez, a leucina, a isoleucina e a valina contribuem
com a recuperacado de traumas multiplos e de queimaduras, além de ter
participacdo no restabelecimento de processos metabdlicos normais,

quando o figado se encontra debilitado (Costa, 2003).
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Pela avaliagdo do computo quimico, a proteina do feijao BRS
Agreste ndo apresentou aminoacidos limitantes dentre aqueles avaliados
pelo escore quimico (Tabela 3), apresentando, portanto uma proteina de
melhor qualidade em relagdo ao feijao BRS Pontal, que teve um escore
quimico menor que 1,0 para os aminoacidos sulfurados (metionina +
cisteina).

Outros parametros utilizados para a determinagdo da qualidade
protéica sdo o coeficiente de eficacia protéica (PER) e o (NPR) Razao
proteica liquida que relaciona o ganho de peso dos animais com o
consumo de proteina e esses sdo comparados a uma proteina padrao, no
caso a caseina. Os valores de PER e NPR encontrados para os feijoes
Pontal e Agreste foram 46 e 44% e 81 e 75% menores que aqueles do
grupo que recebeu caseina. A partir desses resultados podemos verificar
que os feijdes ndo apresentaram diferenga estatistica entre eles e foram
inferiores a caseina em qualidade nutricional. Eles ndao foram capazes de
promover um crescimento adequado dos ratos, através da qual a média de
ganho de peso do grupo caseina foi de 57g e do grupo Pontal e Agreste
foram de 21g em média, conforme mostrado na Tabela 4.

Esse dado é bastante interessante, pois, embora o feijao Agreste
tenha apresentado composicdo de aminoacidos essenciais adequadas
para promover crescimento de humanos em fase de desenvolvimento, é
importante ressaltar que n&o houve aproveitamento biolégico dos
aminoacidos (biodisponibilidade), como mostrou os indices PER e NPR.

Os animais que consumiram a dieta a base de feijao apresentaram
indices de qualidade proteica, PER e NPR menores que aqueles que
receberam a dieta padrdo em caseina. No grupo Pontal o percentual de
adequacao médio relativo a caseina para NPR foi semelhante (P>0,05)
(Tabela 4) ao grupo Agreste, que apresentou pior resultado (P<0,05) para
digestibilidade verdadeira (Tabela 5).



Tabela 4 - Média dos parametros bioldgicos de qualidade proteica dos
grupos expermentais

Grupos GP (g) CA (9) Pl (g) PEF (g) PER NPR
Caseina 57,3+6,7 ° 180,1£5,9 2 1,39° 6,8#0,98° 3,46:0,35% 2,59:0,36 °
Pontal 21,0675°  113,3:300°  087°  32,9#11° 1,86:037° 0,49:0,61°

Agreste 215+¢23°  113.9+187° 0,88° 38,4+2,8° 1,93:0,39° 0,64:0,24°

Caseina: animais (n=6) alimentados com dieta padrao com adi¢cao de caseina como fonte proteica. Pontal:
animais alimentados com dieta padrdo com adigéo de feijao Pontal como fonte proteica; Agreste:
animais alimentados com dieta padrdo com a dicdo de feijdo Agreste como fonte proteica. GP:
Ganho de peso. CA: Consumo alimentar. PI: Proteina total ingerida na dieta. PEF: Proteina total
excretada. PER: Coeficiente de eficacia proteica. NPR: Razéo proteica liquida. Médias na coluna

seguidas de uma mesma letra n&o diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

A quantidade de proteina excretada nas fezes esta diretamente
relacionada a quantidade de proteina consumida e a eficiéncia da
digestibilidade dessa proteina pelo tratogastrointestinal. No caso dos
feijdbes, embora o consumo de proteinas tenha sido menor que o grupo
caseina, a excrecao de proteinas foi muito maior, indicando que houve um
menor aproveitamento das proteinas que foram consumidas (Tabela 4).

A digestibilidade € a medida da porcentagem das proteinas que séo
hidrolisadas pelas enzimas digestivas e absorvidas pelo organismo na
forma de aminoacidos ou de qualquer outro composto nitrogenado. Quando
certas ligagbes peptidicas ndo sao hidrolisadas no processo digestivo,
parte da proteina € excretada nas fezes ou transformada em produtos do
metabolismo pelos microorganismos do intestino grosso (NAVES et al,
2004; PIRES et al (1), 2006).

A digestibilidade da proteina dos feijées foi avaliada pela diferenca
do nitrogénio ingerido e o excretado nas fezes, proveniente da dieta, das
células de descamacao do tubo digestivo, do suco gastrico e da microflora
intestinal. Para um melhor calculo da digestibilidade, a excre¢cao do
nitrogénio fecal do grupo teste foi corrigida pelo nitrogénio fecal do grupo
aprotéico (MUJICA et al, 2001).

Ao comparar os resultados de digestibilidade obtidos para os feijdes
com aqueles observados para o grupo caseina, verificou-se que o feijao
Pontal (64%) apresentou um valor de digestibilidade verdadeira
significativamente maior que o Feijao Agreste (45%) e os dois feijdes

apresentaram digestibilidade inferior ao padrao Caseina (Tabela 5).



Tabela 5 — Média dos fatores antinutricionais e dos parametros de
digestibilidade in vivo e escore quimico corrigido pela
digestibilidade (PDCAAS).

Grupos Cons Tan (mg)  Cons Fit (ug) DV (%) DR (%) PDCAAS (%)

Caseina 0,0 0,0 92,0+0,02 ® 100 -
Pontal 18,49 50,99 59,0£0,13 ° 64.0 44,6
Agreste 15,05 44,06 42,0+0,13 ° 45.9 -

Caseina: animais (n=6) alimentados com dieta padrao AIN-93G com adigao de caseina como fonte proteica.
Pontal: animais alimentados com dieta padrédo com adi¢cdo de feijdo Pontal como fonte proteica;
Agreste: alimentados com dieta padrdo com a digdo de feijdo Agreste como fonte proteica
ConsTan: Consumo de tanino durante todo o periodo experimental. CFit: Consumo de fitato
durante todo o periodo experimental animais. DV: Digestibilidade verdadeira. DR: Digestibilidade
relativa. Médias na coluna seguidas de uma mesma letra ndo diferem entre si a 5% de

probabilidade pelo teste de Tukey.

A Digestibilidade dos feijdes BRS Pontal e Agreste foi inferior aos
resultados encontrados por diversos autores que trabalharam com feijoes
comuns (Pires et al., 2005; Cruz et al., 2003; Oliveira et al., 2003; Lujan et
al., 2008; Leonel et al., 2008 e Ramirez-Cardenas et al., 2008), (de 78,7 a
91,2%). Outros estudos citados por Rios et al (2003) e Abreu et al. 2003,
que avaliaram a digestibilidade de feijdbes em animais e em humanos, os
valores variaram de 10 a 70%.

A baixa digestibilidade dos feijdes pode ser considerada multifatorial
e uma explicagao para a grande variagao nos resultados dos estudos pode
estar relacionado ao método de preparo das amostras, local de producéo,
variedade do feijdo, tempo, condigbes de armazenamento e
processamento, bem como a presenga de fatores antinutricionais. A
presenca de fatores antinutricionais como tanino e fitatos pode ser uma
possivel explicagdo para a baixa digestibilidade encontrada para estes
graos. De acordo com varios autores os taninos sao potentes inibidores de
enzimas por complexarem com proteinas enzimaticas, o que pode explicar
a baixa digestibilidade das proteinas das leguminosas, inibicdo do
crescimento e aumento da excrecdo de nitrogénio fecal em animais
(Bressani 1993; Genovese e Lajolo, 2001; Oliveira et al., 2001; Lujan et al.,
2008). O fitato sob condigbes fisiologicas sao capazes de interagir
extensivamente com proteinas e minerais, formando complexos insoluveis

reduzindo a Dbiodisponibilidade de nutrientes. Complexos fitato-
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proteina/aminoacido s&o de dificil digestdo, reduzindo a utilizagdo de
proteinas. Sebastian et al, 1998; Selle et al., 1997). relataram uma agéo
redutora do fitato sobre a atividade das enzimas proteolitcas (pepsina,
tripsina) e amiloliticas (a-amilase), afetando a digestibilidade e
disponibilidade da proteina, amido e, consequentemente, da energia.
Segundo Cowieson et al. (2006), a presenga de acido fitico na dieta
promove alteragdo no turnover das células do intestino provocando maior
produgdo de mucina e consequente aumento na perda de nitrogénio
endogeno e nos requerimentos de energia.

Os teores de fitato e taninos presentes nos feijdes BRS Pontal e
Agreste estdo dentro da faixa esperada para leguminosas e sao
semelhantes aos encontrados em outros estudos com feijdes comuns
(Ramirez-Cardenas et al. (2008), Pires et bal. (2006). Os ratos consumiram
18 e 15 mg de tanino e 50 e 44mcg de fitato durante todo experimento
(Tabela 4). A exposicdo prolongada a pequenas quantidades de
substancias consideradas antinutrientes, como fitatos e taninos foi
suficiente para prejudicar a digestdo e absorgédo de proteinas essenciais e
comprometer crescimento dos animais.

O resultado do escore quimico corrigido pela digestibilidade proteica
(PDCAAS) do feijao BRS Pontal foi de 44,6% (Tabela 5). Para o feijao BRS
Agreste, o qual ndo apresentou aminoacido limitante (Tabela 2), ndo foi
determinado o valor de PDCAAS. Segundo o paréametro do PDCAA, a
qualidade da proteina avaliada pelo escore quimico € baseada no
aminoacido essencial limitante, no qual valores maiores que 1,0 tanto para
0 escore quimico como para o PCDAAS indicam que a proteina é de boa
qualidade, contendo os aminoacidos essenciais, capazes de suprir as
necessidades para a dieta de humanos.

Portanto, pela avaliacgdo do PDCAAS, como o feijdo BRS Agreste
nao apresentou aminoacido limitante é pressuposto que este feijao tenha
uma qualidade proteica superior a de outras variedade que naturalmente
contenham aminoacidos limitantes. No entanto, o BRS Agreste apresentou
digestibilidade proteica muito inferior a do BRS Pontal e de outras

variedades comuns, indicando que na presenca de fatores antinutricionais,
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comuns em feijdes a disponibilidade dos aminoacidos pode ser
comprometida.

Embora o método PDCAAS tenha sido amplamente aceito, algumas
questdes tém sido levantadas na comunidade cientifica como: 1) a validade
da exigéncia dos valores de aminoacidos para criangas pré-escolarares
sendo que o padrdo de pontuagdo nao inclui os aminoacidos
condicionalmente indispensaveis, e estes aminoacidos também contribuem
para o valor nutritivo de uma proteina, validade da correcao fecal em vez
de digestibilidade ileal, ha fortes evidéncias de que digestibilidade ileal, e
nao fecal, seja o parametro correto para a corregdo do escore de
aminoacidos. O uso de digestibilidade fecal superestima o valor nutritivo de
uma proteina em fungao das possiveis interferéncias da flora bacteriana no
metabolismo de aminoacidos no intestino grosso (Fan e Sauer, 1995). A
maioria das proteinas e aminoacidos que entram no intestino grosso sao
excretadas ou incorporadas as proteinas microbianas, a qual representa a
maior fracdo do nitrogénio fecal (Laplace et al., 1994). Desse modo, a
digestibilidade ileal é teoricamente a melhor estimativa da disponibilidade
dos aminoacidos em relagao a digestibilidade fecal.

A truncagem dos valores PDCAAS a 100 % pode ser defendida
apenas para o numero limitado de situagbes em que a proteina € utilizada
como a unica fonte de proteina na dieta. Para a avaliagcdo do valor
nutricional das proteinas como parte de dietas mistas, o valor truncado nao
deve ser usados. Nesses casos, € necessaria uma avaliagdo mais
pormenorizada da contribuicdo da proteina para a composicdo de
aminoacidos de uma dieta mista.

Desde entdo, varios estudos nessa area foram publicados (por
exemplo, Caine et a. 1997a e 1997b , Huisman et al. 1993 , Rowan et al.
1994 , Van Leeuwen et al. 1996) indicando que os fatores antinutricionais
associados com proteinas dietéticas podem aumentar substancialmente as
perdas enddgenas de aminoacidos e, por conseguinte, reduzir o valor
nutricional das proteinas. Sé a digestibilidade ileal verdadeira de
aminoacidos levara essas perdas em conta (Darragh et al. 1,998 ), e, por
conseguinte, € oportuno considerar a utilizagdo de ileo em vez de valores

de digestibilidade fecais .
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4. Conclusao

Os feijobes BRS Agreste e BRS Pontal apresentaram elevado teor de
proteinas, fibras alimentares e Minerais.

O feijao Agreste apresentou adequado perfil de aminoacidos
essenciais e o Pontal foi limitante em aminodacidos sulfurados.

Os feijdbes apresentaram digestibilidade verdadeira baixa,
possivelmente devido a presenca de fatores antinutricionais.

O feijao Agreste apresentou menores teores de taninos e fitatos que
o feijao Pontal.

