tRAL p
e Og

i

()

ONIVERS;,
04,,
)
W\
Ospys OV

eX%)
%, * ®<5)
7 opnes &

UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS E ENGENHARIAS

PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM CIENCIA E TECNOLOGIA DE
ALIMENTOS

CINTIA TOMAZ SANT’ ANA

CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS, BIOACESSIBILIDADE E BIODISPONI-
BILIDADE DE FERRO DO FEIJAO-CAUPI BIOFORTIFICADO GERMINADO

ALEGRE - ES
AGOSTO - 2018



CINTIATOMAZ SANT’ ANA

CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS, BIOACESSIBILIDADE E BIODISPONI-
BILIDADE DE FERRO DO FEIJAO-CAUPI BIOFORTIFICADO GERMINADO

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pos-Graduacao em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos do Centro de Ciéncias Agrarias e
Engenharias da Universidade Federal do
Espirito Santo, como parte das exigéncias
para obtencdo do Titulo de Mestre em
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos.

Orientadora: Prof2. Dr®. Neuza Maria Brunoro Costa

Coorientadora: Prof2. Dr?. Maria das Gracas Vaz Tostes

ALEGRE - ES
AGOSTO -2018



Dados Internacionais de Catalogag¢do-na-publicagdo (CIP)
(Biblioteca Setorial Sul, Universidade Federal do Espirito Santo, ES, Brasil)

S231c

Sant’ Ana, Cintia Tomaz, 1993-

Caracteristicas fisico-quimica, bioacessibilidade e
biodisponibilidade de ferro do feijdo-caupi biofortificado germinado /
Cint‘iga7 'lf'om|az Sant’ Ana. - 2018.

2

Orientador: Neuza Maria Brunoro Costa.

Coorientador: Maria das Gracas Vaz Tostes.

Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) —
Universidade Federal do Espirito Santo, Centro de Ciéncias Agrarnas e
Engenhanas.

1. Biodisponibilidade. 2. Germinacdo. 3. Feijdo. 4. Nutnentes. |.
Costa, Neuza Marna Brunoro. Il. Tostes, Mana das Gracas Vaz. Il
Universidade Federal do Espirito Santo. Centro de Ciéncias Agrarias e
Engenhanas. IV. Titulo.

CDU: 664

Bibliotecario: Felicio Gomes Corteletti - CRB-6 ES-000646/0



FICAL

aprosentada ae Pagrama de MWM\Mo
m Almenios da Universidade Fedeial de Eaiite Banke vaime
"

parte das exigdnoias para ablengae do m Nustin o Ll
do Alimentos:

AROVATA 910 OF e ageste de 4018

oo Conle
UI\M!IM Fowal o Espiite Santo
Orentadora

—

unw-wm Federal do mtmo Hante
Coonentadora




DEDICATORIA

Dedico esta dissertacdo aos meus pais,
Vania Tomaz e José Sant’ Ana, por todo

apoio, incentivo e amor incondicional.

\"



AGRADECIMENTOS

A Deus, por ser minha luz, e por sempre mostrar sua presencga na minha vida,
permitindo alcangar mais essa conquista.

Aos meus pais, Vania Maria Silveira Tomaz e José Augusto Sant’ Ana, por
sonhar meus sonhos e por pensar sempre em mim em primeiro lugar, deixando de
lado seus sonhos para que o meu se realize. Obrigado por nunca me deixarem
pensar pequeno e por sempre me fazerem sonhar alto e correr atras da realizagao
dos meus sonhos, mesmo que o caminho parecesse impossivel. Obrigado por ser
meu exemplo de pessoas incriveis e honestas e por serem os melhores pais do
mundo.

Aos meus irmaos, Bruna Tomaz Sant’ Ana e Pedro Augusto Silveira Sant’ Ana,
por todo carinho e amor, por se alegrarem por cada conquista minha.

A minha orientadora, Neuza Maria Brunoro Costa, por todos os ensinamentos
e aprendizados. Por transmitir sua paixao pela pesquisa e fazer com que eu me
fascine por esse mundo e tenha mais amor pela profissdo de Nutricionista. Obrigado
pelo exemplo espetacular de pessoa e profissional.

A minha coorientadora, Maria das Gragas Vaz Tostes pela disponibilidade em
sempre poder contribuir para a realizagdo deste trabalho, e contribuir para meu
aprendizado.

A Paula Tavares Antunes, por todos os momentos, desde o inicio do
Mestrado, por fazer as horas infinitas de laboratério se tornar mais divertidas, por
todos os conhecimentos, descobertas, obstaculos, correria e duvidas que passamos
juntas.

Ao técnico do Laboratério de Nutricdo Experimental, Eduardo Lorencetti
Fornazier, por toda companhia, risadas e historias. Por fazer mais que seu trabalho e
sempre ajudar quando precisava.

As estagiarias, Tuane Carrari, Renata Araldjo e Renata Figliuzzi pela
disponibilidade durante todo o experimento.

A todos os meus amigos, em especial a Natassia Guimardes, Wallaf

Vimercati, Priscila Vargas e Raquel Lima, que compartilharam comigo momentos
Vi



unicos, que transformaram o desespero em momentos e historias inesqueciveis.

Ao Professor Eduardo Frizzera Meira, do Departamento de Farmacia, pela
imensa ajuda, dedicacado e paciéncia nas analises de proteinas do metabolismo do
ferro.

Ao Laboratério de Solos do Departamento de Agronomia, do Centro de
Ciéncias Agrarias e Engenharias (UFES- Alegre) pela disponibilidade nas analises
de minerais.

Ao Programa de Pés-graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da
Universidade Federal do Espirito Santo pela oportunidade de aprendizado e
crescimento.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES)
pela concessao da bolsa de estudo.

A Fundacdo de Amparo a Pesquisa e Inovagdo do Espirito Santo (FAPES)
pelo apoio financeiro para realizagao desta pesquisa.

A Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) pelo apoio e
parceria.

O meu sincero agradecimento a todos que direta ou indiretamente

colaboraram para a concretizacdo desta pesquisa e realizacdo de um sonho.

Vii



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Composicédo das dietas experimentais das fases de Deplecao e Replegao
(971000 g A€ AIELA). ... 21
Tabela 2. Composigao centesimal do feijao-caupi convencional (BRS Nova Era) e
biofortificado (BRS Tumucumaque) submetidos ao cozimento e germinacao. ......... 25

Tabela 3. Fatores antinutricionais presentes no feijdo-caupi convencional (BRS Nova

Era) e biofortificado (BRS Tumucumaque). ................uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiienene 27
Tabela 4. Razao molar fitato:ferro dos feijoes. .......cceeeeviiiiiiiiiiie 29
Tabela 5. Bioacessibilidade de ferro dos feijees. .......ccocoeviiiiiiiiiiiiieee e, 30

Tabela 6. Consumo Alimentar (CA), Coeficiente de Eficiéncia Alimentar (CEA), Teor
de ferro da dieta e Consumo de Ferro (Cons Fe) na fase de deplecéo. ................... 33
Tabela 7. Hemoglobina (Hb) dos grupos experimentais ao final das fases de
deplecao e replecao e ganho de hemoglobina...........cccooiiiiiiiiiiii e 34
Tabela 8. Eficiéncia de Regeneragdo de Hemoglobina (HRE) e Valor Biolégico

Relativo (RBV) dos grupos experimentais. ...............uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeees 35

viii



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Proteinas envolvidas na absor¢do do ferro............cccccceeiiiiiicciiiiiii s 9
Figura 2. FEIJA0-CaUPI CrU.......oiiiiiiiiii et e e e e e e e eaaans 13
Figura 3. Desenho experimental do eStudo............c.uoviiiiiiiiiiiiiiiii e, 14
Figura 4. Ganho de peso (g) dos grupos experimentais ..............cccccuevveemmmeenennnnnnnnnns 32
Figura 5. Hepcidina sérica dos grupos experimentais..........cccoooeeevvvveeiviniiniieeeeeeeeennns 36



LISTA DE ANEXO

Anexo A. Parecer do Comité de Etica



SUMARIO

=S 111V PSR Xiii
ABSTRACT L.ttt as XV
T INTRODUGAO ...ttt ettt ettt et et neeve e neanis 1
2 OBUETIVOS ...ttt ettt e e e e 3
2.1 ODJELIVO QEIAL.....cceeeee e e 3
2.2 Objetivos €SPECITICOS .....ccciiiiiiiicie e 3

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA .......cooeitieceeeeeeeeeeeeeee e 4
R I =T - To S PO 4
3.1 FeIA0-CaUPI ..ttt 4
3.1.2 Composicao quimica e importancia nutricional .............ccccoocoeviiiiiiiiiinnene, 5
3.1.3 Fatores antinutricionais presentes No feijA0 ...............uuvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiis 6

X I € 1= o 1 == T 1R 7
3.3 MetaboliSmOo dO Ferro ... 9

X IR T I g =T o F= T =T 4 o] o] L7 10
3.4 Biofortificagdo de alimentos ............ccoooiiiiiiiiiiiie e 11

4 MATERIAL E METODOS ..ottt 13
4.1 Materia-Prima .........oeeiiiiiiii 13
4.2 Desenho eXperimental...........coii i 14
4.3 Germinacgao do feijao convencional e biofortificado..............ccccevviiiii, 14
4.4 Cozimento do feijao convencional e biofortificado ..............ccccccviiiiiiiiiiiiiiinnnn, 15
4.5 Obtengao da farinha dos feIJOES .........uuuuurriiiiiiiiiiiiiiiiaeees 15
4.6 Caracterizagao fiSiCO-QUIMICA.........ccoiiiiiiiiiie e 15
4.6.1 ComposSICA0 CENIESIMAN ......coeeeeiiieeiiiic e e e e e e eeaees 15
4.6.2 Determinagao de Ferr0 .....cooi i 16

Xi



4.6.3 Fatores antinULICIONAIS ........ooneeiee e 16

4.6.3.1 Determinaga@o de taninoS..........coveiviiiiiiiiiiiii e 16
4.6.3.2 Determinacgao de fitatos.........uuueiiiiiiiiiiiiic 17
4.6.3.3 Determinacédo de compostos fendlicos totais ..............cccceeeveiiiiinns 18

4.6.4 Determinagédo da Razao molar fitato:ferro...........cccooveeeiiiiiiiiiis 18

4.7 ESTUAO 1N VITFO ... 18
4.7.1 Bioacessibilidade do ferro ...........cccvviiiiiiiiiiii e 18

4.8 ENSAI0 DIOIOGICO......ciiiiiii i 19
A.8.1 ELCA ..voveveeeeeceeeeeeeeee ettt ettt ettt et enatenns 19
4.8.2 Delineamento Experimental ............c.ooiiiiiiiii 19
4.8.3 Dietas EXperimentais ........coooovvuiiiiiiiiii e 20
4.8.4 Determinacgao dos parametros hematologiCos ..........cccvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiienenns 21
4.8.4.1 Dosagem sérica de Hepcidina.............coovvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee 22

5 ANALISE ESTATISTICA ..ottt ettt s 24
6 RESULTADOS E DISCUSSAOQ ..o 25
6.1 CompoSICA0 CENLESIMAL.......cceeeiiiiiiee e 25
6.2 Fatores antinUIriCIONaIS ..........uuuuuiiiiiiiiiiiiiiii e 27
6.3 ESTUAO 1N VIIFO ... 30
6.3.1 Bioacessibilidade do ferro dos feijoes ............ccccviiiiiiiiiiiiiiiiiis 30

6.4 ENSaio BIOIOGICO .....uviiiiiii e 32
6.4.1 Ganho de peso e Consumo alimentar............ccccccceeiiiie e e, 32
6.4.2 Biodisponibilidade de ferro dos feijees ..........ccccvvimiiiiiiiiiiiiiiiiinns 33
6.4.3 HEPCIAING SEICA ......cceeieiiiiiiiie ettt e e e eeeeees 36

7 CONCLUSAO. ...ttt 38
8 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......coooviuieeieieeeeeeeeeeeeee e 39
ANEXO A — Parecer do COmité de EtiCa. ........cccveveeveeieeeeeeeceeee e, 51

Xii



RESUMO

SANT’ ANA, Cintia Tomaz. Caracteristicas fisico-quimicas, bioacessibilidade e
biodisponibilidade de ferro do feijao-caupi biofortificado germinado. 2018. Dis-
sertacado (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) - Universidade Federal
do Espirito Santo, Alegre — ES. Orientadora: Profa. Dra. Neuza Maria Brunoro Costa.
Coorientadora: Profa. Dra. Maria das Gragas Vaz Tostes.

