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RESUMO

Dos Santos, M.M. A. Avaliacdo da biodisponibilidade de Cu, Fe e Zn em
feijdo - fava (Phaseolus lunatus L.). 65f. Dissertacdo (Mestrado) — Programa
de POs- Graduagdo em Quimica. Departamento de Quimica, Universidade
Federal do Piaui, Teresina, 2016.

O feijao - fava é uma fonte de renda alternativa e alimento para a populagédo
nordestina, além de ser a segunda leguminosa do género Phaseolus de
importancia econdémica. Informacdes sobre a distribuicdo dos elementos nos
alimentos € importante e necesséaria para estimar absor¢cdo de elementos
essenciais e para avaliar os potenciais riscos a saude, causados pela
exposicdo a elementos téxicos. Esse trabalho teve como objetivo avaliar a
biodisponibilidade de Cu, Fe e Zn em seis amostras de feijao-fava (Phaseolus
lunatus L.) produzidos no estado do Piaui nas formas in natura e cozida por
espectrometria de absorcdo atbmica com atomizagcdo em chama. As amostras
in natura e cozida foram inicialmente moidas e digeridas em microondas com
cavidade utilizando 4 mL HNO3; e 2 mL H,0,. Os teores totais encontrados para
as amostras in natura apresentaram variacdo de cobre, ferro e zinco
respectivamente de 2,43 - 4,30 mg kg*,de 31,61 - 47,03 mg kg™ e de 17,60 -
29,30 mg kg e no feijsio-fava cozido de 2,94 - 3,68 mg kg™*, de 21,85 - 38,40
mg kg’ e de 16,50 - 22,18 mg kg™. Para avaliacdo da biodisponibilidade dos
minerais foi empregado procedimento in vitro, utilizando a simulacéo
gastrointestinal e foram obtidas a biodisponibilidade em termos de
porcentagem. A biodisponibilidade de ferro encontradas em amostras de feijao-
fava cozido foram de 0,57 a 1,17% e para o zinco de 6,88 a 8,89%. Nao foi
possivel realizar a avaliacdo do cobre biodisponivel em amostras de feijao -
fava pela técnica utilizada, pois as concentracdes de cobre no feijdo - fava
apresentaram valores baixos de limites de deteccéo ( 0,0034 mg L™) para o

método proposto.

Palavras chave: feijao - fava, metais, biodisponibilidade.



ABSTRACT

Dos Santos, M. M. A. Avaliacdo da biodisponibilidade de Cu, Fe e Zn em
feijdo - fava (Phaseolus lunatus L.). 65f. Dissertacdo (Mestrado) — Programa
de POs- Graduagdo em Quimica. Departamento de Quimica, Universidade
Federal do Piaui, Teresina, 2016.

The lima bean is an alternative source of income and food for the Northeastern
population, and is the second of the legume Phaseolus genus of economic
importance. Information on the distribution of elements in food is important and
necessary to estimate absorption of essential elements and to assess the
health risks potential caused by toxic elements. This study aimed to evaluate
the bioavailability of Cu, Fe and Zn in six lima bean samples (Phaseolus lunatus
L.) produced in the state of Piaui in the forms in nature and cooked by atomic
absorption spectrometry in flame. Samples raw and cooked were initially milled
and digested in microwave cavity using 4 mL HNO3 and 2 ml H,O,. The total
contents found for the fresh samples showed variation copper, iron and zinc
respectively 2.43 to 4.30 mg kg™, 31.61 to 47.03 mg kg and 17.60 to 29 , 30
mg kg™ and baked lima bean from 2.94 to 3.68 mg kg-1, 21.85 to 38.40 mg kg™
and 16.50 to 22.18 mg kg™ . To evaluate the bioavailability of the metals was
used in vitro procedure using the gastrointestinal simulation and were obtained
bioavailability in terms of percentage. The bioavailability of iron found in
samples cooked beans were 0.57 to 1.17% zinc and 6.88 to 8.89%. It was not
possible to assess the bioavailable copper in lima bean samples by the
technique used because the copper concentrations in the lima beans hadlow

detection limits (0.0055 mg L-1) for the proposed method.

Keywords: lima bean, metals, bioavailability.
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1. INTRODUCAO

Depois do feijado comum (Phaseolus vulgaris), o feijao — fava (Phaseolus
lunatus L.) é a segunda leguminosa de maior importancia do género e
largamente distribuida e cultivada por todo o mundo, principalmente em regiées
tropicais (MAQUET; VEKEMANS; BALDOIN, 1999).

E considerada uma cultura de subsisténcia nos tropicos timidos da América,
constituindo uma importante fonte de proteina para populacdes rurais do Sul da
América e Africa (LIOI et al., 1998). Essa leguminosa fornece em média 1,3%
de gordura, 4% de cinza, 22% de proteinas, apresentando bom valor bioldgico,
alto conteddo de lisina e alta digestibilidade (GRANITO; TORRES, 2007).

O feijao — fava tem significativa importancia econémica no Piaui, onde
seu consumo esta relacionado a facil conducéo de seu cultivo e poucos gastos
para sua producdo. A cultura do feijao - fava no estado do Piaui apresenta-se
como cultura de subsisténcia, especialmente para aqueles que trabalham no
segmento da agricultura familiar (CEPRO, 2013).

Os metais estdo presentes em muitos alimentos que sdo consumidos pela
populacdo e sdo nutrientes indispensaveis para o bom funcionamento do
organismo humano e sua caréncia pode provocar diversos problemas a saude
(FENNEMA, 2000).

Apesar da intensa reducédo da desnutricdo em criancas, as deficiéncias de
micronutrientes ainda prevalecem em grupos vulneraveis da populacdo, como
criancas e mulheres (BRASIL, 2014). A caréncia ou excesso de minerais
podem provocar prejuizos a saude, como a anemia que € uma doenca causada

pela falta de ferro.

O estudo da interacdo da dieta alimentar e dos elementos traco possui um
problema particular para os cientistas, pois muitos desses elementos nao sao
efetivamente absorvidos pelo organismo (FAIRWEATHER — TAIT, 1992).

Em relacdo a seguranca alimentar é importante mencionar que nem
todos os compostos ingeridos sdo eficazmente utilizados pelo organismo

humano, tendo em conta que durante o processo de digestdo os compostos
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sdo submetidos a processos de biotransformacao, ou seja, sdo convertidos a
compostos que serdao utlizados pelo organismo (PEIXOTO; MAZOM;
CADORE, 2013).

Partindo desse ponto de vista, o termo biodisponibilidade € definido
como a propor¢do do nutriente que pode ser utilizada para fungdes fisiologicas
normais (EKMEKCIOGLU, 2002).

A escolha da técnica para este tipo de estudo depende do nivel do
elemento a ser determinado, o que requer frequentemente a utilizacdo de
técnicas analiticas que detecta elementos com baixos limites de deteccédo
(PEIXOTO; MAZOM; CADORE, 2013).

As técnicas analiticas mais utilizadas para avaliar a biodisponibilidade de
metais reportadas na literatura sdo a Espectrometria de Absor¢cao Atdbmica com
atomizacdo em chama (FAAS) e em forno de grafite (GF AAS) como o
utilizados por CAMARA et al. (2005) para avaliar a bioacessibilidade de
minerais em alimentos escolares, e a técnica de Espectrometria de Emissao
optico com plasma Acoplado Indutivamente (ICP OES) como fora utilizado por
LIMA et al, 2015 ao realizarem estudo de bioacessibilidade in vitro de suco e

fibra de caju.

Outras técnicas analiticas séo utilizadas como a Analise Instrumental de
Ativacao de Néutrons (INAA) utilizadas por KULKARNI et al. (2007) para avaliar
a biodisponibilidade de elementos essenciais nos cotilédone de trigo e a
espectrometria de Fluorescéncia Atdmica (AFS) para determinacdo da
bioacessibilidade de Se e Hg em amostras de peixes, utilizando geracédo de
hidreto para quantificacdo do Se e para quantificacdo do Hg, o vapor de

mercurio, ambos, acoplados com sistema de injecdo em fluxo.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Determinar os teores totais de cobre, ferro e zinco e avaliar a
biodisponibilidade desses minerais em amostras de feijao-fava (Phaseolus

lunatus L.) produzidas nos municipios no estado do Piaui.