Embora o feijao BRS Agreste tenha apresentado escore quimico de
aminoaciodos superior ao feijdo BRS Pontal, os parametros bilogicos de
avaliagdo da qualidade proteica indicaram que esses aminoacidos nao
estdo biodisponiveis e, portanto ndo podem ser considerados como uma

boa fonte proteica.
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CAPITULO 2

FEIJOES BIOFORTIFICADOS: BIODISPONIBILIDADE DE FERRO
COMPARAVEL AO SULFATO FERROSO

RESUMO

A biofortificagédo de feijao com ferro (Fe), por meio do melhoramento
genético classico, tem se tornado uma alternativa viavel para melhorar a
qualidade nutricional de alimentos basicos e assim possibilitar a reducao de
caréncia de Fe, considerada endémica em determinadas regidées do Pais.
Objetivou-se determinar a biodisponibilidade in vivo de Fe dos cultivares
BRS Agreste e BRS Pontal biofortificados com Fe e Zn. Para o ensaio de
biodisponibilidade de Fe, pelo método da deplegcao/replecdo, foram
utilizados 32 ratos machos, wistar, com 21 dias de idade. O experimento foi
realizado em delineamento inteiramente casualizados com 32 unidades
experimentais, sendo quatro grupos com oito repeticbes. Os grupos
receberam dieta com adicdo de Fe na forma de sulfato Feso (controle
positivo), dieta sem adigdo de qualquer fonte de Fe (controle negativo), e
dietas testes, adicionadas de farinhas de feijdes biofortificados como fonte
de Fe. As dietas foram padronizadas para conter 12mg de Fe/ Kg de dieta.
Os dados foram submetidos a ANOVA e as médias foram comparadas pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade. O ¢ onsumo de Fe e ganho de
hemoglobina foram menores nos grupos que receberam feijdes como fonte
de Fe (G3 e G4), quando comparados ao grupo controle que recebeu
sulfato Feso (G2). No entanto, os valores encontrados para coeficiente de
eficiéncia alimentar (21, 20 e 19%) e HRE (78, 70 e 68%) nao diferiram
entre 0s grupos que receberam feijdes biofortificados (G3 e G4) e o
controle (G2). Os resultados encontrados mostraram que a
biodisponibilidade de Fe dos feijdes biofortificados foi comparavel a
biodisponibilidade de Fe do sulfato Feso e que os fatores antinutricionais
presentes nestes feijdbes nao foram suficientes para prejudicar a

biodisponibilidade de Fe dos mesmos.
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1. Introdugao

Anemia por deficiéncia de Fe € um problema de saude publica que
atinge aproximadamente um quarto da populagdo mundial, sendo a maior
prevaléncia em mulheres e criangas. Segundo Organizagcdao Mundial de
Saude a deficiéncia desse micronutriente ndo € exclusiva de paises em
desenvolvimento e pode existir até mesmo em populagdes onde o
suprimento de alimento é adequado (WHO, 2008). Os esforgos globais
para reduzir a incidéncia de anemia tém sido amplamente direcionados
para o consumo crescente de suplementacdo de Fe por meio da
fortificagao e biofortificacdo de alimentos, além da diversificagcao da dieta.

No Brasil, a EMBRAPA (Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria) coordena as pesquisas sobre biofortificacdo de alimentos
basicos, como arroz, feijao, batata-doce, mandioca, milho, feijao-caupi,
trigo e abobora (Nutti, 2008). Em outros paises, como nas Filipinas,
existem estudos em biofortificacdo de sementes de arroz enriquecidas com
Fe. Na Alemanha introduziu-se o [3-caroteno no endosperma do arroz para
producao do “Arroz Dourado” e, em Uganda, a batata doce esta sendo
biofortificada com caroteno de forma eficiente (Zancul, 2004).

No Brasil, a biofortificagdo genética do feijdgo com Fe e Zn tém
concentrados esforgos inicialmente no screening do germoplasma existente
e nos acessos do banco ativo de germoplasma. O feijao além de ser uma
fonte consideravel de proteinas, vitaminas e minerais pode representar
uma boa alternativa para aumentar a ingestdo de Fe por popula¢des que
consomem esse grao como alimento basico (Costa et al. 2011).

Estudos sobre a biodisponibilidade de Fe em feijdes biofortificados
sao escassos, havendo, portanto, a necessidade de realizar estudos que
comprovem a eficacia da bioforticagdo. Ross et al. (2000) verificaram que
variedade de feijdo com altos teores de Fe resultaram em maiores
biodisponibilidade de Fe em ratos que outras variedades com baixos teores
desse elemento. Segundo os autores essa variagdo nao foi dependente
somente do conteudo de Fe, mas também do gendtipo estudado. Além
disso, a absorgéo de Fe é influenciada por fatores estimuladores (acido
ascorbico) e inibidores (fitatos e taninos) que sao encontrados em
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leguminosas (Costa, 2003). Assim, o aumento do teor de Fe em feijoes por
meio do processo de biofortificacdo pode ndo ser necessariamente uma
garantia de uma maior biodisponibilidade de Fe. Nesse sentido, o objetivo
do presente estudo foi avaliar a biodisponibilidade de Fe em ratos

alimentados com feijdes biofortificados com Fe e Zn.



2. Material e Métodos
2.1. Cultivares de feijao

O projeto de biofortificacdo de feijoeiro comum busca de novas
fontes de Fe e Zn, observando as interagdes genéticas ocorridas entre os
acessos € 0 ambiente. Inicialmente foram selecionados gendtipos
superiores para Fe e Zn que foram utilizados como genitores em
cruzamentos biparentais visando a formagédo de populagdes segregantes
promissoras.

O método consiste em avaliar por varios anos e em diferentes
eépocas de cultivo, gendtipos de diversas origens sob condigdes normais de
irrigacao e estresse hidrico. As analises foram realizadas no Laboratoério de
Quimica de Solo e Planta, Embrapa arroz e feijdo. Onde cada um dos
gendtipos foram avaliados seguindo a metodologia otimizada a partir do
método oficial da AOAC n° 9. 1.06 (AOAC, 1995).

Essas populagdes serdo avangadas para obtencdo de linhagens
biofortificadas com maior estabilidade desses minerais nos diferentes
ambientes de cultivo e resistentes a seca com teor de Fe (préximo de 100
ppm) e de Zn (proximo de 50 ppm).

As cultivares de feijdes biofortificados com Fe e Zn (BRS Agreste e
BRS Pontal) utilizadas, foram desenvolvidas e fornecidas pela Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA - Arroz e Feijao de Goias)
em maio de 2010. O desenvolvimento de germoplasma para as linhagens
contendo altos teores de Fe e Zn foi realizado seguindo um protocolo de
identificacéo, sele¢cdo e cruzamento entre os gendtipos oriundos de varias
localizagbes geografica do pais, avaliacédo e selegdo de linhagens em
ensaios com repeticoes por 4 anos e finalmente identificacdo de novas
cultivares, com registro, protecédo e produgao de sementes basicas.

As sementes utilizadas ainda ndo atingiram o alvo da biofortificagéo
de Fe e Zn (100ppm e 50ppm) e suas caracteristicas agrondmicas sao
apresentadas a seguir:

A BRS Pontal (LM 95102774) € uma cultivar de alto potencial
produtivo (4.271kg/ha) e arquitetura de planta prostrado. Apresenta

resisténcia ao Mosaico Comum e Antracnose; resisténcia intermediaria ao
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Crestamento Bacteriano, Fusarium e a ferrugem. A BRS Pontal € uma
cultivar com tipo de grdo comercial carioca, ciclo normal (85 a 95 dias) e
originou-se do cruzamento BZ3836//FB166/AN910523. O teor de Fe atual é
84,6 ppm.

A cultivar BRS Agreste € uma cultivar com alto potencial produtivo
(3.356 Kg/ha) e boas qualidades culinarias. Apresenta porte de planta ereto
e com resisténcia ao acamamento. Apresenta resisténcia ao mosaico
comum, reagao intermediaria a antracnose e Fusarium. Apresenta
uniformidade de coloragcdo e de tamanho de grados, massa média de 100
graos de 25 g e tempo de cozimento em torno de 32 minutos. A cultivar
BRS Agreste originou-se do cruzamento biparental entre os genitores CB
912052 e AN9022180. O teor de Fe atual é de 96,4 ppm.

2.2. Preparo da farinha de feijao

Os feijdes foram selecionados, lavados e cozidos sob pressdo na
propor¢cao de 1:2 (p:v) até atingir consisténcia macia, propria para o
consumo € minimo de agua de cocg¢ao residual. Posteriormente os feijoes
foram secos em estufa de ventilagdo por 17 horas a 60 °C e moidos em
moinho de faca MAO 090 CFT, com peneira de espessura de 0,84mm (20
mesh) e rotagdo 420 x g. As farinhas obtidas foram acondicionadas
individualmente em sacos plasticos, rotulados e congelados a -12 °C até o

momento do preparo das dietas experimentais.

2.3. Composigao Quimica

A umidade foi determinada de acordo com os procedimentos
descritos pelo Instituto Adolf Lutz (1985).

O teor de cinzas e minerais foram determinados seguindo as normas
metodoldgicas da Association Official Analytical Chemists (AOAC, 1984).
Em um grama de farinha de feijdo foi adicionado 10 mL de solugdo
nitroperclérica (3:1 v/v) e em seguida as amostras foram colocadas em
bloco digestor com aquecimento e exaustdo, sendo mantidas nesta
condicdo até a formacdo de uma solugédo limpida. Apos a digestdo, o

material foi transferido para um baldo volumétrico (25 mL) e o volume foi
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completado com agua deionizada. Essa mistura contida no baldo foi
utilizada para determinagdo dos teores de minerais e cinzas. Para cada
amostra de farinha de feijao foi realizada trés digestoes.

A concentragao de Fe e Zn foi determinada por espectrometria de
absor¢cdo atébmica. Os teores de potassio (K) foram determinados por
fotometria de chama, com limite de detec¢do da ordem de partes por
milhdo (ppm). Os outros elementos de interesse como calcio, cobre,
magnésio, manganés foram determinados por ICP-Emission Spectroscopy
e o fosforo por colorimetria.

O teor de proteina bruta foi determinado usando o método de
semimicro-Kjeldahl (AOAC, 1996). O teor de nitrogénio foi multiplicado pelo
fator de converséao 6,25 para calculo da percentagem de proteinas bruta.

A extragdo dos lipidios foi realizada segundo o método intermitente
Soxhlet (Gomes et al. 1996).

O teor de fibra alimentar total (FAT) e fibra alimentar insoluvel (FAI)
foram determinados de acordo com o método enzimatico gravimétrico. As
fibras soluveis foram medidas pela diferenga entre a FAT e FAI (AOAC,
2002).

A determinacao dos carboidratos foi realizada por diferenca, sendo
subtraidos de 100 a soma dos teores de lipidios, proteinas, umidade e
cinzas (AOAC, 1984).

A determinacdo da concentragdo de taninos foi realizada pelo
método de reacdo vanilina segundo Burns e colaboradores (1962).
Amostras de 0,2 g das farinhas de feijao foram suspensas em 10 ml de
solugdo a 1% de HCI em metanol, de acordo com Maxson e Rooney
(1972). Os tubos foram colocados em agitador automatico a 80 rpm
durante 20 minutos para a extragdo dos taninos (Prince et al., 1978). Em
seguida foram centrifugado a 3.000 rpm, por 20 minutos, e do
sobrenadante, aliquotas de 1 mL foram retirados e colocadas em tubo de
ensaio. A cada aliquota foram adicionadas 2,5 mL de solucdo a 1% de
vanilina em metanol e 2,5 mL de solu¢cdo a 8% de HCI em metanol. Os
tubos foram mantidos em repouso por 20 minutos e as absorvancias foram
medidas a 500 nm contra o branco reagente. Foram subtraidas das leituras

das amostras a absorbancias dos brancos, onde a solu¢do de vanilina foi
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omitida. Foi construida uma curva analitica de catequina onde 200 mg do
composto foram diluidos em 200 mL de metatol, sendo o volume ajustado
em baldo volumétrico. Aliquotas de 5,10,20, 25 e 50 foram retiradas da
solugdo concentrada e o volume foi ajustado para 100 mL em baldo
volumétrico com metanol. Em seguida, procedeu-se da mesma maneira
indicada para a determinacdo do tanino nas amostras que foram
substituidas por essas solugdes. Por meio da equagao de regressao linear
(R*=0,9885) para expressar o teor de taninos em miligrama EC/grama de
amostra.