O feijao fornece nutrientes essenciais, sendo considerado a melhor fonte de ferro
entre os alimentos de origem vegetal. O feijdo-caupi (Vigna unguiculata L. Walph) é
consumido predominantemente no Norte e Nordeste do Brasil, e sua biofortificagdo
com ferro visa reduzir as altas prevaléncias de anemia ferropriva nessas regides.
Alguns fatores antinutricionais presentes no feijdo, estdo relacionados com a
capacidade de formar complexos insolluveis com minerais, ocasionando assim a
reducao de sua biodisponibilidade. Prioriza-se seu consumo na forma cozido, porém,
na forma germinada pode melhorar a qualidade nutricional, levando a diminui¢cao de
alguns fatores antinutricionais e, consequentemente a maior biodisponibilidade de
minerais. O objetivo do estudo foi verificar as caracteristicas fisico-quimicas,
bioacessibilidade e biodisponibilidade de ferro do feijdo-caupi biofortificado
germinado. Foi utilizado como matéria prima o feijao-caupi BRS Tumucumaque
(biofortificado) e BRS Nova Era (convencional). Realizou-se a germinagdo e
cozimento dos feijdbes e a caracterizagao fisico-quimica (umidade, cinza, lipideo,
proteina, carboidrato, fibra, ferro, tanino, fitato, fendlicos totais) e calculo da razao
molar fitato-ferro. A bioacessibilidade de ferro foi determinada por meio de digestao
in vitro. A biodisponibilidade foi avaliada pela metodologia de deplecao/replecéao
utilizando ratos wistar com cinco grupos experimentais: sulfato ferroso (SF),
Tumucumaque cozido (TC), Tumucumaque germinado (TG), Nova Era cozido (NC),
Nova Era germinado (NG). Foi analisado o ganho de hemoglobina, Eficiéncia de
regeneragcdo de hemoglobina (HRE), Valor biolégico relativo (RBV) e hepcidina
sérica. Nao houve diferenca estatistica ente o feijao germinado e cozido em relagao
a composicao centesimal. O feijao biofortificado apresentou menor teor de lipidios e
maiores de cinza e proteina (p<0,05) em relacdo ao convencional. O cultivar
biofortificado apresentou teor de ferro de 69,42 mg/kg para o cozido e 69,74 mg/kg
para o germinado, € o convencional 47,15 mg/kg e 47,19 mg/kg para cozido e
germinado, respectivamente, sem diferenca estatistica em relagdo ao cozimento e
germinagao. Os feijbes germinados apresentaram teores de fitatos e taninos
semelhantes ao cozimento. A razdo molar fitato-ferro para todos os grupos néo
apresentaram diferenga estatistica. A bioacessibilidade in vitro de ferro dos feijdes
germinados apresentaram valores superiores (p<0,05), em comparacdo com o
cozimento. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos em relagdo aos
parametros avaliando a biodisponibilidade de ferro in vivo. Os niveis séricos de
hepcidina mantiveram valores semelhantes entre os grupos. A germinagao
demonstrou maior bioacessibilidade de ferro. A biodisponibilidade de ferro dos
feijdes biofortificados que foram germinados foi comparavel ao sulfato ferroso. O
processo de germinacdo do feijao pode ser considerado um método eficiente de
consumo dessa leguminosa, apresentando boa  bioacessibilidade e
biodisponibilidade de ferro.
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Palavras-chave: biodisponibilidade, bioacessibilidade, germinagdo, feijao,
biofortificagao, antinutricionais.
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ABSTRACT

SANT’ ANA, Cintia Tomaz. Physicochemical characteristics, bioaccessibility and
bioavailability of iron from biofortified germinated cowpea. 2018. Dissertation
(Master in Science and Food Technology) - Federal University of Espirito Santo, Ale-
gre - ES. Advisor: Profa Dr. Neuza Maria Brunoro Costa. Co-advisor: Profa Dr. Maria
das Gracas Vaz Tostes.

Beans provide essential nutrients, being considered the best source of iron among
those of vegetable origin. Cowpea (Vigna unguiculata L. Walph) is consumed
predominantly in the North and Northeast of Brazil, and its biofortification with iron
aims to reduce the high prevalence of iron deficiency anemia in these regions. Some
antinutritional factors present in the beans are related to the ability to form insoluble
complexes with minerals, thus reducing their bioavailability. It is prioritized its
consumption in the cooked form, however, in the germinated form can improve the
nutritional quality, leading to the decrease of some antinutritional factors and,
consequently, the greater bioavailability of minerals. The objective of this study was
to verify the physico-chemical characteristics, bioaccessibility and bioavailability of
iron from biofortified germinated cowpea. BRS Tumucumaque (biofortified) and BRS
Nova Era (conventional) were used as raw material. The germination and cooking of
the beans and the physicochemical characterization (moisture, ash, lipid, protein,
carbohydrate, fiber, iron, tannin, phytate, total phenolics) and phytate-iron molar ratio
calculation were performed. Bioaccessibility of iron was determined by in vitro
digestion. The bioavailability was evaluated by the depletion/repletion methodology
by the in vivo experiment using Wistar rats with five experimental groups: ferrous
sulfate (SF), cooked Tumucumaque (TC), germinated Tumucumaque (TG), cooked
Nova Era (NC), germinated Nova Era (NG). Hemoglobin gain, hemoglobin
regeneration efficiency (HRE), relative biological value (RBV) and serum hepcidin
were analyzed. There was no statistical difference between the germinated and
cooked beans in relation to the centesimal composition. The biofortified beans had
lower lipids and higher values of ash and protein (p<0.05) than the conventional one.
The biofortified cultivar had 69.42 mg/kg iron content for the cooked and 69.74 mg/kg
for the germinated beans, and the conventional cultivar values were 47.15 mg/kg and
47.1 mg/kg for cooked and germinated beans, respectively, without statistical
difference in relation to cooking and germination. The germinated beans showed
levels of phytates and tannins similar to cooking. The phytate-iron molar ratio for all
groups did not show statistical difference. The in vitro bioaccessibility of iron of the
germinated beans had higher values (p<0.05) compared to cooking. There was no
statistical difference between the groups regarding the parameters evaluating the
bioavailability of in vivo iron. Serum hepcidin levels remained similar between groups.
Germination showed greater bioaccessibility of iron. Germination was efficient to
release iron from the food matrix. The bioavailability of iron from the biofortified
germinated beans was comparable to that of ferrous sulfate. The germination
process of the bean can be considered an efficient method of consumption of this
legume, presenting good bioaccessibility and bioavailability of iron.
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Keywords: bioavailability, bioaccessibility, germination, bean, biofortification,
antinutritional.
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1 INTRODUGAO

O feijao tradicionalmente faz parte da alimentacdo da populagao brasileira,
fornecendo nutrientes essenciais como proteinas, vitaminas, carboidratos, fibras e
minerais como ferro, zinco, calcio e manganés (MONTOYA et al., 2010; NAKITTO et
al., 2015; NKUNDABOMBI et al., 2016). Entre os alimentos de origem vegetal, é
considerado a melhor fonte de ferro e proteinas, apresentando, portanto, uma
alternativa de destaque para melhorar a qualidade nutricional da alimentagdo de
populagbées (BELANE; DAKORA, 2011; MARTINEZ et al., 2011).

Dentre os feijdes, o feijao-caupi (Vigna unguiculata L. Walph), conhecido
também como feijdo-de-corda, feijao-macassar ou feijao fradinho, que devido a
questbes climaticas, ou seja, altas temperaturas e alta umidade ou altas
temperaturas e semiaridez, predomina-se o cultivo e consumo no Norte e Nordeste
do Brasil (FREIRE FILHO et al., 2011).

Alguns fatores antinutricionais estdo presentes no feijdo, reduzindo a
digestibilidade desta leguminosa, como o acido fitico e taninos (BENEVIDES et al.,
2011; MARTINEZ et al., 2011). As caracteristicas antinutricionais desses compostos
estao relacionadas com a capacidade de formar complexos insolUveis com proteinas
e minerais, ocasionando assim a redugdo de sua biodisponibilidade (RAMIREZ-
CARDENAS et al., 2008; VALDES, 2010).

O consumo humano de sementes germinadas, os denominados “brotos”,
como feijao, soja, lentilha, ervilha, entre outros, € bem difundido e apreciado em
paises como China, Japdo e Estados Unidos, por fazerem parte da tradicdo de
consumo dessas populagdes. No Brasil prioriza-se o consumo do feijao cozido,
porém, observa-se o crescimento da demanda pelo consumo do feijao germinado
(SANCHEZ et al., 2016; FORDHAM et al., 1975).

Apesar do feijao ser consumido pela maioria das populag¢des na forma cozida,
o consumo nas formas germinado, descascado e macerado sao alternativas
aplicadas para este se tornar mais facilmente digerivel e melhorar sua qualidade
nutricional, levando a diminuicgdo de alguns fatores antinutricionais e,
consequentemente a maior biodisponibilidade de vitaminas e minerais (KOEHLER et
al., 2007; MOONGNGARM et al., 2010; MARTINEZ, 2011; HUNG et al., 2012; WEI



et al., 2013; BRIGIDE et al., 2014; DUENAS et al., 2016). Além disso, o processo de
germinagdo € uma alternativa econbémica e bem simples (MARTINEZ, 2011;
WONGSIRI et al., 2015).

Estudos demonstram um aumento significativo no teor de ferro em alimentos
que passaram pelo processo de germinacédo (SILVA, 2011; WEI et al., 2013). De
acordo com Mubarak (2005), a germinac&o do feijdo aumentou significativamente o
teor de proteina, variando de 26,80% para 30,00%, assim como diminuicdo do
conteudo de fatores antinutricionais, apresentando um percentual de redugdo de
acido fitico de 30,5%.

Outros métodos para melhorar a qualidade nutricional de alimentos estédo
sendo amplamente estudados. Entre estes destaca-se a biofortificacdo, que é
realizada por meio do melhoramento genético, apresentando como foco
micronutrientes como ferro, vitamina A e zinco, que s&o reconhecidos pela
Organizagdo Mundial da Saude como de grande impacto na saude de populacdes
quando em consumo inadequado (BRASIL, 2007; BOUIS et al., 2011; NESTEL et al.,
2011). O feijao torna-se um alimento com potencial positivo para o processo de
biofortificacdo por ter um amplo alcance social, devido ser a base da alimentacdo da
populacao brasileira e de grande aceitacdo (CARVALHO et al., 2012; MINGUITA et
al., 2012).

A biofortificacdo do feijdo-caupi com ferro visa reduzir a prevaléncia de
anemia ferropriva nas regides Norte e Nordeste do Brasil. Por meio desse processo,
o teor de ferro chega a alcangcar em média de 77 mg de ferro por quilo, enquanto o
convencional apresenta 50 mg de ferro por quilo do produto (BIOFORT, 2018a).

Desde modo, a investigacdo do processo de germinagao do feijao
biofortificado como alternativa de melhorar a biodisponibilidade de ferro torna-se
importante, uma vez que podera trazer beneficios para a populacido acometida por

caréncias relacionadas a ma nutrigao.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Verificar ~as  caracteristicas  fisico-quimicas, bioacessibilidade e
biodisponibilidade de ferro do feijao-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp) biofortificado

germinado.

