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RESUMO

Este trabalho apresenta novas descobertas sobre a qualidade nutricional de cultivares de
feijdo-caupi biofortificadas e ndo biofortificadas recentemente introduzidas, bem como de
alguns feijoes comerciais. As cultivares foram analisadas nas formas crua e cozida onde, em
ambas, foram medidas as concentracdes dos elementos Cu, Fe, Mg, Mn e Zn. Nas amostras
cruas foram medidas ainda a concentracdo de compostos fenolicos totais e a composicao
centesimal. A técnica de ICP-MS foi utilizada para as medicdes das concentraces dos
elementos. Cultivares de feijdo-caupi biofortificado apresentaram altos niveis de Fe e Zn
indicando que sdo fontes ricas destes micronutrientes. O protocolo de digestdo in vitro
possibilitou a avaliacdo simultanea dos teores bioacessiveis e biodisponiveis dos elementos
estudados. As concentracbes de Fe em cultivares de feijao-caupi biofortificada e néo
biofortificado foram ca. 2,5 vezes maior em relacdo aos feijdes comerciais. Para o elemento
Zn, as cultivares de feijdo-caupi cru apresentaram 50% de bioacessibilidade e 44% de
biodisponibilidade. =~ O  feijdo-caupi  cozido biofortificado  apresentou elevada
biodisponibilidade de Zn, com valores acima de 60%. O consumo de 50 g da cultivar
biofortificada Aracé contribuiria com 27% e 48% de Fe e Zn, respectivamente, na ingestao
diaria recomendada para criancas de 1 a 3 anos. A concentracdo de manganés nas cultivares
biofortificadas foi maior em comparacao ao feijdo comercial e a bioacessibilidade foi de ca.
52% superior. Além disso, a concentracdo de magnésio foi maior, atingindo valores acima de
50% de bioacessibilidade e 21% de biodisponibilidade. O cozimento melhorou a
disponibilidade de minerais nas cultivares biofortificadas. Além disso, as cultivares de feijdo-
caupi avaliadas apresentaram elevada concentracdo de lipidios e valores energéticos. Os
compostos fendlicos nos grdos sdo consideravelmente polares. Avaliando as interacdes,
encontraram-se correlacdes sinérgicas desconhecidas entre cobre e magnésio e entre
manganés e o percentual lipidico. A correlagcdo antagdnica de cobre e manganés com zinco
explicam sua concentracdo limitada no feijdo-caupi biofortificado. A analise de PCA
discriminou as cultivares de feijdo-caupi e feijdo comercial, indicando a prevaléncia dos
efeitos da biofortificagdo. As novas cultivares biofortificadas de feijdo-caupi possuem
concentracdo de nutrientes compativeis com as demandas da dieta humana, representando
uma fonte potencial para melhorar o status de Fe, Zn e Mn em grupos onde a deficiéncia de
micronutrientes é prevalente.

Palavras-chave: Feijoes; Biofortificacdo; bioacessiblidade e biodisponibilidade de nutrientes;

digestdo in vitro; Desnutri¢do; ICP-MS; anélise multivariada.



ABSTRACT

This work presents new findings on the nutritional quality of recently introduced biofortified
and non-biofortified cowpea cultivars, as well as some commercial beans. The cultivars were
analyzed in raw and cooked forms, where, in both, the concentrations of the elements Fe, Zn
Cu, Mn and Mg were measured. In the raw samples, the concentration of total phenolic
compounds and the percentage composition were also measured. The ICP-MS technique was
used to measure the concentrations of the elements. Biofortified cowpea cultivars showed
high levels of Fe and Zn, indicating that they are rich sources of these micronutrients. The in
vitro digestion protocol allowed the simultaneous evaluation of the bioaccessible and
bioavailable contents of the studied elements. Fe levels in biofortified and non-biofortified
cowpea cultivars were ca. 2.5 times higher compared to commercial beans. For the element
Zn, the cowpea cultivars of raw presented 50% of bioaccessibility and 44% of bioavailability.
The biofortified cooked cowpea showed high Zn bioavailability, with values above 60%. The
consumption of 50 g of the biofortified cultivar Aracé would contribute with 27% and 48% of
Fe and Zn, respectively, in the recommended daily intake for children aged 1 to 3 years. The
concentration of manganese in the biofortified cultivars was higher compared to the
commercial bean and the bioaccessibility was ca. 52% higher. In addition, the concentration
of magnesium was higher, reaching values above 50% of bioaccessibility and 21% of
bioavailability. Cooking improved the availability of minerals in the biofortified cultivars. In
addition, the evaluated cowpea cultivars showed high concentration of lipids and energy
values. The phenolic compounds in the beans are highly polar. Evaluating the interactions,
unknown synergistic correlations were found between copper and magnesium and between
manganese and lipid percentage. The antagonistic correlation of copper and manganese with
zinc explains their limited concentration in biofortified cowpea. PCA analysis discriminated
between cowpea and commercial bean cultivars, indicating the prevalence of biofortification
effects. The new biofortified cowpea cultivars have a concentration nutrients compatible with
the demands of the human diet, representing a potential source to improve the status of Fe, Zn

and Mn in groups where micronutrient deficiency is prevalent.

Keywords: Beans; Biofortification; nutrient bioavailability; in vitro digestion; malnutrition;

ICP-MS; multivariate analysis.
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Ar Concentracdo bioacessivel na semente crua

ARA Feijao-caupi Aracé

BRA Feijao comercial Branco

BRS Materiais provenientes do programa de melhoramento genético liderado pela
Embrapa

CAR Feijao comercial Carioca

CFT Compostos Fenolicos Totais

CONAB Companhia Nacional de Abastecimento
COVID-19 Doenga do Coronavirus

Dc Concentragéo total na semente cozida

Dr Concentracéo total na semente crua

DRI Ingestéo Dietética de Referéncia

ETAAS Espectroscopia de Absorcdo Atdmica de Forno de Grafite
FAAS Espectroscopia de Absorcdo Atdmica com Chama

GUA Feijao-caupi Guariba

IDR Ingestdo Diaria Recomendada

ICP-MS Espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado
ICPOES  Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma Indutivamente Acoplado

OMS Organizagdo Mundial de Saude

PC Componentes principais

PRE Feijdo comercial Preto

RDA Ingestdo Dietética Recomendada
RDC Resolucdo da Diretoria Colegiada

Tc Concentracgéo total na semente cozida
Tr Concentracéo total na semente crua
TUM Feijao-caupi Tumucumaque

UL Nivel de ingestdo superior toleravel
VER Feijao comercial Verde

XIQ Feijao-caupi Xiquexique
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1 INTRODUCAO

A deficiéncia mineral de Fe e Zn afeta mais da metade da populacdo mundial e é um
sério problema de salude publica para a humanidade (KHATIBZADEH et al., 2016; SINGH et
al., 2016). Por outro lado, outros elementos, como Cu, Mg e Mn, possuem funcges vitais para
a planta e sdo essenciais para a dieta humana (ANASTASSOPOULOU; THEOPHANIDES,
2002; COBINE; MOORE; LEARY, 2021; SOARES et al., 2020).

O feijdo é atualmente considerado uma das leguminosas mais importantes em todo o
mundo (HOPPLER et al., 2014). Sua matriz nutricional é composta principalmente por
proteinas, carboidratos, fibras alimentares (sollveis e insollveis), minerais, compostos
fenolicos e vitaminas (CARBAS et al., 2020). O feijdo-caupi (Vigna unguiculata (L.) Wap.)
apresenta grande variabilidade genética e potencial para aumentar a biodisponibilidade de Fe
e Zn em suas sementes (CARVALHO et al., 2012; FIGUEIREDO et al., 2017; FEITOSA et
al., 2018).

A biofortificacdo € um das muitas estratégias que podem ser utilizadas para reduzir as
deficiéncias nutricionais na populacdo (BOUIS et al., 2011). Ela é baseada no melhoramento
genético de plantas para potencializar a qualidade nutricional dos alimentos, aumentando a
concentragdo e a disponibilidade de nutrientes (SINGH et al., 2016). Considerando esses
fatores, a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria (Embrapa) incorporou o feijao-caupi
ao seu programa de melhoramento genético e recentemente produziu as cultivares Arace,
Tumucumaque e Xiquexique biofortificadas, visando ao aumento das concentracGes de Fe e
Zn.

O aumento na concentracdo total de micronutrientes em uma cultura basica nédo
assegura um efeito benéfico para o ser humano devido a presenca de inibidores de nutrientes
na matriz alimentar vegetal. FEITOSA et al., (2018), informam que as interacdes dos
micronutrientes com outros micronutrientes, fibras, lipidios, proteinas, fitatos e polifendis
durante a digestdo podem influenciar nesse processo de absorgéo.

Nesse sentido, no capitulo 1 do trabalho, sdo discutidas as anélises das concentra¢Ges
totais, bioacessiveis e biodisponiveis de Fe e Zn em oito amostras de feijdo, nas formas crua e
cozida, sendo trés feijoes caupi biofotificado, um feijdo-caupi ndo biofortificado e quatro
feij6es comerciais, Branco, Carioca, Preto e Verde, adquiridas no comércio local da cidade de
Teresina-Pl. No capitulo 2, com os mesmos feijdes estudados no capitulo 1, foram avaliados
os efeitos da biofortificacdo, com o foco na disponibilidade de cobre, manganés e magnésio,

na composicdo centesimal e nos compostos fendlicos totais.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Leguminosas

Apos alguns anos de declinio e estabilidade, os niveis de prevaléncia de desnutrigao
aumentaram nos paises da Africa e América Latina, influenciados, principamente, pela
pandemia de COVID-19 (FAO, 2021) e as leguminosas representam um grupo alimentar que
desempenham um papel significativo na nutricdo humana e podem auxiliar na reducédo destes
problemas nutricionais (PEREIRA et al., 2020b). Isso pois, no mundo, apenas 20 culturas,
entre elas cereais, leguminosas e raizes sao responsaveis pela maioria das calorias consumidas
pela populacdo (MOHANTY; SINGH; CHAPMAN, 2020). Importante do ponto de vista
nutricional (proteinas, fibras alimentares, vitaminas e minerais) e socioeconémico, as
leguminosas foram destaque e tema da Organizagdo para Alimentacdo e Agricultura (Food
and Agriculture Organization) em 2016 (SANTOS et al., 2018).

As leguminosas (Fabaceae) podem ser definidas como “vagem ou fruto”, contém
sementes ou graos secos e a capacidade de fixar nitrogénio no solo (KUMAR; PANDEY,
2020). Com até 750 géneros e 19.000 espécies, centenas delas importantes espécies de graos,
pastagens e agroflorestais, as leguminosas perdem apenas para as gramineas (Poaceae) com
relacdo a importancia para os seres humanos (MOHANTY:; SINGH; CHAPMAN, 2020). As
leguminosas podem ser classificadas em graos e oleaginosas (estas contém na sua composicao
maior quantidade de gordura) (CELIA CRAVEIRO et al., 2016). S&o exemplos da classe
gréos o gréo de bico (Cicer arietinum L.), o feijdo (Cajanus cajan L., Vigna unguiculata,
Vigna radiata L., Vigna mungo L., Phaseolus vulgaris, Vigna aconitifolia), lentilha (Lens
culinaris Medik) e, de exemplos da oleaginosa, tém-se a soja (Glycine max) e o amendoim
(Arachis hypogaea) (KUMAR; PANDEY, 2020).

2.2 Feijdo

Por definicdo, segundo a instru¢do normativa n° 12 de 28 de margo de 2008, os feijoes
sdo graos provenientes das especies Phaseolus vulgaris L. e Vigna unguiculata (L) Walp. S&o
classificados por grupos, classes e tipos. Os grupos sdo divididos de acordo com a espécie a
que pertence, sendo o feijao comum, espécie Phaseolus vulgaris L., do grupo | e os feijes da

espécie Vigna unguiculata (L) Walp. pertencentes ao grupo 11 (BRASIL, 2008). Com relagéo


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/fao-substance
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/fao-substance
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/fao-substance
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/fao-substance
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/fao-substance
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/fao-substance
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/fao-substance
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as classes, a separagdo é feita com base nas cores do tegumento (pelicula), e as subdivisGes

podem ser vistas no Quadro 1 a seguir.

QUADRO 1: Classificacdo do feijdo com base nas classes.

Cor Grupo | Grupo Il

> 90% de graos de coloragdo
Branco > 97% de graos de coloragdo branca b
ranca

Preto >97% de graos de coloragdo preta >90% de graos de coloragdo preta

Gréos da mesma coloragdo, admitindo- | > 90% de graos da classe cores,
se, no maximo, 3% de mistura de admitindo-se até 10% de mistura
outras classes e de 10% de mistura de | de outras cultivares da classe cores,
cores outras cultivares da classe cores, desde | desde  que  apresente  cores
que apresente cores contrastantes ou | contrastantes ou tamanhos

tamanhos diferentes diferentes.

Misturado | Produto que ndo atende as especificacdes de nenhuma das classes anteriores

Fonte: Instrucdo normativa n° 12 de 28 de mar¢o de 2008.

Ja quanto ao tipo do feijdo, a classificacdo é feita de acordo com os percentuais de
tolerancia de defeitos (BRASIL, 2008). As subdivisdes estdo presentes no Quadro 2 a seguir.
Quanto ao total de matérias estranhas e impurezas pode existir de 0 a 0,1%, 0,1 a 0,2% e 0,2
a 0,3% nos tipos 1, 2, 3, respectivamente. Existem ainda os tipos nenhum e desclassificado

gue ndo constam no Quadro 2.

QUADRO 2: Classificacdo dos feijoes (Grupo | e Grupo Il) de acordo com a tolerancia de
defeitos expressos em % de massa.

Defeitos Graves
Matérias Mofados, Carunchados e
Tipo Estranhas e Ardidos e Atacados por Defeitos Leves*
Impurezas Germinados Lagartas das VVagens
1 0a0,50% 0 até 1,50% 0al50 0a2,50
2 >0,50% a 1,00% |>1,50% a 3,00% >1,50a3,00 > 2,50 a6,50
3 > 1,00% a 2,00% | > 3,00% a 6,00% > 3,00 a6,00 > 6,50% a 16,00

Fonte: Instrucdo normativa n° 12 de 28 de marco de 2008. *Incidéncia sobre o grdo ndo restringem ou
inviabilizem a utilizacdo do produto (grdos amassados, danificados, imaturos, quebrados e partidos).
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2.2.1 Feijdo comum: Grupo |

O termo "feijdo™ é aplicado ao feijdo comum ou vulgar, da espécie Phaseolus vulgaris
L. (JUNIOR, 1960). Revisdes do género indicam que o ndmero de espécies de feijdo pode
variar de 31 a 52, sendo que somente cinco séo cultivadas (Phaseolus vulgaris L., P. lunatus
L., P. coccineus L., P. acutifolius A. Gray e P. polyanthus Greeman) (SILVA; COSTA,
2003). Pertencente a familia Fabaceae (Leguminosas), subfamilia papilionaceas, tribo
fasedleas, género phaseolus, espécie vulgaris (JUNIOR, 1960) o feijao comum (Phaseolus
vulgaris L.) € uma cultura mundial significativa e fornece uma leguminosa importante em
termos de rendimento total e &rea cultivada (TORMENA et al., 2021).

O feijado comum tem origem no Peru, conhecida como quichua de uuruto, foi
domesticada e amplamente cultivada durante o grande Império dos Incas e disseminada em
outras regiGes da Ameérica, e indo para a Europa ap6s o descobrimento do continente
americano (JUNIOR, 1960) e em seguida para Asia e, atualmente, distribuidas em todo o

mundo.

2.2.2 Feijao caupi: Grupo Il

Dentre as leguminosas, o feijdo-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.) é um dos
alimentos basicos mais importantes para a populacdo do Norte e Nordeste do Brasil, por
apresentar alto valor nutricional e excelente fonte de ferro e zinco (MARTINS et al., 2018;
PEREIRA et al., 2016). Adaptado as regides quentes e aridas (MARTINS et al., 2018), o
feijdo-caupi é uma planta Dicotiledénea, que pertence a ordem Fabales, familia Fabaceae,
subfamilia Faboideae, tribo Phaseoleae, subtribo Phaseolineae, género Vigna, subgénero
Vigna, seccdo Catyang, espécie Vigna unguiculata (L.) Walp. e subespécie unguiculata
(FREIRE FILHO, 2011). E dividida em quatro cultigrupos: Unguiculata, Sesquipedalis,
Biflora e Textilis, sendo no Brasil, cultivados os cultigrupos Unguiculata para produzir feijao
verde e seco e o cultigrupo Sesquipedalis, comumente chamado de feijdo-de-metro, cultivado
para a producdo de vagem (FREIRE FILHO, 2011).