A extracdo e quantificacdo dos diferentes mio-inositol fosfatos foi
realizada segunda a metodologia descrita pela AOAC (1990) e o método
cromatografico (Ultra sep®, modelo ES 100 RP18, Leonberg, Alemanha),
proposto por Sandberg e Ahderinne (1986). Foi pesado 1g de farinha de
feijao liofilizada em freeze-drier desidratado em triplicata e a extragado dos
mio-inositol foi feita com 20 mL de acido cloridrico (0,5 mol L") por 2 horas,
a 25+2 °C. Apods esse material foi centrifigado a 1.000 x g por 20 minutos e
o sobrenadante foi transferido para tubo de vidro e mantido em repouso por
12 horas. Em seguida o sobrenadante foi filtrado utilizando uma membrana
Milipore de 0,2 micrometros (ME 24 Sigma) e 1 mL do filtrado foi diluido em
24 mL de agua. Esse volume de 25 mL foi entdo passado em coluna
cromatografica de troca i6nica AG1- X8 100-200 mesh. A coluna foi
preparada em suporte de vidro (20 cm de comprimento por 2 cm de
diametro) com 5g de resina AG1- X8 e 5mL de hidréxido de sddio (1 mol L
). Essa mistura foi deixada em repouso por 12 horas. Em seguida, a
coluna foi carregada com 3 mL de hidroxido de sodio (1 mol L™) e, as
amostras foram passados em volumes de 1 mL, eluidas com 8 mL de acido
cloridrico (2 mol L™"). A coluna foi lavada com 3mL de hidréxido de sodio
utilizando-se fenolftaleina como indicador da saida total do &cido cloridrico
finalizando assim a coleta dos mioinisitois. A coluna foi lavado novamente
com 5 mL de agua e carregada com 5mL de hidréxido de sodio para o
reuso entre as repeticdes. O volume eluido foi concentrado em evaporador
rotatorio até secagem completa e suspendido em 1 mL de agua. Desta
suspensao 20uL foram utilizados para quantificacdo dos mioinisitois por
cromatografia liquida de Alta Eficiéncia (HPLC, SHIMADZU - modelo SPD-
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10A VP acoplado ao detector de indice de refragdo marca RID-6AD)
utilizando a coluna de fase reversa C18 (Supelco, 30 cm x 4.5 mm de
diametro). A fase moével foi constituida de acido férmico, metanol, agua,
hidroxido de tetrabutil amoénia (44:54,5:1,5 v/v) em pH 4,25 e o fluxo coluna

foi de 1.2 mL por minuto.

2.4. Ensaios Biolégico
2.4.1. Etica

O experimento com animais foi aprovado pelo comité de ética animal
da Universidade Federal de Vigosa (UFV), protocolo (CEUA 64/2010 UFV)
de acordo com o guia de procedimentos do colégio Brasileiro de

Experimentacdo Animal

2.4.2. Dietas

As dietas foram preparadas de acordo com as normas da AIN-93G
(Reeves et al.,, 1993) (Tabela 1). A albumina foi utilizada como fonte
proteica. Inicialmente todos os ingredientes foram misturados manualmente
e depois foram misturados em uma batedeira semi industrial (LIEME), com
baixa rotacao, por 30 minutos. As dietas prontas foram acondicinadas em
sacos de polietilieno e armazenadas em geladeira a 10 °C. Todos os
utensilios utilizados no preparo das dietas foram lavados com &agua
deionizada e colocados de molho em acido nitrico 10% over night e
enxaguados quatro vezes com agua deionizada (Ferreira e Gomes, 1995).

A concentragdo de Fe da dieta foi quantificada, apds digestao das
amostras com acido nitroperclorico (3:1 v/v) e diluigbes apropriadas com
agua deionizada, por espectrofotometria de absor¢do atémica, modelo
(GBC 908 AA) (Gomes, 1996).

Tabela 1 - Composicao das dietas experimentais da fase de Deplecao e
Replecdo (g.100g™" de dieta)
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Deplecao Replecao

Ingredientes

G1 G2 G3 G4

Albumina 20,00 20,00 16,74 15,84
Amido Dextrinizado 13,20 13,20 13,20 13,20
Sacarose 10,00 10,00 10,00 10,00
Oleo de Soja 7,00 7,00 6,87 6,87
Celulose Microcristalina 5,00 5,00 2,12 1,87
Mistura Mineral 3,50° 3,50" 3,50° 3,50°
Mistura Vitaminica 1,00 1,00 1,00 1,00
L-Cistina 0,30 0,30 0,30 0,30
Bitartarato de Colina 0,25 0,25 0,25 0,25
Amido de milho (gsp) 39,75 39,75 33,56 32,98
Feijao BRS Agreste - - 14,18

Feijao BRS Pontal - - 12,45
FeSO, - 12,00 - -
Teor de Fe da dieta 4,05 14,20 13,06 13,10
Densidade Calérica 414.8 414,8 408,8 408,1

Fonte: Dieta padrao adaptada de Reeves et al. (1993). Deple¢ao; G1: animais alimentados com dieta padrao
sem adicédo de ferro durante 21 dias. Replegao; Animais alimentados com suas respectivas dietas
por 14 dias, G1: Dieta padrdo sem adi¢cdo de Fe; G2: Dieta padrdao com adigao de Fe na forma de
sulfato ferroso (FeSO4), G3: Dieta padrdo com adigdo de 12ppm de Fe oriundo do Feijdo BRS
Agreste, G4: Dieta padrdo com adigao de 12 ppm de Fe oriundo do Feijao BRS Pontal. * Mistura de
minerais isenta de Fe. ** Mistura de minerais com FeSO4. Concentracdo de Fe nas dietas em ppm
apos o preparo. Densidade calérica: Kcal. 100g-1.

2.4.3. Delineamento experimental

A avaliagao da biodisponibilidade de Fe foi realizada pelo método da
AOAC (1998) e deplecaolreplecdo com algumas adaptacbes. Foram
utilizados 32 ratos machos da linhagem Wistar, recém-desmamados com
21 dias de idade e peso inicial em torno de 58g. Os animais foram
distribuidos em gaiolas individuais de ago inoxidavel, em ambiente com
temperatura controlada a 22 °C e ciclo claro e escuro de 12 horas.

No periodo de deplecao (21 dias), todos os animais receberam dieta
adaptada da AIN-93G (Reeves et al., 1993), isenta de Fe (Tabela 1) e agua
deionizada ad libitum, com o objetivo de induzir anemia Fepriva.

Na fase de replecao (14 dias), os animais anémicos foram divididos
em quatro grupos com oito animais em cada e receberam suas respectivas

dietas experimentais com objetivo de recuperar os niveis de hemoglobina,
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tempo durante o qual receberam agua deionizada ad libitum, e ingestao de
dieta controlada de aproximadamente 18 g por dia. As dietas foram
preparadas para fornecer 12 mg Fe/kg de dieta procedente do sulfato
ferroso (FeSO,, dieta controle) e 12ppm de Fe procedente dos feijdes
biofortificados (dietas teste), e que ao serem analisados apresentaram
teores préximos ao planejado (Tabela 1).

O peso dos animais e seu consumo alimentar foram monitorados
semanalmente, durante as duas fases experimentais. O coeficiente de
eficiéncia alimentar (CEA) foi determinado pela expressao que relaciona o

ganho de peso total dos animais (g) pelo consumo total de dieta (g) x 100.

2.4 .4. Determinacao dos parametros hematologicos

Ao término do periodo de deplegdao, 21 dias, foram coletadas
amostras de sangue por gotejamento, apds incisdo da porc¢ao terminal da
cauda dos animais para a determinagdo da concentracdo de hemoglobina
(g dL"). A dosagem de hemoglobina foi realizada segundo o método do
cianetohemoglobina, utilizando se o Kit de hemoglobina Bioclin®. A
absorvancia foi medida em um espectrofotbmetro de luz UV visivel
(SHIMADZU UV-1601), segundo o protocolo da AOAC (1998). Nesse
meétodo, apds secgdo da porcao terminal da cauda de cada animal e
gotejamento em vidro de reldgio, 20uL de sangue foram misturados a 5mL
de solugdo de cianeto e ferricianeto de potassio (solugédo de Drabkin),
sendo o ion ferroso (Fe?*) da hemoglobina oxidado para o estado férrico
(Fe**) pelo ferricianeto de potassio formando metahemoglobina, que se
combina com cianeto de potassio originando o0 cianeto de
metahemoglobina, cuja concentracdo foi medida a 540nm em
espectrofotometro SHIMADZU UV-1601. A cor resultante dessa reacgao é
proporcional a concentragcdo de hemoglobina no sangue dos animais
(Nelson e Morris, 1995). Para calculo da concentragédo de hemoglobina das
amostras de sangue foi utilizado como referéncia, o valor de leitura da
absorbancia de uma solugdo padrao de hemoglobina de concentragao

correspondente a 12 g/dL.
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Apoés analise da hemoglobina os animais foram distribuidos em 4
grupos experimentais de modo que a diferenga média da concentragédo de
hemoglobina fosse o mais uniforme possivel entre os grupos. Apds o
periodo de replecédo (14 dias) os animais foram sacrificados e o sangue
coletado por puncdo cardiaca e acondicionados em microtubulos com
anticoagulante (EDTA, Vacuette, Campinas, Brazil) para contagem dos
eritrocitos e posterior analise dos parametros hematologicos:

1 O Ganho de hemoglobina (GHb) foi calculado pela diferenca da
concentragdo da hemoglobina (Hb) do periodo final e inicial de replegao.

2 O pool de Fe da hemoglobina (Hb-Fe) foi calculado assumindo que
o volume de sangue total do rato foi de 6,7% do peso total e o teor de Fe
da hemoglobina de 0.335%:

3 Hb-Fe pool (mg) = [peso corporal (g) x Hb (g L™) x 6.7 x 0.335]
/10.000

4 A eficiéncia de regeneracao da hemoglobina (HRE) e o valor
bioldgico relativo (RBV) foram estimados de acordo com Manhoney, Van
Orden and Hendricks (1974):

Eficiencia de Regeneragao da Hemoglobina (HRE):

% HRE = mg Hb-Fe final - mg Hb-Fe inicial/Fe consumido (mg)

5 Valor Biologico Relativo (RBV):

RBV =100 x (HRE (%) grupo teste / HRE (%) grupo controle)

2.5. Analise Estatistica
Para analise dos resultados foi utilizado o programa Sistemas para

Analises Estatisticas e Genéticas (SAEG), versao 11.0, desenvolvido pela
Universidade Federal de Vigosa (SAEG, 1998). Os dados foram
interpretados por meio de analise de varidncia (ANOVA) e as médias

testadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia.

3. Resultados e discussao

A analise da composi¢cao quimica dos feijdes biofortificados com Fe
revelou que os teores de carboidratos, proteinas, cinzas e lipidios (Tabela
2), estdo compativeis com valores encontrados em outros estudos que

utilizaram feijées comuns cozidos (Antunes et al., 1995; Pires et al., 2005;
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Pires et al., 2006; Ramirez- Cardenas et al., 2008; Toledo et al., 2008;
Lemos et al., 2009).

Tabela 2 - Composi¢cao quimica dos cultivares de feijao bioforticados

COMPONENTES BRS PONTAL BRS AGRESTE
Umidade (g 100 g™") 8,20 8,40
Carboidratos totais (g 100 g™ 39,80 40,60
Proteina bruta (g 100 g™") 23,40 21,01
Lipidio (g 100 g™") 0,97 1,10
Fibra alimentar total (g 100 g”) 24,02 25,23
Insoltvel (g 100 g™) 21,16 21,56
Solavel (g 100 g™) 2,86 3,67
Cinzas (g 100 g™) 3,60 3,70
Potassio (mg 100 g™") 1200,43 1200,50
Fésforo (mg 100 g™") 390,00 430,10
Magnésio (mg. 100 g™ 190,20 210,40
Calcio (mg 100 g™) 10,20 60,00
Ferro (mg 100 g™") 8,46 (5,99%) 9,64 (6,65%)
Zinco (mg 100 g™) 4,17 2,96
Manganés (mg 100 g”') 1,50 1,01

"Biodisponibilidade de Fe, baseada no RBVure = Ferro total x Biodisponibilidade relativa de Fe. Dados

apresentados em 100g de farinha de feijoes

Os feijdes biofortificados com Fe apresentaram teores de Fe 20 a
50% maiores que diferentes variedades de feijdes comuns pesquisadas por
outros autores (Pires et al., 2005) (4,46 a 6,40 mg100g™); e Ramirez-
Cardenas et al., 2008 (4,52 a 7,77 mg 100g™"). Esse resultado ja era
esperado, uma vez que os feijdes estudados sdo biofortificados com Fe.
Para ser considerado um cultivar biofortificado os grédos devem atingir uma
concentracédo de Fe 50% superior a concentragéo de cultivares comuns,
que apresentam concentragao meédia de Fe em torno de 55 ppm (Welch et
al., 2000). Em trabalhos desenvolvidos com germoplasma de feijao da
colecdo do Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT), na
Colébmbia, Beebe et al. (2000) constataram que ha variabilidade genética
suficiente para aumentar em até 80% o conteudo de Fe nos graos, ou seja,
a expectativa € que se deselvolvam feijdes com concentracdo de Fe em
torno de 100 ppm, concentragcao essa, considerada alvo para o projeto de

biofortificagao.
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Tabela 3 — Ganho de peso (GP), Consumo Alimentar (CA), Coeficiente de
Eficiencia Alimentar (CEA), Consumo de Ferro (Cons Fe), Valor
de hemoglobina no inicio do periodo de replecéo (Hb Inic ).