2.2 Objetivos especificos

I. Determinar o teor de ferro do feijao-caupi biofortificado e convencional sub-
metidos a germinagao e cozimento.

. Comparar as caracteristicas fisico-quimicas do feijdo-caupi biofortificado e
convencional submetidos a germinagéo e cozimento;

lll.  Verificar a influéncia da germinagcdo em relagcdo aos fatores antinutricionais
presentes no feijao-caupi biofortificado e comparar com o processo de cozi-
mento;

IV. Avaliar a bioacessibilidade de ferro dos feijdes por método in vitro;

V. Avaliar a eficiéncia do processo de germinagdo em relagao a biodisponibilida-

de de ferro do feijado-caupi biofortificado por meio de estudo in vivo.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Feijao

O feijao € um alimento em destaque na cultura e na culinaria nacional, com
presenga constante ou até mesmo diaria ha mesa de grande parte da populagao
brasileira (RIOS et al., 2003). A inser¢cdo na alimentagdo humana evidencia sua
presencga na época da Grécia antiga e do Império Romano, onde foi disseminado em
guerras e nas grandes exploragdes, sendo utilizado na alimentagcdo e como forma de
contagem de votos. Era ainda encontrado em tumbas egipcias, como simbolo de
culto a vida (CARNEIRO et al., 2005; RIOS et al., 2003).

No Brasil, o feijao veio a se firmar nos habitos alimentares a partir do
processo de interiorizagdo do pais gragas aos bandeirantes paulistas e sertanejos
nordestinos, pois este era um alimento de facil armazenamento e de crescimento
muito rapido, se tornando um alimento de subsisténcia destes viajantes (LAJOLO et
al.,1996).

O Brasil ocupa lugar de destaque na producdo de feijdo, sendo o maior
produtor mundial, com producao de 3.363,0 mil toneladas e 3.120,0 mil hectares de
area plantada, sendo dessa area 315,5 mil hectares de feijdo preto, 1.416 mil
hectares de feijao de cores e 1388,2 mil hectares de feijao-caupi (CONAB, 2018). O
Brasil, assim como outros paises como México, Nicaragua, El Salvador, Cuba,
Burundi, Ruanda, Quénia, Uganda, india e Coréia do Norte, além de produtores,

também s&o importantes consumidores desta leguminosa (EMBRAPA, 2018c).

3.1.1 Feijao-caupi

O feijdo-caupi € uma cultura de origem africana, a qual foi introduzida no
Brasil na segunda metade do século XVI pelos colonizadores portugueses no Estado
da Bahia, e a partir desta foi disseminado por todo o pais (VIEIRA et al., 2006).

O feijao-caupi tem varios nomes populares, entre estes feijdo-macassa e
feijao-de-corda, na regido Nordeste; feijao-de-praia, feijdo-da-colénia e feijao-de-
estrada, na regiao Norte; feijao-miudo, na regido Sul, feijao-fradinho nos estados de
Sergipe, Bahia e Rio de Janeiro (FREIRE FILHO et al., 2011).
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A produgédo de feijdo-caupi concentra-se nas regides Nordeste e Norte,
regides estas de areas semiaridas em razdo das irregularidades de chuvas e altas
temperaturas. Estas caracteristicas fazem com que outras culturas de leguminosas
nao se desenvolvam satisfatoriamente (RODRIGUES et al.,, 2015). A produgao
dessa variedade nas regides Nordeste e Norte € feita por empresarios e agricultores
familiares que ainda utilizam praticas tradicionais (BEZERRA et al., 2014).

O feijao-caupi, pela plasticidade, adaptagdo a uma ampla faixa de ambientes
nas regides tropicais e subtropicais do mundo, alto valor nutritivo, por ser um
alimento basico em varios paises e ainda diante das perspectivas de mudancas
climaticas e da necessidade de alimento em todo o mundo, é uma cultura de grande

potencial atual e estratégico (XIONG et al., 2016).

3.1.2 Composicao quimica e importancia nutricional

Os gréaos do feijao apresentam em média 20 a 25% de proteina, 60 a 65% de
carboidratos, 1 a 3% de lipideos e 1 a 20% de fibras alimentares. Possuem ainda
vitaminas como tiamina, niacina, riboflavina, acido félico e vitamina B6 e minerais
como ferro, cobre, zinco, fésforo, potassio e magnésio (NKUNDABOMBI et al., 2016;
NAKITTO et al., 2015; MONTOYA et al., 2010).

Do ponto de vista nutricional, seu alto teor de proteinas, com quantidades
elevadas de lisina, complementa esse aminoacido que é limitante nos cereais como,
por exemplo, arroz e milho, fazendo com que esta mistura apresente um perfil de
proteinas de origem vegetal de alto valor biologico (BELANE; DAKORA, 2011;
MARTINEZ et al., 2011).

Diversos fatores determinaram a qualidade e a concentracdo dos nutrientes
no feijado, como as condi¢des ambientais e climaticas, formas de plantio, espécie,
tempo e condigbes de armazenamento e forma de preparo (MARQUEZI, 2013;
GLAHN et al., 2016).

Estudos demonstram importantes beneficios a saude associados ao consumo
de feijdes, entre eles diabetes Melitus, obesidade, redugcdo do colesterol, entre
outros (YAO et al., 2013; OOMAH et al., 2010).



3.1.3 Fatores antinutricionais presentes no feijao

Compostos presentes nos feijoes que podem interferir de forma negativa no
valor nutricional deste alimento sdo denominados fatores antinutricionais. Dentre
estes, o fitato, tanino, compostos fendlicos, lectinas, alguns oligossacarideos e
inibidores de proteases (DELFINO; CANNIATTI-BRAZACA, 2010; OOMAH et al.,
2010).

Entre os efeitos indesejaveis se encontram a diminuicao da biodisponibilidade
de minerais, a digestibilidade proteica e também causar flatuléncia. E estes efeitos
estdo relacionados a quantidade desses compostos presentes no alimento
(BENEVIDES et al., 2011; ALMEIDA et al., 2008).

Os fitatos estdo presentes naturalmente nos grdos e leguminosas e sao
formados no processo de maturagdo, constituindo uma complexa classe de
compostos. Sdo comumente denominados como acido fitico, acido hexafosforico
mio-inositol ou ainda 1,2,3,4,5,6 hexaquis (diidrogénio fosfato) mioinositol (BONETT
et al., 2007). Sua fungao fisiolégica na planta destaca-se no estoque de fdsforo,
desempenhando uma reserva energética da planta, e atua na manutencao da planta
no periodo de dorméncia (AKOND et al.; 2011).

Uma das caracteristicas do fitato é a sua capacidade de ligar-se a proteinas e
ions metalicos e com isso formar complexos insoluveis com ferro, calcio, zinco,
cobre e manganés, podendo prejudicar a absorgdo destes minerais, interferindo
negativamente na sua biodisponibilidade (ISRAR et al., 2013; LEAL et al., 2010;
DAVIDSSON et al., 2001; TROESCH et al., 2009).

Os taninos sdo denominados compostos fendlicos de alto peso molecular,
soluvel em agua, que contém suficientes grupos hidroxila fendlica para realizar
ligacBes cruzadas e estaveis com proteinas (DIAZ et al., 2010; NOZELLA, 2006).
Encontram-se preferencialmente no tegumento, com a caracteristica de conferir cor
ao feijdo. Comparando o feijao branco, preto e vermelho, o que apresenta o menor
teor de taninos é a variedade branca (DIAZ et al., 2010).

Entre os efeitos desse composto, destaca-se sua agao em interferir na
absor¢cdo de minerais, especialmente o ferro, levando a formacdo de complexos
insoluveis com este nutriente e causando reducdo de sua absorcédo, e
consequentemente menor biodisponibilidade (CAMPIOM et al.,, 2013, HUBER,
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2012).

Apesar dos aspectos indesejaveis mencionados, estes compostos também
desempenham caracteristicas positivas, associando-se a beneficios a saude, como
reducao do risco de determinadas doengas. Contudo, deve-se avaliar a presenca
destes nos alimentos, pois em casos de caréncias nutricionais, sua presenca pode
acarretar interagées com nutrientes importantes (OOMAH et al., 2010; RAMIREZ-
CARDENAS et al., 2008).

Alternativas podem ser aplicadas aos alimentos como forma de reduzir ou
eliminar esses fatores antinutricionais, com o objetivo de evitar os aspectos
indesejaveis causados por estes. Entre essas alternativas destaca-se a forma de
preparo do alimento, como cocg¢ao, maceragao, germinagao, descascamento, entre
outras (KAUR et al., 2011; BATISTA et al., 2010).

3.2 Germinagao

A germinacéo é definida como o desenvolvimento das estruturas essenciais
do embrido, manifestando a sua capacidade para originar uma plantula normal, sob
condigdes ambientais favoraveis, ocasionando a retomada do crescimento do
embrido, com posterior rompimento do tegumento pela radicula. Ou seja, havendo
uma semente viavel em repouso ou dorméncia, quando satisfeita uma série de
condicbes externas e internas, promovera o crescimento do embrido, o qual
conduzira a germinagdo. Desde modo, germinar consiste em sair do repouso e
entrar em atividade metabdlica (HAO et al., 2016; CACERES et al., 2014; KIM et al.,
2012).

O processo de germinacao de graos € um dos métodos mais antigos, além de
ser simples e econdmico, se torna uma forma de consumo de alimentos bastante
apreciada, uma vez que o consumo de alimentos germinados € bastante utilizado
em paises como Japao, China e Estados Unidos, enquanto no Brasil ja se observa o
crescimento pelo consumo e utilizagado dos alimentos germinados, conhecidos como
brotos, como o feijdo, ervilha e lentilha (HAO et al., 2016; SANCHEZ et al., 2016;
MOSTAFA et al., 1987).



Alguns estudos demonstram que a germinagdo pode ser uma alternativa
importante para melhorar a qualidade nutricional dos alimentos como o feijdo. Porém
os efeitos da germinagdo sobre a composi¢ao quimica podem variar com as
condi¢cbes de germinagao, como temperatura, luz, umidade e tempo, assim como
entre as variedades ou cultivares das sementes e os métodos analiticos utilizados
(DUENAS et al., 2016; FIORI, 2014; MARTINEZ, 2011).

Entre os beneficios demonstra-se redugao dos teores de fatores
antinutricionais como o acido fitico, inibidores de proteases, aumento de &acido
ascorbico, hidrélise de oligossacarideos rafinose e estaquiose, que estédo
relacionados a flatuléncias, leva a degradacédo parcial de proteinas e amido,
melhorando a digestibilidade (WONGSIRI et al., 2015; BERNI; CANNIATTI-
BRAZACA, 2011).

A reducado dos teores de fatores antinutricionais, como o fitato, gerado pelo
processo de germinagdo, acontece através do aumento da atividade da enzima
fitase, ha ativacado da fitase, no qual o acido fitico é hidrolisado, liberando H3POy,
Mg?*, Ca®*, e inositol, levando & reducéo no teor de acido fitico (MENACHO, 2009).
As formas de fitato que mais afetam a biodisponibilidade de minerais sdo IPse IPg. A
fitase reduz o fitato para a forma menos fosforilada, como 1Py, IP3 e IP2, que tem
baixo impacto na biodisponibilidade de minerais (BONETT et al., 2007). Com a
reducdo dos fatores antinutricionais, estudos demonstram um aumento da
biodisponibilidade de minerais, como o ferro, por meio da germinacao de graos
(FIORI, 2014; GHAVIDEL; PRAKASH, 2007).

Sathe et al. (1983) demonstraram que a germinagdo com duragédo de cinco
dias diminuiu a quantidade de fatores antinutricionais de cereais e leguminosas,
como o acido fitico, inibidores de tripsina e quimiotripsina.

Estudo realizado avaliando o efeito de varios métodos de preparo
(germinacéo, cocgéo, remolho e autoclavagem) do feijao-caupi em relagéo a fatores
antinutricionais, demonstrou que a germinacéo e remolho apresentaram os melhores
valores de redugao de fitato, enquanto em relagdo aos taninos foi a germinagao e
cocgao (OLOGHOBO; FETUGA, 1984)



3.3 Metabolismo do Ferro

O organismo utiliza o ferro proveniente de duas principais fontes: dietético e
reciclagem de hemacias. Através da dieta, o ferro é encontrado na forma heme ou
organica e ndo heme ou inorganica. O ferro heme proveniente da quebra da hemo-
globina e mioglobina presente na carne vermelha. O ferro ndo heme é encontrado
em vegetais e grdos, estando presente na forma férrica (Fe*") (CAMASCHELLA,
2015; GROTTO, 2008).