2.2 Objetivos especificos

v' Avaliagcdo comparativa dos teores totais de cobre, ferro e zinco em
feijdo-fava in natura e cozido por Espectrometria de Absorcdo Atdmica
em atomizacdo em Chama;

v Avaliar a biodisponibilidade de cobre, ferro e zinco em feijao- fava cozido

através de procedimento simulado do processo gastrointestinal.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Feijao — fava

Estudos mostraram que as leguminosas sdo excelentes fontes de
energia, proteinas, fibras alimentares, carboidratos, vitaminas e minerais. Os
feijdbes sdo comuns na alimentacdo brasileira e juntamente com o arroz
fornecem um adequado balanco de aminoacidos. (BARRUETO — GONZALEZ,
2008)

O feijdo - fava (Phaseolus lunatus L.), que dependendo da regido de
cultivo, pode apresentar outros nomes como fava-lima, feijoal, bonge, mangalo-
amargo, fava-belém, fava-terra, feijao-espadinho, feijao-farinha, feijao-figado-
de-galinha ou feijdo-favona (LOPES et al., 2010).

O feijdo - fava pode ser utilizado tanto na alimentacdo humana como
animal, na cobertura para protecdo do solo contra erosao devido as intensas
chuvas e como adubo verde. O consumo pela populacdo, alvo dessa
dissertacao, € realizado na forma de gréos verdes e secos e de vagens verdes
cozidos (VIEIRA, 1992).

O feijao- fava é uma fonte de renda alternativa e alimento para a
populacdo nordestina, além de ser a segunda leguminosa do género Phaseolus
de importancia econémica, perdendo somente para o feijado comum (ALVES et
al.,2008).

Os estados da regido nordeste produziram 7 416 toneladas das 7 680
toneladas de feijdo - fava produzidos em todo territorio brasileiro em 2014, o
gue corresponde a quase 97% da producédo anual brasileira (IBGE, 2014).

Segundo o IBGE, no ano de 2014, os dois maiores estados produtores
de feijao - fava em gréos no Brasil sdo os estados do Ceard e da Paraiba com
uma producdo de 3116 e 2 181 toneladas de grdos produzidas nesse ano,

respectivamente.
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A tabela 1 apresenta dados referentes a producdo do feijdo-fava em
gréos no ano de 2014 como a quantidade produzida e a area plantada.

Tabela 1 - Area plantada e colhida, quantidade produzida, rendimento médio da
producéo do feijdo — fava no ano de 2014 em diferentes estados brasileiros.

Area Area Quant.Produzida Rend.
plantada  colhida (ha) ® Médio (kg

(ha) ha™)

Brasil 24 651 21591 7 680 356
Nordeste 23 697 20931 7416 354
MA 360 360 117 324
Pl 2 055 1775 616 347
CE 8041 8 022 3116 388
RN 1755 848 433 511
PB 9 197 7 649 2181 285
PE 1910 1904 787 413
AL 169 164 75 457
SE 210 209 91 435
MG 915 621 162 261
RS 39 39 102 265

Fonte: IBGE, 2014.

Quando se compara a producao de feijdao — fava (Phaseolus lunatus)
com a producdo do feijdo — comum (Phaseolus vulgaris), observa-se uma
significativa diferenca, uma vez que foi produzido 7 680 toneladas de feijao-
fava frente a uma producao de 3 294 586 toneladas de feijdo comum (IBGE,
2014).
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Essa baixa producao feijdo - fava quando comparada ao feijao comum
ocorre principalmente devido a tradicdo do consumo de feijdes tipo carioca, ao
seu sabor diferenciado, ao tempo de coc¢do mais longo e a forma como ela é
produzida, geralmente advinda de pequenos produtores que plantam este tipo
de feijdo consorciado com outras culturas (LYMMAN, 1983).

Na plantacdo consorciada o feijdo — fava € plantado concomitante a
outras culturas como mandioca, milho e mamona que servem como suporte
para este tipo de feijoeiro possa desenvolver-se (DE AZEVEDO; FRANCO;
ARAUJO, 2003).

SANTOS (2002) relata que a falta de emprego de tecnologia que tenha
como finalidade o aumento da producdo do feijao — fava é outro fator para a
baixa producé&o no Brasil.

O feijdo - fava tem sua relativa importancia social, devido a sua
rusticidade, tendo sua colheita prolongada e realizada em periodo seco. E uma
leguminosa tropical caracterizada por elevada diversidade genética e se adapta
as mais diversas condi¢cbes climaticas, mas desenvolve-se melhor em climas
guentes e umidos (MAQUET et al., 1999).

As sementes apresentam grande variedade de tamanho e cor do
tegumento (SANTOS, 2002).

O tegumento pode ser branco, verde, cinza, amarelo a marrom, réseo,

vermelho, purpuro, preto ou manchado e sarapintado (VIEIRA, 1992).

O consumidor nordestino possui preferéncia pelo feijdo - fava com
tegumento branco (DE AZEVEDO; FRANCO; ARAUJO, 2003).

Dentre todas as leguminosas, o feijao - fava é a unica que produz HCN
em quantidades elevadas caracterizado pelo sabor amargo das suas sementes
(DE AZEVEDO; FRANCO; ARAUJO, 2003).

O HCN liberado na hidrélise do glicogénio cianogénico possui grande
afinidade pela forma heme-férrica da citocromo - oxidase, formando complexo
estavel de ciano - citocromo- oxidase, deixando o ferro em estado trivalente,

interrompendo o transporte de elétrons ao longo da cadeia respiratéria
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paralisando-a e o individuo vem a o6bito. (AMORIM; MEDEIROS; RIET -
CORREA 2006)

Na figura 1 pode-se observar a formacdo do HCN responsavel pelo

sabor caracteristico do feijao - fava e pelo potencial toxico.

Figura 1 - Processo de liberacédo do cianeto por enzimas autdctones

/%N HO ¢N
o7\ . OH
beta-glicosida
@ oy, o tedliosiese Q’ v e o

HO (Linamarase) HO
OH OH CHj
Linamarina Glicose alfa-hidroxinitrila

Esponténeo hidroxinitrilaliase

(0]

N

H—=N + HC CH,

Fonte: Adaptado de AMORIM; MEDEIROS; RIET - CORREA (2006) (Desenhado no
programa ChemSketch*)

O teor de HCN pode variar, uma vez que, a concentracao de glicosideos
cianogénico dependem do clima, de condi¢cbes que influenciam o crescimento
da planta como adubacéo nitrogenada, deficiéncia de agua e a idade da planta,
guanto mais jovem for a planta maior a concentracdo de glicosideos
cianogénicos. (AMORIM; MEDEIROS; RIET — CORREA, 2006).

A dose letal para 50% de ocorréncia (DLsg) de HCN em alimentos aceita
pela Organizacdo Mundial de Satde (OMS) é de 10 mg Kg* (CHISTE et al.,
2010).

No trabalho desenvolvido por DE AZEVEDO; FRANCO; ARAUJO (2003)

ao estudar a composicao quimica de sete variedades de feijao - fava observou
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gue a faixa de concentracdo de HCN para as amostras analisadas foram de 3 -
8 mg Kg™.

Para minimizar o potencial toxico alguns cuidados devem ser realizados
como deixar os grdos de molho uma noite anterior a coc¢éo ou trocar a agua
durante o processo de cocg¢do com substituicdo total da mesma cerca de trés a
cinco vezes (DE AZEVED; FRANCO; ARAUJO, 2003).

3.2 Metais esséncias para o metabolismo humano

A alimentacdo € a principal fonte de acesso aos nutrientes essenciais
para o metabolismo humano que participam de diversos processos biologicos e
0 excesso ou a escassez podem comprometer a saude dos seres humanos
(FENNEMA, 2000).

Os metais atuam de diversas maneiras, como na formacéo de tecidos
rigidos do corpo (Ca, P, F, Mg, etc), como cofatores de enzimas ( Mn, Cu, Zn,
Na, etc), como integrantes de vitaminas, mioglobina e hemoglobina ( Fe, Co, I,
etc), no controle da pressdo osmoética de fluidos celulares e do pH ( Na, K, Cl,
etc). (BAUDI DERGAL, 2006).

A deficiéncia de nutrientes traz prejuizos sociais, uma vez que, a
desnutricdo afeta o aprendizado das criancgas, diminui o rendimento de adultos
trabalhadores, aumenta a taxa de mortalidade e consequentemente eleva os
gastos com saude, diminuindo assim o desenvolvimento econdmico do pais e 0
potencial humano (WELCH, 2004).