Parametros Controles Grupos teste oV
Avaliados G1 G2 G3 G4

GP (9) 24,14+£3,08° 40,29+8,04° 40,14£501° 39,0£1,53% 14,49
CA (9) 172,5+28,7° 208,4+13,8° 186,6£13,8°° 192,5+14,5° 3,13
CEA (%) 14+0,08° 19+0,05° 21+0,04° 20+0,06° 14,17

Cons Fe (mg) 0,70+0,5° 2,96+0,4° 2,44%0,3° 2,52+0,4° 2,87

Hb lnic (gdL™")  7,17£1,53 7,19+1,14 7,05+1,08 6,88+0,80 4,12

Os resultados foram expressos em médias + DP para ratos anémicos (n=8 por grupo) apos um periodo de

Replecao (14 dias) alimentados com dietas contendo 12ppm de Fe: G1: animais alimentados com dieta
padrdo sem adigdo de Fe. G2: animais alimentados com dieta padrdo com adi¢cdo de Fe na forma de
sulfato ferroso (FeSO4), G3: animais alimentados com dieta padrdo com adi¢gdo de Fe oriundo do
Feijao BRS Agreste, G4: animais alimentados com dieta padrdo com adi¢cdo de Fe oriundo do Feijao
BRS Pontal. Para cada caracteristica avaliada, as medias seguidas de mesma letra nas linhas nao

apresentaram diferengas significativas, pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia.

A hemoglobina do inicio do periodo de replecao (Hb Inic) nao diferiu
entre 0s grupos, como esperado, uma vez que os animais foram agrupados
de forma a manter homogénea a média de hemoglobina entre os grupos e
assim garantir que todos os grupos experimentais iniciassem a fase de
replecdo em condicdes fisiologicas semelhantes, ou seja, com deficiéncia
de Fe. A concentragao de Hb do incio do periodo de replegao foi em média
de 7g dL™" (Tabela 3), suficiente para produzir deficiéncia de Fe, conforme
recomendado por Forbes et al.(1989).

Os animais do grupo controle negativo (G1), dieta padrao sem
adicdo de Fe, apresentaram menor (p<0,05) GP, CA, Cons Fe e CEA em
relacdo aos demais grupos. Tal fato foi em decorréncia da anemia
ferropriva, que provoca diminuicdo do apetite, e consequentemente
comprometimento do desenvolvimento.

Nao houve diferenca entre os grupos testes (G3 e G4) para o GP,
CA, CEA e Con Fe (Tabela 3). O consumo de Fe dos grupos testes (G3 e
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G4) foi aproximadamente 5-8% menor (p<0,05) que o controle positivo (G2)
(Tabela 3), apesar de o consumo ter sido controlado.

A biodisponibilidade de Fe dos feijoes biofortificados foi avaliada
pelo método de deplecao/replecdo. Segundo Forbes et al. (1989) este
método € um bom modelo para predizer a biodisponibilidade de Fe, em
comparagao com as técnicas radioisotopicas, podendo ser usado para
obter estimativas qualitativas da biodisponibilidade de Fe dos principais
acessos classificados como gendtipos promissores de alimentos
biofortificados, reduzindo assim o numero de gendtipos que teriam que ser
testados em humanos (Welch et al.,2000).

Na Tabela 4 estdo apresentados os indicadores diretamente
relacionados a biodisponibilidade do Fe nos diferentes tratamentos no
periodo de replecéo.

Durante o periodo de replegcdo o controle negativo (G1) continuou
recebendo dieta pobre em Fe para certificar que a recuperacéo da
hemoglobina dos grupos teste tenha sido devido ao tratamento e ndo a
alguma fonte contaminante da dieta experimental. Apdés o periodo de
replecdo, o controle negativo ndo recuperou os niveis de hemoglobina
sanguinea, ao contrario, houve reducdo de 1,04g dL™ indicando que o

tratamento foi efetivo na deplecédo de Fe nos animais (Tabela 4).

Tabela 4 — Ganho de hemoglobina (GHb), Valor biolégico relativo do ganho
de hemoglobina (RBVgHp) Concentracao de Fe da hemoglobina
dos ratos no inicio (Fe Hb Inic) e no final do periodo de
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replecdo (Fe-Hb Fin), Eficiéncia de regeneragdo da
hemoglobina (HRE), Valor bioldgico relativo da eficiéncia de
regeneracao da hemoglobina (RBVpgg).

Parametros Contoles Grupos teste v
Avaliados G1 G2 G3 G4

GHb -1,04 £0,95°  3,86+0,89° 2,48+0,99° 2,78+0,66° 19,24
RBVghn(%) - 100,00° 64,00° 72,00° 13,47

Fe-Hb Inic* 2,15+0,49 229+0,29 2,15+0,36 2,21+0,23 7,85
Fe-Hb Fin 2,20+0,57° 4,60+0,31° 3,87+0,44°> 3,95+0,43°> 6,12
HRE (%) 6,48° 78,172 70,832 68,97° 22.15

RBVure ) 100,0+0,15% 90,6+0,26* 88,2+0,22° 16,43

Os resultados foram expressos em médias + DP para ratos anémicos (n=8 por grupo) apds o periodo de
Replecdo (14 dias) alimentados com dietas contendo 12ppm de Fe e dieta isenta de Fe: G1: animais
alimentados com dieta padrdo sem adicdo de Fe. G2: animais alimentados com dieta padrdo com
adicdo de Fe oriundo do sulfato ferroso (FeSO4), G3: animais alimentados com dieta padrdo com
adicédo de Fe oriundo do Feijao BRS Agreste, G4: animais alimentados com dieta padrdo com adigéo
de Fe oriundo do Feijao BRS Pontal. Para cada caracteristica avaliada, as medias seguidas de mesma
letra nas linhas ndo apresentaram diferencgas significativas, pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

significancia.

O grupo controle positivo (G2) apresentou valor de Hb final dentro
dos valores médios de Hb para roedores, 11g dL™ a 18g dL™" (Harkness &
Wagner, 1993). O Ganho de hemoglobina diferiu entre os grupos testes
(G3 e G4) e controle positivo (G2). O ganho de Hb dos grupos que
receberam feijao agreste (G3) e pontal (G4) foi 36 e 28%, respectivamente,
inferior (p<0,05) ao controle positivo (G2). A diferenga pode ter ocorrido em
funcado do maior consumo de Fe pelo grupo controle. Assim, foi avaliado a
relacdo entre o GHb e o consumo de Fe e ganho de peso (figura 1). O
ganho de hemoglobina (GHb) foi positivamente correlacionado com o
consumo de Fe. (Spearman’sp = 0,8144 n=28, p<0,005), comprovando a
nossa hipotese. Além disso, o ganho de peso (Tabela 4) também foi
positivamente correlacionado ao GHb (Spearman’s p = 0,4439 n=28,
p<0,005), embora nao tenha ocorrido diferenga no ganho de peso dos
animais entre controle positivo (G2) e grupos que receberam feijdes
biofortificados. Estes resultados corroboram com os resultados de Yokoi, et

al (2008) que utilizaram o mesmo modelo experimental.
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Figura 1 — A) Correlagao entre ganho de hemoglobina (GHb) e consumo
de Fe e ganho de peso de ratos deficientes em Fe recebendo
dietas contendo sulfato ferroso, por 14 dias. B) Correlagao entre
ganho de hemoglobina (GHb) e ganho de peso de ratos
deficientes em Fe recebendo dietas contendo sulfato ferroso, por
14 dias.

A biodisponibilidade de Fe pode ser inferida pelo teor de Fe
incorporado a hemoglobina durante a fase de replecao (Haro-Vicente et al.,
2009). Sendo assim, foi calculado a eficiéncia de regeneracdo da
hemoglobina (HRE). Esta ndo diferiu entre os grupos testes (G3 e G4) e o
controle positivo (G2), comprovando a eficiéncia dos feijdes em recuperar a
Hb dos animais (Tabela 4).

Usando o valor biolégico relativo do HRE (RBVyre) como indicador
da biodisponibilidade de Fe obtido neste estudo, pode-se inferir que 100 g
do feijao BRSP e BRSA cozido e seco fornecem 7,6 e 8,5 mg de Fe
biodisponivel o que corresponde a aproximadamente 45% das
recomendagdes de ingestao diaria de Fe para mulheres em idade fértil e 80
% da recomendagdes para criangas de 4 a 8 anos de idade (Tabela 5),

segundo a Dietary Reference Intakes (DRI's) (IOM, 2001).
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Tabela 5 - Contribuicdo dos feijdes biofortificados para o suprimento das
recomendacgdes diarias de ferro para criangas e mulheres
adultas, baseado no consumo de 100 g de feijao cozido e em

base seca.
Feijdes Teorde Fe % Biodisponivel % de. adeqliag?o da
(mg/1009) Fe* ingestao
Mulheres Criangas
BRS Pontal 8,46 88,2 41,5 74,6
BRS Agreste 9,64 90,6 48,5 96,4

*% da biodisponibilidade baseada no RBVHre. T Calculado com base nas Recomendag¢des Nutricionais Diarias
(DRIs) de Fe para criangas com idade entre 4 e 8 anos, ambos os sexos (10mg) e mulheres adultas com

idade entre 31 a 50 anos (18mg) (Instituto Americano de Medicina, 2001).

Esta quantidade de Fe é nutricionalmente significativa, uma vez que
representa 40 a 80% da ingestéo dietética recomendada (DRI's), em 100 g
do produto cozido e seco. Segundo Bertolini e Fisberg (2010) as dietas
podem ser classificadas em trés categorias de biodisponibilidade, sendo
consideradas como dieta com alta biodisponibilidade aquelas que
apresentam biodisponibilidade acima de 19%. Desta forma os resultados
do RBVygre descritos acima indicam que os dois feijdes apresentaram
biodisponibilidade equivalente a aquela obtida em refeicdes com alta
biodisponibilidade.

Leguminosas como feijao apresentam compostos que podem
interferir na biodisponibilidade de minerais, como fibras, taninos e fitatos,
por isto eles foram investigados nas variedades de feijdes biofortificados
(Tabela 6).

Tabela 6 — Fatores fitoquimicos, Tanino e Fitato e Fibras expressos em g
de feijdo cozido em base seca.

Taninos b6 4 |p5 Fitato/Fe FDT  FDS

Feijoes M9 4 wmolg? pmolg” (gg") (gg?)
catequina g

Pontal 37 15,5 10,2 024 0,028

Consumo 88,7 371,5 2445 5,75 0,67

Agreste 2,7 11,9 6,9 0,25 0,036

Consumo 714 314.9 1826 662 0,95
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IP6 + IP5: Hexafosfato de mioinositol + Pentafosfato de mioinositol. FDT: Fibra Dietética Total. FDS: Fibra
dietética Soluvel. Consumo Reple¢éo: Consumo de feijdo na dieta (g) durante o periodo de replegao

(14 dias) multiplicado pelos fatores fitoquimicos presentes no feijéo.

Os feijdes biofortificados (BRS Pontal e Agreste) apresentaram,
respectivamente, 24 e 25% de FAT, sendo que 15 e 13% foide FAS e 85 e
87% de FAI (Tabela 2). Estes valores estdo proximos aos encontrados por
Londero et al., 2008 e Ramirez-Cardenas et al.,, 2008, que avaliaram
diferentes cultivares de feijdo comum utilizando a mesma metodologia.
Essas fragbes soluveis e insoluveis da fibra alimentar podem apresentar
diferentes efeitos fisiologicos na saude humana (Rehman; Shah, 2004,
Martino et al.,, 2012). A fibra alimentar ao se ligar a ions de minerais
polivalentes pode exercer um efeito negativo na biodisponibilidade de
alguns nutrientes, principalmente minerais (Torre et al., 1991) e proteinas.
Os possiveis mecanismos para explicar essa interacdo seriam a diminuigao
do tempo de transito intestinal, o0 que provoca uma redugao na absorcao de
minerais; diluicdo do conteudo intestinal e aumento do volume fecal;
formacdo de quelatos entre os componentes da fibra e os minerais;
alteracdo do transporte passivo e ativo dos minerais através da parede
intestinal; intercambio ibnico; retengdo de ions nos poros da estrutura
gelatinosa de alguns tipos de fibra. Observa-se que a fibra pode interferir
na biodisponibilidade de minerais, contudo, apenas nos casos em que a
ingestao deles é deficiente (Ruis-Roso et al., 2001).