O processo de absorgéo do ferro se inicia no duodeno, que apresenta vilosi-
dades que aumentam a superficie de absorcdo deste mineral. Nesse processo de

captacao do ferro varias proteinas estao envolvidas (Figura 1).

Fe::... Dg Eb .‘..FeZ*

Enterécito .
erroportina
HFE Fe2+
 Hefaestina
.................. » Fe3+

Transferrina + Fe®*

Figura 1. Proteinas envolvidas na absor¢do do ferro. DcytB: citocromo duodenal B; DMT-1:
transportador de metal divalente1; TfR: receptor da transferrina; HCP-1: proteina transportadora do
heme-1; HFE: proteina de hemocromatose. Fonte: GROTTO (2008).

Na forma heme, o ferro sera transportado pelo HCP1 (heme carrier protein), e
na forma ndo heme a proteina transportadora de metal divalente 1 (DMT-1) tem a
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funcdo de transportar o ferro do limen para o interior do enterdcito, para iSso neces-
sita que o ferro tenha sido convertido da forma férrica (Fe®*") para a forma ferrosa
(Fe?"). Essa conversdo é realizada por outra proteina, a citocromo duodemal B
(DcytB) (BOGDAN et al., 2016; GROTTO, 2010).

O ferro, no interior da célula, vai ser liberado da protoporfirina e podera ter
dois caminhos distintos, dependendo da demanda de ferro. Se a demanda do orga-
nismo for baixa, o ferro ird permanecer no enterdcito, fazendo parte da ferritina, uma
proteina cuja funcéo é o estoque de ferro (CAMASCHELLA, 2015).

Se o organismo demandar ferro, sera exportado da célula para o plasma pela
ferroportina, para se ligar a transferrina. Assim, a expressao da ferroportina estara
aumentada na deficiéncia de ferro e em casos de hipéxia (ABRAMOWSKI et al.,
2014). O Fe*" sera oxidado a Fe®*" pela hefaestina para ser transportado pela trans-
ferrina (SINGH et al., 2011; LEMOS et al., 2010).

A ferroportina € também o receptor da hepcidina, que € um importante regu-
lador da aquisicdo de ferro. A hepcidina possui a funcédo de se ligar a ferroportina,
regulando a exportacado do ferro para o plasma. Quando as concentracdes de hepci-
dina estdo baixas, as moléculas de ferroportina sdo expostas na membrana plasméa-
tica e exportam ferro. Quando as concentracées de hepcidina aumentam, esta se
liga as moléculas de ferroportina induzindo sua internalizacao e degradacao, e o fer-
ro liberado diminui progressivamente (DEICHER; HORL, 2006).

3.3.1 Anemia Ferropriva

A anemia é definida pela Organizacdo Mundial da Saude como o estado
nutricional no qual a concentracdo de hemoglobina esta abaixo dos parametros da
normalidade, como consequéncia da caréncia de um ou mais nutrientes essenciais,
independente da origem dessa caréncia (BRASIL, 2013). A anemia por deficiéncia
de ferro, conhecida como anemia ferropriva, € decorrente de longo periodo de
balangco negativo entre a quantidade de ferro biologicamente disponivel e a
necessidade orgéanica desse mineral (WHO, 2004; WHO, 2001).

Dentre as deficiéncias nutricionais presentes no mundo, a anemia ferropriva
€ reconhecida como uma das mais relevantes, se tornando um problema de saude

publica, especialmente pelo fato de que qualquer grupo etario é vulneravel a essa
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deficiéncia, contudo sua prevaléncia destaca-se em mulheres e criangas,
principalmente nos paises em desenvolvimento (KASSEBAUM et al., 2014,
RODRIGUES; JORGE, 2010). Estimativas apontam que 43% das criangas menores
de 5 anos de idade s&o acometidas pela anemia (STEVENS et al., 2013).

Dentre as consequéncias dessa deficiéncia se encontram o desenvolvimento
mental e psicomotor comprometido, aumento da morbimortalidade materna e infantil,
além da queda no desempenho do individuo no trabalho e redugéo da resisténcia as
infecgdes (LOZOFF et al., 1987;.DEMAEYER; ADIELS-TEGMAN, 1985; CASCIO et
al., 2017).

A Organizagdo Panamericana de Saude aponta o Peru como o pais com
maior prevaléncia de anemia em toda a América Latina e Caribe (57%), seguindo o
Brasil com 35% das criancas de 1 a 4 anos anémicas, correspondendo a um total de
5 milhdes nesta faixa etaria (LEITAO; OLIVEIRA, 2016). Um dos indicios para o
aumento da prevaléncia da anemia ferropriva em criangas brasileiras decorre das
mudangas nos habitos alimentares, e que consequentemente acompanham a
transi¢cao nutricional no Brasil (SOUZA, 2011; BATISTA FILHO et al., 2008).

Diante das graves consequéncias e do elevado numero de casos de anemia
ferropriva no Brasil, foi implantado o Programa Nacional de Suplementacéo
Medicamentosa de ferro aos grupos de risco, como criangas de 6 a 18 meses,
gestantes e mulheres no pos-parto (AMARANTE et al., 2015). Ainda, alternativas
para o combate dessa deficiéncia sdo extremamente importantes, como o Ministério
da Saude tornou obrigatéria a fortificacdo das farinhas de trigo com ferro e acido
félico, por serem alimentos de facil acesso a populagcao e nao terem alteragcbes de
suas caracteristicas sensoriais no processo de fortificagdo, além de ser
economicamente viavel ao pais (BRASIL, 2013). Assim como a biofortificacdo de
alimentos que vem sendo realizada com o objetivo de reduzir a caréncia desse
mineral (BIOFORT, 2018).

3.4 Biofortificagao de alimentos

A biofortificacdo de alimentos consiste no processo de enriquecimento
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nutricional de culturas, por meio do melhoramento genético convencional, ou seja,
por meio de selecdo e cruzamento de plantas da mesma espécie, gerando cultivares
mais nutritivos. Esta difere da fortificagdo de alimentos, que ocorre durante o
processamento, consistindo na adicdo de micronutrientes a alimentos
industrializados (BIOFORT, 2018b; BOUIS et al., 2011).

Em ambito mundial esse programa vem sendo desenvolvido pela
HarvestPlus, uma alianca de instituicbes de pesquisas e entidades executoras, e no
Brasil é coordenado pela Empresa Brasileira de Pesquisas Agropecuarias
(EMBRAPA), através da Rede BioFORT, queé um conjunto de projetos
responsaveis pela biofortificagdo de alimentos no Brasil (BIOFORT, 2018b).

A biofortificacdo de alimentos apresenta como objetivo principal reduzir a
desnutricdo e garantir maior seguranga alimentar através do aumento dos teores de
ferro, zinco e vitamina A na dieta de popula¢gdes mais carentes, uma vez que a
deficiéncia desses micronutrientes ainda causam grandes problemas de saude
publica no Brasil (BOUIS, 2000a).

A baixa biodisponibilidade desses micronutrientes nos alimentos mais
consumidos por essas populagdes torna a biofortificacdo de culturas alimentares
basicas uma estratégia para ajudar a amenizar essas deficiéncias (LA FRANO et al.,
2014). Em principio, esta estratégia permite que a populagdo consuma 0os mesmos
alimentos que estdo acostumados, enquanto melhoram a ingestdo de
micronutrientes importantes para a saude (SALTZMAN et al., 2013).

Atualmente o programa desenvolve a biofortificagdo de alimentos basicos
como arroz, feijdo, feijdo-caupi, mandioca, batata-doce, milho, abodbora e trigo,
utilizando mecanismos viaveis e efetivos em termos de custos, uma vez que estes
alimentos ja fazem parte da tradicdo de consumo da maioria da populagao, além de
apresentarem baixo custo (BIOFORT, 2018Db).

As variedades biofortificadas estédo em constantes estudos, uma vez que além
dos beneficios nutricionais, é importante associar também vantagens agronémicas e
comerciais. Ainda, € extremamente importante que os alimentos tenham boa
aceitacdo e seus nutrientes estejam biodisponiveis para que o0s objetivos do
programa sejam alcancados, ou seja, acesso a uma alimentagcdo mais nutritiva e

com baixo custo para populagdes de baixa renda (GENC et al., 2005).
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4 MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado nos laboratérios de Nutricdo Experimental e Fisiologia
Humana, Técnica Dietética do Departamento de Farmacia e Nutricdo, Quimica de
Alimentos, Operagbes Unitarias do Departamento de Engenharia de Alimentos da
Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), campus Alegre.

4.1 Matéria-Prima

Foi utilizado como matéria-prima do estudo o feijao-caupi (Vigna unguiculata
L. Walph), cultivar convencional BRS Nova Era e o cultivar biofortificado BRS
Tumucumaque. Ambos foram obtidos da Empresa Brasileira de Pesquisas
Agropecuarias (EMBRAPA Meio-Norte), através do programa de melhoramento
genético (BioFort), provenientes da cidade de Sdo Raimundo das Mangabeiras,
estado do Maranhao. Os feijoes foram adquiridos em Maio de 2017.

O feijdo-caupi BRS Nova Era e BRS Tumucumaque s&o cultivares de
coloragcédo branca, apresentam grédos com tegumento liso e halo preto (EMBRAPA,

2018ab), conforme Figura 2.

Figura 2. Feijao-caupi cru. a: Feijao-caupi BRS Nova Era; b: Feijao-caupi BRS Tumucumaque.
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4.2 Desenho experimental
Na Figura 3 esta apresentado o desenho experimental do estudo,

exemplificando as analises que foram realizadas no decorrer do experimento.

Feijdo-caupi biofortificado ou
convencional

Germinagdo ou cozimento

Obtencdo da farinha

Anilises fisico-quimicas Estudo in vitro Estudo in vive
Ferro, umidade, cinza, Bioacessibilidade de ferro Hemoglobina, RBY, HRE,
proteina, carboidrato, lipidio, CEA, consumo de ferro,
fibra, tanino, fitato, fendlicos ganho de peso, hepcidina
totais. sérica.

Figura 3. Desenho experimental do estudo. RBV= Valor biolégico relativo; HRE= Eficiéncia de
regeneragdo de hemoglobina; CEA= Coeficiente de eficiéncia alimentar.

4.3 Germinagao do feijao convencional e biofortificado

Os graos de feijao foram mantidos em agua deionizada por 4 horas na
proporgcao 1:2 (p:v). Apds esse periodo, a agua em excesso foi retirada para entao
iniciar o periodo de germinagdo. Os feijdbes foram dispostos em bandejas de
polietileno e mantidos em estufa incubadora refrigerada tipo BOD (CLIMATEC) a
2812 °C por 72 horas, de acordo com estudos anteriores (LIMA, 2016; MENDOZA-
SANCHEZ et al., 2016). Os gréos foram umedecidos 2 vezes ao dia, no periodo da
manha e no final da tarde, para garantir umidade necessaria para ocorrer a
germinagdo (DONANGELO et al., 1995; FERREIRA; BORGHETTI, 2004; SANCHEZ

et al., 2016).
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4.4 Cozimento do feijao convencional e biofortificado

Os graos foram mantidos em agua deionizada por 4 horas, na proporg¢ao de
1:2 (p:v). Decorrido esse tempo, a agua foi drenada e, em seguida adicionada agua
deionizada para realizar a cocg¢ao do feijao na proporgéo de 1:2 (p:v). O cozimento
foi realizado em panelas de pressédo previamente lavadas com agua deionizada e

permaneceram em cocgao por 20 minutos em fogo baixo apds inicio da presséo.