O feijéo-caupi € uma cultura de origem africana e foi introduzido no Brasil na segunda
metade do século XVI pelos colonizadores portugueses no Estado da Bahia e depois
disseminado pelo Nordeste e demais regides do Pais. No Piaui existe registro de cultivos
desse feijdo de 1697. O feijdo-caupi possui varios nomes, que variam dependendo do local

onde é cultivado. Entre eles, podem-se citar 0s seguintes: feijdo-macassa e feijdo-de-corda


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/cowpeas
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/vigna-unguiculata
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/vigna-unguiculata
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/vigna-unguiculata
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(Nordeste), manteiguinha, feijdo-de-praia, feijdo-da-colbnia e feijdo-de-estrada (Norte), ja no
Sul é chamado de feijdo-mitdo. Nos estados de Sergipe, Bahia e Rio de Janeiro é comum o
feijdo-fradinho, um tipo de feijdo-caupi em que o grdo tem o tegumento branco com um
grande halo preto, o preferido para o preparo do acarajé, comida tipica do Estado da Bahia,
conhecido em todo o Brasil (FREIRE FILHO, 2011).

No mundo, o feijdo-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.) é uma das leguminosas mais
importantes produzidas nas regides tropicais e subtropicais, especialmente nos paises em
desenvolvimento da Africa, América Latina e Asia (BARROS et al., 2017; COUTINHO et
al., 2014; SOMBIE et al., 2018). Por sua robustez, é conhecido por sua adaptabilidade a agua,
ao calor e ao estresse salino e é amplamente cultivado por pequenos e médios produtores das
regides Nordeste e Norte do Brasil, onde representa uma importante fonte de renda e de
empregos (BARROS et al., 2017). O feijdo-caupi adapta-se bem as condicdes de baixa
disponibilidade de agua. Assim, sua producdo concentra-se mais nos estados da regido
Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste (Mato Grosso e Minas Gerais). Por essa menor exigéncia de
agua, em comparacdo ao feijdo-comum cores e preto, a cultura é plantada de forma mais
tardia (CONAB, 2022).

2.3 Feijao: producéo atual

O consumo de feijdo ocorre principalmente em paises em desenvolvimento e
subdesenvolvidos (PEREZ-RODRIGUEZ et al., 2019). Tradicional na dieta dos brasileiros, é
considerado um excelente alimento, perdendo apenas para o arroz como alimento basico mais
consumido no pais (MESQUITA et al., 2007). Com relagdo a producdo, a safra brasileira de
2020/21 foi 2876,3 mil de toneladas, estando o Brasil entre 0s quatros paises que mais
produzem feijio no mundo, perdendo apenas para China, india, Myanmar (ARAGAO:;
CONTINI, 2021; CONAB, 2022).

Porém apesar de estar entre os quatro maiores, 0 Brasil ndo esta entre os 10 maiores
exportadores de feijao, mostrando que a producao de feijdo é destinada principalmente para o
consumo interno (ARAGAQO; CONTINI, 2021). No Brasil, segundo o sexto levantamento da
safra brasileira (2021/2022) publicado em marco de 2022, o feijdo possui uma area plantada
de 2930,1 mil hectares e uma produtividade de 1033 kg por hectares. Isso gerard uma
producdo de 3027 mil toneladas, 5,2% superior ao contabilizado na safra 20/21 (CONAB,

2022). J& com relagdo ao feijdo-caupi, Piaui, Bahia e Tocantins estdo entre 0s maiores
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produtores e, considerando o mesmo periodo citado, a producdo é 16% superior (CONAB,
2022).

2.4 Melhoramento genético de plantas

Com a crise provocada pela pandemia da COVID-2019 estima-se que ocorrerd a
adicdo de mais 161 milhdes de pessoas aos casos de desnutricdo (HARVESTPLUS, 2022).
Entre 2004 e 2020, o HarvestPlus e seus parceiros apoiaram a liberacdo de 262 variedades de
12 cultivos biofortificados em 30 paises. Entre pequenos produtores e familias agricolas, sdo
mais de 48 milhdes de pessoas que estdo se beneficiando de culturas biofortificadas criadas
convencionalmente.

O melhoramento genético e a biofortificacdo de feijdo com ferro possibilitam o
fornecimento de 80% das necessidades diarias desse micronutriente, além de oferecer
sementes com alto rendimento, resistentes a pragas, calor e seca (HARVESTPLUS, 2022).
Para a HARVESTPLUS, (2022), a concentracdo alvo total (concentracdo do micronutriente
da linha de base + aumento da biofortificagdo) do micronutriente ferro é de 94 mg kg?. Ja
para a Embrapa (Qualidade de Grdos da Embrapa Arroz e feijdo, Santo Antbnio de Goias,
Goias e Bromatologia da Embrapa Meio-Norte, Teresina, Piaui. ), sdo consideradas sementes
ricas em ferro e zinco aquelas que apresentam concentracdes superiores a 60 mg kg™ e 40 mg
kg, respectivamente (FREIRE FILHO, 2011).

A América Latina e Caribenha concentra o maior percentual de paises com cultivares
liberadas com a biofortificacdo de ferro em feijdo, pois, com excecdo de México, Peru e Haiti,
todos os paises possuem cultivares ja liberadas. Com relacdo a biofortificacdo de ferro e zinco
em feijdo, apenas india e Brasil possuem cultivares ja liberadas, e a Nigéria possui cultivares
em fase de testes (HARVESTPLUS, 2022).

HarvestPlus € lider global em biofortificacdo com interesse de entregar alimentos que
fornecam dietas sustentaveis e saudaveis para todas as pessoas. Para isso trabalha com a
biofortificacdo de culturas (arroz, trigo, milho, feijdo, mandioca, batata-doce e etc) com
micronutrientes essenciais, como vitamina A, ferro e/ou zinco (HARVESTPLUS, 2022). A
biofortificacdo é o processo de aumentar a quantidade de nutrientes em culturas alimentares.
Isso pode ser feito de trés formas diferentes (HARVESTPLUS, 2022):

Melhoramento convencional de plantas: seleciona variedades de espécies que sdo

naturalmente ricas em micronutrietes especificos e realiza o cruzamento com variedades

locais. Assim aumenta-se a concentracdo de nutrientes das plantas sem a utilizacdo de
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organismos geneticamente modificados. As culturas biofortificadas liberadas pela HarvestPlus
e seus parceiros foram desenvolvidas usando métodos convencionais de melhoramento de
plantas.

Biofortificacdo agronémica: aumenta a quantidade de micronutrientes na parte

comestivel das plantas através da aplicacdo de fertilizantes minerais nas folhas, no solo ou na
agua de irrigacao.

Modificacdo genética: realiza alteragdes na estrutura do DNA das plantas, sendo,

nesse caso, variedades geneticamente modificadas.

A desnutrigdo proteico-energeética e as deficiéncias minerais sdo duas das trés formas
de deficiéncias nutricionais que afetam a maioria dos paises em desenvolvimento devido ao
acesso inadequado a alimentos e dietas baseadas em uma unica cultura (MEYER et al., 2013).
As deficiéncias de micronutrientes sdo comuns em criancas e ainda mais comuns em mulheres
devido as perdas de sangue ocorridas durante a menstruacao e o parto (KUMAR et al., 2019;
KUMAR; PANDEY, 2020). Menos da metade da populagdo mundial consome
micronutrientes na quantidade diaria recomendada (SILVA et al., 2021). A desnutricdo de
micronutrientes, designada comumente como “fome oculta”, afeta cerca de dois milhdes de
pessoas no mundo, atingindo, principalmente mulheres, bebés e criangcas (OKWUONU et al.,
2021; SILVA et al., 2021).

Para esses grupos de pessoas, mulheres e crian¢as, a Organizacdo Mundial da Salde
(OMS) estabeleceu metas globais para melhorar a nutricdo e com isso reduzir o atraso no
crescimento de criangcas menores de 5 anos e a anemia em mulheres em idade reprodutiva etc.
(OMS, 2020). As NacBGes Unidas também tracaram objetivos para o desenvolvimento
sustentavel e objetiva acabar com todas as formas de fome e desnutricdo até 2030,
especialmente em criangas. Para isso, devem-se envolver agfes que visem melhorar a
produtividade agricola e o apoio a pequenos produtores para a aplicacdo de uma agricultura
sustentavel®.

Vérias intervencdes que visem a diversificagdo alimentar e ao aumento no consumo de
micronutrientes suplementacgdes, fortificacdo e biofortificacdo tém sido adotadas para
combater a desnutricdo em todo o mundo (DIAZ-GOMEZ et al., 2017; KUMAR et al., 2019;
MEYER et al., 2013). Apesar da adocdo da fortificagdo de varios alimentos, estes sdo caros e
ndo podem ser adquiridos pela populacdo de baixa renda (KUMAR; PANDEY, 2020). No

caso do Fe, outro fator influenciador dessa realidade € que s&o utilizados compostos pouco

! Disponivel em: <https://www.undp.org/sustainable-development-goals#zero-hunger>. Acesso em 07 de jan. de
2022.


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/childbirth
https://www.undp.org/sustainable-development-goals#zero-hunger
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solUveis, para evitar um sabor metalico indesejavel, ocorrendo o aumento total do mineral,
mas a biodisponibilidade continua baixa (DIAZ-GOMEZ et al., 2017).

Outra maneira de aumentar o valor nutricional de sementes é a biofortificacdo,
utilizando conhecimentos de praticas agrondmicas, ferramentas transgénicas e programas de
melhoramento (SILVA et al., 2021). A biofortificacdo é a maneira mais vidvel para reduzir o
problema de desnutricdo entre as populagdes rurais desmerecidas e desnutridas de maneira
mais econémica (KUMAR; PANDEY, 2020). O trabalho de biofortificacdo tem vantagem em
relacdo a fortificacdo de alimentos para a nutricdo de ferro porque as plantas podem ser
projetadas e melhoradas para aumentar a bioacessibilidade (DIAZ-GOMEZ et al., 2017),
sendo que o aumento do valor nutricional na parte comestivel das culturas pode ser alcancado
por técnicas transgénicas ou praticas agrondmicas (KUMAR; PANDEY, 2020). Com isso,
nos paises em desenvolvimentos, em vez de uma Unica abordagem mais cara e menos
acessivel, como a fortificacdo e a suplementacdo, a populacdo rural necessita de uma
combinacdo de vérias abordagens de baixo custo para reduzir a deficiéncia de nutrientes
(KUMAR et al., 2019), como plantas cultivadas e distribuidas, usando as praticas agricolas
existentes sem custos recorrentes além daqueles associados a agricultura normal (DIAZ-
GOMEZ et al., 2017).

No caso especifico do feijao, o melhoramento genético busca obter variedades que
apresentem resisténcias a doenca, alta produtividade e caracteristicas de mercado aceitaveis
(forma, tamanho, cor e brilho). As sementes melhoradas devem possuir caracteristicas
nutricionais desejaveis, com maiores concentracdes de proteinas e minerais (MESQUITA et
al., 2007). Com relagdo ao Fe e ao Zn, as plantas adquirem da rizosfera circundante e do
ambiente imediato, pois 0s minerais ndo sdo sintetizados na planta, assim as estratégias de
melhoramento genético com o objetivo de biofortificar o feijdo com esses minerais devem
levar em consideracdo as condi¢fes de absorcdo das raizes para que elas possam “puxar”
nutrientes do solo e “empurra-los” para as partes comestiveis das plantas através do
transporte, da remobilizacdo e do armazenamento (KUMAR et al., 2019). No caso de ferro e
zinco, outra barreira da biofortificacdo € a baixa biodisponibilidade, 0 que exige uma maior
guantidade desses micronutrientes presente (KUMAR; PANDEY, 2020).

2.5 Melhoramento genético do feijao-caupi

Estudos de biofortificacdo de micronutrientes em plantas sdo importantes, pois 0s

nutrientes da dieta humana s&o, em sua maioria, obtidos delas (DIAZ-GOMEZ et al., 2017).


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/rhizosphere
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/remobilization
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Porém, a quantidade de micronutrientes em culturas, especificamente grdos e leguminosas,
pode estar sujeita a mudangas negativas (HOFFMANN; KOELLNER; KASTNER, 2021).
HOFFMANN; KOELLNER; KASTNER, (2021) relata ainda que até 2050 as mudancas
climaticas poderdo diminuir a disponibilidade de ferro e zinco em até 8% e 5%, atingindo,
principalmente, as regibes que hoje ja sofrem com a fome oculta.

Em feijdo, os métodos de melhoramento genéticos mais utilizados s&o introducéo de
germoplasma, selecdo massal em cultivares locais, selecdo de planta individual com teste de
progénie em cultivares locais, método genealdgico, método da descendéncia de uma Unica
semente, método da descendéncia de uma Unica vagem e método dos retrocruzamentos
(FREIRE FILHO, 2011), sendo que o método genealdgico e a descendéncia de uma Unica
vagem sdo os mais utilizados. Os programas de melhoramento permitiram o lancamento de
varias cultivares comerciais, entre elas, tém-se as BRS Pujante, BRS Xiquexique, BRS
Cauamé, BRS Tumucumaque, BRS Pajel, BRS Potengi, BRS Itaim, BRS Jurud, BRS Aracé,
BRS Acaud, BRS Carij6, BRS Tapaihum, Miranda IPA 207 e BRS Imponente (COSTA,
2020).

Diferentes programas desenvolvidos pela Embrapa e outras instituicbes puablicas e
privadas possibilitaram o desenvolvimento, por meio do melhoramento genético, de 73
cultivares de feijdo-caupi no Brasil. A Embrapa Meio-Norte, ha mais de 25 anos, desenvolve
acbes de melhoramento genético em Teresina-Pl, buscando, entre outros, a obtencdo de
cultivares com graos padronizados e de melhor qualidade genética, ciclo de maturacdo mais
precoce, possibilidade de colheita mecanizada e ainda cultivares com alto valor nutritivo
(ROCHA et al., 2016). Como exemplo de resultado, tem-se a cultivar BRS Guariba, que em
2007 possibilitou o inicio da exportacdo de feijdo-caupi para o Canada, Portugal, Israel,
Turquia e india e, em 2014, respondeu por 85% das exportacdes de feijdo-caupi do Brasil para
o Oriente Médio, a Asia e a Europa. Outra cultivar considerada boa para a exportacéo é a BRS
Tumucumaque que superou a BRS Guariba, em 2015, com relacdo a area plantada.

Entre a caracteristica de alto valor nutricional estudos com a biofortificacdo de feijao-
caupi também sdo realizados e até o momento da escrita deste material, ja ocorreu o
langcamento de trés cultivares com concentragGes elevadas de ferro e zinco, sendo elas a BRS
Aracé, BRS Xiquexique e BRS Tumucumaque (ROCHA et al., 2016). De acordo com as
concentracdes de 60 mg kg™ e de 40 mg kg? para ferro e zinco, respectivamente, ha cinco
cultivares ricas em ferro (BRS Xiquexique, BRS Tumucumaqgue, BRS Potengi, BRS Jurua e

BRS Aracé) e seis ricas em zinco (BRS Xiquexique, BRS Tumucumaque, BRS Cauamé, BRS
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Jurua, BRS Itaim e BRS Aracé), sendo que as cultivares BRS Jurud, BRS Aracé, BRS
Xiquexique e BRS Tumucumaque sao ricas em ambos os elementos (FILHO, 2011).

2.6 Cultivares BRS Aracé, BRS Xiquexique, BRS Tumucumaque e BRS Guariba

A lei N° 9.456, de 25 de abril de 1997, define cultivar como qualquer género ou
espécie vegetal que seja claramente distinguivel de outras e que seja homogénea, estavel e
passivel de uso pelo complexo agroflorestal. Para ser considerada uma nova cultivar, ela ndo
deve ter sido vendida h&4 mais de doze meses no Brasil ou quatro anos em outros paises (ex.
feijdo) em relacdo a data do pedido de protecdo (BRASIL, 1997).

Entre as cultivares de feijdo-caupi, BRS Aracé, Guariba, Tumucumaque e Xiquexique,
apenas para a Guariba ndo sao realizados estudos que visem a biofortificacao de ferro e zinco.
InformacBes sobre essas cultivares relatadas a seguir foram retiradas do catalogo das
cultivares disponibilizado no site? da Embrapa e disponibilizadas por FILHO, 2011.

BRS Aracé: apresenta grdos na cor verde de tamanho médio-grande, com alta
concentracdo de ferro e zinco e de grande apelo para o mercado de vagens. Foi desenvolvida
por meio do melhoramento genético genealdgico e langada em 2009. Apresenta adaptagdo ao
bioma Caatinga, principal ecossistema da regido Nordeste, fazendo com que essa cultivar seja
mais indicada para os produtores de feijdo-caupi dessa regiéo.