Informacgdes sobre a distribuicdo dos metais nos alimentos € importante
e necessaria para estimar absorcao de elementos essenciais e para avaliar 0s
potenciais riscos a saude causados pela exposicdo a elementos toxicos
(KANNAMKUMARATHET al., 2004).
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Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) a
Ingestdo Diaria Recomendada (IDR) para adultos e criangas dos elementos

cobre, ferro e zinco sdo mostrados na tabela 2:

Tabela 2 - Ingestédo Diaria Recomendada (IDR) de Cu, Fe e Zn para criangas e

adultos
Elemento IDR (criancas de IDR (criangas de IDR (adultos)
4- 6 anos) 7-10 anos)
Cu 440 pg 440ug 900ug
Fe 6mg 9mg 14mg
Zn 5,1mg 5,6mg /mg

Fonte: ANVISA, 2005.

3.2.1 O Cobre

O cobre é um elemento essencial encontrado em todos 0s seres

+2 +1

humanos nos estados de oxidacdo Cu e na forma reduzida Cu e é
importante cofator catalitico na reacdo redox de enzimas de proteinas que
realizam funcdes fundamentais para o desenvolvimento e crescimento

(TAPIERO, 2003).

A deficiéncia ou o excesso de cobre no homem pode ser evidenciado
através de duas patologias, a sindrome de Menkes, na qual ha um defeito na
absorcao intestinal de cobre que realiza a captura de cobre de forma defeituosa
provocando deficiéncia funcional grave de cobre na corrente sanguinea e a
doenca de Wilson em que ha um defeito na excrecdo de cobre pela bile,

levando a um excesso de cobre pelos tecidos (COZZOLINO, 2012).

O cobre participa do metabolismo do esqueleto, do sistema imunolégico
e na reducédo do risco de doencas cardiovasculares. Diferente dos outros

metais, as patologias decorrentes a deficiéncia de cobre sdo menos frequentes
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e foi identificado em bebés prematuros, criancas desnutridas e pessoas que
apresentam uma dieta pobre em cobre (CORDANO, 1998; MENEZES, 2010).

As principais fontes de cobre quando se trata de alimentacéo sdo figado
sementes, gréos, feijdes, nozes, mariscos e peixe (TAPIEIRO, 2003). O
conteudo de cobre em alimentos em principais fontes alimentares esta disposta

na tabela 3.

Tabela 3 - Contetudo de cobre em alimentos

Alimento Cobre (mg/1009)
Figado de boi 4,50
Feijao — preto cozido 0,21
Ervilha seca cozida 0,18
Arroz integral cozido 0,10
Arroz Branco cozido 0,06

Fonte: Adaptado de COZZOLINO, 2012.

3.2.2 O Ferro

O ferro tem funcdes enzimaticas e metabodlicas importantes no
organismo, ele é considerado um elemento vital para a homeostase celular,
pois € essencial para o transporte de oxigénio, para a sintese do DNA e
metabolismo energético (GROTTO, 2008).

Ele atua como um cofator enzimatico da cadeia respiratoria e nos
mamiferos é utilizado na sintese da hemoglobina nos eritrécitos e da

mioglobina nos musculos e dos citocromos do figado (GROTTO, 2008).

A anemia ferropriva, a anemia por deficiéncia de ferro € uma das mais

simples e persistentes doenga do mundo, chegando a ser 95% dos casos de
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anemia e ocorre com mais frequéncia em criancas em paises em
desenvolvimento, como no Brasil que apresenta essa doenga como um
problema de saude publica (BURIOLA, 2010).

No mundo, 85% das criancas em idade escolar, 81,3% das mulheres
ndo gravidas, 83,2% das mulheres gravidas e 81,5% das mulheres em idade
reprodutiva estdo anémicas (WHO, 2011).

Os sinais clinicos da anemia reportados na literatura sado a reducao da
capacidade de trabalho, cansaco persistente, respiracdo curta, dores de
cabeca, tontura, apatia e irritabilidade. (COZZOLINO, 2012).

Ha dois tipos de ferro nos alimentos: o0 heme presente em alimentos de
origem animal e o ndo —heme presente em alimentos de origem vegetal e
animal. O ferro ndo — heme presente em alimentos de origem vegetal como o
feijdo — fava, sofre maior interacdo com outros nutrientes presentes na dieta

gue podem aumentar ou diminuir a sua absor¢ao (BURIOLA, 2010).

Para potencializar a absorcdo do ferro ndo —heme recomenda-se a
ingestao de acido ascorbico,pois 0 acido ascorbico mantém o ferro no estado
de oxidacdo +2 , mais solivel no trato gastrointestinal (ANTUNES;
SGARBIERI, 1980; PETRY, 2014).

O ferro total presente na alimentacdo humana, em geral encontra-se em
maiores concentracdes que as recomendacdes diarias necessarias para suprir
as necessidades metabdlicas do organismo dos seres humanos desse mineral
e a anemia € decorrente da baixa biodisponibilidade de ferro nos alimentos,
principalmente nos alimentos de origem vegetal (BIANCHI; SILVA; DUTRA,
1992).

Alimentos como espinafre, ostras, figado, ervilhas, carnes e legumes sao
os alimentos que possuem as maiores densidades de ferro (mg kcal™)
(COZZOLINO, 2012).
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O contetdo de ferro em alguns alimentos consumidos pela populagéo se
encontra na tabela 4:

Tabela 4 - Contetdo de ferro em alimentos

Alimento Ferro (mg 100g™)
Figado de boi 6,30
Ervilha verde cozida 1,65
Arroz Branco 1,00
Arroz integral cozido 0,41
Broto de feijéo cozido 0,65

Fonte: Adaptado de COZZOLINO, 2012.

3.2.30 Zinco

O segundo metal mais abundante no corpo humano é o zinco. Ele
possui trés funcbes essenciais no organismo: estrutural, pois determina a forma
e a disposicdo espacial de enzimas e proteinas; enzimatica, pois muitas
enzimas necessitam de zinco para realizacdo da acéo catalitica e reguladora,
uma vez que, 0 zinco € necessario para a sintese de proteinas, replicacédo dos
acidos nucleicos, divisédo celular, na acdo da insulina e hormdnios como os que

atuam na tireoide, suprarrenal e testiculos (COZZOLINO, 2012).

O conteudo total de zinco no corpo humano varia de 1,59 a 2,5q,
concentrando-se principalmente nos 0ssos, musculos, figado e na pele.
(MAFRA; COZZOLINO, 2004).

A deficiéncia de zinco afeta o crescimento e o0 desenvolvimento
intelectual e ha uma relacdo com alteracdes de atencédo ou de comportamento,

disfuncdo imunolégica e disturbios na area sexual do individuo como
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impoténcia e atraso na maturacdo sexual (MESIAS; SEIQUER; NAVARRO,
2012; PRASAD, 2014).

As principais fontes alimentares de zinco s&o as ostras, o camaréo,
carnes bovina, de frango, de peixe, figado, gérmen de trigo, gréos integrais,
castanhas, cereais e legumes (COZZOLINO, 2012). Na tabela 5 pode-se

observar o contetddo de zinco em alguns alimentos.

Tabela 5 — Contelido de zinco em alimentos

Alimento Zinco (mg 100g™)
Ostras 39,0
Feijao cozido 1,42
Feijao - preto cozido 1,17
Arroz integral 0,61
Arroz Branco cozido 0,49

Fonte: Adaptado de COZZOLINO, 2012.

3.3 Biodisponibilidade

Para que os minerais sejam utilizados pelo organismo é preciso que eles
estejam disponiveis para absorcdo. Desse ponto de vista, o termo
biodisponibilidade pode ser definido como a propor¢cdo do nutriente que €
digerido e utilizado para fungdes normais do corpo, ou estocado para ser
utilizado posteriormente (FAIRWEATHER — TAIT, 1992).

A biodisponibilidade do nutriente depende ndo somente da absorcédo do
nutriente, mas também da conversado a sua forma biologicamente ativa, assim,
os nutrientes devem ser transformados em moléculas mais simples por meio do
processo de digestdo e possam ser absorvidos pelo corpo (NASCIMENTO;
NAOZUKA; OLIVEIRA, 2010).
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A biodisponibilidade inclui também na sua definicdo a utilizacdo de
nutriente e incluem a digestdo gastrointestinal, a absorcdo, o metabolismo, a
distribuicdo através dos tecidos e a bioatividade (COZZOLINO, 2012).

A avaliacdo da biodisponibilidade podem ser realizada na formas in vivo
e in vitro. Os métodos in vivo, em geral, utilizam seres humanos ou animais de
pequeno porte, entretanto essas técnicas esbarram em algumas dificuldades
como o alto custo relativo, requerem um maior tempo para a sua execucao e
por questbes éticas sao limitados (COZZOLINO, 2012; PEIXOTO; MAZON;
CADORE, 2013).