Nossos resultados nao encontraram relacdo negativa entre o
consumo de fibra presente nos feijdes e biodisponibilidade de Fe em
animais. Resultados semelhantes também foram encontrados por Catani et
al. (2003), quando avaliaram efeito da celulose na absorcéo intestinal de Fe
em ratos machos anémicos durante a recuperacdo da anemia. Estes
autores nao observaram diferenga significativa no ganho de peso (grupo de
celulose = 132,8, controle = 128,0 g), Ganho de hemoglobina (grupo
celulose = 8.0, controle = 8,0 g/dL), hemoglobina (grupo celulose = 12,3;
controle = 12,1 g/dL) ou nos niveis de Fe hepatico (celulose grupo = 333,6;
controle = 398,49 /g tecido seco). Concluiram, portanto, que a celulose nao
afetou negativamente a regeneracdo da hemoglobina, o nivel de Fe

hepatico ou o crescimento de ratos durante a recuperacado da anemia por
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deficiéncia de Fe. Weber et al. (2010) avaliaram o efeito da mistura de fibra
dietética sobre o crescimento e absorcio intestinal de Fe de ratos em
recuperacao de anemia por deficiéncia de Fe. Nao observou efeito da
adicdo de fibras sobre o crescimento e consumo de dieta e absorgao
intestinal de Fe em ratos que recuperam de anemia. Além disso, esta
mistura favoreceu um aumento no peso de fezes e uma diminuigdo no pH
cecal. O mesmo ocorreu quando Martino et al. (2011) avaliaram o efeito da
fibora na biodisponibilidade de Fe em farinhas de soja com casca
submetidas ao tratamento térmico (150 °C/30min).

Os taninos sao considerados potentes inibidores da absorcéo de Fe
e de outros minerais, como o0 Zn e o calcio (Latunde-Dada & Neale, 1986).
Hurrel et al. (1999) observaram uma redugao de 50% a 70% na absorgao
de Fe em humanos, quando esses consumiram bebidas contendo cerca de
20 a 50 mg de polifendis totais em 275 ml da bebida. Em feijdes, os taninos
estao localizados principalmente na casca e em pequena quantidade nos
cotilédones (Santos, 2000) e sua quantidade em mg de catequina por g de
feijao cozido e seco varia de 0,03 a 38,0 (Shimelis e Rakshit, 2007; De
Mejia et al., 2003). O teor de taninos encontrado nos feijdes biofortificados
foi de 0,37% para o Pontal e 0,27% para o Agreste (Tabela 3). Segundo
House e Van Campen (1994), a concentragao de tanino nos feijdes comuns
quando excedem a concentracdo de 0,12% comprometem a absorgcdo de
Fe das dietas. Ao contrario dos resultados de House e Van Campen, a
concentracdo de taninos encontrada nas cultivares biofortificados em até
0,37% nao interferiram na biodisponibilidade do Fe dessas cultivares em
ratos.

O acido fitico ou fitato € a forma de reserva de fosforo da planta para
germinagcdo e crescimento. A maior parte se encontra na forma de
hexafosfato de mioinositol (81 a 89%), sendo 26 a 53% localizado no
tegumento (Anton, 2008). No nosso estudo analisamos o teor de IP6 e o
IP5, por serem as formas que mais se complexam com metais divalentes e
formam compostos estaveis e insoluveis, prejudicando a biodisponibilidade
de minerais. Os feijoes biofortificados cozidos e secos apresentaram teores
de fitato (IP6+IP5) variando de 0,8 a 1,0% (Tabela 3). A capacidade de

absor¢cdo de Fe esta associada a razdo molar fitato: Fe (Lestiene et al.
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(2005). Os feijoes biofortificados apresentaram raz&o molar para o feijao
agreste e pontal, de 6,9 e 10,2 respectivamente (Tabela 3). Embora a
razdo molar do feijao Pontal tenha sido 48% maior que a do Agreste, estes
valores ainda estdo abaixo do valor considerado prejudicial para a
biodisponibilidade de Fe. Razdo molar fitato:Fe >14 pode comprometer a
biodisponibilidade de Fe em animais e humanos (Richard et al. 1997).
Welch et al. (2000; 2002), verificaram em estudos com feijdes
convencionais tanto em animais quanto em humanos, que fitato n&o alterou
a biodisponibilidade de Fe e Zn. Uma possivel adaptacdo a altas
concentracdes de fitato nas refeigdes, provoca uma mudanga no balanco
negativo de Fe nos primeiros 5 dias de experimento e balango positivo
apo6s 10 dias. Além da presenga de microrganismos na microflora intestinal
que poderia alterar este efeito do fitato na absorcéo do Fe.

Estudo com mulheres com baixo status de Fe, que avaliou a
absorgcdo de Fe por meio da incorporagdo de eritrocitos de is6topos
estaveis de Fe, constatou-se que, apesar dos niveis de polifendis e da
razao molar acido fitico / Fe semelhantes, a absor¢do do Fe do feijao
biofortificado foi 40% menor do que a do Fe do feijdo convencional,
resultando em quantidades iguais de Fe absorvido (Petry et al., 2012). No
entanto, um estudo comparativo, com feijao vermelho, incluindo variedades
andinas, convencionais (49 mg Fe / g; "Low Fé") e biofortificados (71 mg Fe
/ g; "High Fe"), utilizando um modelo animal, revelou a eficiéncia de
manutengao de hemoglobina e valores superiores de ferritina do figado, no
grupo tratado com os feijoes biofortificados (Tako et al., 2011).

Ross e colaboradores (2000), avaliando a biodisponibilidade de Fe
em 24 gendtipos de feijdes selecionados com diferentes concentragdes de
Fe, tanino e fitatos, em ratos radioensaiados observaram uma
biodisponibilidade variando entre 53,1% e 76,2% dependendo do gendtipo.
Os autores observaram que gendtipos de feijoeiro com concentragbes mais
elevadas de Fe resultaram em aumento da quantidade de Fe biodisponivel
para ratos. Nao houve correlagao significativa entre a concentragdo de Fe
em diferentes genodtipos de feijao e a biodisponibilidade em ratos atribuiveis
as variagdes na IP5 + IP6 ou taninos, embora estes antinutrientes tenham
variado muito (19,6-29,2 micromol de IP5 + IP6 g, e 0,35-2,65 mg de
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taninos g') nas refeigdes do teste. Estes resultados corroboram com os
encontrados neste estudo. No entanto, como a concentragdo de Fe dos
feijobes bioforticados € maior, a vantagem é que numa mesma porgao

consumida teremos maior quantidade de Fe biodisponivel.

4. Conclusao:

Nossos resultados confirmaram que os feijdes biofortificados, além
de apresentarem uma boa fonte de proteinas e minerais, também possuem
baixo teor de lipidios e boa quantidade das fibras alimentares total e
soluvel, que podem trazer beneficios diversos a saude.

Concluimos que a biodisponibilidade de Fe dos feijdoes bioforticados
foi comparavel a do sulfato ferroso e que, por isso, podem ser
considerados um veiculo promissor de Fe biodisponivel. No entanto,
experimentos em humanos também devem ser avaliados para comprovar

sua eficacia.
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CAPIiTULO 3

BIODISPONIBILIDADE DE ZINCO E QUALIDADE FUNCIONAL DE
FEIJOES BIOFORTIFICADOS

RESUMO

O Zn é um mineral presente em mais de 200 enzimas diferentes,
0 que demonstra sua importancia para o bom funcionamento do
metabolismo. Dentre as fungdes dependentes deste nutriente, destacam se
as relacionadas ao metabolismo dos acidos nucléicos, a divisdo celular e
ao crescimento. Apesar desta grande importancia, o consumo de Zn
costuma ser pequeno, em diversos grupos populacionais. Nos vegetais
como as leguminoas a biodisponibilidade de Zn pode ser influenciada pela
presenca de substancias inerentes nas leguminosas como as fracoes de
fibras alimentares (soluvel e insoluvel), acido fitico, e polifendis (taninos) e
assim reduzir a absorcao destes elementos, devido ao efeito quelante que
exercem em diferentes graus.

Portanto o objetivo desse trabalho foi avaliar a biodiponibilidade de
Zn dos feijdes biofortificados em ratos e o efeito funcional do feijdo no
organismo animal. Foram utilizados 50 ratos machos, divididos em cinco
grupos experimentais com 10 unidades cada um, de acordo com o peso,
sendo mantidos em suas respectivas dietas, tempo durante o qual
receberam agua deionizada ad libittum, e ingestdo de dieta controlada,
variando de 15 a 18 g por dia. O peso dos animais foi monitorado
semanalmente bem como a ingestdo alimentar, calculando-se assim o
consumo, o ganho de peso e o coeficiente de eficiéncia alimentar. Os
animais receberam dietas contendo 15 e 30ppm de Zn oriundos do
carbonato de Zn ou dos feijdes biofortificados com Zn. Apds 42 dias, os
ratos foram sacrificados por inalagdo com éter etilico e o sangue coletado
por puncao cardiaca. O plasma foi separado da massa eritrocitaria para
analise do Zn plasmatico, Glicose, Colesterol, Triglicerideos, TGO e TGP.
O fémur direito foi retirado para posterior analise da retengcao mineral. A
analise de Zn do fémur dos ratos foi realizada por espectrometria de

absorcao atdbmica. A retencdo mineral no fémur dos ratos foi calculada
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considerando a quantidade de mineral depositada no fémur e a quantidade
de mineral consumida durante o experimento. Observou-se que quanto
maior a concentragao de feijao na dieta, maior a concentragao de fatores
antinutricionais e consequentemente maior o prejuizo na retengcao mineral
de Zn. A biodisponibilidade de Zn dos feijdes pode ser comparada a do
carbonato de Zn até 50% de adigcdo de feijao na dieta. Acima dessa
concentragdo houve prejuizo no desempenho e retengao mineral no fémur
dos animais. Nao houve relagao entre a concentragao de feijao e Zn nos
parametros bioquimicos relacionados ao perfil lipidico e glicémico dos

ratos.
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1. Introdugao

O desenvolvimento de feijao biofortificado com minerais € um
exemplo importante da evolugdo do melhoramento genético (Welch et al.,
2000). Essa estratégia de biofortificacdo do feijdo com Zn (Zn) pode ser
uma alternativa eficaz para aumentar a oferta de nutrientes e reduzir as
deficiéncias de micronutrientes em populagdes de baixa renda,
especialmente nos paises em desenvolvimento, como o Brasil (Jons e
Eyzaguirre, 2007). O Zn é um mineral essencial para o organismo, por ser
o elemento traco crucial para funcionamento adequado de mais de 300
enzimas e ligado a processos celulares importantes como divisdo e
apoptose.

No entanto, o aumento na concentracdo mineral nos alimentos, por
si sO, pode néo refletir um aumento proporcional no teor mineral absorvido,
pois a biodisponibilidade dos minerais também ¢é modulada pela
concentracdo de compostos inibidores da absorgao. O acido fitico (fitato), e
taninos sado exemplos classicos de nutrientes, encontrados em
leguminosas que podem interferir na biodisponibilidade de minerais quer
por inibicdo de enzimas, durante a digestao, ou pela interagao direta com
0s minerais, diminuindo sua solubilidade e aumentando sua excregao
(Sathe, 2002).

Dentre os compostos de fitato apenas o hexafosfato e o
Pentafosfato de mioinositol (IPgs € IP5) exercem um efeito negativo sobre a
biodisponibilidade de minerais. Nessa forma eles possuem em sua
estrutura 6 e 5 ions fosfatos ligados aos carbonos da molécula que, por
serem altamente eletronegativos no pH do lumen intestinal, formam
complexos insoluveis com minerais divalentes como o Zn, que precipitam e
acabam sendo excretados nas fezes (Richard e Thompson, 1997; Sathe,
2002). Os outros compostos formados tais, como IP; e IP4, tém baixa
capacidade de ligagdo a minerais ou quando se ligam os complexos
formados s&o mais soluveis.

Os taninos sédo conhecidos pela sua capacidade de se complexar a
proteinas e minerais, diminuindo a digestibilidade e consequentemente o

valor nutricional do alimento.
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No entanto os Taninos e Fitatos e seus produtos de hidrélise, podem
apresentar efeitos benéficos a saude, baixando lipidios e glicose no
sangue, quando fornecidos em baixos niveis na dieta. Esses compostos
tém sido considerados como fatores de protecdo contra o efeito dos
radicais livres, em doengas como cancer e aterosclerose (Silva et al., 1999;
Andrade et al., 2010; Yonekure e Susuki, 2003). Assim, o uso diario desses
cultivares biofortificados para consumo humano, como parte de uma dieta
equilibrada, pode ajudar a melhorar a saude, prevenir ou minimizar varias
doencas crénicas.

Para tanto o objetivo deste trabalho foi avaliar a biodisponibilidade
de Zn dos feijdes biofortificados e verificar se a sua ingestdo promoveu

efeito funcional no organismo dos animais.

2. Material e Métodos
2.1. Cultivares de feijao

Foram utilizados dois cultivares de feijdes biofortificados com Zn
(BRS Agreste) variedade mulatinho e (BRS Pontal) variedade carioca.
Esses cultivares foram desenvolvidos e fornecidos pelo programa de
melhoramento de sementes da EMBRAPA - Arroz e Feijao de Goias e
EMBRAPA Agroindustria de Alimentos de Sete Lagoas. O
Desenvolvimento de germoplasma para desenvolvimento de linhagens com
alto teor de Zn foi realizado seguindo um protocolo de identificagao,
selegcdo e cruzamento entre os gendtipos com altos teores de Fe e Zn em
varios ambientes de avaliagdo, em ensaios com e sem repeticdo; avaliacao
e selecdo de linhagens superiores em ensaios com repetigcdes por quatro
anos e finalmente identificagdo de novas cultivares, com registro, protecao

e producao de sementes basicas.