BRS Guariba: a cultivar BRS Guariba pertence a subclasse comercial branco liso, a
mesma das cultivares BRS Tumucumaque e BRS Xiquexique. Com ciclo de maturacédo
precoce, porte da planta semiereto, foi a grande responsavel por alavancar o cultivo do feijao-
caupi nos cerrados, especialmente, do Centro-Oeste, do Brasil, notadamente no Mato Grosso,
e Meio-Norte do Brasil. Desenvolvida por melhoramento genético por descendéncia de uma
Unica vagem e lancada em 2004, € indicada para o consumo interno e externo, sendo possivel
o cultivo por agricultores empresariais e familiares de pequeno porte.

BRS Tumucumaque: desenvolvida por melhoramento genético por descendéncia de

uma unica vagem e langada em 2009, apresenta grande aceitacdo comercial, e possui altas
concentragOes de ferro e zinco, tem um cozimento rapido e um excelente aspecto visual apos
0 preparo e pode ser cultivada tanto para o mercado de grdos secos, quanto para o de vagens e
gréos verdes. Considerando o cultivo visando a grdos secos, tem as mesmas indicacdes da

cultivar BRS Guariba com relacdo a agricultura e ao consumo.

2 Disponivel em: <https://www.embrapa.br/meio-norte/cultivares>. Acesso em: 14 de Jan. de 2022.
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BRS Xiquexique: langada em 2008, foi desenvolvida por melhoramento genético

através de descendéncia de uma Unica vagem. A cultivar BRS Xiquexique apresenta ciclo de
maturacdo médio-precoce e apresenta grdos do tipo comercial branco liso com altas
concentracdes de ferro, zinco, proteina e rapido cozimento. Assim, como a BRS Aracé,
apresenta alta tolerdncia a seca, sendo também indicada para o clima semiarido da regido
Nordeste do Brasil. A sua producdo e 0 seu consumo sé&o mais indicados para a agricultura

familiar e o mercado interno.

2.7 Microminerais

Uma classificacdo dos minerais é com base nas necessidades fisiologicas diarias:
assim macrominerais (sédio, potassio, célcio, fésforo e magnésio) sdo aqueles de que o corpo
humano saudavel precisa de aproximadamente 100 mg dia *; e microminerais (ferro, zinco,
cobre, cromo e selénio) sdo aqueles cujas necessidades sdo relativamente proximas de 20 mg
dia ! (BECK et al., 2021). O magnésio, presente em todas as células, esta entre os quatro
minerais mais abundante nos sistemas bioldgicos, participando de varios sistemas
enzimaticos, como o metabolismo de agucares e ainda na producdo da principal molécula
transportadora de energia do organismo, o0 ATP (BARAN, 2005; BUENO, 2008; PEIXOTO,
2000). As suas fontes principais sdo cereais integrais, leguminosas, nozes, espinafre,
tubérculos e vegetais folhosos verdes escuros (BUENO, 2008; KUANG et al., 2021;
SEVERO et al., 2015). A caréncia desse macromineral pode estar relacionado a desordens
neuromusculares, osteoporose, acidente vascular cerebral, arritmias cardiacas, hipertenséo
arterial, resisténcia a insulina e diabetes mellitus tipo 2 (KUANG et al., 2021; SEVERO et al.,
2015)

Legumes e verduras estdo entre os alimentos mais comuns na dieta do homem e sdo
responsaveis, junto com a agua, pelo fornecimento diario de micronutrientes (MATOS-
REYES et al, 2010; PEREZ-RODRIGUEZ et al., 2019). Na aquisicdo desses
micronutrientes, as plantas desenvolvem mecanismos que vdo desde a aquisi¢do até o
transporte e o fornecimento de cétions para locais especificos (PINTO; FERREIRA, 2015).
Porém elementos que ndo sdo essenciais para as plantas podem ser essenciais para humanos
(Ex: Se e Co) e, mesmo em situacBes nas quais o mineral € essencial para ambos (Zn, Cu e
Fe), pode ocorrer da sua concentragdo ser baixa ou de estarem presentes em formas que ndo
podem ser utilizadas pelos seres humanos (Ex.: Fe) (PINTO; FERREIRA, 2015; SANITA DI
TOPPI; THOMINE, 2021).
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Como qualquer outra leguminosa, o feijdo é cultivado diretamente no solo, local que
contém uma grande quantidade de elementos essenciais aos organismos, como ferro (Fe),
magnésio (Mg), cobre (Cu), manganés (Mn) e zinco (Zn) (PINTO; FERREIRA, 2015), sendo
que solos acidificados por fertilizacdo, por exemplo, aumenta a solubilidade, elevando com
isso a transferéncias de elementos para a cadeia alimentar (ZHAO et al., 2022). Como
possuem semelhangas nas propriedades fisico-quimicas, alguns elementos sdo transferidos
para os tecidos vegetais por meio dos transportadores de outros elementos, como € o caso do
transporte de Ca, que envolve o Pb e de Fe, Mn, e Zn, que envolve o Cd (ZHAO et al., 2022).
Em outra situacdo, a diminuicdo de um elemento pode provocar o aumento de outro. Um
exemplo disso é a deficiéncia de ferro em plantas, o que pode levar a0 aumento na absor¢éo
de Zn, Mn, Co e de Cd (ZHAO et al., 2022).

Zn, Cu e Fe sdo essenciais para as plantas (cofatores em estruturas de metaloproteinas
e sitios cataliticos), porém, mesmo com adaptacGes para tolerar essas alteracdes, variagdes na
quantidade necessaria (acima ou abaixo) podem levar & planta morte (SANITA DI TOPPI;
THOMINE, 2021). Alimentos, adgua, poeira (inalacdo ou ingestdo) sdo as principais vias de
contato dos seres humanos com elementos, sejam eles essenciais, sejam eles toxicos (ZHAO
et al., 2022). O homem precisa ingerir elementos essenciais, ja que nao sdo sintetizados pelo
corpo (PEREIRA et al., 2020b). Esses nutrientes, nas quantidades adequadas, promovem
muitas reacdes enzimaticas e processos fisioldgicos (PEREIRA et al., 2020b; SANTOS et al.,
2018), j& a sua deficiéncia pode trazer anormalidades estruturais e fisiologicas, e a
guantidades acima dos limites necessarios pode ser prejudicial (SANTOS et al., 2018). A

seguir sdo apresentadas algumas caracteristicas dos micronutrientes Cu, Mn, Fe e Zn.

2.7.1 Cue Mn

Atrés apenas do ferro e zinco, o cobre é o terceiro elemento do bloco d mais abundante
no corpo humano (SILVA et al., 2019). Esta presente em diversos aminoacidos, peptideos de
baixo peso molecular, sendo que estas substancias estdo relacionadas com atividade anti-
inflamatdria, antiulcerosa, anticonvulsivante e até anticarcinogénica (BARAN, 2005).
Excesso de cobre no organismo estd relacionado com casos de danos oxidativos, artrite
reumatoide, distarbios neurodegenerativos, cancer e doenca de Wilson (BARAN, 2005;
SARGENTELLLI, 1996). A doenca de Wilson é uma mutagdo génica que reduz a excrecdo de
cobre e ocasiona alteragdes nas funcdes renais e cardiaca (SOCIO et al., 2010). No caso da

deficiéncia, existe a desordem genética que dificulta o transporte de cobre intracelular,
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provocando uma diminui¢cdo do micromineral e com isso levando a uma répida degeneragéo
cerebral (BARAN, 2005). Nos alimentos, 0 cobre esta presente em carnes, frutos do mar, em
muitos vegetais, cerais e nozes (SARGENTELLI, 1996).

Ja 0 manganés (Mn) atua como ativador de diversas enzimas, sendo essencial na
sintese do colesterol e do neurotransmissor dopamina (AFONSO, 2019). A ingestdo de
legumes, cereais integrais, verduras e frutas fornecem manganés para o metabolismo
(AFONSO, 2019). Ressalta-se que a forma Mn?* é a forma utilizavel biologicamente, o seu
excesso causa problemas respiratorios e neuroldgicos (AFONSO, 2019). Deficiéncia na
ingestdo desse micronutriente pode causar perda de peso, alteracdo da sintese de insulina,
reducdo da taxa de colesterol no sangue e malformacdes fetais (AFONSO, 2019). Pode
ocasionar ainda o Parkinson manganico (problema no movimento corporal) (ROCHA,;
AFONSO, 2012).

2.7.27ZneFe

Os micronutrientes ferro e zinco estdo entre 0s quatro mais importantes para o ser
humano e a sua ingestdo em quantidade deficiente afeta milhares de pessoas carentes em todo
0 mundo, principalmente nos paises em desenvolvimento (MEYER et al., 2013; PEREIRA et
al., 2014). O zinco (Zn) esta presente em todos 0s 6rgaos e se concentra principalmente nos
0ss0s, musculos voluntarios, figado e pele (MAFRA; COZZOLINO, 2004). O zinco pode ser
ingerido através do consumo de mariscos, carnes vermelhas, figado, nozes e leguminosas
(MAFRA; COZZOLINO, 2004). O corpo ndo tem sistema de reserva de zinco, assim €
necessario um suprimento regular desse elemento fundamental nos processos celulares
(MEYER et al., 2013).

A ingestdo ou absorc¢do inadequada de zinco € a principal causa de sua deficiéncia em
humanos. A sua ingestdo em quantidade insuficiente pode provocar desordens emocionais,
diminuig&o da resposta imunologica e anorexia nervosa (BARAN, 2005). O excesso de zinco
pode ocasionar a deficiéncia de cobre e distarbios fisioldégicos que afetam o0s sistemas
gastrointestinal, epidérmico, nervoso central e reprodutivo (OKWUONU et al., 2021). No
mundo, a deficiéncia de zinco acomete um terco da populacdo mundial, podendo chegar a
73% em algumas regides menos desenvolvidas (OKWUONU et al., 2021).

No mundo, a deficiéncia de zinco (Zn) € a segunda deficiéncia nutricional mais
comum, afetando principalmente paises de baixa e média renda (SILVA et al., 2021). O

Brasil ndo tinha dados sobre a deficiéncia de zinco, porém em 2021 foi publicado um estudo
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realizado em 123 municipios brasileiros entre fevereiro de 2019 e margo de 2020 com 14.583
criangas menores de cinco anos. Segundo esse levantamento a prevaléncia de deficiéncia de
zinco no Brasil e no Nordeste foi de 17,8% e 15,1%, respectivamente, sendo que nao houve
diferenca estatisticamente significativa entre as macrorregides, a idade, 0 sexo, a cor ou a raca
(UFRJ, 2021).

O ferro é o metal de transicdo mais abundante no corpo humano (BARAN, 2005).
Participa do metabolismo do oxigénio, o transporte de elétrons e de centros cataliticos de
enzimas (BARAN, 2005). Entre as principais fontes de ferro na dieta humana temos as carnes,
cereais, legumes, frutas e vegetais (FEITEIRA; BARREIROS; PACHECO, 2021). A
deficiéncia de ferro pode levar a anemia ferropriva, que resulta em hemdcias microciticas e
hipocrémicas, sendo o tipo mais comum no mundo e afeta, principalmente, crian¢as menores
de 2 anos e mulheres gravidas (ALSALEEM et al., 2021; PEREIRA et al., 2014). Essa
anemia causada pela deficiéncia de ferro no organismo é causada ndo sé pela baixa ingestdo
alimentar desse micronutriente, mas também por fatores que alteram sua biodisponibilidade
(PEREIRA et al., 2016).

Segundo o mesmo levantamento realizado com zinco, a prevaléncia de anemia
ferropriva no Brasil é de 3,6%, sendo a regido Nordeste, com 2,7%, a de menor prevaléncia.
Criangas menores apresentaram maiores prevaléncia de anemia ferropriva, sendo no Brasil de
8% para criangas de 6 a 23 meses e de 1,3% para criangas com 24 a 59 meses. J4 no Nordeste,
os valores para as respectivas faixas foram de 7,2 e 0,4%, respectivamente (UFRJ, 2021).
Outro estudo realizado em 2021, que realizou uma metanalise, incluindo 134 publicacdes de
2007 a 2020, observou prevaléncia estimada de anemia de 33% em criangas brasileiras e

menores de sete anos (SBP, 2021).

2.7.3 Limites diarios recomendados de Cu, Fe, Mg, Mn e Zn

Valores de Cu, Fe, Mg, Mn e Zn que se deve ingerir diariamente depende de alguns
fatores como sexo, massa corporal e idade. Para esses valores existem algumas defini¢des
importantes, como Ingestdo Dietética de Referéncia (DRI) que indica um valor de referéncia
utilizado para se avaliar a ingestdo de nutrientes em individuos sadios (IOM, 2019). Na DRI,
segundo 10M, 2019), tem-se:

. Ingestdo Dietética Recomendada (RDA): valor médio de ingestdo necessario

para atender as necessidades nutricionais de 97%-98% das pessoas saudaveis.


https://ods.od.nih.gov/HealthInformation/Dietary_Reference_Intakes.aspx
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o Ingestdo Adequada (Al): valor que garante a adequagdo nutricional. E

estabelecido quando as informac@es sdo insuficientes para desenvolver uma IDR.

o Nivel de ingestdo superior toleravel (UL): valor maximo que pode ser ingerido

sem causar problemas a saude.

No Quadro 3 a seguir, é apresentada a ingestdo dietética recomendada pelo Instituto de
Medicina dos Estados Unidos (IOM, 2019) e pela Resolucao de Diretoria Colegiada (RDC)
de nimero 269, de 22 de setembro de 2005 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA, 2005).

QUADRO 3: Quantidade, em mg, recomendada para a ingestdo de Fe, Zn, Cu, Mn e Mg.

Nutrientes Individuo I0M, 2019 RDC 269/2005
Homens 8,00 14,00
Ferro _ Mulheres 18,00 14,00
Criancas de 1 a 3 anos 7,00 6,00
Mulheres gestantes 27,00 27,00
Homens 11,00 7,00
. Mulheres 8,00 7,00
Zinco Criancas de 1 a 3 anos 3,00 4,00
Mulheres gestantes 11,00 11,00
Homens 0,90 0,90
Cobre _ Mulheres 0,90 0,90
Criancas de 1 a 3 anos 0,34 0,34
Mulheres gestantes 1,00 1,00
Homens 2,30 2,30
M A Mulheres 1,80 2,30
anganes Criancas de 1 a 3 anos 1,20 1,20
Mulheres gestantes 2,00 2,00
Homens 400,00 260,00
L. Mulheres 310,00 260,00
Magnesio Criancas de 1 a 3 anos 80,00 60,00
Mulheres gestantes 350,00 220,00

*Ingestdo Adequada (1A).

Destaca-se nas informacdes do Quadro 3 que a RDC 269/2005 néo faz distin¢do entre
os valores para os adultos em homens e mulheres e apenas uma quantidade para ambos.
Apesar da I0M, (2019) informar valores diferentes de acordo com a faixa etaria de homens,
mulheres e mulheres gestantes, no Quadro 3 foram expostos apenas os valores para a faixa
etaria de 19 a 30 anos. Com excec¢do de Mg, a quantidade recomendada para gestantes € igual

nas duas recomendacOes. J& para criangas de 1 a 3 anos de idade apenas as quantidades de
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cobre e manganés e semelhante nas duas recomendac@es. Para esse mesmo grupo, a RDC
269/2005 indica quantidades para ferro e magnésio inferior ao indicado pelo I0M, (2019).
Outro detalhe sobre os dados do Quadro 3 é que para 0 Manganés, apesar dos valores
serem semelhantes, a IOM, (2019) indica-o como Ingestdo Adequada (Al) ja ANVISA,
(2005) informa-os como Ingestdo Dietética Recomendada (RDA). Com relacdo a UL para Cu,
Fe, Mn e Zn, em adultos, sdo indicados valores diarios de 10, 45, 11 e 40 mg (IOM,
2019). Neste trabalho, serdo utilizadas as informacdes da ANVISA, (2005) em todos os
calculos relacionados com a ingestdo de micronutrientes. Nos Estados Unidos, em 2020,
houve uma atualizacio na DRI de alguns nutrientes, porém ndo foram observadas
informacdes sobre os nutrientes Cu e Mn e ndo ocorram alteracdo nos valores de Fe, Zn e Mg

nos grupos que constam no Quadro 3 (USDA, 2020).

2.8 Bioacessibilidade e biodisponibilidade

Conhecer a concentracdo total de elementos presentes no alimento ndo fornece
informacdes sobre a fracdo que pode ser bioacessivel e biodisponivel. Ao ingerir um alimento,
parte dos nutrientes sdo liberados da matriz e ficam disponiveis para serem absorvidos
(bioacessibilidade) sendo uma parcela deles absorvidos e com isso atingindo a circulacéo
sanguinea do trato gastrointestinal e se disponibilizando para utilizagdo ou armazenamento.