Como as técnicas in vivo apresentam limitacdes, pode-se utilizar
técnicas in vitro que oferecem uma alternativa atraente, pois sao realizadas de
forma simples, rapida e de baixo custo quando comparados com os testes in
vivo. O maior desafio desta técnica é simular 0 mais proximo possivel as
condicbes reais em laboratorio (MILLER et al.,, 1981; PEIXOTO; MAZON;
CADORE, 2013).

As técnicas in vitro baseiam - se principalmente na digestdo de
alimentos homogeneizados num sistema fechado e a determinacdo do
nutriente soltvel, na digestdo in vitro e didlise de nutrientes através de uma
membrana semipermeavel ou na utilizacdo de células Caco-2 e realizar a
medida da incorporacao celular do nutriente apos a realizacdo do procedimento
de didlise (EKMEKCIOGLU, 2002).

3.4 Fatores que afetam a bidisponibilidade dos metais

Alguns fatores podem interferir aumentando ou diminuindo a
biodisponibilidade de metais como a especiacdo, ligacdo molecular, a
guantidade ingerida, a matriz alimentar, atenuadores da absorcdo e
bioconversao, estado nutricional, fatores genéticos, fatores relacionados aos

individuos, intera¢cdes com outros minerais e vitaminas (COZZOLINO, 2005).
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Estudos mostram que as leguminosas séo excelentes fontes de fibras,
carboidratos complexos, proteinas, vitaminas e minerais. Entretanto, as
leguminosas contém substancias que podem interferir na absorcdo desses
nutrientes como a presenca de fibras, fitatos, oligossacarideos e polifendis
(BARRUETO — GONZALEZ, 2008).

As fibras presentes leguminosas formam ligagcdes com ions polivalentes
diminuindo a biodisponibilidade de minerais (RAMIREZ — CARDENAS;
LEONEL; COSTA, 2008).

Estudos in vitro mostraram que fibras sollveis em detergentes neutros e
acidos tem alta capacidade de se ligarem a minerais bivalentes, diminuindo a
biodisponibilidade na sequéncia Cu > Zn >> Fe (BARRUETO — GONZALEZ,
2008).

Os fitatos sdo uma classe complexa de compostos que ocorrem de
forma natural na fase de maturacdo das sementes e grdos de cereais na sua
maioria na forma de fosfato, e encontra-se estruturalmente integrado a

proteinas e minerais na forma de complexos destes (SILVA; SILVA, 1999).

Alguns fatores como pH, concentracdo e a presenca de outros minerais
influenciam na ligacdo do fitato com o mineral. Quando o pH esta abaixo do pH
normal do sistema gastrointestinal, o &cido fitico complexa o Fe** e em pH
médios e altos, o acido fitico forma complexos insoliveis com minerais,
reduzindo a biodisponibilidade destes ( SILVA;SILVA, 1999).

Em pH 7,4 os fitatos formam complexos com metais na seguinte ordem
: CU?*> Zn?* > Co?*" > Mn?*" > Fe?* > Ca®" (OBERLEA, 1973)

Geralmente os cétions divalentes como célcio, zinco, ferro e cobre
formam com o &cido fitico sais insolUveis penta e hexa substituidos e
complexos insoluveis de calcio — fitato podem contribuir para a reducdo da
biodisponibilidade de outros minerais presentes na dieta, como 0 zinco que
podem se ligar ao complexo calcio — fitato e formar compostos menos soluveis.
(SILVA; SILVA, 1999)
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No feijao - fava os niveis de fitatos variam de 0,71 a 1,15% no
cotilédone, enquanto que na casca variam de 0,06 a 0,2% do total de acido
fitico (BARRUETO —GONZALEZ, 2008).

Os fitatos reduzem a biodisponibilidade dos minerais, principalmente do
ferro ndo — heme, zinco, calcio e magnésio formando complexos insollveis,
diminuindo a concentracdo desses elementos para a absorcédo destes pelo
organismo (BARRUETO —GONZALEZ, 2008).

MECHI; CANIATTI — BRAZACA; ARTHUR (2005) observaram que o teor
de fitatos em feijdo preto cru apresentou teor de 8,02+0,0 mg g™ e em feijdo
cozido o teor de fitatos foi de 9,64+0,2 mg g™.

Os polifendis estéo localizados nas leguminosas no tegumento e podem
influenciar na coloracdo das sementes, bem como no aroma e no valor
nutricional (SALUNKE et al., 1992)

Os polifendis de leguminosas e cereais sdo predominantemente taninos
de origem flavonoide. Os taninos fazem parte de um grupo de flavonoides
capazes de precipitar e complexar proteinas e ha evidencias de que os taninos
agem de forma negativa na absorcao de ferro, diminuindo sua disponibilidade
(SILVA; SILVA, 1999)
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3.5 Técnicas empregadas para determinagdo de metais

Muitas técnicas tém sido utilizadas para a determinacdo de metais e
para a determinagdo da biodisponibilidade de metais em alimentos. A escolha
da técnica analitica empregada vai depender de alguns fatores como o preparo
da amostra, os limites de deteccdo das técnicas disponiveis, da precisdo e
exatidao do método utilizado (CADORE; MATOSO; SANTOS, 2008).

As principais técnicas utilizadas para determinagdo de metais baseiam-
se nos fendmenos de absorcdo e emissdo atbmica, dentre elas a
espectrometria de absorcao atdbmica com atomizacdo em chama — FAAS (do
inglés Flame Atomic Absorption Spectrometry), com atomizacao etetrotérmica,
especialmente em forno de grafite — GF AAS (do inglés Graphite Furnace
Atomic Absorption Spectrometry) e a espectrometria de emissao Optica em
plasma com acoplamento indutivo (ICP OES, do inglés Inductively Coupled
Plasma - Optical Emission Spectrometry) s&@o técnicas ja consolidadas e
rotineiramente utilizadas em laboratérios de pesquisa (CADORES; MATOSO;
SANTOS, 2008).

A espectrometria de absorcado atbmica é considerada uma técnica bem
sucedida e uma das mais utilizadas para a determinacdo de elementos
presentes em baixas concentracfes de diferentes tipos de amostras. A técnica
baseia-se na radiacdo eletromagnética que pode ser absorvida pelos atomos
dos elementos que constituem a amostra. (AMORIM et al.,2008)

Um atomo possui varios niveis de energia e a maioria dos atomos
encontram-se no estado fundamental. Ao absorver a energia radiante, o atomo
gue inicialmente estava no estado fundamental para um estado de maior
energia e a intensidade de luz que sai dos elementos quimicos na amostra sao
reduzidos e essa quantidade pela qual ela é diminuida é proporcional ao
numero de atomos que foram absorvidos (EBDON, 1998).

Essa relacdo € evidenciada através da lei de Lambert — Beer, que
relaciona a absorcao a concentracdo dos atomos livres presentes no caminho
optico (HARRIS, 2013).

Cada elemento quimico apresenta seu conjunto de niveis de energia

caracteristico apresentando um Unico espectro de absorcéo e de emisséo. A lei
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de Lambert - Beer que relaciona a absorcado e a concentragcdo Sao expressas
pela relacdo A = abc, onde A é a absorbancia, a € uma constante de
proporcionalidade chamada de absortividade, b € o caminho Optico e ¢ é a
concentracdo do analito presente na amostra (HOLLER; SKOOG; CROUCH,
20009).

Quanto a instrumentacdo, a técnica de absorcdo atdbmica possui

componentes basicos como é mostrado no esquema 1.

Esquema 1 — Instrumentacdo basica da técnica de absorcdo atdbmica
Fonte de luz Atomizador Sistema Detector Processador
Optico de Sinal
FONTE: Autoria prépria.

Durante o processo de absorcdo atbmica a fonte de radiacdo emite
energia no comprimento de onda caracteristico que € absorvido pelos atomos
da amostra no estado fundamental que sé&o produzidas durante a atomizacao.
Quando o elemento absorve a energia, os atomos passam do estado
fundamental para um estado de maior energia(HOLLER; SKOOG; CROUCH,
2009).

Como os métodos de absorgcédo atdmica sdo muito seletivos devido as
linhas estreitas e as energias de transicdo serem Unicas para cada elemento as
lampadas utilizadas como fonte de radiacdo utilizam-se geralmente lampadas
monocromaticas, ou seja, para cada elemento é necessario a utilizacdo de uma
lampada do elemento que se deseja realizar a quantificacdo (HOLLER,;
SKOOG; CROUCH, 2009).