2.1.1 Preparo da farinha de feijao

Os feijdes foram selecionados, lavados e cozidos sob pressdo na
proporcao de 1:2 (p:v) até atingir consisténcia macia, prépria para o
consumo € minimo de agua de cocg¢ao residual. Posteriormente os feijoes

foram secos em estufa de ventilagdo por 17 h a 60 °C e moidos em moinho
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de faca (MAO 090 CFT), com peneira de espessura de 20 mesh (1.04mm)
a 2000 rpm (12000 gs™). As farinhas foram acondicionadas individualmente
em sacos plasticos, rotulados e congelados a -12 °C até o momento do

preparo das dietas experimentais.

2.1.2. Composigado Quimica

A umidade foi determinada de acordo com os procedimentos
descritos pelo Instituto Adolf Lutz (1985).

O teor de cinzas foi determinado seguindo as normas metodolégicas
da AOAC (1984).

A determinagdo do teor de minerais foi realizada em triplicata, de
acordo com o método de Gomes (1996). Um grama de amostra de farinha
de feijao foi pesado em uma balanga analitica ao qual foram adicionados
10 mL de solugéo nitroperclorica (3:1 v/v). As amostras foram colocadas
em bloco digestor com aquecimento e exaustdo, sendo mantidas nesta
condicao até a formacdo de uma solugcédo limpida. Apds a digestdo, o
material foi transferido para baldes volumétricos de 25 mL e o volume
completado com agua deionizada. O Zn foi determinado por espectrometria
de absorcdo atbmica. O calcio (Ca) e o magnésio (Mg), foram
determinados por ICP-Emission Spectroscopy. A concentragdo dos
elementos foi calculada utilizando-se uma curva padrao com concentragcao
conhecida para cada elemento analisado.

A determinacédo de proteinas foi realizada segundo método proposto
por Kjeldahl para a quantificacdo de nitrogénio total segundo a AOAC
(1984). O teor de nitrogénio da amostra foi convertido para proteina por um
fator relativo ao teor de nitrogénio da proteina, que no caso das
leguminosas ¢é 6,25.

A extracdo dos lipidios foi realizada segundo o método intermitente
Soxhlet (AOAC, 1984).

O teor de fibra alimentar total (FAT) e fibra alimentar insoluvel (FAI)
foram determinados de acordo com o método enzimatico gravimétrico
(Prosky et al., 1988; AOAC, 1990). As fibras soluveis foram medidas pela
diferenga entre a FAT e FAl.
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A determinacdo dos carboidratos foi realizada por diferenca, sendo
subtraida de 100 a soma dos teores de lipidios, proteinas, umidade e
cinzas, AOAC (1984).

A determinagao da concentragao de taninos foi realizada de acordo
com o método de Price et al. (1978) e expresso em mg de catequina por g
de amostra.

A extragcdo e quantificagdo dos diferentes mio-inositol fosfatos foi
realizada segunda a metodologia descrita pela AOAC (1990) e o método
cromatografico (Ultra sep®, modelo ES 100 RP18, Leonberg, Alemanha),
proposto por Sandberg e Ahderinne (1986).

2.2. Ensaio Biologico
2.2.1 Etica

O experimento com animais foi aprovado pelo comité de ética animal
da Universidade Federal de Vigosa (UFV), protocolo (CEUA 64/2010 UFV)
de acordo com o guia de procedimentos do colégio Brasileiro de

Experimentagcdo Animal

2.2.2. Dietas

As dietas foram preparadas de acordo com as recomendacgdes da
AIN-93G (15) com mistura mineral sem Zn (Tabela 1). As dietas foram
ajustadas para fornecer dois niveis de Zn (15 e 30 mg Zn kg de dieta)
procedente do Carbonato de zinco (ZnCQO3) (dietas padréao) ou dos feijoes
biofortificados cozidos e secos (dietas teste) (Tabela 1). A Caseina foi
utilizada como fonte proteica, para completar em cada dieta o
requerimento. A quantidade de feijao utilizada foi calculada para fornecer a
quantidade necessaria de Zn planejada. Para isso, foi necessario ajustar os
valores das fibras para 15% e proteinas para 20%. Nao foi possivel
formular uma dieta com 30ppm de Zn para o feijao BRS Agreste, pois iria

desbalancear todos os outros macronutrientes.
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Tabela 1 - Composigao das dietas experimentais (g.100g "'de dieta)

Ingredientes Dietas Padrao Dietas Teste
C15 C 30 P15 P 30 A15
Feijoes 35,97 71,94 50,5
Albumina 27,23 27,23 19,48 11,74 17,51
Amido Dextrinizado 13,2 13,2 13,2 2,78 9,75
Sacarose 10,0 10,0 10,0 2,14 7,4
Oleo de Soja 7,0 7,0 6,68 6,36 6,49
Celulose
Microcristalina 15 15 7,07 0 3,33
Mistura Mineral* 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5
Mistura Vitaminica 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
L-Cistina 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
Bitartarato de Colina 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
Amido de milho (gsp) 22,52 22,52 2,55 0,0 0,0
**ZnCOs3 1,5 3,0 0,0 0,0 0,0

Densidade Calodrica 4147 4147 410,8 406,8 407,9

Fonte: Adaptado de Reeves et al. (1993). C15: Dieta padrao com adicao de T5ppm de Zn na forma de ZnCO ;
C30: Dieta padrao com adigdo de 30ppm de Zn na forma de ZnCO ; P15: Dieta padrdo com adigéo d3e
feijao BRS Pontal até atingir o nivel de 15ppm de Zn; P30: Dieta pad?éo com adigao de feijao BRS Pontal
até atingir o nivel de 30ppm de Zn; A15: Dieta padrdo com adigcdo de feijdo BRS Agreste até atingir o
nivel de 15ppm de Zn.* Mistura de minerais isenta de Zn. **Carbonato de Zinco (Zn CO3) mg/100g.
Densidade Calorica: Kcal/100g de dieta

Inicialmente todos os ingredientes foram misturados manualmente e
posteriormente foi utilizada uma batedeira semi-industrial (LIEME), com
baixa rotacao, por 30 min. Todos os utensilios utilizados foram lavados com
agua deionizada. As dietas prontas foram embaladas em sacos de

polietileno e armazenadas em geladeira a 10 °C.

2.2.3. Delineamento experimental

Foram utilizados 50 ratos machos (Rattus novergicus, variedade
albinus, classe Rodentia), da linhagem Wistar, recém desmamados, com
peso médio de 80g. Os animais foram mantidos em gaiolas individuais de
aco inoxidavel, em ambiente de luz e temperatura controlada (25 °C) e ciclo
claro escuro de 12 h, no laboratério de nutricdo experimental do
Departamento de Nutricdo e Saude da UFV.

Os animais foram divididos em cinco grupos experimentais com 10

unidades cada um, de acordo com o0 peso, sendo mantidos em suas
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respectivas dietas, tempo durante o qual receberam agua deionizada ad
libittum, e ingestdo de dieta controlada, variando de 15 a 18 g por dia. O
peso dos animais foram monitorado semanalmente bem como a ingestao
alimentar, calculando-se assim o consumo, o0 ganho de peso e o coeficiente
de eficiéncia alimentar (CEA = ganho de peso (g) / Consumo alimentar (g) x
100.

Apos 42 dias, os ratos foram sacrificados por inalagdo com éter
etilico e o sangue coletado por puncédo cardiaca utilizando-se seringas
descartaveis de 10 mL para cada animal. O plasma foi separado da massa
eritrocitaria para analise do Zn plasmatico e o fémur direito foi retirado para

posterior analise da retengao mineral.

2.2.4. Retencdo mineral no Fémur

Apds a coleta, os ossos foram limpos de todo tecido aderente,
pesados em balanga analitica, precisdo (0,1 mg), e seus comprimentos e
diametros determinados com paquimetro (resolugao 0,2 mm).

A analise de Zn do fémur dos ratos foi realizada por espectrometria
de absorgao atbmica, apds secagem e digestdo em solugao nitroperclorica
3:1 (v/v) e adequadas diluicdes em agua deionizada. No fémur ainda foram
quantificadas Ca e Mg adicionando-se solugdo de cloreto de estrbncio
hexahidratado apds a digestao e antes da leitura (Gomes, 1996).

A retengao mineral no fémur dos ratos foi calculada considerando a
quantidade de mineral depositada no fémur e a quantidade de mineral
consumida durante o experimento.

Sendo assim: Reteng¢ao mineral = mg de Mineral no fémur x100 / mg

de Mineral ingerido total.

2.3. Parametros bioquimicos
2.3.1. Zinco plasmatico

A concentracao de Zn foi determinada no plasma dos animais por
espectrometria de absorgcao atébmica. O plasma coletado em microtubos
heparinizados foi congelado até o momento das analises. A analise foi
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realizada pelo laboratorio de analises clinicas LabRed. A concentragao de

Zn plasmatico foi expressa em pg dL™.

2.3.2 Glicose

A concentragcédo de glicose sérica foi determinada no plasma dos
animais por meio de método colorimétrico, utilizando-se kit de glicose mono
reagente Bioclin®. A realizagdo das analises seguiu as orientagcoes
recomendadas pelo fabricante. O método se baseia na oxidagao
enzimatica da glicose formando perdxido de hidrogénio que reage com a
4aminoantipirina e fenol, formando um cromogeno vermelho cuja
intensidade de cor é proporcional a concentracdo a glicose. A leitura foi
realizada no comprimento de onda de 490-550 nm no equipamento BS 200
(Clinical Chemistry Analyzer Mindray®). A concentragdo de glicose sérica

foi expressa em pg dL™.

2.3.3 Colesterol Total

A concentragcao de colesterol total foi determinada no plasma dos
animais por meio de método colorimétrico, utilizando-se kit de colesterol
mono reagente Bioclin®. A realizagdo das analises seguiu as orientagdes
recomendadas pelo fabricante. O método se baseia na reacéo do peréxido
de hidrogénio com a p-clorofenol originando um composto cor cereja, cuja
intensidade de cor é proporcional a concentragao de colesterol. A leitura foi
realizada no comprimento de onda de 490-550 nm no equipamento BS 200
(Clinical Chemistry Analyzer Mindray®). A concentracao de triglicerideos foi

expressa em pg dL™.

2.3.4 Colesterol HDL

A concentragdo de colesterol HDL foi determinada no plasma dos
animais por meio de método colorimétrico, utilizando-se kit de colesterol
HDL direto Bioclin®. A realizacdo das analises seguiu as orientagdes
recomendadas pelo fabricante. O método se baseia-se estabilizagdo das
lipoproteinas de baixa densidade, muito baixa densidade e dos

quilomicrons pela adsorgdo de polianion. Nesta condicdo a HDL se
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solubiliza pela acdo de um detergente, e permite agdo enzimatica sobre o
colesterol ligado a ela. Desta forma, a intensidade da coloragdo formada &
proporcional a concentragdo de colesterol HDL na amostra. A leitura foi
realizada no comprimento de onda de 540-560 nm no equipamento BS 200
(Clinical Chemistry Analyzer Mindray®). A concentragao de colesterol HDL

foi expressa em pg dL™.

2.3.5 Triacilglicerol

O teor de triacilglicerois foi determinado no plasma dos animais por
meio de método colorimétrico, utilizando-se kit de triglicérides liquidos
estaveis Bioclin®. A realizacdo das analises seguiu as orientagdes
recomendadas pelo fabricante. O método baseia-se na reagao do perdxido
de hidrogénio com a 4-aminoantipiorina originando um composto cor
cereja, cuja intensidade de cor € proporcional a concentragdo de
triacilglicerideos. A leitura foi realizada no comprimento de onda de 490-
550 nm no equipamento BS 200 (Clinical Chemistry Analyzer Mindray®). A

concentracdo de triglicerideos foi expressa em pg dL™.