Além disso ocorrem o transporte, a captacdo celular e a conversdo do micronutriente
em uma forma biologicamente ativa, ou seja, encontra-se disponivel para atender as demandas
fisioldgicas do organismo (biodisponibilidade) (DIAZ-GOMEZ et al., 2017; PEREIRA et al.,
2020b; PEREIRA; TAVANO, 2014; SANTOS et al., 2018). Vale ressaltar que algumas
substancias nao precisam ser ingeridas e digeridas para serem absorvidas e outras mesmo
passando pelo processo de digestdo, ndo sdo absorvidas (SANTOS et al., 2018).

Para se estimar a bioacessibilidade e a biodisponibilidade de uma substancia ingerida,
podem ser utilizados métodos in vivo ou in vitro (MOREDA et al., 2011). Os in vivo,
considerado um tipo de teste antiético, utilizam animais e uma demanda rigida de condicGes
éticas, além de profissionais especializados, infraestrutura especifica (MOREDA et al., 2011;
SANTOS et al., 2018). Com isso, tem se estimado a biodisponibilidade por meio de
varios métodos in vitro (MOREDA et al., 2011). Os in vitro sdo baseados na extragéo seletiva
ou na simulagédo da fisiologia do trato gastrointestinal (SANTOS et al., 2018). Buscam-se
simular as condi¢des de temperatura, agitacdo, pH e composi¢do enzimatica e quimica

encontradas no corpo humano durante a digestio (MOREDA et al., 2011). Alem de
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apresentar aproximacOes eficazes para situacfes in vivo, esses métodos in vitro tém as
vantagens de serem simples, rapidos, de alta precisao, de fécil controle das condi¢des e com
uma boa reprodutibilidade (MOREDA et al., 2011).

Nesse processo de absorcdo do micronutriente, a matriz alimentar tem papel
importante, pois fornece substancias que interagem quimicamente (promotores ou inibidores)
e que podem estimular ou retardar sua liberacio (DIAZ-GOMEZ et al., 2017). Fatores como
as formas quimicas de elementos, interacbes com outras espécies presentes na matriz e
condicdes fisiologicas do consumidor (idade, saude) influenciam na bioacessibilidade e
biodisponibilidade (MOREDA et al., 2011; PEREIRA et al., 2020b). Por exemplo, a
diferenca da biodisponibilidade do zinco em relag&o ao ferro € atribuida, entre outros, ao fato
de que o zinco esta altamente associado a enzimas e proteinas e se encontra em local diferente
do ferro nas sementes (PEREIRA et al., 2014).

Para o ferro presente em carnes, o estado de oxidagdo favoravel e a forma complexada
ferritina-ferro em que é armazenada facilitam a liberacdo desse mineral (DIAZ-GOMEZ et
al., 2017). Para ser absorvido, o Fe®*, predominante nas dietas, deve ser reduzido a Fe?*
assim qualquer componente que impeca essa reducdo, devido principalmente a formacao de
complexos insoldveis, diminui a absorcdo de ferro (PEREIRA et al., 2014). A vitamina C
também tem a capacidade de facilitar a reducdo de Fe** para Fe** (KUMAR; PANDEY,
2020). Outros fatores que podem facilitar a absor¢do sdo a concentracao total de proteina, de
alguns aminoacidos, como cisteina, histidina e metionina e ainda de fosfatos, de &cidos
organicos e de algumas prostaglandinas (MAFRA; COZZOLINO, 2004).

Ja a caseina (proteina presente nas dietas), o fitato, o oxalato e os polifendis vegetais
(tanino) sdo inibidores e reduzem a bioacessibilidade de ferro e zinco devido a formacao de
complexos insoliveis (DIAZ-GOMEZ et al., 2017). Em leguminosas, o &cido fitico, forma
principal de armazenamento de fosforo, forma complexos com cations divalentes (Ca, Mg,
Cu, Fe e Zn) e com isso reduz sua solubilidade, dificultando assim a disponibilidade desses
minerais (MEYER et al., 2013; KUMAR; PANDEY, 2020; SILVA et al., 2021). Existe ainda
a possibilidade de ocorréncia de algumas competicdes entre 0os micronutrientes, ja que o ferro,
se fornecido junto com Zn, através de suplemento, pode ter efeito negativo na sua absor¢ao
(MAFRA; COZZOLINO, 2004).

Outras substancias que estdo presentes em leguminosas e que reduzem a
biodisponibilidade de micronutrientes sdo saponinas, latirdgenos, inibidor de protease e
inibidores de a-amilase (KUMAR; PANDEY, 2020).



36

Com isso, estudar a bioacessibilidade de minerais em diferentes cultivares de feijao é
importante para que as informagGes do real percentual liberado e absorvido levem ao
desenvolvimento de estratégias que ajudem a combater a caréncia nutricional com a
introducdo de novas variedades na dieta da populacdo, principalmente nas populaces de
baixa renda (PEREIRA et al., 2016; PEREIRA; TAVANO, 2014).

2.9 Compostos fenolicos

Os feijoes possuem qualidades nutricionais como baixo indice glicémico e
caracteristica de saciedade devido a concentragdes significativas de proteinas, carboidratos,
pequena quantidade de lipidios, calorias, aminoacidos (tiamina e niacina), fibras dietéticas,
compostos bioativos e sdo ricos em vitaminas (tiamina, riboflavina, vitamina K, vitamina B6)
e minerais (ferro, zinco, manganés, cobre, magnésio, calcio, fosforo e potassio) entre outras
substancias que sdo vitais para o funcionamento metabdlico normal do corpo humano
(BARROS et al., 2017; COUTINHO et al., 2014; MESQUITA et al., 2007; PEREIRA et al.,
2020b, 2014; PEREZ-RODRIGUEZ et al., 2019; SOMBIE et al., 2018; TORMENA et al.,
2021). Os feijbes apresentam ainda uma quantidade expressiva de compostos fendlicos que
sdo conhecidos por agdo preventiva contra diversas doencgas, como diabetes, hipertensao
arterial e doencas cardiovasculares (PEREIRA et al., 2020b; PEREZ-RODRIGUEZ et al.,
2019).

Os compostos possuem potencial para proteger o corpo contra doencas cronicas
(cancer, envelhecimento, diabetes e doencas cardiovasculares), sendo 0 grupo mais
importante de compostos bioativos do feijdo (BARROS et al., 2017; MESQUITA et al.,
2007; SOMBIE et al., 2018). Localizam-se principalmente no tegumento do grdo de
variedades coloridas, sendo que esses compostos, além de inibir enzimas digestivas, formam
complexos insoliveis com proteinas, tornando-as indisponiveis (MESQUITA et al., 2007;
REIS; SILVA, 1999).

A maior parte da coloragdo presente nos feijoes provém dos compostos fenolicos,
principalmente de &cidos fendlicos e de flavonoides e de outros, como antocianinas,
proantocianidinas e isoflavonas, que podem formar complexos com ferro (BARROS et al.,
2017; MESQUITA et al., 2007; SOMBIE et al., 2018). A composi¢do fenélica e as suas
propriedades bioativas podem variar consideravelmente dependendo da cultivar de feijdo-
caupi (SOMBIE et al., 2018). Um estudo relatado com feijoes de diferentes cores branco,

vermelho, pinto e preto mostrou que as sementes de cor branca apresentam mais ferro
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biodisponivel, demostrando que flavonoides presentes nos feijées coloridos e ainda os acidos
fendlicos e taninos afetam negativamente a biodisponibilidade do ferro (PEREIRA;
TAVANO, 2014).

2.10 Processamento do alimento

A retirada da semente das vagens, a sua imersao em agua e 0 seu tratamento térmico
com ou sem pressdo sao etapas comuns no preparo de feijdes (PEREIRA et al., 2020b). Em
alguns desses processamentos, apesar de ocorrer redugdo do valor nutricional, podem
aumentar a bioacessibilidade e a biodisponibilidade de micronutrientes devido a remocéo de
inibidores e & liberacdo dos micronutrientes da matriz alimentar (DIAZ-GOMEZ et al., 2017).
Entre esses processamentos, segundo DIAZ-GOMEZ et al., (2017), temos o descascamento, a
moagem, a imersdo, a fermentagdo e o aquecimento. O descascamento provoca a perda
significativa de minerais presentes no tegumento, e a remocao de fitatos ndo é significativa,
pois eles estdo presentes também no cotilédone.

A moagem dos grdos provoca a degradacao da sua parede celular, fazendo com que se
aumente a biodisponibilidade, apesar dos niveis de minerais de ferro e zinco e ainda de fitatos
serem reduzidos. A imersao, apesar de reduzir os niveis de fitato devido a solubilizacdo e/ou a
ativacdo de fitases enddgenas, provoca uma lixiviagdo de minerais, reduzindo com isso a
guantidade total presente. Ja a fermentacdo, além de degradar o fitato pela acdo das fitases
microbianas, aumenta a absorcdo de ferro e zinco devido a formacao de &cidos organicos de
baixo peso molecular durante esse processo (DIAZ-GOMEZ et al., 2017).

Ja o tratamento térmico suaviza as paredes celulares, o que provoca a remocdo de
inibidores e 0 aumento da absorcdo de minerais, além de ndo provocar perdas de minerais nas
temperaturas usadas (DIAZ-GOMEZ et al., 2017). Ele provoca o amolecimento da matriz
alimentar, a perda da integridade da estrutura celular e ainda a diminuicdo da atividade de
certos compostos antinutricionais e de inibidores de proteases provocando a migracdo de
componentes por lixiviagdo, melhorando a digestibilidade e a liberagdo dos micronutrientes
ligados a proteina, por exemplo (BARROS et al., 2017; MEYER et al., 2013; MESQUITA et
al., 2007; PEREIRA; TAVANO, 2014). Porém, em alguns tratamentos térmico é realizada a
imersdo e o descarte da agua para posterior cozimento (tratamento térmico), provocando a

lixiviagéo e a perda de alguns minerais (PEREIRA et al., 2020b).
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2.11 Espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS)

Entre as técnicas utilizadas para a analise de oligoelementos em alimentos, podem-se
citar a Espectrometria de Absorcdo Atdmicaem Chama (FAAS), a Espectrometria de
Absorcdo Atébmica com Atomizacdo Eletrotérmica (ETAAS), a Espectrometria de Emissdo
Optica com Plasma Indutivamente Acoplado (ICPOES) e a Espectrometria de Massas com
Plasma Indutivamente Acoplado (ICP-MS)(DUFAILLY; NOEL; GUERIN, 2006). A
concentracdo extremamente baixa de metais e as interferéncias sdo limitaces que dificultam
medidas precisas. Assim, avan¢os tecnoldgicos foram necessarios e hoje, utilizando técnicas
analiticas sofisticadas como o uso de um ICP-MS para a quantificacdo simultanea de metais
traco em amostras de alimentos melhoraram, significativamente a retirada dessas limitagdes
(SAMANTA et al., 2021).

Em feijdo podem existir, como j& relatado, elementos essenciais e elementos
considerados potencialmente toxicos para o homem (PEREZ-RODRIGUEZ et al., 2019).
Com isso, ha preocupacdes nutricionais relacionadas as analises inorganicas de produtos
alimenticios (RODUSHKIN et al., 2008). Nessas andlises, é recomendado um controle de
qualidade para garantir a seguranga alimentar e, para isso, técnicas de analise multielementar
com alta sensibilidade e capacidade de determinar a composicdo isotopica sdo bastante
utilizadas (PEREZ-RODRIGUEZ et al., 2019).

A espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) é capaz de
realizar analise multielementar de tracos e ultratracos, sendo considerada uma das mais
poderosas técnicas analiticas disponiveis (ILIO et al., 2011). Possui baixo limite de deteccéo,
ampla faixa dindmica linear, espectros simples e possibilidade de medir razdes isotdpicas
atdbmicas. Porém, como principal desvantagem, ou limitacdes, tém-se os efeitos de
interferéncias (CARDOSO; GANIO; ROBERTS, 2019; DUFAILLY; NOEL; GUERIN,
2008; KERO; MOORE; MALSON, 2012; PEREZ-RODRIGUEZ et al., 2019).

Com relacdo a essas interferéncias, a principal ocorre quando uma espécie tem o
mesmo valor da razdo carga massa (m/z) do analito (interferéncias espectrais) (ILIO et al.,
2011). ions isobaricos, simples ou fons poliatdmicos (entre eles os Oxidos refratarios) e fons
com carga dupla podem provocar esse tipo de interferéncia (LINKS, 2011; SKOOG, 2009).

No caso dos ions poliatdmicos, a interferéncia é formada devido as interagdes entre as
espécies do plasma, da matriz e da atmosfera. E muito comum em valores de m/z entre 40 e
82, sendo que, em analitos de massas mais baixas, predominam as interferéncias devido a

espécies de gas com C, N, O e H (ILIO et al., 2011). Interferéncias para *°Fe e ®Zn podem ser
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os fons poliatdmicos “°Ar'®0O* (PICK; LEITERER; EINAX, 2010) e %s!0," (MAY;
WIEDMEYER, 1998).

Apesar de em condicdes plasmaticas muitas ligacdes serem quebradas, os Oxidos
podem permanecer parcialmente associados (IL1O et al., 2011). A interferéncia por formacéo
de oOxidos e hidroxidos pelo analito, matriz dos componentes, solvente e gases do plasma é
considerada a mais critica em analises no ICP-MS (SKOOG, 2009). Um exemplo desse tipo
de interferéncia sdo os oxidos de *°Ar'®0* e “°Cal®0* que interferem na analise de °°Fe?
(SKOOG, 2009).

Outro tipo de interferéncia é chamado de efeito de matriz, em que, uma alta
concentracédo de qualquer elemento na matriz pode reduzir (mais comum) ou aumentar o sinal
do analito. Até 2011 nenhuma abordagem equivalente estava disponivel para eliminar
sistematicamente interferéncias ndo espectrais (AGATEMOR; BEAUCHEMIN, 2011).

Atualmente, uma forma de elimina-las é com o uso de padrdes internos apropriados,
isto €, pela introducdo de um elemento que estd ausente nas amostras e que tem uma massa
atdbmica e potencial de ioniza¢do proximo ao daqueles do analito e ainda com distribuicédo
homogénea na amostra e no padrdo e que ndo provoquem interferéncias espectrais
(CORAZZA et al., 2016; SKOOG, 2009). Com isso os padrbes internos adicionados (indio,
germanio, itrio e o rédio) melhoram a precisdo e exatiddo, porém a dificuldade em se
trabalhar com padrdo interno é encontrar uma substancia adequada para servir como tal e
introduzir essa substancia tanto na amostra como nos padrdes de modo reprodutivel, pois o
padrdo interno deve fornecer um sinal que seja similar ao sinal do analito em varios aspectos,
mas suficientemente diferente para ser distinguivel pelo instrumento (CORAZZA et al., 2016;
SKOOG, 2009). Destaca-se que em alguns casos ocorre a utilizacdo de mdultiplos padrbes
internos para otimizar a semelhanca das caracteristicas dos padrdes com aquelas dos varios
analitos ((FERNANDES et al., 2003; SKOOG, 2009).

Para a eliminacdo de interferéncias espectroscépicas em andlises de elementos em
concentragdes muito baixa € com o uso de equipamentos mais modernos. Uma das melhorias
considerada bastante significativa foi a introducdo nos instrumentos de ICP-MS da
Micromass, Perkin Elmer Sciex, Agilent ou Thermo Electron de células de reacdo/colisdo, em
que, um gas inerte (colisdo) ou reativo (reacdo) € inserido para aumentar a seletividade da
medicéo, reduzindo interferéncias isobaricas poliatdmicas (BECKER, 2005; ILIO et al., 2011,
KERO; MOORE; MALSON, 2012).

Um desses equipamentos é o ICP-MS triplo quadrupolo que remove de forma bastante
eficiente sobreposices isobaricas (NELSON; LOPEZ-LINARES, 2019; SANTOS et al.,
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2018). No modo quadrupolo de padrdo unico (SQ) ou no MS/MS em tandem o ICP-MS com
triplo quadrupolo (ICP-QQQ-MS), reduzem-se as interferéncias. No modo MS/MS, operando
com celula de colisdo, ocorre o filtro dos is6topos de razdo massa/carga de interesse no
quadrupolo (Q1) antes da introducdo no quadrupolo de guia de ions (Q2), que pode ser
preenchido com um gas de colisdo. Por ultimo, no quadrupolo final (Q3) ocorre a filtracdo
novamente do analito desejado, em sua massa original (BISHOP et al., 2015). As colisdes do
analito com as moléculas do gas (por exemplo, hélio ou argdnio) ou da mistura de gases de
colisdo geram uma reagdo de ions que produz um “resfriamento” (reduz a propagagido de
energia) dos ions de varios eV para valores inferiores a 0,1 eV, e ainda a neutralizagdo de ions
atdmicos interferentes (ex. argonio) e a dissociacao dos ions moleculares (BECKER, 2005).
Outros procedimentos importantes que deve ser dado ao se trabalhar com anélises no
ICP-MS sdo a selecdo do gas de reacgdo/colisdo mais apropriado e, dependendo do gas de
reacdo/colisdo escolhido, a realizacdo de varreduras de ions do produto em diferentes vazdes
de gés, pois 0s mecanismos de reacdo e a intensidade dos sinais do analito correspondentes
podem variar com a pressdo do gas ou a concentracdo na célula (BALCAEN et al., 2015).
Apesar de cada elemento ter uma vazdo ideal, uma Unica vazdo pode ser usada,

satisfatoriamente, para analise multielementar (IL10 et al., 2011).