Dentre os tipos de lampadas monocromaticas a mais utilizada é a
lampada de catodo oco e as lampadas de descargas sem eletrodos. As
lampadas de catodo oco séo lampadas de descargas gasosas que utilizam a
emissao caracteristica do elemento a ser analisado (HARRIS, 2013).

Enquanto, que as lampadas de descargas sem eletrodos fornecem
intensidades radiantes geralmente uma ou duas ordens de magnitude maiores
gue as lampadas de catodo oco (HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009).

No atomizador a amostra é atomizada, ou seja, 0s constituintes de uma

amostra sdo convertidos em &atomos gasosos. A precisdo e a exatidao
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dependem da etapa de atomizacdo e do processo de introducdo da amostra.
Os atomizadores mais comuns sdo a chama, aquecimento eletrotérmico em
forno de grafite, geracédo de hidretos e geracao de vapor de mercurio (HARRIS,
2013; (HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009).

Um problema encontrado é a forma de introducdo da amostra, pois o
sistema de introducdo de amostras € geralmente realizado com solucdes e
guando as amostras sdo sélidas e de material refratarios € necessario que a
amostra seja convertida para a forma de solucdo através da etapa de preparo
de amostras (HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009).

A amostra € nebulizada por um fluxo de oxidante gasoso, misturada com
um combustivel e levada a chama, onde ocorre a atomizagdo. OsS processos
gue ocorrem durante a atomizagdo por chama como o utilizado neste estudo
sdo: a) dessolvatacdo — onde o solvente evapora produzindo um aerossol
molecular de particulas solidas finamente divididas; b) Volatilizacdo — o
aerossol é volatilizado formando moléculas gasosas; c) Dissociacdo — a maior
parte das moléculas produz um gas atdbmico e alguns atomos desse gas se
ioniza formando cations e elétrons (HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009).

Outras moléculas e atomos sao produzidos na chama formados devido a
interacdo destes com a mistura oxidante. A mistura oxidante normalmente
utilizada é a mistura de ar/acetileno. Quando é necessario chamas mais
guentes, faz-se uso de Oxido nitroso/acetileno (HOLLER; SKOOG; CROUCH,
2009).

Uma das desvantagens desta técnica € que somente 5% da amostra
nebulizada chega a chama para ser atomizada, porque o aerossol formado
pelo fluxo do oxidante € misturado com o combustivel e passa por uma série de
defletores que removem todas as goticulas da solucéo exceto as mais finas e
esses defletores fazem com que a maior parte da amostra seja coletada no
fundo da camara de mistura, onde é drenada para um recipiente de descarte
(HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009).

No sistema 6ptico, o comprimento de onda de interesse € isolado pelo
monocromador e € conduzido até o detector, uma célula fotomultiplicadora que
tem sinal elétrico proporcional ao numero de fétons e a corrente elétrica

dependente da intensidade da luz e posteriormente, € amplificada e
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processada e convertida para unidades de concentracdo da amostra em
interesse (HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009).
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Instrumentacéao

Para a realizacdo do procedimento de preparo de amostras foi utilizado
o liofilizador LIOTOP L101, moinho criogénico (Marconi, MA 075), forno micro -
ondas com cavidade equipado com um rotor de 48 frascos de PFA
(Politetrafluoretiieno — Perfluoroalcoxido) e com sensor de temperatura e
pressédo interno e externo (Multiwave 3000, Anton Par) e uma balancga analitica
(Denver Instrument APX — 200). Para a realizagdo do procedimento de
biodisponibilidade foi utilizado o pHmetro (MS Tecnopon Instrumentagcido) e
banho termostatico ( Quimis).

Para a realizacdo das analises foi utilizado um espectrometro de
absorcdo atbmica de absorcdo atbmica com atomizacdo em chama
(SHUIMADZU AA- 7000 series, Japdo) equipado com lampada de deutério
como corretor de fundo, autoamostrador ASC e lampadas de catodo oco dos
elementos Cu, Fe e Zn com seus respectivos comprimentos de 324,8 nm,
248,3 nme 213,9 nm.

Os parametros utilizados na determinacdo dos teores totais de cobre,
ferro e zinco foram as recomendadas pelo fabricante do espectrometro de
absorcao atdmica utilizado. A mistura oxidante utilizada durante o processo de
atomizacéao foi acetileno/ar. A vazao do acetileno respectivamente para os trés
elementos utilizados foram de 1,8; 2,2 e 2,0 (L h-), respectivamente e de ar

foram de 15,0 L h*! nas andlises de cobre, ferro e zinco.



38

3.2 Reagentes

Todos o0s materiais utilizados na realizagdo do trabalho foram
descontaminados em banho de HNO3; 10% (v/v) por no minimo 24h. Todas as
solucdes utilizadas foram preparadas com agua ultrapura (resistividade de 18,2
MQ cm) obtida em sistema de purificacdo de agua ultrapura purificada em
sistema Milli-Q (Millipore, EUA). Acido nitrico 65% (v/v) e peroxido de
hidrogénio 30% ambos da Merck foram utilizados como agentes oxidantes
durante o processo de digestéo acida das amostras.

Para a construcdo da curva de calibracdo foram utilizados solucdes
estoques individuais de 1000 mg L™ de Cu, Fe e Zn em meio de HNO3 0,14 mol
LY. A curva de calibracdo para andlise dos elementos para o ensaio de
bioacessibilidade foi realizado em meio de NaHCO3 0,1 mol L™.

Para a simulacdo gastrointestinal foram utilizadas as enzimas
pancreatina, pepsina e sais biliares (Sigma Aldrich, EUA), membranas de
didlise (Cial, Brasil) de 10 a 12 kDa, bem como NaHCO;3; (Sigma, EUA),
HCI(Merck) e NaOH (Vetec, Brasil).

As membranas de dialise foram condicionadas de acordo com as
recomendacdes do fabricante: limpeza com &agua ultrapura por 3h para
remocao do glicerol e para a remicdo de compostos de enxofre foi utilizado
solucéo de sulfeto de sédio 0,3% (m v') a 80°C por 1 min, sendo enxaguadas
por 2 min com agua a 60°C e posteriormente acidificadas com solucédo de
H»S04 0,2% (m v'') e novamente enxaguadas com agua a 80°C para remoc&o

do acido.
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3.3 Amostragem

Seis amostras de feijao-fava foram adquiridas em municipios do estado
do Piaui. A amostra denominada PO1- variedade branca, foi cultivada no
municipio de Unido, P02 — variedade rajada, comprada no mercado municipal
de Teresina e produzida no municipio de Sdo Pedro, as amostras denominadas
P03 — de variedade preta, PO4 — variedade branca, PO5 — variedade rajada e
P06 — variedade vermelha foram produzidas no municipio de Monsenhor Gil.
As analises foram realizadas em triplicata garantindo assim maior

confiabilidade nos resultados.

3.4 Preparo de amostras

Foram adquiridas aproximadamente 500 g de cada amostra, estas foram
divididas em dois grupos: o primeiro grupo sédo os feijdes - fava na forma in
natura que apos selecdo manual foram lavadas e secas a temperatura

ambiente.

Posteriormente foram maceradas com auxilio de nitrogénio liquido para
diminuir o tamanho das sementes e facilitar a liofilizacdo, com a finalidade de
preservar as sementes de feijdo-fava e evitar assim, a proliferacdo de fungos

Ou outros agentes que possam deteriorar as amostras.

O segundo grupo (cerca de 250 gramas) foi submetido ao processo de
coccdo onde se procedeu da seguinte maneira: as sementes de feijao — fava
foram lavadas e cozidas por 10 minutos, realizando a substituicdo total da 4gua
utilizada por trés vezes a cada 10 minutos de fervura para remoc¢ao da toxidade
das sementes de fava e na quarta substituicdo de agua realizou-se a coccao

por 30 minutos em panela de pressao de aluminio com capacidade para 5,0L.

A guantidade de agua utilizada nas substituicdes foi de 600 mL e para o

guarto cozimento foi utilizado 1000 mL de agua deionizada.
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Decorridos 30 minutos do cozimento em panela de pressao, retirou-se
amostras de feijdo - fava cozido e acondicionou as mesmas em recipientes

adequados, tanto o feijao como o caldo.

Ap6s a etapa de cocgdo, as amostras in natura e cozida foram
liofilizadas. Sendo inicialmente congeladas durante 24h e liofilizadas por 72h.

Como uma pequena quantidade de amostra é utilizada é fundamental
gue o material moido apresente distribuicio homogénea de tamanho de

particulas para isto foi realizado a moagem em moinho criogénico.