2.3.6 Alanina Amino Transferase (ALT)

A concentragado de ALT foi determinada no plasma dos animais pelo
método colorimétrico utilizando-se kit transferase ALT (TGP) cinético
Bioclin®. A realizagao das analises seguiu as orientagcbes recomendadas
pelo fabricante. O método se baseia na transferéncia do grupamento amina
da alanina para o alfa cetoglutarato levando a formagdo de piruvato e
glutamato. O piruvato é reduzido a lactato em presenga do LDH formando
NAD". A velocidade de oxidacdo do NADH é proporcional a atividade da
TGP da amostra. A leitura foi realizada no comprimento de onda de 340 nm
no equipamento BS 200 (Clinical Chemistry Analyzer Mindray®). A

concentracdo de ALT foi expressa em U L™,

2.3.6 Aspartato Amino Transferase (AST)

A concentracao de alanina amino transferase (TGO) foi determinada

no plasma dos animais pelo método colorimétrico utilizando-se kit
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transferase AST (TGO) cinético Bioclin®. A realizagcdo das analises seguiu
as orientagcdes recomendadas pelo fabricante. O método se baseia na
tranferéncia do grupamento amina do aspartato para o alfa cetoglutarato
levando a formacgéo de oxalacetato e glutamato. O oxalacetato é reduzido a
malato em presenga do MDH e o NADH é oxidado a NAD+. A velocidade
de oxidacao é proporcional a atividade da TGO da amostra. A leitura foi
realizada no comprimento de onda de 340 nm no equipamento BS 200
(Clinical Chemistry Analyzer Mindray®). A concentracdo de AST foi

expressa em U L™

2.4 Analise Estatistica

Os dados seguiram distribuicdo normal e posterior analise de
variancia (ANOVA) e teste de tukey para comparacgao entre os grupos com
P< 0,05. A analise estatistica foi calculada utilizando-se o sotware Sistema

de Analises Estatisticas e Genéticas (SAEG), verséo 11.0

3. Resultado e Discussao
3.1. Desempenho Nutricional

O desempenho nutricional dos animais foi avaliado pelo
consumo da dieta, ganho de peso e CEA. No consumo total de dietas pelos
animais, nado foram observadas diferencas significativas entre os grupos
que consumiram as dietas padrao (C15 e C30). O mesmo foi observado
quando se avaliou o consumo dos grupos que receberam feijao Pontal
(P15 e P30). Nenhuma diferencga significativa foi observada também no
consumo dos animais que receberam dietas com 15 ppm de Zn (C15, P15
e A15). Houve diferenca no consumo dos animais que receberam dieta
com 30ppm de Zn (C30 e P30). O menor consumo foi observado no grupo
que recebeu feijao Pontal (11,2%) com relacdo ao grupo que recebeu dieta
padréo C30 (Figura 1).

86



800 - I C15 30

vz C30 [
E== P15
E=3 P30
E==A A15 a ab - 25
ab [ [ ab
600 - b i 3
S
— = F F20 —
a '-.*qg
» a ] o] S
@ 400 - L= | = [ F15 =
= i e | =
O) = 1 = E @
g 1 = B O
. B EE] 1o &
T S b
i = =
0 = HER s
) = Y F
e = ] [ fd
0 - el e e P b 0
Bean intake Weight gain CEA
Variables

Figura 1 - Valores das variaveis consumo de dieta (g), consumo de feijao

(g), ganho de peso (g), e CEA - Coeficiente de Eficiéncia

Alimentar (%) de ratos alimentados com dietas com diferentes

niveis de Zn: C15: Dieta padrdo com 15 ppm de Zn na forma de

carbonato de Zn; C30: Dieta padrdao com 30 ppm de Zn na forma
de carbonato de Zn; P15: Dieta padrao com 15 ppm de Zn
oriundo da adigdo de feijao Pontal biofortificado com Zn; P30:

Dieta padrao com 30 ppm de Zn oriundo da adicdo de feijao

Pontal biofortificado com Zn; A15: Dieta padrédo com 15 ppm de

Zn oriundo da adicdo de feijao Agreste biofortificado com Zn;

Médias seguidas pela mesma letra n&o diferem estatisticamente

entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Com relagdo ao ganho de peso, ndo foram encontradas
diferengas entre os grupos de animais que receberam dieta padrdao com 15
e 30ppm de Zn, o mesmo ocorreu para 0s grupos de animais que
consumiram dieta com feijdo. Os grupos que receberam dieta com 15ppm
de Zn nao diferiram entre si. No entanto quando se comparou os grupos
que receberam dieta com 30ppm de Zn, houve menor ganho de peso para
0 grupo que recebeu feijao Pontal. Esse menor ganho de peso pode ser
entendido como consequéncia de um menor consumo de dieta como
observado no grupo que recebeu feijao Pontal com 30ppm de Zn.

O menor consumo e consequentemente menor GP pode ser

devido a presencga de taninos no feijao (Tabela 2), ja que o grupo P30 foi o
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que recebeu maior concentragdo de feijao na dieta (70%). A partir do
momento que adicionamos maior concentracdo de feijdo, aumentamos
também os teores de fibras, tanino e fitatos que podem interferir
negativamente no crescimento, devido a interagbes com proteinas,
carboidratos, enzimas e minerais (Desphande, 1982; Deshpande &
Damodaran,1990; Kaur & Kapoor, 1992). Os taninos que estdo presentes
em determinados alimentos, como as leguminosas, podem causar efeitos
prejudiciais a dieta como reagdes de escurecimento enzimatico e
diminuicdo da sua palatabilidade, devido a adstringéncia. A adstringéncia &
a sensacao causada pela formagao de complexos entre os taninos e as
glicoproteinas salivares, o que pode aumentar a salivagdo, diminuir a
aceitabilidade do alimento e consequentemente o consumo (Dawson et al.,
1999). De acordo com Martin-Tanguy (1977), os taninos presentes em
leguminosas podem afetar o crescimento de animais por duas razdes: por
seu sabor adstringente influenciando o consumo e, sua habilidade em se
ligara proteinas afetando a digestibilidade e inibindo a atividade enzimatica
(Oliveira et al., 2001).

Tabela 2 - Fatores Fitoquimicos: Tanino, Fitato e Fibras dietéticas
expressos em g de feijao cozido em base seca.

Feijbes Taninos IP6 + IP5 Fitato/Zn FitatoxCa /Zn FDS FDI FDT

Pontal 3,7 15,5 24,14 60,4 286 21,16 24,02
Agreste 2,7 11,9 26,73 395,6 3,67 2156 25,23
Tanino (mg catequina g-1 ). IP6+IP5: Hexafosfato de mioinositol + Pentafosfato de mioinositol (umolg-1), Razao

molar Fitato: Zn (umolg ). Raz&o molar FitatoxCalcio: Zn (umolg ). FDS: Fibra dietética soluvel (g100g-1),
FDI: Fibra dietética insoluvel (g100g-1), FDT: Fibra dietética total (g100g-1).

O coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA) diferiu entre o grupo
que recebeu dieta padrdo com 15ppm de Zn (C15) e o grupo que recebeu
dieta com feijdo Pontal (P15). Embora o consumo e ganho de peso nao
tenham diferido entre esses grupos, o CEA foi maior no grupo que recebeu
dieta padrao com 15ppm de Zn oriundo do feijao Pontal (P15),
demonstrando um possivel efeito benéfico da adigcdo de feijdo para o
crescimento e desenvolvimento dos animais ja que os teores de Zn séo

semelhantes entre esses grupos.
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3.2. Concentracao de zinco no plasma

A concentragdo plasmatica de Zn reflete rapidamente a variagao
deste elemento no organismo e é frequentemente avaliada como marcador
do status de Zn. No entanto ndo houve diferenca na concentracdo do Zn
plasmatico em nenhum dos grupos avaliados. Esta metodologia vem sendo
utilizada nos Estados Unidos desde 1976, e é o parametro mais utilizado
nos estudos atualmente, sendo o unico que possui valores de referéncia
disponiveis, o que € muito importante para uma interpretagdo bem
conduzida (Mason, 2004; Wada et al., 1985; Cozzolino, 1997).Todavia,
alguns fatores podem interferir nos resultados desta avaliacdo sérica como
0 modelo circadiano e presenga de inflamagéo ou infeccdo (Kasarskis e
Schuna, 1980). E importante ressaltar que o Zn plasmatico depende de
carreadores protéicos, principalmente da albumina. Dessa forma, é
provavel que os niveis plasmaticos desse ion possam ser alterados por
estados de hipoproteinemias, situacdo em que fragdes livres de Zn no
plasma poderiam causar hiperzincemia relativa, o que nao refletiria os reais
niveis do oligo elemento no organismo (Person et al., 2004).
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Figura 2 - Valores das variaveis consumo de dieta (g), consumo de feijao
(9) e Zn plasmatico (%) de ratos alimentados com dietas com
diferentes niveis de Zn: C15: Dieta padrao com 15 ppm de Zn na
forma de carbonato de Zn; C30: Dieta padrao com 30 ppm de Zn
na forma de carbonato de Zn; P15: Dieta padrdo com 15 ppm de
Zn oriundo da adicao de feijao Pontal biofortificado com Zn; P30:
Dieta padrao com 30 ppm de Zn oriundo da adicdo de feijao
Pontal biofortificado com Zn; A15: Dieta padrdo com 15 ppm de
Zn oriundo da adicdo de feijao Agreste biofortificado com Zn;
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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3.3. Concentracdo mineral no osso

A concentragdo de Zn no fémur dos ratos, que receberam dieta
com adigdo de feijao, ndo diferiram entre si (P15, P30 e A15). Entre os
grupos que receberam dieta padrdo também nao foram observadas
diferengas (C15 e C30). No entanto, houve diferenga quando se comparou
0Ss grupos que receberam dieta padrédo e os grupos que receberam dieta
com feijdo (Figura 2). Nos grupos que receberam dieta com 15 ppm de Zn
(C15, P15 e A15) a concentragdo de Zn no fémur foi 43% menor nos
grupos que receberam dieta com adi¢cao de feijdo. Quando se comparou os
grupos que receberam 30 ppm de Zn (C30 e P30), houve reducédo de 29%
do Zn no fémur dos animais que receberam dietas com adigéo de feijao.

Observou-se, portanto que o fornecimento de 100% da
recomendacao diaria de Zn na dieta ndo levou a um aumento proporcional
na concentragdo de Zn no osso. Atingindo 100% da recomendacgao diaria
de Zn (na forma de feijdo P30) também ndo houve mudangas, nem mesmo
alcancou-se o resultado obtido com a grupo que recebeu a dieta padrao
com 15 ppm de Zn (C15). Este resultado permite duas observagdes: o Zn
presente no feijao ndo esta tdo biodisponivel quanto o Zn da dieta padrao,
ou que os compostos antinutricionais presentes no feijdo podem ter afetado
a sua biodisponibilidade.

No entanto, a concentragdo dos minerais, Ca € Mg no fémur dos
animais nao diferiram entre os grupos. Importancia do Ca e Mg no

metabolismo 6sseo do zn.
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Figura 3 - Concentragao dos minerais Zn (Zinco), Ca*(Calcio mg/100) e Mg

(Magnésio) no fémur de ratos alimentados com dietas com
diferentes niveis de Zn: C15: Dieta padrao com 15 ppm de Zn na
forma de carbonato de Zn; C30: Dieta padrao com 30 ppm de Zn
na forma de carbonato de Zn; P15: Dieta padrdo com 15 ppm de
Zn oriundo da adi¢ao de feijao Pontal biofortificado com Zn; P30:
Dieta padrao com 30 ppm de Zn oriundo da adicdo de feijao
Pontal biofortificado com Zn; A15: Dieta padrédo com 15 ppm de
Zn oriundo da adicdo de feijao Agreste biofortificado com Zn.
Médias seguidas pela mesma letra n&o diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

3.3. Retengao mineral

O aumento da ingestdo de Zn na dieta dos animais diminuiu a

retencdo de Zn (Figura 1 e 4). Isto foi observado tanto nos grupos que

receberam dietas padrdo quanto nos grupos que receberam dietas com

adicdo de feijao (Figura 4). Este resultado esta de acordo com o

metabolismo do Zn no organismo onde a eficiéncia da absor¢ado diminui

com o aumento da quantidade ingerida. Coppen e Davies (1987)

descobriram que quando o Zn na dieta era aumentado de 5 para 40 mg kg

' a absorgao de Zn era diminuida. Uma menor ingestdo de Zn proporciona

uma absorgdo mais eficiente e uma excrecéo fecal menor (Mason 2004). E
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sabe-se que a homeostase € mantida gragas a uma maior absor¢gao dos
animais com deficiéncia de Zn e aumento da excre¢do quando ingeridos
em quantidades excessivas (Cotzias et al., 1962).

Foi observado que Jovens alimentados com uma féormula dietética
contendo 1,5 ou 15 mg de Zn /dia a absorgéo de Zn apds 6 dias foi de 92%
para a dieta com baixo teor de Zn e 81% para a dieta com alto teor de Zn
(Istfan et al., 1983). Do mesmo modo, estudos realizados com isétopos
estaveis em homens jovens e mostraram que a absorcao de Zn da dieta foi
de 53% quando a ingestdo de Zn foi de 5,5mg dia™ e que diminuiu para
25% quando a ingestdo foi de 16,5 mg dia™ (Wada et al., 1985). Portanto,
parece que os mecanismos de homeostase up regulador da ingestdo e
absorcao de Zn pode ter um efeito nos estudos de biodisponibilidade de Zn
e sua retencéo.

Quando foi fornecida a mesma dose de Zn, porém com fontes
diferentes, dieta padrao e feijao, a retencédo de Zn foi menor na dieta
contendo feijdo. Esse comportamento foi observado nos dois niveis
estudados (Figura 4).