CAPITULO 1
BIOACESSIBILIDADE E BIODISPONIBILIDADE DE FERRO E ZINCO EM
SEMENTES DE FEIJAO COMERCIAL E FEIJAO-CAUPI (BIOFORTIFICADO E
NAO BIOFORTIFICADO)
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar a qualidade nutricional relacionada com a concentracéo de ferro e zinco em

sementes cruas e cozidas de feijdo-caupi biofortificado, ndo biofortificado e feijdo comercial.

3.2 Especifico

» Quantificar as concentracdes total, bioacessivel e biodisponivel de ferro e zinco em
sementes crua e cozidas de feijdo-caupi biofortificado, ndo biofortificado e feijéo
comercial;

» Calcular as fracbes bioacessivel e biodisponivel de ferro e zinco em feijdo-caupi
biofortificado, ndo biofortificado e feijdo comercial;

» Comparar as concentracdes totais, bioacessiveis e biodisponiveis e correlacionar com a

biofortificacéo.
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4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Reagentes, padroes e materiais

Todos os reagentes usados sdo de qualidade analitica (P.A.) ou superior. Agua
desionizada (> 18,2 MQ cm) obtida de um Millipore RiOs-DI ™ adquirido da Milli-Q
(Billerica, MA, EUA) foi usada para a preparacao de todas as soluc@es utilizadas nas anélises
dos elementos Fe e Zn. As soluces padroes de 1000 mg L™ de Fe e Zn usadas para
calibracdo foram adquiridas da PerkinElmer (Jardim das Laranjeiras, SP, Brasil). A amilase
de Aspergillus oryzae, pepsina da mucosa gastrica suina, pancreatina do pancreas suino, sais
biliares, NaHCO3, NaOH e membranas de dialise de celulose (14 kDa MWCO) foram
fornecidas pela Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA).

O é&cido cloridrico usado para ajustar o pH para digestdo in vitro foi obtido na Synth
(Séo Paulo, SP, Brasil). Peréxido de hidrogénio 30% (m/m), adquirido da Synth, foi usado
para decomposic¢do acida das amostras. Um destilador Savillex DST-1000 (Eden Prairie, MN,
EUA) foi usado para aumentar a pureza do &cido nitrico fornecido pela Synth. Os materiais
usados foram cuidadosamente lavados com agua e sabdo sendo posteriormente enxaguados
com agua deionizada. Em seguida, potes plasticos, tubos conicos e vidrarias foram deixados

imersos em HNO3 a 10% (v/v) por 24 h e lavados cuidadosamente com agua deionizada.

4.2 Amostras de feijéao

Uma amostra representativa de 1,0 kg da safra 2018/2019 das cultivares de feijdo-
caupi biofortificado BRS Xiquexique (XIQ), BRS Tumucumaque (TUM) e BRS Aracé
(ARA) e néo biofortificado BRS Guariba (GUA) foi fornecida pela Embrapa Meio-Norte
(Teresina, PI, Brasil) enquanto as cultivares comerciais de feijdo Preto (PRE), Branco (BRA),
Carioca (CAR) e Sempre Verde (VER) foram adquiridas do lote 476 (BRA), 473 (CAR), 470
(PRE), 480 (VER) de uma mesma empresa em um supermercado popular da cidade de
Teresina, Piaui, Brasil. As cultivares comerciais de feijao selecionadas sdo as mais

produzidas e consumidas na regido Nordeste do Brasil.
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4.3 Preparo das amostras

Tratamento para amostras cruas: as sementes secas das diferentes cultivares de feijao
foram finamente pulverizadas com moedor A 11BS1 (IKA, Staufen, Baden-Wirttemberg,
Alemanha) operando a 50/60 Hz. O material foi armazenado em tubos plasticos
hermeticamente fechados e mantidos em um dessecador.

Tratamento para amostras cozidas: o processo de cozimento foi realizado coletando
ca. 10 g de feijao em tubo de teflon na presenca de 20 mL de &gua deionizada. Os tubos
foram lacrados e deixados em bloco de digestdo (EasyDigest ®, Analab, Wantzenau, Franca)
por 1,5 h a 100 °C (Pereira et al., 2014). Essa metodologia mimetiza as condigdes tipicas de
cozimento de gréos usando o bloco de digestdo para controlar estritamente a temperatura e
tubos de teflon selados para evitar contaminagéo e lixiviagéo.

Apds o cozimento, a amostra foi transferida para um moedor de café Di grano
(Cadence, Balneario Picarras, SC, Brasil) e moida com auxilio de laminas de ago inoxidavel a
60 Hz. Essa etapa foi para simular a fase de mastigacdo do alimento. As amostras
parcialmente moidas foram congeladas e liofilizadas por 48 h em liofilizador (L101,
LIOTOP®, Sdo Carlos, SP, Brasil). O material vegetal seco foi armazenado em tubos

plasticos hermeticamente fechados e mantidos em dessecador.

4.4 Determinacéo da concentracéao total de Fe e Zn em sementes de feijéo cru e cozida

Para a determinacdo da concentracdo total foi seguido a metodologia de PANIZ et al.,
(2018), com algumas modificagdes. Assim, 200 mg de amostras de feijdo seco e pulverizado
foram colocadas em tubos de 50 mL. Em seguida, 2,0 mL de HNOsconc Subdestilado foi
adicionado. A mistura foi mantida a temperatura ambiente durante 24 h. Em seguida, 200 pL
de H20O, foram adicionados e a digestdo da amostra foi realizada mantendo os tubos a 85 °C
por 3 h em um bloco de digestdo. Apos a decomposicéo, as solucdes foram resfriadas e
diluidas até 30 mL com agua deionizada (fator de diluigdo 150). As amostras foram
preparadas em triplicatas. O material de referéncia certificado, Farinha de Arroz 1568b (SRM
rice flour) do Instituto Nacional de Padrdes e Tecnologia (NIST), foi analisado em triplicata
para verificar a exatiddo do método utilizado. O procedimento de digestdo usado para o

material de referéncia certificado foi 0 mesmo usado para as amostras de sementes de feijao.
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4.5 Digestédo gastrointestinal in vitro de sementes de feijao

O protocolo de digestdo gastrointestinal simulada in vitro aplicado para avaliar a
bioacessibilidade e biodisponibilidade de Fe e Zn em sementes de feijdo foi baseado no
método descrito na Farmacopeia dos Estados Unidos (USP, 2000) e em trabalhos recentes
(Bertin et al., 2016; Junior et al., 2016; Leroux et al., 2018; Oliveira et al., 2019; Pedron et
al., 2016) com ligeiras modificacbes. O protocolo consistia em trés etapas focadas na
simulagéo do processo de digestdo dos alimentos na boca, estdmago e intestinos de humanos.
Esse método in vitro permite quantificar simultaneamente a concentracdo bioacessivel e
biodisponivel de micronutrientes nas sementes da leguminosa.

Resumidamente, 200 mg foram colocados em tubos conicos de 50 mL e em seguida
adicionado 200 pL da solugdo de a-amilase 1% (m/v) em tampdo NaHCOs3 0,1 mol L e pH
6,8. No estagio de digestdo gastrica, 3 mL de uma solucdo de pepsina a 0,5% (m/v) pH 1,2
foram adicionados e a mistura foi incubada por 2 h a 37 °C sob agitacdo de 70 rpm. Acido
cloridrico concentrado foi usado para ajustar o pH a 1,2. Para a fase final da digestdo, a fase
intestinal, foram adicionados 3 mL de uma solucdo de pancreatina 3% (m/v) e sais biliares
2,5% (m/v) em tampdo NaHCO3 0,1 mol L pH 7,4. A solucdo de NaOH (1,5 mol L) foi
utilizada para ajustar o pH 7,4.

Uma membrana de diélise (14 kDa MWCO - 3 cm) preenchida com NaHCOs pH 7,4
também foi inserida no tubo. Apds incubacdo por 2 h a 37 ° C sob agitacdo de 70 rpm, 0s
tubos foram mantidos em banho de gelo por 15 min para eliminacdo da atividade enzimatica
intestinal. Ao final da digestdo gastrointestinal simulada, a membrana de dialise foi removida
e lavada, e a solucdo interna (fracdo biodisponivel) transferida para tubos cénicos e o volume
completado para 15 mL com &gua deionizada. Finalmente, a suspensdo gastrointestinal foi
centrifugada a 3.000 rpm.

O sobrenadante (fracdo bioacessivel) foi coletado e transferido para um tubo conico
de 50 mL para ser diluido para 30 mL com agua desionizada. O protocolo foi realizado em
triplicata. A solucdo do branco foi preparada com reagentes enzimaticos e ndo enzimaticos,
exceto amostra, para corrigir possivel contaminagcdo. Para garantir a méxima atividade
enzimatica, cada solugdo utilizada nas etapas foi preparada imediatamente antes da aplicacéo
do protocolo de digestdo in vitro. As informagdes sobre a bioacessiblidade e
biodisponibilidades dos minerias foi usado para o calculo da contribui¢do da ingestdo diaria

recomendada (RDA) de acordo com a equacéo 1:
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5 X ([ElementO]Bioaccessivel + [ElementO]Biodisponivel)

1)

Contribuicio (%) = Elemento
RDA

4.6 Fator de retencéo (%)

O fator de retencédo (%) foi utilizado para avaliar o efeito do processo de cozimento do
feijdo na concentracdo total de Fe e Zn. Esse parametro indica possivel contaminacdo ou
lixiviacdo do elemento durante o processo de cozimento (Murphy et al., 1975). Para o célculo

do fator de retengéo foi utilizado a equagéo 2:

[Elemento] ozido

Retengdo (%) = ( >x100 2

[Elemento] .y
4.7 Instrumentacao

Um ICP-MS Agilent 7900 quadrupolo (Hachioji, TY, Japdo) foi usado para
determinar a concentracdo total, bioacessivel e biodisponivel de Fe e Zn. As analises foram
realizadas no modo cela de colisio com o fluxo de He 5 L min* para remover possiveis
interferéncias isobaricas causadas por ions poliatdmicos (ex. “°Arl®O* e 34S'0,"). Para
diminuir efeitos de matriz foi utlizado o padréo interno Ge (m/z 72) e a quantificagdo foi
realizada combinando as solucGes do padrédo de calibracdo dos elementos a matriz da fracdo
bioacessivel (solucdo gastrointestinal), biodisponivel (tampdo NaHCOsz pH 7,4) e total
(solucéo de HNOs diluido 1:15).

O instrumento foi equipado com cone de amostragem e skimmer de niquel, um
sistema de introducdo da amostra composto por nebulizador Mira Mist® concéntrico e
camera de nebulizagdo duplo passo Scott. A vazdo da amostra foi de aproximadamente 300
uL min.  Os fluxos de gas, poténcia de radiofrequéncia e voltagem das lentes foram
otimizadas diariamente para alcancar maior razdo sinal/ruido, menor nivel de Oxido e ions
com dupla carga. Mais detalhes sobre as condic¢des de operacdo do ICP-MS séo mostrados na
Tabela 1.



47

Tabela 1: Condi¢6es operacionais do ICP-MS para determinacdo quantitativa dos metais.
Parametros instrumentais

Poténcia de radiofrequéncia (W) 1550
Amostragem de tocha (mm) 10,0
Fluxo de gas principal (L min™?) 15
Fluxo de gas de nebulizagdo (L min™) 1,0
Fluxo de gas auxiliar (L min™?) 1,2
Velocidade da bomba peristéltica (rps) 0,10
Medidas

Tempo de permanéncia (ms) 100
Replicatas 3
Is6topos monitorados Fe* e %7zn*

4.8 Analise estatistica

Os resultados sdo apresentados como média + desvio padrdo. Os testes t pareado
foram aplicados com niveis de confianga de 95 e 99,5%. J& ANOVA e teste de Tukey com
nivel de confianca de 95% (p <0,05) foram aplicados para comparar os valores médios. Os
coeficientes de Pearson (r) foram estimados para avaliar a correlagdo entre a concentracao
total, bioacessivel e biodisponivel de Fe e Zn. Os testes estatisticos foram realizados no
software PAST (versdo 4.03).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Exatidao e detectabilidade do método de quantificacéo

A avaliacdo da exatiddo do método foi realizada comparando-se as concentra¢des dos
minerais encontrada com as informacgdes descritas no material certificado (ver Tabela 2). A
concentragéo de Fe e Zn na farinha de arroz 1568b usando ICP-MS foi de 5,95 + 0,19 e 16,31
+ 1,17 mg kg, respectivamente, enquanto os valores certificados sdo 7,42 + 0,44 e 19,42 +
0,26 mg kg™

Considerando os valores méedios encontrados e aplicando o teste t pareado, a diferenca
entre os valores encontrados e certificados ndo é significativa considerando o nivel de
confianca de 98% (teritico = 6,97, N = 3) para Zn e 99,5% (tcritico = 14,09, N = 3) para Fe. Esses
resultados indicam que o método apresenta exatiddo adequada utilizando o material
certificado como matriz compativel devido a indisponibilidade de materiais de referéncia
certificados semelhantes a amostra em estudo. Essa estratégia tem mostrado sucesso para
outras matrizes vegetais como girassol (Junior et al., 2016) e polpa de acai (Oliveira et al.,
2019).

Tabela 2: Determinacdo das concentracbes dos metais presentes no material certificado
(desvio padrdo dos valores médios, n=3) por ICP-MS com adicdo de padréo interno

Concentracdo em mg kg* Teste-t
Elemento __ C.V. (%) LOD* LOQ* Rec (%)
Certificado Encontrado pareado
Fe 7,42+ 0,44 5,95+ 0,19 -13,40 3,25 0,11 0,38 80,18
Zn 19,42 + 0,26 16,31+ 1,17 -4,60 7,17 0,27 0,90 83,99

“LOD e LOQ em pg kg

Além disso, a precisdo foi menor que 7,20% para medigdes destes micronutrientes no
material de referéncia. A recuperacdo foi maior que 80% para ambos os elementos medidos.
Segundo RIZZETTI et al., (2016) s&o aceitaveis valores de recuperagédo entre 70 e 120%. O
método também apresentou alta detectabilidade cujos limites de deteccdo (LOD) e
quantificacdo (LOQ) foram 0,11 e 0,38 pg kgt e 0,27 ¢ 0,90 pg kg?, para Fe e Zn,
respectivamente. O resultado satisfatério do método de quantificagcdo de Fe e Zn também esta
associado a aplicacéo da estratégia matricial combinada e ao uso de um padréo interno (’Ge)

que auxiliam na reducdo de erros aleatérios e sistematicos associados a variagfes nos
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parametros instrumentais (SKOOG, 2009). Na verdade, essas estratégias minimizam o efeito

da matriz e as flutuagdes no plasma na formacao dos ions analitos.
5.2 Concentracdao total de micronutrientes Fe e Zn em cultivares de feijdo-caupi

A Figura 1 e 2 mostra a concentracédo total de ferro e zinco encontrada nas sementes
de cultivares de feijao-caupi e feijdo comerciais. Conforme esperado, as concentragdes de
ferro (ver Figura 1) nas cultivares de feijdo-caupi biofortificado Aracé (61,8 mg kg?) e
Tumucumaque (68,0 mg kg?) foram superiores a 60 mg kg, exceto para a cultivar
biofortificada Xiquexique (56,9 mg kg™). Comportamento semelhante foi observado por
(PEREIRA; TAVANO, 2014), que encontraram uma concentracao total de ferro em sementes
da cultivar Xiquexique de 51 mg kg™

Figura 1:Concentragdo total (mg kg™?) de ferro em feijdo comercial, em sementes cruas de
cultivares de feijdo-caupi biofortificado e nao biofortificado (NB). Mesma letra minudscula no
final das colunas significa que as médias ndo sdo estatisticamente diferentes.
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Considerando as cultivares de feijdo comercial, apenas o feijdo Preto apresentou
concentracéo de ferro superior a 60 mg kg™ (linha tracejada na Figura 1A) e das cultivares de
feijdo-caupi biofortificadas. Ja as demais cultivares comerciais apresentaram concentracao de

ferro inferior ao valor das cultivares biofortificadas. A literatura reporta que as concentragoes
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de ferro no feijdo comercial variam de 48 a 92 mg kg* (RAMIREZ-CARDENAS; LEONEL;
COSTA, 2008).