O programa utilizado no moinho criogénico € descrito a seguir:
frequéncia de 16 Hz, tempo de duracéo total de 10 minutos, intercalados entre

congelamento com duracéo de 2 minutos e moagem com duracdo de 1 minuto.

Para a determinacdo dos teores totais dos minerais presentes em
amostras de tecido vegetal, como os graos de feijao - fava deve-se promover a

oxidacao da matéria organica.

Para a realizacéo da digestdo acida foram pesadas em triplicata massas
de 200 mg de feijdo - fava in natura, feijdo- fava cozido e do material de
referéncia certificado Apple Leaves (NIST 1515) utilizando como mistura
oxidante 4 mL de acido nitrico e 2 mL de peréxido de hidrogénio. Os brancos
analiticos foram submetidos ao mesmo programa de aquecimento e a adicéo
dos mesmos volumes da mistura oxidante que as amostras e o material de

referéncia certificado.

A mistura oxidante foi submetida a digestdo acida em forno micro -
ondas com cavidade em frascos fechados utilizando o programa de digestéo

gue se encontra disposto na tabela 6:
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Tabela 6 - Programa de aquecimento em forno de microondas com cavidade
com taxa de press&o: 0,5 bar s infravermelho: 240 °C, poténcia: 1400 W.

Etapas Temperatura Rampa (min) Tempo de Ventilagéo
(°C) permanéncia (min)
1 80 07:00 05:00 1
2 120 05:00 05:00 1
3 180 08:00 15:00 1
4 0 - 20:00 3

Fonte: Dados da Pesquisa.

Apoés a digestdo das amostras, dos brancos analiticos e do material de
referéncia certificado as solugcdes foram transferidas para tubos falcon de 15
mL e diluidas para um volume de 10 mL com agua ultrapura e analisadas por
FAAS.

3.6 Avaliacédo de biodisponibilidade dos metais

A biodisponibilidade dos minerais em feijao - fava cozido foi realizada de
acordo com o procedimento in vitro proposto por MILLER et al (1981) foi
realizada com pepsina —HCI durante a fase gastrica e sais biliares durante a

fase intestinal.

A solucdo de pepsina - HCI foi preparada realizando a dissolucédo de
16g de pepsina em 100 mL de HCI 0,1 mol L™. A solucéo que simula a fase
intestinal foi preparada pela dissolu¢do de 0,5g de pancreatina e de 3,13g de
extrato de bile em 125 mL de NaHCO30,1 mol L™,

Para realizacdo do procedimento de dialise, pesou-se 20 g de cada
amostra de feijado-fava homogeneizadas em liquidificador e solubilizou-a com
100 mL de HCI 0,01 mol L™, em seguida o pH foi ajustado para 2 com solugéo
de HCI 2 mol L™
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Adicionou-se 3,2 mL da solucdo de pepsina, agitou-se em banho
termostéatico & 37°C por 2 horas com agitacdo, obtendo o digerido da pepsina
(essa etapa ocorre a simulagéo da digestao estomacal).

Pesou-se 20 g em quadruplicata dos digeridos da pepsina, sendo um
deles utilizados para a titulacdo com NaOH 0,5 mol L™ até obter pH 7,5 e os
outros trés para a etapa de dialise.

Para o procedimento de titulacdo, 5 mL de solugéao de pancreatina e sais
biliares foram adicionadas ao digerido da pepsina de cada amostra e em
seguida titulados com NaOH 0,5 mol L™,

Este procedimento de titulacdo foi realizado para encontrar o volume de
NaHCO3 0,1 mol L™ a ser utilizado nos sacos de didlise.

Adicionou-se o volume de NaHCO3 0,1 mol L™ resultante da titulagio no
saco de dialise e foi acrescentada agua até o volume de 25 mL.

Para cada amostra o volume de bicarbonato de sddio adicionado nos
sacos de didlise é diferenciado, uma vez que ocorre variagdo de pH nas

diferentes amostras.

Agitaram-se 0s sacos de diadlise por 30 minutos em banho
termostatizado. Apds esse tempo foi adicionado 5 mL de solucdo de
pancreatina e sais biliares e a dialise ocorreu em banho termostatizado a 37°C
por 2h, sendo recolhido o material dialisado e acondicionado em refrigerador
domeéstico até o momento da analise. A biodisponibilidade para as amostras foi
expressas em termos de porcentagem dos elementos dialisado e calculadas de

acordo com a equacéo 1.

Equacédo 1 - Equacado para calculo da porcentagem da biodisponibilidade do

elemento (E) dialisado

mg E biodisponivel x mL dialisado (25 mL)

E% =

mg E total x massa inicial da amostra

Fonte: Adaptado de MILLER et al, (1981).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacéo do procedimento de preparo de amostra

E no preparo de amostras, ou simplesmente, durante a abertura da
amostra que ela é convertida a uma forma mais viavel para ser analisada.
Como fora mencionado anteriormente, a maioria dos espectrometros de
absorcdo atdbmica utiliza amostras na forma de solugfes, por isso € submetida
a um tratamento adequado que vise a sua preparacao para a determinacao dos
analitos de interesse (KRUG, 2008).

Idealmente, um procedimento de digestdo deve apresentar simplicidade,
rapidez, utilizar pequenas quantidades de acido, permitir a dissolucdo de
grande numero de amostras e produzir resultados exatos e precisos (ARRUDA,
SANTELLI, 1997).

Para avaliar a exatiddo do procedimento de preparo de amostras, foi
utilizado material de referéncia certificado Apple Leaves (NIST 1515). Pode-se
observar que os valores encontrados estdo em concordancia com os valores

certificados, considerando o teste t-Student , a um nivel de confianca de 95%.

Tabela 7- Concentracédo de Cu, Fe e Zn em material certificado Apple Leaves
(NIST 1515) apds digestéo total (n = 3)

Elemento  Certificado (mg Kg) Encontrado (mg Kg™) Recuperagdo %

Cu 5,64+0,24 4,65+0,11 82,4
Fe 83+5,00 88,7+0,37 106,9
Zn 12,5+0,3 12,8+0,15 102,4

Fonte: Dados da pesquisa.
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4.1 Teores totais de Cu, Fe e Zn em amostras de feijao - fava

Os parametros obtidos para as curvas de calibracdo dos elementos
estudados por FAAS foram: faixa linear, coeficiente de correlagéo e limite de

deteccgdao e limite de quantificagéo.

Para determinar os limites de detec¢céo (LD) e quantificagdo (LQ) foram
realizadas 10 medidas do sinal analitico do branco da amostra e os limites

foram calculados a partir das equacdes 2 e 3 respectivamente:

LD = 3.% (Equagéo 2)

LD = 10.% (Equacéo 3)

Onde:
Spr = desvio padréo do sinal do branco

a= inclinacao da curva analitica.

As faixas lineares para a determinacdo dos teores totais do feijao- fava
in natura e cozido foram: Cu—0a0,8mgL* Fe—0a2mgL'eZn-0a1lmg
L™

Analisando a tabela 8, observou-se boas respostas nas faixas de
trabalho escolhidas para os trés elementos estudados e os coeficientes de
correlacdo linear apresentaram valores satisfatorios baseados nos valores

determinados pelo Inmetro de 0,9 e pela ANVISA de 0,99.

As figuras de mérito de calibracdo para as determinacdes dos teores
totais nas amostras in natura sao mostradas na tabela 8 e na tabela 9 as

figuras de mérito para as amostras cozidas.
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Tabela 8 - Figuras de mérito de calibracdo para determinacdo dos teores totais

de Cu, Fe e Zn para as amostras de feijao — fava in natura

Mineral Curva Analitica r LD LQ
Cu 0,104x + 0,0003 0,9993 0,012°2 0,0404°
Fe 0,0707x — 1x10®*  0,9993 0,0138* 0,0464%
Zn 0,5302x + 0,0027  0,9999 0,0094% 0,0313%

2LOD, LOQ em mg L™ determinados por FAAS.

Fonte: Dados da pesquisa.

Tabela 9 - Figuras de mérito de calibracdo para determinacéo dos teores totais

de Cu, Fe e Zn para as amostras de feijao — fava cozido

Mineral Curva Analitica r LD LQ
Cu 0,1794x + 0,0001 0,9994 0,0055° 0,018322
Fe 0,1102x - 0,0016 0,9994 0,1407° 0,4692°
Zn 0,7068x + 0,0033 0,9990 0,0056° 0,0186°

21D, LQ em mg L' determinados por FAAS.