Um indicador utilizado para verificar a biodisponibilidade do Zn em
determinado alimento é a razdo molar entre fitato e Zn. Os feijdes BRS
Pontal e BRS Agreste apresentaram razao molar Fitato/Zn entre 24 e 26
pgmol por g de feijdo cozido e seco (Tabela 2). Esta razdo molar igual ou
maior a 20 pode produzir efeito negativo, impedindo a absorgéo e
reduzindo a biodisponibilidade de Zn (Mafra e Cozzolino, 2004). Em ratos,
uma razao molar fitato/Zn acima de 12 resultou em diminuicdo da
biodisponibilidade do Zn, reducdo na velocidade de crescimento e na
concentragédo de Zn tecidual dos animais (Salgueiro et al., 2000).

O teor de fitato presente nos feijdes estudados foi suficiente para
reduzir a biodisponibilidade de Zn nas dietas com adi¢cao de feijao, o que
explicaria uma reducao de 43% na retengcao de Zn nos ossos dos animais
alimentados com os feijdes com 30 ppm de Zn quando comparados ao
grupo que recebeu dieta padrdo sem adigdo de feijao (C30) (Figura 1).
Porém, quando avaliamos a retengédo de Zn nas dietas com 15 ppm de Zn

nao houve diferenga entre os grupos, indicando que, o aumento da
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quantidade de feijao na dieta foi o fator decisivo para diminuigdo da

retencao.
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Figura 4 - Retengao e ingestdo dos minerais Zn (Zinco), Ca (Calcio) e Mg
(Magnésio) no fémur de ratos alimentados com dietas com
diferentes niveis de Zn: C15: Dieta padréao com 15 ppm de Zn na
forma de carbonato de Zn; C30: Dieta padrao com 30 ppm de Zn
na forma de carbonato de Zn; P15: Dieta padrdo com 15 ppm de
Zn oriundo da adicao de feijao Pontal biofortificado com Zn; P30:
Dieta padrdo com 30 ppm de Zn oriundo da adicdo de feijao
Pontal biofortificado com Zn; A15: Dieta padrdo com 15 ppm de
Zn oriundo da adigdo de feijao Agreste biofortificado com Zn.
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

O consumo de Ca diferiu entre todos os grupos, apresentando
valores maiores para os grupos que receberam dietas padrdao. O menor
consumo de Ca foi observado no grupo que recebeu 30 ppm de Zn
procedente do feijao pontal (946,24 mg). Esta variedade de feijao continha
menor concentracdo de Ca, por isso quando dobramos a quantidade de
feijao na dieta (P30), houve redugdo da concentragdo de Ca ingerida
(Figura 4).

A retengdo de Ca dos animais n&o diferiu entre os grupos que

receberam as dietas padrdo e ambos 0s grupos consumiram maiores
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quantidades de Ca na dieta (C15 e C30). Os grupos que receberam dieta
contendo feijao Pontal e Agreste com 15ppm de Zn nao diferiram entre si,
porém o grupo que recebeu dieta padrao com feijao pontal com 30 ppm de
Zn diferiu de todos os grupos, e apresentou maior retencdo (4,3%). Este
grupo foi o que consumiu menor quantidade de Ca. Todos 0s grupos que
receberam dieta com feijdo diferiram das dietas padrdo e apresentaram
maior retencdo de Ca. Observou-se, portanto que o aumento do consumo
de Ca diminuiu sua retencao de Ca, o que esta de acordo com o observado
por varios autores que relataram que a eficiéncia da absorgao diminui com
0 aumento da quantidade ingerida (Chan et al., 1995; llich e Kerstetter,
2000; Mcclung, 2003; Heaney, 2000). E sabido, a partir de estudos sobre o
balango de Ca, que esse mineral tem um efeito limiar, no qual acima de
certo nivel de consumo nenhum aumento de massa 6ssea é alcancado
(Mcclung, 2003; Heaney, 2000). Portanto, a avaliagdo do consumo basal
de Ca torna-se de extrema importancia, dado que um consumo acima do
limiar podera nao provocar um efeito adicional sobre o tecido ésseo
(Bedani e Rossi, 2005)

Outro indicador utilizado no estudo da biodisponibilidade é a
relacao fitatoxCa/Zn. O valor encontrado neste estudo nos permite inferir
que a biodisponibilidade de Zn dos feijdes BRS Agreste foi muito inferior ao
Pontal, o que é questionavel, pois a retencdo de Zn no osso dos animais
nao diferiu (Tabela 2). Essa diferenca da relacdo molar fitatoxCa/Zn entre
os feijdes pode ter sido influenciada pela grande diferengca do teor de Ca
presente nos feijdes (10mg e 60mg.100g™") (Tabela 1).

A interacao entre o Zn e Ca parece ocorrer nos dois sentidos e ser
dependente da quantidade de mineral fornecida (Wood e Zheng, 1997;
Spencer et al. 1987). Outros estudos sugerem que o efeito inibitério seja
pela presenca conjunta de fitato nas refeicbes. Geralmente, os cations
divalentes como Ca, Zn, Fe e Cu formam com o &cido fitico, sais insoluveis
penta e hexa substituidos (Torre et al.,1991). No entanto, o complexo
insoluvel acido fitico-Ca pode contribuir para reduzir ainda mais a
biodisponibilidade de outros minerais, como o Zn (Cozzolino, 2005). Este
mineral ao ligar-se ao complexo acido fitico-calcio pode formar complexos

muito estaveis e insoluveis (Zhou & Erdman, 1995). Sugere-se que uma
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relagdo molar Ca x fitato / Zn > 200 umol/1000 kcal possa ocasionar
problemas em dietas pobres em Zn e que contenham grandes quantidades
de fitato (Ellis et al., 1987). Cozzolino (2005) relata que na presenga de Ca,
o complexo calcio: fitato/Zn pode afetar adversamente o balango de Zn em
humanos, ocasionando problemas em dietas vegetarianas.

O consumo de Mg, bem como sua retencgéo diferiu entre todos os
grupos. Sendo o maior consumo (766mg) observado no grupo que recebeu
a dieta com 30 ppm de Zn oriundo do feijdo (P30) e 0 menor consumo
(85mg) no grupo que recebeu dieta padrao com 30 ppm de Zn (C30). A
maior retencéo (0,89%) foi observada no grupo que recebeu dieta padréao
com 30 ppm de Zn (C30) e a menor retengado (0,12%) foi do grupo que
recebeu dieta com 30 ppm de Zn oriunda do feijao (P30). Observamos que
o mesmo fendmeno que ocorreu com o Ca e Zn se repetiram com o Mg, ou
seja, o aumento do consumo do Mg nos grupos que receberam dieta
padrao levou a uma diminuicdo da retengdo, 0 mesmo ocorreu com 0s
grupos que receberam dieta com adicdo de feijao, onde a diminuicdo do
consumo de Mg levou a um aumento da retengdo do mesmo (Figura 4 -
P15, A15 e P30).

3.5 Desenvolvimento 6sseo

Independente da dieta utilizada ndo foram observadas diferencas
no peso e no didmetro do fémur dos ratos. (Figura 3). No entanto, o
comprimento do fémur dos animais diferiu entre os grupos que receberam
30 ppm de Zn. Uma reducido de 4% no comprimento foi observada no
grupo que recebeu dieta padrao com adicao de feijao em relagao ao grupo
com dieta padrao sem feijao (C30 e P30). Nao foram observadas
diferengas entre os grupos que receberam dieta com 15 ppm de Zn (Figura
3). O menor valor do comprimento do fémur observado nos animais do
grupo P30 pode ser devido ao efeito da grande quantidade de feijao
adicionado a dieta padrdao (72%). Esse foi o grupo que recebeu maior
concentragéo de feijao por Kg de dieta e consequentemente maior teor de

fatores antinutricionais como fitato e taninos.
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O alto teor de fitatos e taninos da dieta P30 pode ter interferido
negativamente biodisponibilidade de Zn e de outros minerais relacionados
com crescimento 6sseo como Ca e Mg. O fitato tem habilidade de formar
quelantes com ions de minerais, tais como o Ca e Mg, formar complexos
insoluveis resistentes a acdo do trato intestinal, que diminuem a
disponibilidade desses minerais e, embora esse seja seu maior efeito, os
fitatos também interagem com residuos basicos das proteinas, participando
da inibicdo de enzimas digestivas como a pepsina, pancreatina e a alfa-
amilase (Bonett et al, 2007; Benevides et al., 2011) diminuindo o valor
nutricional dos feijoes.

Os taninos também tém atividade anti-amilasica, dificultando a
digestao dos carboidratos além de associar-se e precipitar as proteinas por
meio de interagbes hidrofobicas e pontes de hidrogénio (Serrano e Gofi,
2004). Como consequéncia dessas possiveis interagdes, observou se
também que além do comprimento do fémur, o ganho de peso e a retengao
de Zn e Mg no fémur foram consideravelmente menores no grupo P30 em
comparagao com os do grupo que recebeu dieta padrdo com 30 ppm de Zn

sem adigao de feijao (C30).
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Comprimento (mm), didmetro (mm) e peso (g) dos ratos
alimentados com dietas com diferentes niveis de Zn: C15: Dieta
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padrao com 15 ppm de Zn na forma de carbonato de Zn; C30:
Dieta padrao com 30 ppm de Zn na forma de carbonato de Zn;
P15: Dieta padrao com 15 ppm de Zn oriundo da adigdo de
feijdo Pontal biofortificado com Zn; P30: Dieta padrdo com 30
ppm de Zn oriundo da adi¢ao de feijao Pontal biofortificado com
Zn; A15: Dieta padréao com 15 ppm de Zn oriundo da adi¢ao de
feijao Agreste biofortificado com Zn. Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

3.6 Qualidade Funcional do Feijao

A qualidade funcional do feijao foi avaliada pelas determinagdes de
glicose, colesterol total, HDL, triglicerideos, TGO e TGP sanguinea, onde
nao foram encontradas diferenca estatistica entre os grupos que
receberam dieta padrao e os grupos que receberam dieta com diferentes
concentragdes de feijao (Figura 6). O efeito hipocolesterolemiante (Rosa et
al., 1998, Ramirez-Cardenas et al., 2008; Martino et al., 2012) e
hipoglicemiante do feijao (Knott et al., 1992; Lujan et al., 2008; Geil et al.,
1995) tem sido relatado na literatura, porém nenhum resultado foi
observado nesse experimento. Mesmo ndo sendo observado efeito positivo
do feijdo nos parametros bioquimicos dos animais em nosso experimento,
gragas as suas comprovadas propriedades nutritivas e terapéuticas, €
consenso na literatura que o feijdo é altamente desejavel como
componentes em dietas no combate a fome e a desnutrigdo. Interessante
também foi que ndo encontramos efeitos negativos em nenhum dos

parametros bioquimicos avaliados.
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Figura 6 - Valores das variaveis consumo de feijao (mg), Glicose,
Colesterol, HDL, Triacilglicerol, TGO e TGde ratos alimentados
com dietas com diferentes niveis de Zn: C15: Dieta padrdo com
15 ppm de Zn na forma de carbonato de Zn; C30: Dieta padrao
com 30 ppm de Zn na forma de carbonato de Zn; P15: Dieta
padrdao com 15 ppm de Zn oriundo da adigao de feijao Pontal
biofortificado com Zn; P30: Dieta padrdo com 30 ppm de Zn
oriundo da adicao de feijao Pontal biofortificado com Zn; A15:
Dieta padrdao com 15 ppm de Zn oriundo da adi¢cdo de feijao
Agreste biofortificado com Zn; Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade.

Além disso, a complementagdo proteica quando o feijdo é
combinado com cereais, especialmente o arroz, disponibiliza os oito
aminoacidos essenciais ao nosso organismo. Além do seu conteudo
protéico, o elevado teor de fibra alimentar, com seus reconhecidos efeitos
hipocolesterolémico e hipoglicémico, aliado as vitaminas (especialmente do
complexo B) e aos carboidratos, tornam o seu consumo altamente
vantajoso como alimento funcional, representando importante fonte de
nutrientes, de energia e atuando na prevengdo de disturbios
cardiovasculares e varios tipos de cancer (Aidar, 2013; Martino et al.,

2012). Estudos sobre o valor nutricional do feijao foram realizados, durante
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muitos anos, mas ainda faltam pesquisas sobre os teores de compostos
que estdo em baixas concentragdes, bem como estudos experimentais
para verificar o potencial efeito de diferentes cultivares de feijao para
modificar fatores de risco de doengas crénicas e para modular os

mecanismos fisiopatologicos envolvidos (Martino et al., 2012).

4. Conclusao

Observou-se que quanto maior a concentragcao de feijao na dieta,
maior a concentracdo de fatores antinutricionais e, consequentemente,
maior o prejuizo na retengdo mineral de Zn.

A biodisponibilidade de Zn dos feijdes pode ser comparada a do
carbonato de zinco em dietas com até 50% de adicao de feijao e com até
15 ppm de Zn. Acima dessas concentragbes, houve prejuizo no
desempenho e na retengdo mineral no fémur dos animais.

Nao houve relagao entre a concentracao de feijao e Zn na dieta e
0os parametros bioquimicos relacionados ao perfil lipidico e glicémico dos

ratos.
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