Em andlise em dezesseis cultivares de feijdo-caupi, incluindo a cultivar
Tumucumaque DIAS-BARBOSA et al., (2020) obtiveram média de concentracdo de ferro
variando de 47 mg kg* a 73 mg kg, com média geral de 5,59 mg 100g™, sendo que a
cultivar Tumucumague apresentou concentracio de ferro de 64 + 2 mg kg™. Com isso a
variagdo encontrada no presente estudo foi menor e dentro da variagéo relatada por DIAS-
BARBOSA et al., (2020), e ainda a concentragdo encontrada para a cultivar biofortificada
Tumucumaque foi inferior a relatada neste trabalho (67,96 + 1,60 mg kg™).

Embora ndo biofortificada, a cultivar Guariba apresentou concentracéo de ferro total
semelhante as cultivares comerciais Branco e Carioca pelo teste de Tukey (p <0,05). Esses
resultados revelam que a cultivar ndo biofortificada Guariba também é uma alternativa viavel
para o cultivo comercial como fonte deste micronutriente. Para o zinco, como pode ser visto
na Figura 2, as cultivares de feijao-caupi biofortificado e ndo biofortificado apresentaram

uma concentracéo total de zinco superior a 40 mg kg (demarcado pela linha tracejada).

Figura 2:Concentracéo total (mg kg™) de zinco em sementes cruas de cultivares de feijéo
comercial, feijdo-caupi biofortificado e ndo biofortificado (NB). Mesma letra mindscula no
final das colunas significa que as médias nao sdo estatisticamente diferentes.
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A cultivar biofortificada Aracé apresentou o maior concentracao de zinco (52 mg kg
1. Em contraste, o valor para ser considerada uma cultivar rica em zinco (40 mg kg*) foi
alcancado apenas pela cultivar comercial Verde entre as variedades de feijdo comercial
estudadas, ja as cultivares comerciais Preto, Carioca e Branco foram as que apresentaram as
menores concentracdes de zinco total. De fato, foi observado que a concentracdo de zinco nas
sementes de cultivares de feijdo-caupi é superior ao do feijdo comercial.

Em um estudo recente desenvolvido por GERRANO et al., (2019) envolvendo uma
ampla diversidade genética de feijao-caupi, a concentracdo de zinco determinado em 22
cultivares de leguminosas variou entre 33 e 51 mg kg, enquanto a concentragdo de zinco
encontrada em genotipos convencionais e melhorados geneticamente de Phaseolus vulgaris
L. estava na faixa de 25 para 38 mg kg (GIUBERTI et al., 2019; PACHON et al., 2009). Ja
com relacdo a cultivar biofortificada Tumucumaque, a concentracdo total de zinco foi
estatisticamente semelhante (4,47 + 0,05 mg 100 g!) ao relatado por DIAS-BARBOSA et al.,
(2020).

Essas novas descobertas para a concentracdo total de ferro e zinco em sementes de
cultivares de feijdo-caupi revelam que o protocolo de biofortificacdo da cultura utilizado pela
Embrapa Meio-Norte é compativel com o escopo nutricional. Por exemplo, a cultivar Aracé
biofortificada apresentou alta concentracdo de ferro e zinco, enquanto a cultivar de feijao
Preto comercial era rica apenas em ferro. Os resultados também indicam que o feijdo-caupi é
uma alternativa nutritiva, acessivel e sustentavel para grupos vulneraveis no combate a
desnutricdo. Embora ndo biofortificada, a cultivar Guariba possui sementes ricas em zinco e

com concentracdo de ferro semelhante ao do feijdo comercial.

5.3 Bioacessibilidade e biodisponibilidade de Fe em sementes de feijao

A biofortificacdo da cultura deve garantir 0 aumento da concentracdo de nutrientes e
da biodisponibilidade (FIGUEIREDO et al., 2017; SINGH et al., 2016). Embora sejam
normalmente consumidos cozidos, as sementes de feijdo secas séo utilizadas na preparacao
de alguns pratos da culinaria americana e africana (PHILLIPS, 2013). Portanto, a
bioacessibilidade e a biodisponibilidade de ferro e zinco foram avaliadas em sementes de
feijdo comercial, feijdo-caupi biofortificadas e ndo biofortificadas na forma crua. As Figuras
3 e 4 mostram as concentracdes e fragdes de ferro bioacessiveis e biodisponiveis das

sementes crua.
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Figura 3: Concentracio de ferro bioacessivel (mg kg?) e fracio (%) em sementes em
sementes cruas de cultivares de feijdo comercial, feijdo-caupi biofortificado e né&o
biofortificado. Mesma letra minuscula no topo das colunas significa que as medias ndo sao
estatisticamente diferentes.
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A concentracdo de ferro bioacessivel (Figura 3) esta na faixa de 18,5 - 32,3 e 7,3 -
154 mg kg! para feijdo-caupi e feijio comercial, respectivamente. As cultivares
biofortificadas Aracé e Tumucumaque apresentaram a maior concentracao, ja as cultivares
comerciais Carioca e Preto ficaram com as menores concentracfes de ferro bioacessivel.
Considerando o valor médio, a concentragdo de ferro bioacessivel encontrada nas cultivares
de feijdo-caupi é ca. 2,5 vezes maior do que no feijdo comercial, com todas as cultivares de
feijdo-caupi apresentando maior concentracdo de ferro bioacessivel em relacdo as sementes
comerciais.

Em termos percentuais, a fragdo bioacessivel de ferro em sementes de cultivares de
feijdo-caupi e da cultivar comercial Branco foi superior a 30%. Como pode ser visto na
Figura 3, a cultivar biofortificada Aracé apresentou uma fragdo de ferro bioacessivel de
52,3%. A cultivar ndo biofortificada Guariba também deve ser destacada pois a
bioacessibilidade do ferro foi ca. 54%. As cultivares de feijdo-caupi forncem mais ferro
bioacessivel que as cultivares comerciais, assim esses resultados demonstram que 0 processo

de biofortificacéo foi eficaz em aumentar a concentracdo e a bioacessibilidade de ferro em
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sementes de cultivares de feijdo-caupi. Considerando a biodisponibilidade do ferro (Figura
4), a concentracdo encontrada nas sementes das cultivares de feijao-caupi foi superior e

significativamente diferente do feijdo comercial pelo teste de Tukey (p <0,05).

Figura 4: Concentracio de ferro biodisponivel (mg kg™?) e fracdo (%) em sementes cruas de
cultivares de feijdo comercial, feijdo-caupi biofortificado e ndo biofortificado. Mesma letra
minuscula no final das colunas significa que as médias ndo sao estatisticamente diferentes.
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As cultivares Aracé e Tumcumaque, ricas em ferro, apresentaram também
concentragdes de ferro biodisoniveis superiores a das cultivares comerciais. Com isso 0
aumento na concentracdo de ferro nas cultivares de feijao-caupi possibilita uma maior
quantidade de ferro disponivel. A fracdo de ferro biodisponivel em sementes de cultivar de
feijdo-caupi é ca. 2,6 vezes maior do que no feijdo comercial. As cultivares de feijao-caupi
biofortificado apresentaram uma fracdo de ferro biodisponivel superior a 3,0%, e a cultivar
Guariba ndo biofortificada apresentou um percentual de ca. 5,8%. Por outro lado, os
cultivares comerciais exibiram percentual de ferro biodisponivel inferior ao encontrado nas
cultivares de feijdo-caupi com valores que variaram de 0,9% (Preto) a 2,8% (Branco).

Considerando que as cultivares comerciais s@o feijoes comuns (Phaseolus vulgaris L.), esses
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resultados eram esperados, uma vez que a biodisponibilidade do ferro nesses feijoes € baixa,
na faixa de 1 a 2% para humanos (LAPARRA; GLAHN; MILLER, 2008).
5.4 Bioacessibilidade e biodisponibilidade de Zn em sementes de feijao

A concentracdo de zinco bioacessivel, como visto na Figura 5, foi ca. 25% maior em
sementes de cultivares de feijao-caupi em relacdo ao feijdo comercial. A cultivar
biofortificada Aracé apresentou o maior (24 mg kg™?), ja as cultivares comerciais Carioca e

Preto as menores concentracdes de zinco bioacessivel.

Figura 5: Concentracdo de zinco bioacessivel (mg kg?) e fragdo (%) em sementes cruas de
feijdo comercial, cultivares de feijao-caupi biofortificado e ndo biofortificado (NB). Mesma
letra minascula no final das colunas significa que as médias ndo sdo estatisticamente
diferentes.
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A fracdo de zinco bioacessivel estava na faixa de 39-50% e 41-47% para feijdo-caupi
e comerciais, respectivamente. Em termos percentuais, a maior bioacessibilidade para o zinco
foi encontrada nas cultivares nédo biofortificada Guariba (50,1%) e comercial Branco (47,1%).
Com isso, ao contrério do observado para o ferro, houve um efeito menos pronunciado da
biofortificacdo na bioacessibilidade do zinco. Considerando a biodisponibilidade do zinco
(Figura 6), a concentracdo nas cultivares de feijdo-caupi biofortificada Xiquexique e nao

biofortificada Guariba foram as maiores entres as sementes analisadas.
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Figura 6: Concentragdo de zinco biodisponivel (mg kg™) e fracdo (%) em sementes cruas de
feijao comercial, cultivares de feijao-caupi biofortificado e ndo biofortificado (NB). Mesma
letra mindscula no final das colunas significa que as médias ndo sdo estatisticamente
diferentes.
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Em média, comparando-se as cultivares de feijdo-caupi e feijao comercial, ndo houve
diferenca estatistica entre as fracdes biodisponiveis de zinco. Se todas as amostras tivessem a
mesma quantidade total de zinco, a cultivar comercial Branco seria a que mais
biodisponiblilizaria este micronutriente. Comparando com resultados encontrado na
literatura, a fragdo biodisponivel de zinco encontrada em cultivares de feijdo-caupi é
semelhante aos valores relatados, para cultivares semelhantes, por PEREIRA et al., (2016),
exceto para as cultivares biofortificada Aracé (38,62%) e ndo biofortificada Guariba
(40,82%).

Comparando a biodisponibilidade do zinco, os cultivares de feijao-caupi
biofortificados foram elevados atingindo ca. 41%, valor superior a outras culturas alimentares
tipicas, por exemplo, arroz (21%) e milho (7,8%) (HEMALATHA; PLATEL;
SRINIVASAN, 2007), girassol (13%) (JUNIOR et al., 2016), alface (1,2%) (SILVA;
CADORE, 2019) e ainda nozes de macadamia (23%), nozes cruas (26%) e pistache torrado
(9,6%) (MOREDA et al., 2016).
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Comparando as Figuras 4 e 6, a biodisponibilidade do zinco também é muito maior do
que a do ferro. MEYER et al., (2013) também avaliaram a biodisponibilidade de
micronutrientes e descobriram que a fracdo biodisponivel do ferro foi 3,1 vezes menor do que
a do zinco para o feijdo comum cultivado na Nicaragua. Esses resultados demonstram que 0s
cultivares de feijao-caupi biofortificados tém alta concentracdo de micronutrientes e podem

ser usados para reverter a deficiéncia de ferro e zinco em populac@es de todo o mundo.

5.5 Efeito do cozimento na concentracgéo total de ferro e zinco em feijao

O feijdo é tipicamente consumido cozido e a maioria das sementes de leguminosas sao
“dificeis de cozinhar” (PHILLIPS, 2013). Alguns métodos relatados para o cozimento do
feijdlo sdo com ou sem pressdo e com ou sem imersdo prévia dos grdos em
agua. Recentemente, PEREIRA et al., (2016) avaliaram diferentes processos de cozimento e
constataram que a bioacessibilidade de ferro e zinco é maior em grdos de feijao cozidos
diretamente em panelas de pressdo domésticas. Considerando a simplicidade, a rapidez e a
eficiéncia, realizou-se 0 mesmo procedimento com pequenas modificacdes.

A Figura 7 mostra a concentracdo total de ferro nas sementes cozidas de cultivares de
feijao-caupi e feijdo comercial. O efeito do processo de cozimento sobre a concentracdo de
micronutrientes nos grédos foi avaliado por meio do fator de retencdo que considera a razao
entre a concentragdo de micronutrientes nos gréos cozidos e crus (PEREIRA; TAVANO,
2014).

Como pode ser visto na Figura 7, apenas a cultivar comercial Preto e a cultivar de
feijdo-caupi biofortificada Tumucumaque manteve-se ricas em ferro. O fator de retengéo de
ferro ficou na faixa de 94 — 109% e 76 — 101% para feijdo-caupi e feijdo comercial,
respectivamente. Também para um sistema de cozimento sob pressdo, PEREIRA et al.,
(2014) encontraram um fator de retencdo de ferro para cultivares de feijdo-caupi na faixa de
95% a 100%. Embora os resultados sejam esperados para um sistema de cozimento fechado,
a retencédo de ferro foi menor para as cultivares comerciais Preto (76%) e Branco (89%), o
que pode ser atribuido a leve lixiviacdo, pois apds o cozimento, apesar do caldo ter sido

liofilizado junto, era coletado apenas as sementes para as etapas seguintes.
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Figura 7: Concentragéo total (mg kg™) e fator de retencdo de ferro em sementes cozidas de
feijdo comercial, feijdo-caupi biofortificado e ndo biofortificado. Mesma letra mindscula no

final das colunas significa que as médias nao sdo estatisticamente diferentes.
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Entre as cultivares comercial Preto e biofortificada Tumucumaque e Aracé que

apresentaram as maiores concentracbes de ferro na forma crua, todos apresentaram

diminuicdo apds o cozimento, porém a maior foi apresentada pelo feijdo comercial Preto.
Recentemente, WIESINGER et al., (2018) encontraram fatores de retencdo para alguns

gendtipos de feijdo comum variando de 71% a 83% aplicando o método de cozimento sob

pressdo com imersdo prévia do feijdo em agua.

Para o fator de retencdo de zinco (ver Figura 8), os valores para cultivares de feijao-

caupi variaram de 104 a 107% enquanto os encontrados para cultivares de feijao comercial

ficaram na faixa de 92 — 117%. Assim para as cultivares de feijdo-caupi ndo houve redugéo

na concentragdo de zinco apos o cozimento. Cultivares de feijdo-caupi ja apresentaram um
percentual de retencdo de zinco variando entre 89,4% e 98,2% (PEREIRA et al., 2014).
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Figura 8: Concentracio total (mg kg™) e fator de retencdo de zinco em sementes cozidas de
feijdo comercial, feijdo-caupi biofortificado e ndo biofortificado. Mesma letra mindscula no
final das colunas significa que as médias nao sdo estatisticamente diferentes.
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O alto valor obtido para a cultivar comercial Branco (117 £+ 2%) pode estar associado
a sua contaminacdo devido a migracdo de ions zinco da superficie do pote para 0s graos
(FEITOSA et al., 2018). De fato, a manutengdo da concentragdo de micronutrientes em

cultivares de feijao-caupi é assegurada quando cozida por um método normalmente aplicado.

5.6 Efeito do cozimento na concentracgdo bioacessivel e biodisponivel de ferro em feijao

Além dos compostos presentes na matriz vegetal, o0 método de processamento também
interfere na bioacessibilidade e biodisponibilidade de ferro e zinco em leguminosas como o
feijdio (FEITOSA et al., 2018; PHILLIPS, 2013; WIESINGER et al., 2018). Embora os
alimentos cozidos tenham demonstrado diferentes qualidades nutricionais, o cozimento
inativa compostos antinutricionais e promove a liberagdo de micronutrientes de compostos
proteicos melhorando sua absor¢do no trato gastrointestinal (FABBRI; CROSBY, 2016;
FEITOSA et al., 2018).
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A Figura 9 mostra as concentracdes de ferro bioacessivel em sementes cozidas de
cultivares de feijdo-caupi e feijdo comercial. As cultivares biofortificada Aracé e néo
biofortificada Guariba apresentaram as maiores concentracfes de ferro bioacessivel, e a
cultivar comercial Preto a menor concentracdo desse micronutriente. As cultivares de feijdo-
caupi apresentaram maior concentracdo de ferro bioacessivel do que as cultivares de feijao

comercial e a diferenca é significativa de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05).

Figura 9: Concentracéo de ferro bioacessivel (mg kg ™) e fracdo (%) em sementes cozidas de
feijdo comercial, cultivares de feijdo-caupi biofortificado e ndo biofortificado. Mesma letra
minuscula no final das colunas significa que as médias ndo sdo estatisticamente diferentes.
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A fracdo biocessivel de ferro nas sementes de feijdo-caupi cozido foi superior a 38%
enguanto para o feijao comercial apenas as cultivares comerciais Branco e Carioca atingiram
valores semelhantes. O alto percentual de ferro biocessivel apresentado pelas cultivares
biofortificada Aracé (54,8%) e ndo biofortificada Guariba (56,7%) indicam que a
biofortificacdo e/ou melhoramento genético promovem aumento da bioacessibilidade do
nutriente nas sementes desta leguminosa. A cultivar comercial Verde e biofortificada
Tumucumaque apresentaram fragdes inferiores ao encontrado nas amostras cruas. Ja as

cultivares comerciais Carioca, Branco e biofortificada Xigquexique aumentaram


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814621000285#f0020
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significativamente a bioacessibilidade do ferro de 14 para 38%, 31 para 39% e 33 para 39%,
respectivamente.