Fonte: Dados da pesquisa

O método € considerado preciso e exato quando apresenta uma
resposta diretamente proporcional a concentracdo do mineral na amostra
dentro do intervalo estabelecido (ANVISA, 2003).

Os teores totais de cobre, ferro e zinco em feijdo - fava in natura e

cozido expressos em mg Kg™* sdo mostradas na tabela 10.
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Tabela 10 — Teores totais de cobre, ferro e zinco (em mg Kg ™) em feijdo — fava

in natura e cozido (n = 3)

Cu Fe Zn

Amostra N natura Cozido In natura Cozido In natura Cozido

P1 4,30+0,34 3,20+0,16 42,13+1,88 30,21+1,01 26,01+0,97 20,70+0,61

P2 2,50+0,17 2,94+0,03 31,61+2,06 21,85+2,25 29,30+0,16 22,18+1,11

P3 4,11+0,22 3,07+0,02 40,47+1,46 38,40+2,11 22,77+0,78 21,70+0,78

P4 3,60+0,41 3,68+0,38 38,13+2,26 31,90+0,83 20,81+1,35 19,71+1,35

PS5 3,54+0,51 3,35+0,13 37,03+1,25 32,50+1,25 17,60+0,70 16,50+0,70

P6 3,57+0,15 3,53+0,63 47,03+1,57 36,85+2,04 18,47+0,35 17,38+0,35

Fonte: Dados da pesquisa.

As concentracdes de cobre no feijao — fava in natura variaram de 2,50 a
4,30 mg L™ enquanto que no feijéio — fava cozido a variacdo foi 2,94 a 3,86 mg
L™

Quando submetidas ao processo de coccao as amostras apresentaram
perdas de cobre, com excec¢do das amostras P2 que apresentou uma elevacao
na concentracdo de cobre, possivelmente ocasionado por alguma
contaminacao.

O feijao fradinho estudado por FERREIRA et al (2014) apresentou a
concentracdo de 3,1+1,8 mg kg * e 3,4+0,2 para o feijdo cozido, enquanto que
para o feijio comum cru 9,6+2,6 mg kg * e de 9,8+1,2 mg kg * para o feijao
cozido. No feijdo —fava em estudo, o teor de cobre foi condizente com o
repostado por eles quando comparado com o feijao fradinho e inferior ao feijao

comum estudado por eles.

Durante o processo de cocc¢do, as formas de transferéncia de calor, a
temperatura que a coccao € realizada, a duracdo do processo e 0o meio de
coccdo sao fatores responsaveis pelas alteracbes quimicas e fisicas que

podem modificar o valor nutricional do alimento (ROSA et al., 2006)
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Foi observada a diminuicdo da concentracdo de ferro quando
comparada as amostras in natura as amostras cozidas, com exce¢ado da
amostra P3, que se encontra dentro da faixa significativa dos teores das
amostras in natura e cozida .

As concentracfes de ferro nas amostras in natura variaram de 31,61 a
47,03 mg L™ e nas amostras cozida variaram de 21,85 a 38,50 mg L™ e as
maiores perdas foram observadas nas amostras P01( 28,29%) e P02(30,88%).

Essa perda de ferro em alimentos € reportado como os realizados por
FERREIRA et al.(2014) que verificaram perda nos feijdes rajado, bolinha e
comum. J& para os feijdes jalo, fradinho, rosinha e preto o processo de coc¢éo
ocasionou uma elevagéo da concentracao de ferro nesses tipos de feijoes.

Em geral, o cozimento reduz os fatores antinutricionais e reduzem os
teores de minerais, vitaminas e proteinas (RAMIREZ — CARDENAS; LEONEL;
COSTA, 2008).

Assim como ocorreram perdas nas concentracdes de ferro quando as
amostras foram cozidas também houve perdas nas concentragdes de zinco nas
amostras P1, P2 e P6, nas demais amostras os valores sdo signicativamente
semelhantes.

A variacdo da concentracdo de zinco nas amostras in natura foram de
17,60 229,30 mg L™ e de 17,38 a 20,70 mg L™ para as amostras cozidas .

BRIGITE; CANNIATTI — BRAZACA (2011) afirmam que os teores de
célcio, ferro, magnésio e zinco apresentaram diminuicdo apds o processo de
coccdo devido a dissolucdo dos minerais na agua de maceracéo/ coccao,
entretanto um aumento do teor de cobre para o feijao cozido foi observado por
eles.

RAMIREZ — CARDENAS; LEONEL; COSTA (2008) observaram que 0s
teores de ferro e cobre gquando submetidos ao cozimento com e sem
maceracdo tiveram uma diminuicdo da concentracdo desses nutrientes, com
excecdo para o feijdo talisma que elevaram seu teor de cobre quando foram
cozidos.

AKINYELE; SHOKUNBI (2015) ao investigarem as concentracfes das
concentracfes de elementos metalicos em alimentos produzidos na Nigéria

com a finalidade de estimar as doses diarias desses elementos em adultos,
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relata que as concentracdes de Cu, Fe e Zn séo de respectivamente, 7,24+0,04
mg kg, 48,75+0,43 e 36,15+0,24 e em feijsio comum.

Quando comparado o feijao comum cru estudado por AKINYELE;
SHOKUNBI (2015) ao feijao — fava, as concentracbes de cobre e zinco no
feijdio comum foram superiores ao do feijdo — fava, enquanto que ha
semelhancas nas concentracdes de ferro entre as duas espécies pertencentes
ao mesmo género, Phaseolus.

SANTOS et al. (2008) ao otimizarem um procedimento rapido e de
baixo custo para digestdo acida e determinacdo de elementos metalicos por
ICP OES em feijdo comum dos tipo branco, preto, carioca, caupi e guandu
encontraram valores de concentracdes de Cu, Fe e Zn em pg g™ na faixa de e
4,37 - 17,9; 40,6 — 50,6 e de 28,9 — 37,1, respectivamente.

Foi observado neste estudo que o feijao - fava possui concentracdes de
ferro e zinco proximas do feijao comum e que o feijado comum é uma fonte mais
rica em cobre do que o feijao- fava.

Como os elementos quimicos advindos de alimentos de origem animal e
vegetal sdo provenientes de produtos do campo, que por sua vez, dependem
de praticas agricolas, da genética, do solo, do uso de fertilizantes, pesticidas e
da agua utilizada durante o processo de producdo do alimento ocorrem

variacdes de nutrientes para uma mesma espécie (BAUDI DERGAL, 2006).
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Na tabela 11 mostra o teor total de Cu, Fe e Zn reportados para outras

fontes vegetais como leguminosas e cereais.

Tabela 11 — Teores totais de Cu, Fe e Zn para fontes alimentares de origem

vegetal in natura

Alimento Cu Fe Zn Autor
(mg Kg™) (mg Kg™) (mg Kg™)
Feijdo- fava 2,50 -4,30 31,61 -47,03 17,60 -29,30 DOS SANTOS, M.M.A
Feijdo — fava - 119,80 41,80 GRANITO; BRITO:;
TORRES, 2007
Feijao 3,10 - 14,00 56,00 - 87,00 33,00 - FERREIRA et al., 2014
comum 58,00
Feijao 7,24 48,75 36,15
comum
AKINYELE;
Soja 9,83 61,58 33,44 SHOKUNBI (2015)
Trigo 3,64 30,75 22,74
Castanha de 19,10 53,50 - NASCIMENTO et al.,
caju 2010
Arroz 2,34-3,41 3,30-14,27 9,26-16,40 PINHEIRO et al., 2014
Milho 2,70 100,08 35,06 DEMIRKIRAN et al.,

2009

Os teores totais de ferro e zinco determinados em feijao — fava

realizados neste trabalho séo inferiores aos reportados por GRANITO; BRITO;

TORRES (2007). E quando comparados aos teores totais do feijao comum

descritos na tabela 11 com o feijdo — fava, observam-se teores superiores para

o feijdo comum, entretanto, o feijdo — fava possui um fonte potencial de Cu, Fe

eZn.
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4.3 Avaliagéo da biodisponibilidade

Embora alguns estudos, realizam a simulagdo do processo de digestao
envolvendo trés etapas: simulando o processo digestivo que ocorre na boca,
estbmago e intestino com a presenca de substancias quimicas e enzimaticas

presentes nos sucos digestivos incluindo substancias inorganicas e organicas.

O procedimento realizado para avaliar a biodisponibilidade dos minerais
nesse estudo simulam o processo de digestdo gastrointestinal, utilizando

enzimas utilizadas na digestdo estomacal e intestinal.