4.5 Obtencao da farinha dos feijoes

Os feijoes, apos o processo de germinagao ou cozimento, foram submetidos a
secagem em estufa (STECK) com circulagédo de ar a 60°C até peso constante. O
feijao cozido foi seco juntamente com a agua utilizada na cocgédo. Apds secagem, o
feijao foi moido em liquidificador para obtencdo de uma farinha fina e homogénea e,
posteriormente, acondicionadas em embalagens laminadas e mantidas sob

refrigeracao até utilizagao.

4.6 Caracterizagao fisico-quimica

Foi realizada a caracterizagdo fisico-quimica da farinha de feijao-caupi

biofortificado e convencional, submetidos a germinagéo ou cozimento.

4.6.1 Composicao centesimal

Foi determinada a umidade de acordo com procedimento padrao descrita pela
AOAC (2005) em estufa (BIOPAR) a 105°C até peso constante.

O teor total de nitrogénio foi quantificado pelo método de Kjeldahl, como
descrito pela AOAC (2005). O teor de proteina foi calculado multiplicando-se o
resultado encontrado de nitrogénio pelo fator 6,25.
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Lipidio foi determinado por extragdo em Soxhlet de acordo com o método
descrito pela AOAC (2005), utilizando éter de petréleo como o solvente extrator.

O teor de cinzas foi determinado por incineragdo em mufla (STECNO) a
550°C, conforme o método descrito pela AOAC (2005).

Fibras soluveis e insoluveis foram quantificadas pelo método enzimatico-
gravimétrico, utilizando a-amilase termorresistente, protease e amiloglicosidase
(Sigma®) para a realizagdo da hidrélise enzimatica. Para a filtragao utilizaram-se
cadinhos de vidro com placa de vidro com porosidade e celite como auxiliar de
filtragdo. A fibra total foi determinada pela soma da fibra soluvel e insoluvel (ASP et
al., 1983).

Carboidrato foi calculado por diferenga, subtraindo-se a soma dos teores de

lipidios, proteinas, umidade, cinzas e fibras de 100.

4.6.2 Determinacao de Ferro

A quantidade de ferro das farinhas de feijao foi determinada por absorgao
atébmica (AOAC, 1997). Foram pesados 0,5 gramas de amostra em tubo digestor e
adicionados 10 mL de acido nitrico P.A. Em seguida foi realizada uma pré-digestao
com tubos abertos em capela durante 15 minutos. Posteriormente, as amostras

foram digeridas em micro-ondas MARS 6 (CEM Corporation®), envolvendo trés

passos:
1. Rampa de temperatura de 25 minutos até 210°C;
2. Manutencao da temperatura por 15 minutos a 210°C e;
3. Descida de 15 minutos até temperatura ambiente;

ApoOs a digestao, as amostras foram transferidas para baldo volumétrico de 25
mL e o volume completado com agua deionizada. As amostras foram lidas em
espectrofotdbmetro de absor¢géo atbmica de chama (Thermo Scientific®, modelo ICE
3000 Series).

4.6.3 Fatores antinutricionais

4.6.3.1 Determinagao de taninos
Os taninos foram analisados segundo Price et al. (1978). Amostras de 0,2 g

das farinhas de feijao foram suspensas em 10 mL de solu¢do a 1% de HCI em
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metanol. Os tubos foram colocados em agitagdo a 80 rpm durante 20 minutos para a
extragao dos taninos. Em seguida foram centrifugados a 3.000 rpm, por 20 minutos
(Thermo Fisher Scientific, Heraeus Megafuge 16R), e do sobrenadante, aliquotas de
1 mL foram retirados e colocadas em tubo de ensaio. A cada aliquota foram
adicionadas 2,5 mL de solugédo a 1% de vanilina em metanol e 2,5 mL de solugéo a
8% de HCI em metanol. Os tubos foram mantidos em repouso por 20 minutos e as
absorbancias foram medidas a 500 nm em leitor de ELISA (Thermo Fisher Scientific,
MULTISKAN GO). Foi construida uma curva analitica de catequina, no qual 200 mg
do composto foram diluidos em 200 mL de metanol, sendo o volume ajustado em
baldo volumétrico. Aliquotas de 5, 10, 20, 25 e 50 mL foram retiradas dessa solugao
concentrada de catequina e metanol, e o volume foi ajustado para 100 mL em baldo
volumétrico com metanol. Em seguida, procedeu-se da mesma maneira indicada
para a determinacdo dos taninos nas amostras que foram substituidas por essas
solugdes. Por meio da equagao de regressao linear (R2=O,9987) foi expresso o teor

de taninos em miligrama de Equivalente de Catequina/grama de amostra (EC/g).

4.6.3.2 Determinacao de fitatos
O teor de acido fitico foi analisado segundo metodologia descrita pela AOAC

(1990), adaptada por Latta; Eskin (1980). Foi pesado 1g de amostra em um
erlenmeyer e adicionou-se 5 mL de HCI a 2,4% e realizada incubacdo em banho-
maria a temperatura ambiente e agitacdo constante por 12h. As amostras contidas
nos erlenmeyers foram filtradas utilizando bomba a vacuo e papel filtro de Whatman.

Em seguida, foi realizada a passagem do filtrado em coluna de troca ibnica
com fase estacionaria constituida por resina Dowex- AGX-4. A coluna foi pré-
condicionada com NaCl 2M e o extrato obtido foi aplicado cuidadosamente a
mesma. Os fésforos inorganicos foram eluidos com NaCl 0,05M, seguida da elui¢ao
dos fitatos retidos com NaCl 2M. O fitato foi determinado colorimetricamente, com
base na coloragdo résea do reagente de Wade (0,03 g de FeCIl;6H,O e 0,3 g de
acido sulfosalicilico, diluidos em 100 mL de agua deionizada), que é formado a partir
da reacao entre o ion férrico e o acido sulfosalicilico. Na presenca de fitato, o ferro é
sequestrado e indisponivel para reagir com o acido sulfosalicilico, resultando em

reducdo da intensidade da cor. Foi elaborada uma curva padrao de fitato de sddio e
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a leitura foi realizada por espectrofotometria em aparelho ELISA (Thermo Fisher
Scientific, MULTISKAN GO) a 500 nm.

4.6.3.3 Determinagao de compostos fendlicos totais
O teor de compostos fendlicos totais foi determinado pelo método

espectrofotomeétrico descrito por Singleton et al. (1999), utilizando o reagente Folin-
Ciocalteau. Os extratos foram obtidos a partir da extragdo com metanol 70% (v/v).
Em tubos de ensaio foram adicionados 600 uL de amostra e 3 mL do reagente de
Folin-Ciocalteau diluido 10 vezes em agua destilada. Apds repouso de 3 minutos
foram adicionados 3,4 mL de solugao de carbonato de sédio 7,5% (m/v) e apés uma
hora de repouso foi realizada a medigdo da absorbadncia em aparelho ELISA
(Thermo Fisher Scientific, MULTISKAN GO) a 760 nm.

A quantificagdo do teor de compostos fendlicos totais foi efetuada utilizando
curva padrdao de acido galico por meio da equagédo de regressdo (y = 13,858x +
0,1228: R? = 0,9952) para expressar os resultados em miligramas de equivalentes

de acido galico por 100 g de amostra (mg EAG/100 g).

4.6.4 Determinagao da Razao molar fitato:ferro

A partir dos teores obtidos das analises de ferro e fitato dos feijoes, calculou-
se a razao molar fitato:ferro, de acordo com a féormula abaixo, sendo 659,91 o peso
molecular do fitato e 55,8 o peso atébmico do ferro.

Razao molar fitato:ferro = [Fitato (g) / 659,91] / [Ferro (g) / 55,8]

4.7 Estudo in vitro

4.7 1 Bioacessibilidade de ferro

A digestao in vitro foi realizada de acordo com a metodologia descrita por
Megias et al. (2009), no qual utiliza as enzimas pepsina e pancreatina, simulando a
digestao gastrointestinal.

Primeiramente foi adicionada as amostras agua deionizada e o pH foi

ajustado para 2,0 com HCI 0,1N. Em seguida, adicionada pepsina para simular a
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digestdo gastrica. Posteriormente, as amostras foram incubadas em banho-maria a
37°C sob agitagao por 2 horas. Como forma de simular digestao intestinal o pH foi
ajustado para 7,5 com NaOH 0,1N e adicionado pancreatina, ativada em meio
basico. As amostras foram novamente incubadas em banho-maria a 37°C, sob
agitacédo por 2 horas. Em seguida, para inativagdo enzimatica, as amostras foram
incubadas a 75°C durante 20 minutos em banho-maria. As amostras foram
centrifugadas e os sobrenadantes coletados e liofilizados por 48 h e estocados a -
20°C, permanecendo até a realizagcdo da analise para determinagao de ferro,

conforme metodologia descrita no item 4.6.2.

4.8 Ensaio biolégico

4.8.1 Etica

O experimento com animais foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
com Animais da Universidade Federal do Espirito Santo, protocolo n° 72/2016
(ANEXO 1).

4.8.2 Delineamento Experimental

A avaliacao da biodisponibilidade de ferro foi realizada pelo método deplecéo-
replecdo da AOAC (1998) com adaptagdo para 21 dias de deplegcdo e apenas um
tnico nivel de replecdo (12 mg Fe.kg'). Foram utilizados 40 ratos machos da
linhagem Wistar, recém desmamados, com 21 dias de idade, peso inicial médio de
80 gramas, oriundos do Biotério Central do Centro de Ciéncias da Saude, da
Universidade Federal do Espirito Santo (CCS/UFES). Os animais foram distribuidos
em gaiolas individuais de aco inoxidavel, em ambiente com temperatura controlada a
23 °C e ciclo claro e escuro de 12 horas.

No periodo de deplecédo (21 dias), todos os animais receberam dieta
adaptada da AIN-93G para roedores (REEVES et al., 1993), isenta de ferro (Tabela
1) e agua deionizada ad libitum, com o objetivo de induzir anemia ferropriva.

Na fase de replegao (14 dias), os animais anémicos foram divididos em cinco

grupos com oito animais em cada, de forma que a concentracdo média de
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hemoglobina fosse a mais préxima possivel entre os grupos, a saber: Grupo controle
Sulfato ferroso (SF), Tumucumaque Cozido (TC), Tumucumaque Germinado (TG),
Nova Era Cozido (NC), Nova Era Germinado (NG). Todos os grupos receberam suas
respectivas dietas experimentais com objetivo de recuperar os niveis de
hemoglobina, tempo durante o qual receberam agua deionizada ad libitum e
ingestdo de dieta controlada de aproximadamente 18 gramas por dia. As dietas
foram preparadas para fornecer 12 mg Fe.kg™"' de dieta procedente do sulfato ferroso
(FeSO4, dieta controle) e 12 mg Fe.kg' procedente dos feijdes (dietas teste)
(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.

4.8.3 Dietas Experimentais

As dietas foram preparadas de acordo com as normas da AIN-93G para
roedores (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 (VENANCIO®) por 20 minutos. As dietas prontas foram
acondicionadas em sacos e armazenadas em geladeira a 10 °C. Todos os utensilios
utilizados no preparo das dietas foram lavados com agua deionizada.

Na dieta controle utilizou como fonte de ferro o sulfato ferroso e nas dietas
experimentais, os feijdes foram adicionados em quantidade adequada para fornecer
12 mg Fe.kg™ de ferro, tendo os demais ingredientes manipulados de acordo com a

composic¢ao do feijao adicionado, para que as dietas fossem similares.
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Tabela 1. Composicédo das dietas experimentais das fases de Deplecédo e Replecéo

(g/1000 g de dieta).
Ingredientes Deplecao Replegao
SF NC NG TC TG
Feijao* - - 254,46 254,26 224,70 190,26
Albumina’ 200 200 106,9 107,23 107,04 116,22
Maltodextrina 132 132 132 132 132 132
Sacarose 100 100 100 100 100 100
Oleo de soja 70 70 70 70 70 70
Celulose 50 50 - - - -
Mix de 35 35 35 35 35 35
Minerais sem
ferro
Mix de 10 10 10 10 10 10
Vitaminas
L-cistina 3 3 3 3 3 3
Bitartarato de 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
colina
Amido® 397,50 397,44 286,14 286,01 315,76 341,02
Sulfato - 0,05979* - - - -
Ferroso
Teor de ferro - 11,02 15,23 15,00 17,96 15,87
(mg/kg)

*Quantidade suficiente para fornecer 12 mg Fe kg™ de dieta.