Como pode ser visto na Figura 10, a concentracdo de ferro biodisponivel apresentou
comportamento semelhante a forma crua onde os maiores valores foram encontrados para as
cultivares de feijdo-caupi quando comparados ao feijdo comercial. As cultivares
biofortificada Tumucumaque e ndo biofortificada Guariba apresentaram alto percentual de
ferro biodisponivel, 4,4% e 5,2%, respectivamente, enquanto o valor mais alto nas amostras

comerciais foi encontrado na cultivar comercial Carioca.

Figura 10: Concentragio de ferro biodisponivel (mg kg™) e fragdo (%) em sementes cozidas
de feijdo comercial, cultivares de feijdo-caupi biofortificado e ndo biofortificado. Mesma
letra minascula no final das colunas significa que as médias ndo sdo estatisticamente
diferentes.
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O método de cozimento aumentou a concentracao de ferro biodisponivel em ca. 1,3,
2,6, 1,1 e 1,3 vezes nas cultivares biofortificada Tumucumaque e comerciais Carioca, Verde e
Preto, respectivamente, com destaque para a cultivar comercial Carioca que passou de 1,2%

para 3,1%. O cozimento pode ter reduzido a concentracdo de antinutrientes (por exemplo,
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polifendis totais e taninos condensados) como observado para o feijdo preto cozido sob
pressdo, como demostrado por FEITOSA et al., (2018).

Ao contrario, a fragdo biodisponivel de ferro em sementes cozidas da cultivar
biofortificada Aracé foi deca. 46% inferior ao valor verificado para gréos crus. Esse
resultado pode ser atribuido ao alta concentracédo de polifendis totais e flavonoides presentes
nas sementes cruas e cozidas da cultivar biofortificada Aracé, considerando que este cultivar
é 0 unico feijdo-caupi analisado que apresenta coloracdo verde (BARROS et al., 2017). O
tratamento térmico promove um efeito sinérgico entre os polifendis e o ferro, reduzindo a
solubilidade dos compostos e, consequentemente, a disponibilidade do micronutriente para

absorcdo no teste de digestdo in vitro aplicado.

5.7 Efeito do cozimento na concentracdo bioacessivel e biodisponivel de zinco em feijéo

Como visto na Figura 11, a concentracdo de zinco bioacessivel em sementes de
cultivares de feijdo-caupi foi em média ca. 20% maior em relacdo ao feijdo comercial. A
cultivar biofortificada Aracé apresentou a maior concentracdo (23 mg kg') e a cultivar
comercial Branco a menor concentracdo (14 mg kg?) de zinco bioacessivel, sendo os valores
significativamente diferente das demais de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05). Em
termos percentuais, os valores de bioacessibilidade para zinco em sementes de cultivares de
feijdo-caupi variaram de 38% (Tumucumaque) a 42% (Guariba) enquanto para as cultivares
comerciais ficaram na faixa de 35% (Branco) a 55% (Preto).

Considerando as fragdes das cultivares biofortificada Tumucumaque (38%) e
comercial Verde (39%) que possuem percentuais bem proximos, a ingestdo da cultivar
biofortificada Tumucumaque fornece uma maior quantidade de zinco do que a cultivar
comercial Verde, pois para cada quilo da cultivar biofortificada Tumucumaque temos
aproximadamente 47 mg de zinco, destes 18 mg sdo bioacessiveis, ja para a cultivar
comercial Verde, com a mesma massa de feijdo, apenas 15 mg ficam bioacessiveis apés a
digestéo in vitro.

Ressalta-se que a andlise dos percentuais auxilia na avaliacdo da influéncia de
compostos que podem inibir ou facilitar a bioacessibilidade destes elementos. O cozimento
interfere levemente na bioacessibilidade do zinco em sementes de feijdo-caupi. No entanto,

feijao Preto cozido apresentou ca. aumento na fracdo bioacessivel em relacéo a forma crua.
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Figura 11: Concentracio de zinco bioacessivel (mg kg ™) e fragdo (%) em sementes cozidas
de feijdo comercial, cultivares de feijdo-caupi biofortificado e ndo biofortificado. A mesma
letra mindscula no topo das colunas representa medias estatisticamente semelhantes pelo teste
de Tukey (p < 0,05).
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Considerando a biodisponibilidade do zinco (Figura 12), as cultivares biofortificada
Aracé e ndo biofortificada Guariba apresentaram os maiores valores, significativamente
diferentes dos feijdes comerciais, exceto do comercial Preto, e da cultivar biofortificada
Tumucumaque pelo teste de Tukey (p < 0,05). O processamento térmico promoveu
um ca. aumento de 60% na biodisponibilidade de zinco na cultivar biofortificada Aracé,
Unica cultivar de feijdo-caupi que apresentou aumento no percentual biodisponivel de
zinco. A cultivar comercial Branco reduziu em 30% a fracdo biodisponivel de zinco apos o
cozimento, maior diminuicao entre todos os feijoes analisados.

A absorcdo de zinco também aumentou ligeiramente nas cultivares comerciais cozidas
de feijao Carioca (6,6%), Verde (0,3%) e Preto (14,1%). Esse fato pode estar associado ao
efeito do cozimento na liberagdo de zinco a partir de complexos com antinutrientes,

principalmente fitatos (RAES et al., 2014), bem como pela desnaturagdo de proteinas
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(HEMALATHA; PLATEL; SRINIVASAN, 2007; SHI et al., 2017). Os resultados
comprovam a influéncia do cozimento na bioacessibilidade e biodisponibilidade de ferro e

zinco em sementes de leguminosas.

Figura 12: Concentracio de zinco biodisponivel (mg kg™?) e fragdo (%) em sementes cozidas
de feijdo-comercial, cultivares de feijao-caupi, biofortificado e ndo biofortificado. Mesma
letra minascula no final das colunas significa que as médias ndo sdo estatisticamente
diferentes.
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O efeito observado foi positivo para a maioria das cultivares de feijdo-caupi,
promovendo uma melhora na qualidade nutricional das sementes das novas cultivares na
forma tipicamente consumida na dieta humana. De fato, estudos relatados na literatura
demonstram o efeito do cozimento na reducdo dos fatores antinutricionais e na melhora da
atividade dos promotores de absorcdo de micronutrientes em matrizes alimentares vegetais
(FABBRI; CROSBY, 2016; RAES et al., 2014; SHI et al., 2017).
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5.8 Predicéo da contribuicdo do consumo de feijdo-caupi na ingestao diaria de Fe e Zn

Mais de dois bilhGes de pessoas no mundo sofrem de deficiéncia de micronutrientes
(fome oculta) (HUERTAS et al., 2022). A desnutricdo de micronutrientes é bastante
prevalente em paises em desenvolvimento devido a uma dieta restrita com baixo consumo de
carne e predominancia de vegetais e leguminosas ricos em inibidores de ferro e zinco
(SINGH et al.,, 2016). A biofortificagdo de culturas bésicas tem demonstrado eficécia,
sustentabilidade e viabilidade a curto prazo para reduzir a prevaléncia de deficiéncia de ferro
e zinco, pois € segura, facil de regular e tem ampla aceitabilidade social (HOPPLER et al.,
2014). Com relacdo ao consumo, segundo o IBGE, (2020), o feijdo é consumido por 60% da
populacdo adulta no Brasil com média de 142,2 g dial, sendo o Brasil, 0 segundo pais que
mais consome feijao no mundo?.

Embora a deficiéncia de ferro e zinco afete todas as faixas etérias e niveis sociais, a
maior prevaléncia esta entre gestantes e criangas menores de 3 anos em paises de baixa renda
como o Brasil (FISBERG et al., 2018). Os valores de ingestdo diaria recomendada (RDA)
descrito pela RDC 269/2005 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) com
base nas recomendacdes da OMS, indicam que criancas e gestantes devem ingerir 6,0 e 27,0
mg de ferro e 4,1 e 11,0 mg de zinco, respectivamente (ANVISA, 2005). A Tabela 3 mostra a
contribuigdo do consumo de 50 g de feijdo-caupi ou feijdo comercial para a RDA de Fe e Zn
nas faixas etarias mais vulneraveis (gestantes e criancas). Para estimar a contribuicdo do
micronutriente RDA, foi considerada as concentracfes bioacessiveis e biodisponiveis de Fe e
Zn encontradas nas sementes das cultivares de feijdo cozido por ser a forma mais comum de
consumo de leguminosas.

Uma porcao de aproximadamente 50 g de semente de feijao-caupi cozida é capaz de
fornecer ca. Fe 2,0 vezes mais para gestantes e criancas de 1 a 3 anos quando comparado ao
feijdo comercial. As cultivares biofortificada Aracé e ndo biofortificada Guariba fornecem as
maiores quantidades diarias recomendadas de Fe. A mesma porcao de hortalicas comestiveis
como alface (SILVA; CADORE, 2019) e polpa de acai (OLIVEIRA et al., 2019) fornece
2,00% e 2,80% de Fe para criancas de a 1 a 3 anos enquanto para gestantes contribuem
apenas 0,45% e 0,35 %, respectivamente.

Considerando os valores de RDA para Zn, a contribuicdo do consumo de uma porcao
de 50 g de cultivares de feijdo-caupi cozido € um pouco maior que a do feijdo comercial para
ambos o0s grupos de estudo (criangas e gestantes). A cultivar biofortificada Aracé fornece a
maior contribuicdo para a necessidade de ingestdo diaria de Zn para criangas de 1 a 3 anos
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(48,20%) e gestantes (17,96%), estatisticamente diferente das demais cultivares de feijao

estudadas pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Tabela 3: Porcentagem de contribuicdo do consumo de 50 g de cultivares de
feijdo cozido para ingestdo diéria de Fe e Zn por gestantes e criancas de 1 a 3

anos.
Contribuicéo (%)*
Cultivares Fe Zn
Criancas Criancas
Gestantes Gestantes

1-3anos 1-3anos
ARA 2739+1412% 6,09+031% 4820+1,35% 17,96+0,50%
TUM 23,20+ 0,68° 516+0,15° 37,33+1,21° 1391+0,45°
XIQ 20,35+1,32¢ 452+0,29¢ 4255+1,09¢ 1586+0,41°¢
GUA 29,12 +1,432% 647+0,322% 4246+149¢ 1582+0,55°¢
CAR 18,49+0,139 4,11+0,039 39,47 +1,32P 14,71 +0,49 "
BRA 1541+0,65¢ 342+0,14¢ 32,40+1,08¢ 12,07+0,40°¢
VER 874+037F 194+0,08f 3439+022¢ 12,82+0,08f
PRE 781+0,029 1,73+0,009 39,82+0,849 1484+0,314

*Mesma letra mindscula na mesma coluna significa que as médias sao
estatisticamente semelhantes pelo teste de Tukey (p < 0,05).

J& a cultivar comercial Branco apresentou a menor contribuicdo de zinco entre os

feijOes estudados com apenas 32,40% para criancas de 1 a 3 anos e 12,07% para gestantes.

Quando a mesma porcao de alface € consumida, a contribuicdo para 0 Zn RDA ¢ de ca. 9

vezes menor que a de sementes de feijdo-caupi cozidas para gestantes e criangas (SILVA,

CADORE, 2019). A contribuicdo do feijdo-caupi para a necessidade didria de Zn é

semelhante a de alimentos de origem animal, como carne bovina cozida, que pode fornecer

40,00% e 15,00% da RDA de micronutrientes para criancas e gestantes, respectivamente
(MENEZES et al., 2018).

Esse resultado comprova que cultivares de feijdo-caupi biofortificado e néo

biofortificado séo ricas fontes de ferro e zinco (CARVALHO et al., 2012) e possuem alto
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potencial para reducdo dos sintomas causados pela deficiéncia de micronutrientes na
populacdo do Brasil e de outros paises. TAKO et al., (2015) demonstraram a eficacia da
cultivar Carioca biofortificado para melhorar a oferta e reduzir os sintomas de desnutri¢do de
ferro em mulheres ruandesas. Em outro estudo também com 195 mulheres de Ruanda, HAAS
et al., (2016) observaram aumento significativo nos niveis de ferro com base nos valores de
ferritina e hemoglobina em individuos com deficiéncia e anemia apds o consumo duas vezes
ao dia por 128 dias da cultivar Carioca biofortificada produzido pelo Centro Internacional de
Agricultura Tropical (CIAT).

5.9 Avaliacdo da interacédo Fe-Zn

Estudos sobre fisiologia e iondémica vegetal tém demonstrado uma forte correlacéo
entre 0 metabolismo dos elementos ferro e zinco em vegetais (BAXTER, 2009). Além disso,
a biofortificacdo de culturas consumiveis visa promover um aumento na concentracdo dos
nutrientes e melhorar sua disponibilidade nas condicOes gastrointestinais humanas (SINGH et
al., 2016). Portanto, a correlacdo intra e interespecifica de uma cultura recentemente
introduzida € necessaria para avaliar o alcance dos efeitos benéficos do processo de
biofortificacdo. Assim, avaliou-se a correlacdo entre a concentracdo total, bioacessivel e
biodisponivel de ferro e zinco em sementes de feijdo-caupi e feijao comercial. A Tabela 4
apresenta todos os valores dos coeficientes de correlacdo de Pearson (r) encontrados para as

diferentes correlacdes investigadas entre Fe e Zn em feijdo.

Tabela 4: Valores dos coeficientes de Pearson para a correlagéo entre a
concentragdo total (T), bioacessivel (A) e biodisponivel (D) de ferro e
zinco em sementes de diferentes cultivares de feijao.

Fe-A Fe-D Fe-T Zn-A Zn-D  Zn-T

Fe-A 1,00

Fe-D 0,78 1,00

Fe-T 0,18 0,16 1,00

Zn-A 0,80 0,50 0,18 1,00

Zn-D 0,07 0,21 -009  -002 1,00
Zn-T 0,79 0,48 0,14 0,80 -0,09 1,00

3p=0,000418949; p= 0,000186666; p= 0,000271432; 9p= 0,000199361.
* Significancia ao nivel de 1% (p<0,01)
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A correlagcdo entre o Fe total e as fracGes bioacessiveis e biodisponiveis é baixa,
indicando que a disponibilidade de ferro no trato gastrointestinal depende fortemente da
interagdo com outros componentes da matriz vegetal. As sementes de leguminosas
armazenam mais ferro como complexo de fitato e polifendis de baixa absor¢do e uma
pequena fracdo como ferritina (HOPPLER et al., 2014).

Em contrapartida, a correlacdo da fracdo bioacessivel de Fe com a fracdo
biodisponivel do mesmo elemento é significativa (r = 0,78, p < 0,01), demonstrando que as
espécies bioacessiveis de Fe podem ser facilmente absorvidas no processo de digestdo do
feijdo. A concentracdo total de zinco apresentou correlacdo significativa com sua fracdo
bioacessivel (r = 0,80, p < 0,01). O zinco esta ligado a proteinas e enzimas nas sementes de
feijdo, e em condigBes gastrointestinais, € liberado devido & desnaturagdo e a hidrolise de
espécies proteicas (FABBRI; CROSBY, 2016; RAES et al., 2014).

Embora a correlacdo entre as concentracdes totais de ferro e zinco tenha sido baixa (r
= 0,14), os coeficientes de Pearson significativos para as espécies de micronutrientes foram
positivos, sugerindo um sinergismo entre 0 metabolismo dos elementos nas plantas (eg
feijdo). O mecanismo de transporte de Fe e Zn é mediado principalmente pela proteina
transportadora IRT1, bem como pela nicotinamina e acidos organicos, mas a forma como séo
armazenados nas sementes é diferente (DALCORSO; MANARA; FURINI, 2013; HOPPLER
et al., 2014). Alguns genoétipos de feijdo comum (Phaseolus vulgaris) tratados com 5 e 20
umol L ~! de Zn mostraram um leve aumento na concentragéo total de Fe (FIGUEIREDO et
al., 2017).

Ao contrario, a relagdo entre a concentracdo total de Zn e Fe bioacessivel revelou
valores positivos significativos para os coeficientes de Pearson (r = 0,79, p < 0,01). A
correlacdo entre as fracbes bioacessiveis de Fe e Zn também foi alta e significativa (r = 0,80,
p <0,01). Em contraste, KATUURAMU et al., (2018) encontraram uma baixa correlacgdo (r =

0,17) entre o zinco total e a fragdo bioacessivel de ferro em feijdo comum.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O objetivo de avaliar a qualidade nutricional de cultivares de feijdo-caupi
biofortificado recentemente introduzidas, considerando as concentracGes totais, bioacessiveis
e biodisponiveis de ferro e zinco, foi alcangado com sucesso através da combinacdo da
técnica multielementar ICP-MS e digestdo in vitro.