As figuras de mérito de calibracdo para determinacdo dos nutrientes
dialisaveis para o ensaio de bioacessibilidade de feijao — fava cozido resultante

do processo de dialise simulada sdo mostradas na tabela 12:

Tabela 12 — Parametros utilizados na analise dos minerais em solucao

resultante da simulacao do processo de digestao gastrointestinal

Mineral Curva Analitica r LD LQ
Cu 0,1327x + 0,0152 0,9923 0,0034° 0,011342
Fe 0,1234x — 0,0050 0,9993 0,0250° 0,0830°
Zn 0,5874x + 0,0865 0,9951 0,0117° 0,2646°

21D, LQ em mg L determinados por FAAS.

Fonte: Dados da pesquisa

Os teores de cobre na solucao resultante da simulacédo do processo de
didlise encontraram - se abaixo dos limites de deteccédo e de quantificacdo para
a técnica utilizada.

A alternativa encontrada para solucionar essa problematica seria a

realizacdo das medidas através da técnica analitica de espectrometria de
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absorcdo com atomizacdo em forno de grafite, entretanto, a quantificagao foi
impossibilitada devido a problemas no equipamento.

Ha um decréscimo na biodisponibilidade de cobre devido a formacéo de
compostos de produtos da reacdo de Maillard e no excesso de zinco que
competem pela mesma proteina na mucosa intestinal, ocasionando um
aumento na retencao de cobre, impedindo que o cobre seja transportado pelo
plasma (COZZOLINO, 2012).

As fracBes biodisponiveis para os elementos ferro e zinco foram
guantificadas por FAAS sao mostradas na tabela 13.

Tabela 13 - Fracbes biodisponiveis (%) de ferro e zinco em feijao — fava
(Phaseolus lunatus L.) (n=3).

Amostra Fe(%) Zn (%)
PO1 0,80%0,16 8,23+0,16
P02 1,17+0,03 7,48+0,83
PO3 1,11+0,02 6,88+0,35
P04 0,57+0,08 7,84+0,38
PO5 0,94+0,09 8,89+0,63
PO6 1,08+0,06 8,92+0,43

Fonte: Dados da Pesquisa.

A baixa absorcdo do ferro pelo organismo ocorrem devido a alguns
fatores como a variacbes no estado de oxidacdo do mineral, da ligacdo do
mineral com outro componente do alimento, bem como as mudancas de pH do
conteludo gastrointestinal, fatores antinutricionais como as fibras, o acido
oxalico, o 4&cido fitico, polifendis e oligossacarideos ( BARRUETO -
GONZALES, 2008)
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Os alimentos de origem vegetal geralmente apresentam baixa
biodisponibilidade de ferro, uma vez que, em alimentos de origem vegetal,
como as leguminosas, o ferro encontra-se na forma n&o- heme que sofrem
maiores interacdbes com 0s demais nutrientes presentes nos alimentos e

diminuem a absorc¢éo desse nutriente pelo organismo(BURIOLA et al., 2010).

As fracdes bioacessiveis de ferro presentes nas amostras cozidas
variam de 0,80 a 1,17% e de zinco de 6,88% e de 8,92%.

HEMALATHA, PLATEL E SRINIVASAN (2007) ao investigarem a
influéncia do processamento térmico sobre a biodisponibilidade do zinco e ferro
a partir de cereais e leguminosas consumidas na india relataram que a
bioacessibilidade de ferro em feijao caupi cru e cozidos sob pressao foram de
1,77 e 3,98% e de zinco 33,4 e 41,5%.

Pode-se observar que o ferro biodisponivel no feijao caupi estudado por
HEMALATHA, PLATEL E SRINIVASAN (2007) apresentam semelhanga entre
a biodisponibilidade do ferro do feijao — fava e encontra-se condizente com este
estudo, porém a diferem com a biodisponibilidade de zinco. O feijdo caupi

apresentou uma maior biodisponibilidade de zinco do que o feijao — fava.

Essa divergéncia dar-se-a pela diferenca na composicdo dessas duas
espécies de leguminosas. Vale ressaltar, que mesmo dentro de uma mesma

espécie, podem ocorrer variagdes da composicao.

HEMALATHA, PLATEL E SRINIVASAN (2007) também estudaram a
biodisponibilidade de ferro e zinco no arroz na forma in natura e a porcentagem

de ferro e zinco biodisponivel encontrada por eles foram de 8,05 e 21,4%.

Eles ainda estudaram a biodisponibilidade em arroz cozido em panela
de pressdo as fracGes biodisponiveis de ferro e zinco encontradas por eles

foram de 12 e 9,31%, respectivamente.

Observa-se que quando cozido, o arroz apresentou biodisponibilidade

préxima a biodisponibilidade de zinco avaliada nesse estudo.

O ferro pode interagir com o zinco interferindo na sua biodisponibilidade,

assim como o zinco interferi na absor¢do do ferro no organismo. A influéncia
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gue o ferro possa exercer na absor¢ao de zinco € muito menor na presenca de
ligantes de alimentos, que modificam a biodisponibilidade dos dois elementos
COZZOLINO, 1997).

O calcio diminui a absor¢cdo de ferro e quando o calcio esta presente
numa dieta rica em fitatos, a formacao do complexo calcio — fitato —zinco leva a
gueda da absorcdo do zinco que serd utilizado no metabolismo humano
(COZZOLINO, 1997).

Dentre essas interacdes pode — se destacar a competicdo do ferro com
outros metais, a absorcao de metais préximos ao ferro como o cobalto, niquel,
manganés, zinco e cadmio aumentam a deficiéncia de ferro, porque estes
elementos podem compartilhar dos mesmos mecanismos de absor¢cao do ferro
(COZZOLINO, 1997).

A presencga de alguns fatores antinutricionais ja reportados na literatura
presentes em leguminosas podem provocar efeitos adversos na
biodisponibilidade de minerais, dentre eles os fitatos. @ BARRUETO -
GONZALEZ (2008) afirma que os fitatos reduzem a biodisponibilidade do ferro
nao — heme formando complexos insoluveis no pH intestinal reduzindo sua

absorcao.

Foi observado neste estudo, que os teores totais de ferro nas amostras
in natura e cozidas sdo elevados, podendo suprir as demandas desse elemento
para as recomendacdes de ingestéo diaria recomendadas pela ANVISA, mas a
absorcao deste elemento traco é reduzida como foi observado neste estudo,
menos de 2% do ferro encontra-se disponivel para utilizacdo pelo organismo ou

para ser estocado e utilizado quando o corpo demandar as reservas deste.

Como fora mencionado anteriormente, a presenca de fatores
antinutricionais presentes em alimentos podem reduzir a biodisponibilidade de

alguns minerais.

EGBE E AKINYELE (1990) investigaram os efeitos que 0os compostos
antinutricionais possuem em feijao-fava e verificaram que os elevados niveis de
acido fitico (234+3,6 mg 100g™ em fava in natura e 25,7+7,3 mg 100g™* quando

cozida em agua por 60 min) e de polifendis (122+1,6 mg g* em feijdo cru e de
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30,7+0,8 mg g™ quando os feijdes-fava sdo submetidos a cozimento em agua

por 60 min).

A partir do estudo realizado de EGBE E AKINYELE (1990) verifica-se
gque o processo de coccado diminui a concentracdo desses compostos

antinutricionais em feijao —fava.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Seis amostras de feijao — fava foram submetidas a andlise nas formas in
natura e apresentaram teores totais significativos de cobre, ferro e zinco e
esses teores estdo proximos aos teores de feijdes comum ja reportados na

literatura.

A avaliagdo da biodisponibilidade de ferro e de zinco nas amostras
foram condizentes com alguns estudos realizados com alimentos de origem

vegetal.

Foi observado que o processo de coccéo interferiu no teor mineral do
feijdo — fava diminuindo a concentracdo desses elementos para algumas
amostras, com excecdo para a amostra P2 que apresentou teor de cobre

superior a amostra in natura.

Mesmo apresentando baixos valores de fragBes biodisponiveis, o feijao-
fava € uma excelente opcdo para os consumidores, pois apresenta teores
totais significativos dos minerais em estudo e em concentracfes proximas a de

outras leguminosas e cereais.

A biodisponibilidade para o elemento cobre ndo pode ser avaliada, uma
vez que as concentracdes de cobre nas solucdes resultantes do procedimento
de didlise apresentaram valores abaixo do limite de detec¢cdo do método

proposto, ndo sendo possivel realizar a determinacao por outras técnicas.
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