'Quantidade suficiente para fornecer 170 g proteina/kg de dieta.

2Quantidade para fornecer 1 kg de dieta.

SF = Sulfato ferroso, NC = Nova Era Cozido, NG = Nova Era Germinado, TC = Tumucumaque
Cozido, TG = Tumucumaque Germinado.

4.8.4 Determinacao dos parametros hematolégicos

Ao término do periodo de deplegdo (21 dias) e replecdo (14 dias) foram
coletadas amostras de sangue por gotejamento, apds incisdo da porgéao terminal da
cauda dos animais para a determinagdo da concentragdo de hemoglobina. A
dosagem de hemoglobina foi realizada segundo o método do cianetohemoglobina
(AOAC, 1998), utilizando se o Kit de hemoglobina Bioclin®. Nesse método, apds
secgdo da porcédo terminal da cauda de cada animal e gotejamento em vidro de
relégio, 10uL de sangue foram misturados a 2,5 mL de solugdo de cianeto e
ferrocianeto de potassio (solucdo de Drabkin), sendo o fon ferroso (Fe®') da
hemoglobina oxidado para o estado férrico (Fe**) pelo ferrocianeto de potassio
formando metahemoglobina, que se combina com cianeto de potassio originando o
cianeto de metahemoglobina. Uma aliquota de 250 yL de cada amostra foi pipetada

em microplaca de 96 pocos, para posterior leitura a 540 nm em aparelho ELISA
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(Thermo Fisher Scientific, MULTISKAN GO). A cor resultante dessa reacdo é
proporcional a concentragdo de hemoglobina no sangue dos animais (NELSON,;
MORRIS, 1995). Para calculo da concentracdo de hemoglobina das amostras de
sangue foi utilizado como referéncia o valor de leitura da absorbancia de uma
solugdo padrao de hemoglobina Bioclin® de concentragdo correspondente a 11,6
g/dL.

Apos o periodo de replecédo (14 dias) os animais foram anestesiados
utilizando anestésico ketamina combinado com relaxante muscular xilazina, de
acordo com o peso, pela via intraperitoneal, e foi coletado cerca de 5 mL de sangue
por pungao cardiaca e acondicionados em tubos com anticoagulante (VACUETTE®
K3EDTA), e estes foram centrifugados por 10 minutos a 4°C e 3000 x g (Thermo
Fisher SCIENTIFIC, Heraeus Megafuge 16R) para separagao do plasma, que foi
utilizado para posterior analise de Hepcidina.

O ganho de hemoglobina foi calculado pela diferengca da concentragdo da
hemoglobina (Hb) do periodo final e inicial de replecao.

O pool de ferro na hemoglobina foi calculado assumindo que o volume total
de sangue é de 6,7% do peso corporal e o conteudo de ferro na hemoglobina é
0,335%, conforme férmulas abaixo:

Hb-Fe inicial = [peso inicial (g) x Hb inicial (g/dL) x 6,7 x 0,335]/ 1000

Hb-Fe final = [peso final (g) x Hb final (g/dL) x 6,7 x 0,335] / 1000

A eficiéncia de regeneragédo da hemoglobina (HRE) e o valor bioldgico relativo
(RBV) foram estimados de acordo com Manhoney; Van Orden; Hendricks (1974),
conforme férmulas a seguir:

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

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

4.8.4.1 Dosagem sérica de Hepcidina
Para determinacao dos niveis de Hepcidina sérica foi utilizado kit de ELISA

(Quantikine® R&Dsystems™ a biotechne brand) seguindo as recomendagdes do
fabricante.

Primeiramente, o padréo foi reconstituido com 1 mL do diluente, ambos
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fornecidos pelo kit e deixado em repouso por uma hora antes da sua utilizagado nos
ensaios. A concentragdo do padrédo nessa solugao estoque € de 10.000 pg/mL. Essa
solugao foi utilizada para diluigdes de 1.000 pg/mL, 500 pg/mL, 250 pg/mL, 125
pg/mL, 62,5 pg/mL, 31,3 pg/mL, 15,6 pg/mL e 0 pg/mL para construgdo da curva
padrao.

Em uma microplaca de 96 pocos foi adicionado 50 pL de Diluente de Ensaio
RD1-21 e 50 uL da amostra, que foram encubados por 2 horas em temperatura
ambiente. Percorrido esse tempo, os pogos foram lavados com tampao de lavagem
e posteriormente adicionado 200 pL de Conjugado de Hepcidina Humana a cada
poco e incubado por 2 horas em temperatura ambiente. Apds, realizou-se outra
lavagem e adicionou 200 uL de Solug¢ao de Substrato a cada poco e incubou durante
30 minutos a temperatura ambiente e protegida da luz. Decorrido o tempo,
adicionou-se 50 pL de solucdo de parada e foi realizada a leitura em leitor de ELISA
(Thermo Fisher Scientific, MULTISKAN GO) a 450 nm.
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5 ANALISE ESTATISTICA

Para analise dos resultados foram aplicados os testes estatisticos Analise de
Variancia (ANOVA) acompanhada pelo teste de Tukey para testar as diferengas nos
valores intergrupos.

O valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo. As analises

foram realizadas com auxilio do programa GraphPad Prism®, versao 6.0 (La Jolla,
CA, USA).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Composicao centesimal

Na Tabela 2 consta a composi¢cao centesimal do feijao-caupi convencional e

biofortificado submetido ao processo de cozimento e germinagao.

Tabela 2. Composigao centesimal do feijao-caupi convencional (BRS Nova Era) e
biofortificado (BRS Tumucumaque) submetidos ao cozimento e germinacgao.

Convencional Biofortificado
Cozido Germinado Cozido Germinado
Umidade (g/100g) 5,54 + 0,06° 5,12 £ 0,52° 5,65+ 0,51° 5,00 + 0,58°
Cinza (g/100g) 3,27 +0,08° 3,39 + 0,09° 3,92 + 0,08° 3,98 +0,11°
Proteina (g/100g) 24,80 + 0,85° 24,69 + 0,44° 28,02+0,33% 28,27 +0,23°
Lipidio (g/100g) 2,00 + 0,05° 2,02 +0,13° 1,09 £ 0,46" 1,10 £ 0,36"
Carboidrato (g/100g) 46,30 + 1,48° 46,76 + 0,85° 44,19 + 0,47° 43,74 £ 0,92°
Fibra Total (g/100g) 18,09 18,02 17,14 17,91
Soluvel (g/100g) 2,96 2,27 3,24 3,72
Insolavel (g/100g) 15,13 15,75 13,90 14,19
Ferro (mg/kg) 47,15+ 0,06° 47,19 +0,39° 69,42 + 1,94° 69,74 + 0,79°

Valores expressos em média e desvio padrdo (n=3). Letras diferentes na mesma linha significa
diferencga estatistica (p<0,05) pelo teste de Tukey.

Em relacdo aos dados de composi¢cdo centesimal observa-se que ndo houve
diferenca estatistica entre os feijbes de mesmo cultivar, quando comparado o
cozimento e a germinagao.

Verifica-se que o feijao biofortificado apresenta maior percentual de proteinas
e menor teor de lipidios quando comparado ao convencional (p<0,05), corroborando
com outros trabalhos realizados com feijao biofortificado (BIGONHA, 2013; BARROS
etal., 2013).

O teor de fibras total, soluvel e insoluvel mantiveram valores semelhantes aos
reportados na literatura, em torno de 19 g/100 g de fibra total, 16 de insoluvel e 2 de
soluvel (FROTA et al., 2008), apresentando elevado conteudo de fibra insoluvel,

caracteristico dos feijdes. O conteudo de fibra pode exercer um efeito negativo na
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biodisponibilidade de minerais, interferindo na absor¢do dos minerais, através da
diminuicdo do tempo de transito intestinal provocado pelas fibras. Em individuos com
a deficiéncia de minerais ja instaladas, esse efeito negativo das fibras em relacéo a
biodisponibilidade pode apresentar maior destaque (ROSS et al., 2000).

Verifica-se que os teores de ferro (Tabela 2) da variedade convencional (BRS
Nova Era) encontra-se proximo dos valores relatados na literatura, que gira em torna
de 50 mg/kg de feijao (BIOFORT, 2018a). Em relagdo a variedade biofortificada
(BRS Tumucumaque), verifica-se valores inferiores aos reportados na literatura, que
sdo de 77 mg/kg (BIOFORT, 2018a). Porém mantem-se valores significativamente
superiores a variedade convencional (p<0,05), conforme esperado por se tratarem
de variedades biofortificadas.

Assim, o feijdo-caupi considerado biofortificado, alvo desta pesquisa, ainda
nao atingiu o patamar recomendado da biofortificacdo, uma vez que o objetivo é a
producdo de cultivares que atinjam a concentragdo de 50% superior aos cultivares
convencionais (WELCH et al., 2000). Porém, com as concentragbes encontradas
verifica-se que estas sao variedades promissoras para a biofortificacdo, uma vez
que no presente estudo obteve-se um percentual de 46,8% a mais de ferro em
relagao a variedade convencional. A biodisponibilidade de ferro € um fator importante
a ser considerado, e nao somente o percentual de acréscimo no teor de mineral.

Ainda, deve-se levar em consideragao o tipo de solo no qual o feijao foi
plantado, pois este pode interferir nos teores de minerais obtidos, havendo variagao
entre diferentes localidades e tipos de solos (MARQUEZI, 2013).

No presente estudo ndo houve diferenga estatistica em relacdo ao feijao
germinado e cozido, permanecendo todos os tratamentos com teor de ferro
semelhante (Tabela 2). Silva (2011) encontrou maior teor de ferro no feijao
germinado, comparando este com o grao cru.

Lee et al. (1990) verificaram a influéncia da germinagédo na composigao
quimica de feijoes em diferentes dias de germinagéo (1, 3 e 5 dias) e constataram
que o conteudo de ferro diminuiu até o terceiro dia de germinagao e aumentou no
quinto dia. Assim, no estudo atual, o tempo utilizado para a germinagao pode ter
sido um fator determinante para n&o ter encontrado diferenca nos teores de ferro,

uma vez que o tempo utilizado foi de trés dias, sendo este o periodo da germinagao
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que o estudo demonstrou que ocorre reducao desse mineral.
6.2 Fatores antinutricionais

A Tabela 3 demonstra os teores de taninos, fitatos e compostos fendlicos
totais presentes no feijdo-caupi convencional e biofortificado submetidos ao

processo de cozimento e germinagao.

Tabela 3. Fatores antinutricionais presentes no feijado-caupi convencional (BRS Nova
Era) e biofortificado (BRS Tumucumaque).

Convencional Biofortificado
Cozido Germinado Cozido Germinado
Taninos (g EC/100g) 0,51+ 0,03 0,52 +0,08° 0,50 + 0,09° 0,52 +0,07°
Fitatos (g/100g) 0,20 + 0,08° 0,22 + 0,04° 0,28 + 0,09° 0,29 +0,01°
Fendlicos (mg EAG/100g) 0,56 + 0,01° 2,05 + 0,63° 0,64 +0,22° 2,45+ 1,15°

Valores expressos em média e desvio padrao (n=3). Letras diferentes na mesma linha significa
diferenga estatistica (p<0,05) pelo teste de Tukey. EC = Equivalente de Catequina, EAG =
Equivalente de acido galico.

O teor obtido das analises de taninos demonstra valores semelhantes para
todos os grupos experimentais, nao apresentando diferenca estatistica entre os
cultivares convencionais ou biofortificados, assim como para o processamento
cozido ou germinado.

Os taninos concentram-se, em sua maioria, na casca do feijao, estando
presente, principalmente, em feijbes com tegumento de coloragdo escura, como
feijao vermelho e preto. Os feijdbes brancos possuem teores muito baixos
comparados aos vermelhos e pretos, que apresentam niveis significativamente
maiores, (WELCH et al., 2000; BRESSANI et al., 1991). Pinto (2016) obteve teores
de taninos no feijao branco de 0,43 g/100g, e para o vermelho e preto 0,67 e 1,17
g/100g, respectivamente. Assim, os valores de taninos encontrados na atual
pesquisa sao consistentes com o esperado, uma vez que o feijao alvo do estudo é
de uma variedade branca.

A maceracao tem um papel importante na redugao de taninos presentes no
feijao, pois estes podem migrar para a agua de maceragao e para o caldo de cocg¢ao
(GOYCOOLEA et al,, 1993; COSTA et al.,, 2001). Neste trabalho, os feijoes
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passaram por um periodo de maceragdo com posterior descarte desta agua antes
do processo de cozimento e germinagao, o que pode explicar a baixa concentragao
desse fator antinutricional nas amostras avaliadas.

Os feijdbes passaram pelo processo de secagem, podendo a temperatura ter
influenciado na reducdo de taninos, visto que Manole et al. (2009) demonstraram
que o tratamento térmico aplicado no feijdo causou uma redugdo no teor desse
composto.

O feijao biofortificado apresentou valores superiores de fitatos em relagao ao
convencional, apesar de nao serem diferentes estatisticamente. Ainda, manteve
valores semelhantes entre cozido e germinado em relagdo ao mesmo cultivar.
Ghavidel et al. (2007) encontraram valores superiores ao do presente estudo,
apresentando o feijado-caupi germinado teores de fitato de 0,48 g/100 gramas.

Alguns fatores influenciam a ligacédo do fitato com minerais, como pH,
concentragédo e presenga de minerais. Sob condigdes naturais, o fitato encontra-se
carregado negativamente, e isso faz com que ele tenha um grande potencial de se
ligar a moléculas carregadas positivamente, como minerais e proteinas (SILVA;
SILVA, 1999).

Durante o processo de germinagao, por agao de fitases enddgenas, o
hexafosfato de mioinositol (IPs) pode ser parcialmente desfosforilado e produzir com
isso pentafosfato (IPs), tetrafosfato (IP4), trifosfato (IP3), inositol difosfato (IP2) e
monofosfato (IP¢) (SILVA; SILVA, 1999). Dentre esses compostos, o IP4, IP,, IP; e
IP4 possuem baixa capacidade de se ligar a proteinas e minerais ou os complexos
que sdo formados por estes sdo mais soluveis. Enquanto o IP5 e IPg tem maior
influéncia na biodisponibilidade de minerais e proteinas, pois formam complexos
insoluveis com estes compostos (BONETT et al., 2007).

A enzima fitase, que esta presente em diversas leguminosas, entre elas o
feijao, se torna ativa durante o processo de germinagéo. Assim, esperava-se obter
menor teor de fitato no grupo germinado, porém, nido foi observado esses
resultados, uma vez que nao obteve-se diferenca estatistica entre os grupos
(RICHARD; THOMPSON, 1997; STANLEY, AGUILERA, 1985).

Em relacdo aos teores de compostos fendlicos totais, as variedades que

foram germinadas, para todos os cultivares, apresentaram diferengca estatistica
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(p=<0,05) em relacdo ao cozimento, apresentando valores superiores. Esses valores
superiores podem ser devido ao processo de cozimento acarretar em maior perda
desses compostos, variando de 2 a 39% de perdas (BASSINELLO et al., 2010).
Resultados semelhantes foram obtidos por Martinez (2011).

O processo de biofortificagdo, com aumento do conteudo de ferro nos feijdes
pode desencadear alteracbes na composig¢ao deste alimento, como aumentar o teor
de alguns componentes, por exemplo, fatores antinutricionais, que
consequentemente podem interferir no valor nutricional (TAKO et al., 2015; WELCH
et al., 2000). Contudo, pesquisas devem ser aprofundadas com o intuito de melhorar
€esse processo para que ocorram os beneficios propostos.

Diante dos resultados obtidos, podemos confirmar resultados positivos em
relacdo a germinacdo, se comparada ao cozimento, demonstrando eficacia em
manter niveis na mesma propor¢cao do processo de cozimento de componentes
capazes de interferir no valor nutritivo do feijao.

A partir dos valores obtidos de fitato e ferro presente nos feijdes, calculou-se a

razao molar fitato:ferro, obtendo os valores demonstrado abaixo (Tabela 4).

Tabela 4. Razao molar fitato:ferro dos feijoes.

Tratamento Razao molar fitato:ferro
NC 3,58°
NG 3,94°
TC 3,41°
TG 3,51°

Valores expressos em média e desvio padrdo (n=3). Letras diferentes na mesma linha significa
diferenga estatistica (p<0,05) pelo teste de Tukey. NC=Nova Era Cozido; NG=Nova Era Germinado;
TC=Tumucumaque Cozido; TG=Tumucumaque Germinado.

A capacidade de absorcao de ferro esta associada a razao molar fitato:ferro,
sendo que valores superiores a 14 podem comprometer a biodisponibilidade de ferro
em humanos e animais (RICHARD; THOMPSON, 1997; LESTIENE et al., 2005).

A razdo molar fitato:ferro obtido para os feijdes estdo abaixo do valor
considerado prejudicial para a biodisponibilidade de ferro, demonstrando que tanto o
cozimento quanto a germinacao sao eficientes em reduzir fitatos de modo que néo

interfiram na biodisponibilidade de ferro.
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Vaz-Tostes et al. (2016) obtiveram valores de razdo molar fitato:ferro de 7,27
para o feijdo biofortificado e 8,53 para o feijdo convencional, e estes valores nao
interferiram na biodisponibilidade de ferro no experimento in vivo.

No estudo de Bigonha (2013), a diferenca obtida em relagdo a
biodisponibilidade n&o foi devido a razdo molar fitato/ferro, mas aos flavonoides
presentes na casca, principalmente no feijao colorido, o qual contribuiu para a baixa
biodisponibilidade de minerais.

Assim, os efeitos da germinagdo em relagdo a composicdo quimica,
compostos antinutricionais e constituintes bioquimicos podem variar muito de acordo
com as condi¢des utilizadas no processo de germinagdo, como tempo aplicado,
temperatura, umidade, presenga ou auséncia de luz, assim como cultivar e também

os métodos de analises aplicados (BAU et al., 1997).

6.3 Estudo in vitro

6.3.1 Bioacessibilidade do ferro dos feijoes

Com o objetivo de verificar a concentragdo de ferro disponivel para ser
absorvido apos sua passagem pelo trato gastrintestinal, avaliou-se o teor de ferro da
fracao digerivel das amostras de feijao (Tabela 5), demonstrando os valores de ferro

bioacessivel.

Tabela 5. Bioacessibilidade de ferro dos feijoes.

Grupos Bioacessibilidade Fe (mg/kg) Percentual bioacessivel (%)
NC 8,75 + 0,34° 18,55
NG 10,78 + 0,26° 22,84
TC 12,72 £0,42° 18,32
TG 15,01 + 0,82° 21,52

Dados expressos em média e desvio padréo (n=3). Letras diferentes na mesma coluna significa
diferenga estatistica (p<0,05) pelo teste de Tukey. SF= Sulfato ferroso, NC= Nova Era Cozido, NG=
Nova Era Germinado, TC= Tumucumaque Cozido, TG= Tumucumaque Germinado.

Através dos resultados obtidos da bioacessibilidade de ferro, verifica-se que

os feijbes que foram germinados apresentaram valores superiores (p<0,05) ao

30



cozido. Este resultado demonstra a eficacia do processo de germinagdo e cocgao,
uma vez que a bioacessibilidade indica possivelmente a quantidade de ferro que
possivelmente podera ser absorvido pelo organismo apds o processo de digestao
gastrointestinal. O célculo do percentual de ferro bioacessivel também demonstra
que a germinagao apresentou maior bioacessibilidade de ferro.

Ainda, o feijao biofortificado apresentou resultados mais elevados que o
cultivar convencional, resultados estes devido ao maior teor de ferro no feijao
biofortificado.

Na pesquisa de Ghavidel et al. (2006), avaliando o impacto da germinagao na
bioacessibilidade de ferro em diferentes leguminosas, obteve assim como no
presente estudo, aumento significativo do ferro biodisponivel do feijao-caupi que foi
germinado.

Em relacdo a biodisponibilidade de ferro, deve-se levar em consideracéo a
quantidade desse mineral que sera absorvida e utilizada pelo organismo, ou seja, o
processo completo de acéo do ferro no organismo, enquanto a bioacessibilidade tem
sido definida como a fracdo que é liberada do alimento no trato gastrointestinal e,
assim, torna-se disponivel para a absorcdo intestinal, indicando a fracido do ferro
disponivel que podera ser assimilada pelo organismo. Assim, o estabelecimento da
bioacessibilidade de um nutriente pode ser considerado uma estimativa de sua
biodisponibilidade (BENITO; MILLER, 1998; FERNANDEZ-GARCIA et al., 2009;
TAKO et al., 2016).

A digestdo in vitro nao apresenta a complexidade do processo digestivo
humano, porém, essa metodologia tem sido utilizada com o objetivo de apresentar
informacdes preliminares sobre a estimativa da biodisponibilidade de determinados
nutrientes devido a sua correlagcédo positiva com os experimentos utilizando modelos
in vivo (HARO-VICENTE et al., 2006; HUR et al., 2011).

O feijdo germinado apresentou maior bioacessibilidade de ferro, o qual
contribui para estudos que pesquisem diferentes dias de germinacao, assim como
diferentes metodologias aplicadas, que apresentem maior biodisponibilidade de ferro
no feijdo germinado.

Ainda, deve-se levar em consideragdo que a biodisponibilidade de ferro do

feijdo depende de varios fatores, tais como a cor do tegumento, o tipo de
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processamento utilizado e quantidade de fatores antinutricionais. De acordo com
Tako et al. (2010), o ferro € mais biodisponivel em feijdbes de coloragcdo branca,
corroborando com outros estudos (HU et al.,, 2006; LUNG’AHO et al., 2010), ha
aumento dessa biodisponibilidade, ao remover a casca, uma vez que a maioria dos

fatores antinutricionais encontra-se na casca do feijao (GHAVIDEL et al., 2007).

6.4 Ensaio Biolégico

6.4.1 Ganho de peso e Consumo alimentar
O ganho de peso dos animais é apresentado na Figura 4. Conforme
observado, nao houve diferenca (p>0,05) em relagdo ao peso dos animais entre os

grupos experimentais em ambas as fases, deplecao e replecao.
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Figura 4. Ganho de peso (g) dos grupos experimentais nas fases de deplecdo e replegcdo. Dados
expressos em média e desvio padrdo (n=8). Letras diferentes significa diferenga estatistica (p<0,05)
pelo teste de Tukey. SF= Sulfato ferroso, NC= Nova Era Cozido, NG= Nova Era Germinado,

TC=Tumucumaque.

O Consumo Alimentar (CA), Coeficiente de Eficiéncia Alimentar (CEA) e
Consumo de Ferro (Cons Fe) dos grupos experimentais sdo apresentados na Tabela
6.
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Tabela 6. Consumo Alimentar (CA), Coeficiente de Eficiéncia Alimentar (CEA), Teor
de ferro da dieta e Consumo de Ferro (Cons Fe) na fase de replegéo.

Grupos CA(9) CEA (%) Cons Fe (mg) na replegao
SF 223,48 + 14,92° 26,23 + 3,67° 2,46 +0,16°
NC 215,91 + 29,717 27,73 + 4,93° 3,29 + 0,45°
NG 224,26 + 21,77° 29,44 + 1,83° 3,36 + 0,33°
TC 221,73 + 20,25° 29,28 + 3,21° 3,98 + 0,36°
TG 225,49 + 16,92° 27,52 + 3,79° 3,58 +0,27°

Dados expressos em média e desvio padrdo (n=8). Médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo
diferiu entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). SF= Sulfato ferroso, NC= Nova Era Cozido, NG= Nova
Era Germinado, TC= Tumucumaque Cozido, TG= Tumucumaque Germinado.

Analisando o consumo alimentar (CA), ndo houve diferenca estatistica entre
0Ss grupos, uma vez que a oferta de dietas foi realizada de forma controlada e com a
mesma quantidade para ambos os grupos, 18 gramas por dia.

O Coeficiente de Eficiéncia Alimentar (CEA), que relaciona o ganho de peso
dos animais com o consumo de dietas, também nao apresentou diferenca estatistica
entre 0s grupos experimentais.

Em relagdo ao consumo de ferro, todos os grupos apresentaram um consumo
semelhante. Isso é devido ao consumo alimentar também ter sido semelhante entre
todos os grupos e as dietas serem formuladas para apresentarem o mesmo teor de
ferro. Portanto, o consumo alimentar, ganho de peso e consumo de ferro, por néo
terem diferido entre os grupos, ndo afetaram supostamente as variaveis bioquimicas

e a biodisponibilidade de ferro.

6.4.2 Biodisponibilidade de ferro dos feijoes

A Tabela 7 demonstra os resultados de hemoglobina dos grupos
experimentais no fim das fases de deplecao e replecdo, assim como o ganho de

hemoglobina.
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Tabela 7. Hemoglobina (Hb) dos grupos experimentais ao final das fases de
deplegéo e replecédo e ganho de hemoglobina.

Grupos Hb Deplecgao (g/dL) Hb Replecgao (g/dL) Ganho de Hb (g/dL)
SF 7,93 £ 0,80° 9,56 + 2,34° 1,63 + 1,84°
NC 7,96 + 0,79° 9,26 + 1,52° 1,30 + 1,52°
NG 7,99 + 0,74° 9,22 +1,27° 1,23 +1,01°
TC 7,99 + 0,70° 9,60 + 0,50° 1,60 + 0,86°
TG 7,99 +0,71° 9,14 + 1,15° 1,14 £ 1,12°

Dados expressos em média e desvio padrdo (n=8). Médias seguidas pela mesma letra na coluna, nado
diferiu entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). SF= Sulfato ferroso, NC= Nova Era Cozido, NG= Nova
Era Germinado, TC= Tumucumaque Cozido, TG= Tumucumaque Germinado.

Verifica-se em todos os grupos experimentais, no fim da fase de deplecao,
niveis semelhantes de hemoglobina, ndo apresentando diferenca estatistica. Este
resultado era o esperado, uma vez que os animais foram distribuidos nos grupos de
maneira que a concentracdo de hemoglobina fosse o0 mais proximo possivel, para
garantir que todos os grupos iniciassem a fase de replegdo com as condi¢des
fisiolégicas semelhantes.

Observando os niveis de hemoglobina no fim da fase de deplegéo, confirma-
se a eficiéncia dessa fase em provocar anemia ferropriva nos animais, uma vez que
niveis de hemoglobina abaixo de 12,0 g/dL em ratos sao valores considerados para
anemia (FIOCRUZ, 2005).

Em relagdo ao fim da fase de replegcdo, em todos os grupos experimentais
houve aumento dos niveis de hemoglobina, conforme esperado, devido a oferta de
dietas experimentais contendo o ferro. Os grupos nao alcancaram valores de
hemoglobina para serem classificados como ndo anémicos, isso pode ser devido ao
curto periodo analisado de apenas 14 dias de oferta de dietas contendo ferro.

Na biofortificacdo de alimentos, a metodologia de deplecéo/replecéo é util
para fornecer estimativas qualitativas da biodisponibilidade de ferro 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; FORBES et al., 1989).

Foi calculada a Eficiéncia de Regeneracdo de Hemoglobina (HRE) e Valor
Biolégico Relativo (RBV), conforme Tabela 8.
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Tabela 8. Eficiéncia de Regeneragdo de Hemoglobina (HRE) e Valor Biolégico
Relativo (RBV) dos grupos experimentais.

Grupos HRE (%) RBV
SF 60,88 + 30,31° 100,00 + 49,78°
NC 47,82 + 12,46° 78,54 +20,47°
NG 50,32 + 16,71° 82,65 + 27,44°
TC 49,95 + 11,88° 82,05 + 19,52°
TG 43,49 + 16,88° 71,44 + 27,73°

Dados expressos em média e desvio padrdo (n=8). Médias seguidas pela mesma letra na coluna, nado
diferiu entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). SF= Sulfato ferroso, NC= Nova Era Cozido, NG= Nova
Era Germinado, TC= Tumucumaque Cozido, TG= Tumucumaque Germinado.

A biodisponibilidade de ferro pode ser inferida pelo teor de ferro incorporado a
hemoglobina durante a fase de reple¢ao, assim, foi calculado a Eficiéncia de
Regeneracado de Hemoglobina (HRE), que ndo apresentou diferenga (p>0,05) entre
0S grupos experimentais.

Em relagcao ao Valor Biolégico Relativo (RBV), os grupos nao apresentaram
diferenga (p>0,05) entre eles. O RBYV reflete a eficiéncia que o ferro é utilizado pelo
organismo, assim, o sulfato ferroso € considerado 100% por ser considerado o
padrdo. Os grupos experimentais ndo apresentaram diferenca estatistica, porém
todos apresentaram RBV satisfatérios, uma vez que apresentaram valores entre
71,44 e 82,65%, valores estes préoximos de 100%.

Os parametros HRE e RBV nao apresentaram diferenca estatistica entre os
grupos, podemos concluir que tanto a germinagdo quanto o cozimento apresentam
alta biodisponibilidade de ferro, uma vez que eles apresentaram valores
semelhantes ao grupo controle (sulfato ferroso).

Tako et al. (2015) relataram que feijdes biofortificados exibiram maior
biodisponibilidade de ferro comparado aos cultivares convencionais no ensaio in
vivo. Resultados diferentes foram encontrados no presente estudo, nao
apresentando diferenga estatistica entre o feijao biofortificado e o convencional,
ambos comparaveis ao grupo controle.

Em relacdo aos tipos de processamento aplicados, a germinagao nédo se
destacou em relagdo ao cozimento, apresentando valores de biodisponibilidade de
ferro semelhantes. Porém, os resultados do processo de germinacdo foram

comparaveis ao grupo controle, demonstrando potencial positivo da germinacéo.
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De acordo com os resultados do presente estudo, o melhoramento genético
aumentando o teor de ferro no feijdo, por si s6, pode ndo refletir em aumento
proporcional na sua biodisponibilidade, pois esta € também influenciada por outros
fatores, como pela concentragdo de compostos inibidores da absorgao, ou seja, os
fatores antinutricionais e outros componentes da dieta.

No presente estudo, os resultados in vivo nao corroboram com os in Vvitro,
uma vez que o ensaio in vitro demonstrou uma maior bioacessibilidade de ferro nos
grupos germinados (p<0,05), podendo predizer uma maior biodisponibilidade in vivo,

porém nao foram observados esses resultados.

6.4.3 Hepcidina sérica
Os resultados referentes aos valores obtidos dos niveis de Hepcidina dosados

no sangue dos animais dos grupos experimentais sdo apresentados na Figura 5.
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Figura 5. Hepcidina sérica dos grupos experimentais. Dados expressos em média e desvio padrao
(n=8). Letras diferentes significa diferenga estatistica (p<0,05) pelo teste de Tukey. SF= Sulfato
ferroso, NC= Nova Era Cozido, NG= Nova Era Germinado, TC= Tumucumaque.

Comparando os niveis de hepcidina obtidos entre os grupos experimentais,
observa-se semelhanga estatistica entre eles (p=0,05). Estes valores semelhantes
entre os grupos, inclusive o grupo controle, demonstra que essa proteina envolvida

no metabolismo do ferro ndo estava alterada apds a recuperagao da anemia dos
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animais. Isto ja era o esperado, uma vez que todos 0s grupos recuperaram niveis
semelhantes de hemoglobina.

Ainda ndo ha um valor de referéncia para os niveis de hepcidina, havendo
valores diferentes encontrados em pesquisas. Marciano et al. (2015) obtiveram
niveis dessa proteina de 3,69 pg/mL para ratos que recuperaram da anemia
ferropriva. Kong et al. (2014) encontraram diferenga entre sexo, apresentando os
ratos fémeas maior teor que os machos.

A hepcidina € um horménio regulador de ferro e sua producéo é definida de
acordo com as concentracdes e estoques de ferro, ou seja, ela é denominada um
regulador negativo do metabolismo do ferro. Quando se tem uma condigdo de
anemia, com concentragdes de ferro baixas, ha menos liberagdo de hepcidina, que
vai ocasionar a exposi¢ao da ferroportina na membrana plasmatica, gerando uma
exportagdo do mineral para o plasma. Em resposta a um aumento de ferro, ha
paralelamente um aumento da liberacdo da hepcidina, esta se liga a ferroportina,
induzindo sua internalizacdo ou degradagao, assim, o ferro liberado diminui
progressivamente, mantendo o equilibrio (LEMOS et al., 2010; GANZ; NEMETH,
2011; ZHANG et al., 2011; NICOLAS et al., 2002).

Niveis reduzidos de hepcidina podem indicar anemia ferropriva, uma vez que
ha uma grande associacdo entre baixa expressdo de hepcidina e anemia por
deficiéncia de ferro. Estudos comprovam que este horménio tem-se mostrado um
potente marcador para a deteccao de anemia ferropriva (LEMOS et al., 2010;
ZHANG et al., 2011). Assim, o doseamento da hepcidina sérica podera ser usado no
futuro como uma ferramenta importante no diagndstico, classificacdo e

monitoramento de individuos com patologias relacionadas ao metabolismo do ferro.

37



7 CONCLUSAO

A germinacédo nao alterou os fatores antinutricionais, como taninos e fitatos,
comparado com o cozimento. O cultivar biofortificado apresentou maiores teores de
proteinas e cinzas, e menores de lipidios. Os feijdes germinados obtiveram maior
conteudo de fendlicos totais. O percentual de biofortificacdo com ferro foi de 46,8%,
nao apresentando diferenca no teor desse mineral entre germinagéo e cozimento.

A bioacessibilidade in vitro de ferro dos feijdes que foram germinados
apresentaram valores superiores, tanto o convencional quanto o biofortificado, em
comparagao com o cozimento, demonstrando a eficiéncia da germinagado em liberar
o ferro da matriz alimentar do feijao.

O feijao biofortificado que foi germinado pode ser considerado um veiculo
promissor de ferro biodisponivel, uma vez que sua biodisponibilidade foi comparavel
a do sulfato ferroso pelo método in vivo.

O maior conteudo de fendlicos totais e outros fatores ndo analisados podem
ter afetado a biodisponibilidade de ferro, uma vez que a germinagéo promoveu maior
bioacessibilidade, porém essa liberacdo do ferro da matriz alimentar ndo repercutiu

na maior absorg¢ao e/ou utilizagdo do ferro para a sintese de hemoglobina.
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ANEXO A - Parecer do Comité de Etica.

UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESP‘RI:!'O SANTO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto intitulado”Avaliagiio da Biodisponibilidade de Fery
interagiio com a vitamina A em alimentos biofortificados”,Protocolo n°.72/2016, sob

responsabilidade de Neuza Maria Brunoro Costa que envolve a produgéo, it
e/ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata(exc
homem), para fins de pesquisa cientifica(ou ensino)encontra-se de acordo com
preceitos da Lei 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n°6.899, de 15 de
2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Exg
Animal(CONCEA),e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMA
DO(A) Centro de Ciéncias da SaGde-Maruipe-Vitéria-ES em 07-04-2017.

Vigéncia do Projeto Inicio: Agosto/2017 Término:Fevereiro/2018
Espécie/Linhagem Ratos Wistar Sl g

N° de Animais Experimento Piloto:0 Experimental:216 Total:216
Peso/Idade Peso0:50 a 60 gramas Idade:21 dias

Sexo Macho 3
Origem Mamiferos

.yrio dos Santos
Proidente o Comm e i m U d Aninait
CEUA/CCS/UFES
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