As cultivares de feijdo-caupi biofortificado Aracé e Tumucumaqgue apresentaram
elevadas concentragcbes de Fe e Zn, sendo ricas nesses micronutrientes. Apesar de ndo
biofortificado, o feijdo-caupi Guariba apresentou alta concentracdo de Zn e Fe, semelhante ao
do feijdo comum normalmente consumido.

As concentraces de Fe bioacessivel e biodisponivel em sementes de cultivares de
feijdo-caupi foramca. 2,5 vezes ao encontrado no feijdo comercial. A concentragdo
bioacessivel de Zn nas cultivares de feijao-caupi foi 1,5 vezes ao encontrado nos feijoes
comerciais, atingindo 50,1% (GUA) e 46,5% (ARA) de fracdo bioacessivel. As
concentragdes de Fe e Zn nas sementes de feijdo-caupi cozidas foram semelhantes aos
valores obtidos nas amostras cruas, indicando adequada retencdo de micronutrientes. Em
geral, a disponibilidade de Fe e Zn foi melhorada em sementes de feijdo-caupi cozida, bem
como em cultivares de feijdo comercial. Aqui, a correlacdo entre Fe e Zn foi sinérgica
considerando principalmente as fracdes bioacessiveis dos elementos.

Os resultados comprovam a eficacia do programa de melhoramento de culturas da
Embrapa, pois cultivares de feijdo-caupi recentemente introduzidas apresentam elevadas
concentracdes e disponibilidade de Fe e Zn. As cultivares de feijdo-caupi apresentam
potencial para diminuir a desnutrigdo de micronutrientes como um dos principais problemas
de saude publica em todo 0 mundo. Por exemplo, o consumo de uma pequena porcao (50 g)
da cultivar biofortificada Aracé contribui com 27% e 48% para 0 Fe e Zn RDA,

respectivamente, para criangas de 1 a 3 anos.



CAPITULO 2
EFEITO DA BIOFORTIFICACAO NA COMPOSICAO NUTRICIONAL E
COMPOSTOS FENOLICOS PRESENTES EM FEIJAO COMERCIAL E FEIJAO-
CAUPI (BIOFORTIFICADO E NAO BIOFORTIFICADO)
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7 OBJETIVOS

7.1 Geral

Desvendar a cascata de efeitos da biofortificagdo com foco na disponibilidade de

cobre, manganés e magnésio, a composicdo centesimal e os compostos fendlicos totais.

7.2 Especifico

» Quantificar as concentragfes totais, bioacessiveis e biodisponiveis de cobre,
manganés e magnésio em feijbes cru e cozido;

» Auvaliar o efeito da biofortificacdo sobre outros nutrientes minerais nas cultivares de
feijdo comercial, feijao-caupi biofortificado e nao biofortificado;

» Investigar os efeitos do cozimento nas cultivares de feijdo comercial, feijdo-caupi
biofortificado e néo biofortificado;

» Determinar as concentracdes de umidade, cinza, lipidios, proteina, carboidrato e
valor energético em feijdes cru;

» Realizar a deteminacdo dos compostos fendlicos em extrato aquoso e extrato
metandlico em feijdes cru;

» Aplicar ferramentas estatisticas na investigacdo da correlacdo entre as variaveis

analisadas.
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8 PARTE EXPERIMENTAL

8.1 Reagentes, padrdes e materiais

Reagentes utilizados para a determinacdo das concentragdes totais, bioacessiveis
e bipodiponiveis de Cu, Mn e Mg foram os mesmos utilizados para os minerais Fe e Zn
informados 4.1. Reagentes utilizados na analise da composicdo centesimal e metanol
foram adquiridos da Dinamica (Indaiatuba, SP, Brasil) e Vetec (Duque de Caxias, Rio
de Janeiro, Brasil). Para analises de compostos fendlicos, o padréo de &cido galico e o

reagente Folin-Ciocalteu foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA).

8.2 Determinacédo da concentracao total, bioacessivel e biodisponivel Cu, Mn e Mg

As cultivares de feijao-caupi e feijdo comercial estudadas foram aquelas listada
na secdo 4.2. Nesta etapa do trabalho a concentracdo de minerais também foi
quantificado nas amostras na forma crua e cozida. As sementes cruas das cultivares
foram secas e pulverizadas como descrito na se¢do 4.3. O protocolo aplicado para
determinacédo da concentragéo total de Cu, Mn e Mg nas sementes das cultivares feijoes
foi 0 mesmo da secdo 4.4. A concentracdo bioacessivel e biodisponivel dos elementos
foi avaliada empregando o protocolo de digestdo in vitro descrito na se¢do 4.5. As
condicdes operacionais do ICP-MS usadas para analise dos elementos sdo as mesmas
informadas no item 4.7, com excecdo do magnésio que foi realizada sem uso de padrao
interno. O fator de retencdo para Cu, Mn e Mg foram calculados de acordo com a

equacdo 1 descrita na se¢do 4.6.

8.3 Concentracdo de compostos fendlicos

A extragdo dos fenolicos das sementes de feijdo foi baseada no protocolo
desenvolvido por CONTINI et al.,, (2008) e PEREIRA; TAVANO, (2014), com
pequenas modifica¢bes. Para tanto, ca. 0,5 g de semente de feijdo moida crua foi
medida, e, entdo, 5 mL de metanol 80% (v/v) foram adicionados. A mistura foi agitada
a 210 rpm por 2 h em mesa agitadora (Quimis, Diadena, SP, Brasil) e, depois,
centrifugada a 3500 rpm durante 15 min em centrifuga (Novainstruments, Piracicaba,

SP, Brasil). Apds a centrifugagdo, 1 mL do extrato foi coletado e transferido para tubos
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de 15 mL para a quantificacdo dos compostos fenolicos totais (CFT) de acordo com
(MONCAO et al., 2015). Para uma aliquota de 1,0 mL do extrato, foram adicionados
250 pL do reagente Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich) e 5,0 mL de &gua deionizada.

Posteriormente, a mistura foi agitada por 1 min em um agitador de tubos tipo
vortex basic k45-2810 da Kasvi (Sao José dos Pinhais, PR, Brasil) e, em seguida, 2,0
mL da solugdo de Na,COs 15% (m/v) foram adicionados. A mistura foi agitada
novamente durante 30 s e 0 volume completado com &gua deionizada para 10 mL. Em
seguida, foi incubado por 1 h sob protecéo de luz a temperatura ambiente e apds esse
periodo a absorbancia foi medida em 745 nm usando um espectrofotdmetro
Ultravioleta-visivel UV-1800 (SHIMADZU, kyoto, Jap&o).

O mesmo procedimento foi usado para preparar a curva de calibracdo
empregando solucdes padrdo de acido galico na faixa de 10,9 a 87,2 ug mL™. Todas as
analises foram realizadas em triplicata e o CFT (compostos fendlicos totais) dos
extratos foi expresso em mg de &cido galico equivalente (GAE)/g massa seca de
amostra (mg GAE g). O mesmo procedimento foi adotado usando agua destilada como
solvente extrator. A escolha de outro solvente extrator foi de acordo com teste

qualitativos preliminares realizado no laboratério.

8.4 Composicao centesimal

As concentracOes de umidade, de cinzas e de gordura foram obtidos empregando

métodos (AOAC, 2005). Mais detalhes do procedimento sdo descritos a seguir.

8.4.1 Umidade

A umidade foi determinada em base seca e realizada por meio do método de
secagem em estufa a 105 °C (AOAC, 2005). Foram medidos aproximadamente 3 g da
amostra (m,) triturada e homogeneizada, em capsula de porcelana previamente tarada
(m¢). Posteriormente as capsulas com as amostras foram colocadas em estufa a 105 °C
até peso constante (aproximadamente 6h), depois resfriadas em dessecador para
posterior medida de massa (M+)). O percentual de umidade foi calculado usando a
equacéo 3:
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(ma - (m(c+a) - mc))

Umidade (%) = -
a

x100 ©)

Onde:
M,= massa da amostra;
M(c+a) = Massa da capsula com a amostra ap6s o periodo de aquecimento;

mc¢=massa da capsula

8.4.2 Cinzas

As cinzas foram determinadas por incineracdo em forno mufla a 550 °C,
segundo a metodologia de AOAC (2005). Massa das amostras de 2 g foram medidas,
em triplicata, em cadinho previamente tarado (mc¢). As amostras foram carbonizadas em
forno mufla a 250°C por 2 h, posteriormente incineradas por 4 h ou até peso constante a
550 °C. Ao final, os cadinhos com amostra incinerada foram colocados em dessecador,
para esfriar, por 40 min e em seguida o conjunto, cadinho e cinza, tiveram a massa

medida (m+a)). A determinacdo de cinzas (%) foi obtido pela equacéo 4:

(m(c+a) - mc)

a

Cinza (%) = x100 4)

Onde:
M,= massa da amostra;
M(c+a) = Massa da capsula com a amostra ap6s o periodo de aquecimento;

mc=massa da capsula

8.4.3 Lipidios totais

Os lipidios foram determinados em extrator intermitente de Soxhlet, utilizando-
se 0 solvente hexano PA (AOAC, 2005). Para extragéo, cerca de 1 g de amostras secas e
sem umidade foram medidas em triplicata, e foram colocadas em cartuchos de papel
filtro e estes adicionados a 100 mL de hexano e mantidos em extracdo continua por 6 h
a 90 °C. Apos o término da extracdo, os tubos com o residuo foram transferidos para a

estufa e apos atingido a temperatura de 105 °C, ficou por um periodo de 1,5 h. Ao final,
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este foi resfriado em dessecador, medido a massa e determinado os lipidios (%) pela

equacéo 5:

(m(t+l) —my)

a

Lipidios (%) = x100

Onde:
Ma= massa da amostra;
M+ = massa do tubo com o lipidio extraido;

mi=massa do tubo

8.4.4 Proteinas totais

A determinacdo de proteinas totais foi baseada na determinacdo de nitrogénio,
pelo método de macro Kjeldahl, segundo AOAC (2005), o qual se baseia na
decomposicdo da matéria organica (digestdo) seguida de destilacdo, sendo o nitrogénio
dosado por titulacdo. O fator 6,25 foi utilizado para converter o nitrogénio total em
proteinas. Para a etapa da digestao, procedeu-se a pesagem de 0,3 g de amostra em tubo
digestor, depois foi adicionado 7 mL de mistura digestora contendo catalisador (Sulfato
de cobre desidratado e sulfato de potassio na proporcdo de 6:1) e &cido sulfarico
concentrado. O bloco com os tubos teve a temperatura aumentada 50 °C a cada 30 min
até atingir 350 °C. Apds atingir esta temperatura, ficou por um periodo de 1 h ou até
verificar o aparecimento da cor verde e a inexisténcia de residuos pretos. Em seguida, as
amostras foram destiladas em destilador de nitrogénio (TECNAL, Piracicaba, Brasil) até
volume final de aproximadamente 50 mL. Para isto, no aparelho de destilacdo, era
adicionado 15 mL de NaOH a 40% ao tubo contendo a amostra digerida. A solucédo
adquiria uma coloracdo escura e comecava a liberacdo visivel de gas (NH3). O gas era
condensado e coletado em um erlenmeyer contendo borato. Posteriormente foram
tituladas com &cido cloridrico 0,1 mol L™ para determinag&o do nitrogénio. As proteinas
totais foram calculadas utilizando a equacgdo 6 (AOAC, 2005):

V,—Vy) % Cypry x E. 0,014
Protefna (%) = (o = Vo) ;Cl < x100
a

(5)

(6)
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Onde:

Va = volume gasto na titulagdo com a amostras;
Vb = volume gasto na titulagdo do branco;

Chci = concentracdo do acido cloridrico;

F = fator de conversdo = 6,25.

Ma = peso da amostra (g).

8.4.5 Carboidratos totais

Os carboidratos foram determinados por diferenca dos demais constituintes da
composic¢do centesimal (umidade, cinzas, lipidios e proteinas), segundo AOAC (2005).

8.4.6 Valor energético total

O valor calérico dos feijoes foi estimado utilizando-se os fatores de conversao
de ATWATER: 4 kcal g para proteinas, 4 kcal g para carboidratos e 9 kcal g* para
lipidios (WATT; MERRIL, 1963).

8.5 Analise estatistica

Os resultados de quantificacdo sdo apresentados como média + desvio padréo.
Os coeficientes de Pearson (r) foram estimados para avaliar a correlagdo entre a
composicdo centesimal, compostos fenélicos totais e as concentragdes total,
bioacessivel e biodisponivel de Cu, Mn e Mg das sementes de diferentes cultivares de
feijdo. Os valores considerados significativos foram para r > 0,70 e p < 0,05. Analises
de componentes principais (PCA) foi aplicada para avaliar a similares entre as
diferentes cultivares de feijdo estudadas. Para isso o software PAST (verséo 4.03) foi

usado.
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9 RESULTADOS E DISCUSSAO

9.1 Controle de qualidade das determinacdes dos elementos

Embora o ICP-MS tenha caracteristicas desejaveis e superior a de outras técnicas
analiticas incluindo alta sensibilidade, ampla faixa linear dindmica, analise
multielementar, habilidade para discriminar e simples preparo de amostra, suas medidas
podem sofrer efeito de matriz e interferéncias espectrais. Por exemplo, os isdtopos
5Cu*, *Mg* e ®Mn* tem sobreposicio de espécies isobaricas “°Ar?®Mg*, 2C;* e
DOArNIH*, respectivamente (MAY; WIEDMEYER, 1998). Com isso, para avaliar a
exatiddo das medidas, o material de referéncia NIST SRM 1568a de farinha de arroz foi
decomposto e medida (n=3) a concentracdo total dos elementos em estudo. As
concentracdes medidas para Cu, Mn e Mg foram 2,92 + 0,16 mg kg comparado a 2,35
+ 0,16 mg kg, 18,0 + 1,4 mg kg comparado a 19,2 + 1,8 mg kg?, 399 + 13 mg kg
comparado a 559 + 10 mg kg?. Aplicando teste t pareado a diferenca entre as
concentracdes medidas e certificadas ndo foi significativa para Cu (p<0,02) e Mn
(p<0,05), bem como para Mg com p<0,002. O coeficiente de variacdo para as medidas
dos minerais no SRM NIST 1568a foi inferior a 7,9%, indicando com isso uma boa
precisao.

Os limites de deteccdo (LOD) e quantificacdo (LOQ) foram calculados como 3x
e 10x o desvio padrédo dos brancos e os valores foram 0,01 e 0,05 pg kg™, 0,01 e 0,04 pg
kg™t e 0,98 e 3,28 pg kg, para Cu, Mn e Mg, respectivamente. Os valores satisfatorios
dos parametros indicam que as estratégias analiticas aplicadas como preparo da amostra,
cela de colisdo com gas He, uso de curva de calibragdo com semelhanca de matriz e
padrdo interno ("°Ge) foram eficazes, assegurando a confiabilidade dos resultados

encontrados aqui.

9.2 Concentracdo total, bioacessivel e biodisponivel dos nutrientes minerais nos

feijOes crus

9.2.1 Cobre

Como pode ser visto na Figura 13, a concentracéo total de Cu nas sementes das

cultivares de feijdo estudadas variou entre 4,4 (VER) e 10,7 mg kg (PRE). Em média,
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a concentracdo de cobre nas sementes das cultivares de feijao-caupi foi ca. 42% menor

ao das cultivares de feijao comercial.

Figura 13: Concentracdo (mg kg™, n=3) total de cobre e fragdes (%) em sementes cruas
de cultivares de feijdo comercial, feijdo-caupi biofortificada e ndo-biofortificada. Letra
minuscula diferente dentro das colunas ou no topo delas significa que as médias de
concentragéo sdo estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey (p <0,05).
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Embora a cultivar biofortificada Tumucumaque tenha sido a mais rica, entre as
sementes de feijdo-caupi, a concentracdo de Cu encontrada em suas sementes foi
inferior ca. 11% e 32% ao das cultivares comerciais Carioca e Preto, respectivamente.
FONTENELE et al., (2012b) determinaram a concentracdo de Cu em sementes de
Tumucumaque, Xiquexique e Guariba e em outras 27 cultivares brasileiras de feijdo-
caupi e os valores encontrados foram na faixa de 20 a 22 mg kg™. FEITOSA et al.,
(2018) ja relataram concentragdo de Cu em feijdo Preto proximo de ca. 12,5 mg kg™.
Com isso a concentracdo de cobre das cultivares estudadas aqui foram menores em
relagdo ao trabalho de FONTENELE et al., (2012b) e FEITOSA et al., 2(018). Tal fato

pode estar relacionado a alguns fatores como condic¢Ges endafoclimaticas e cultivo das
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plantas que interferem na captacao, transporte e armazenamento de nutrientes minerais
em suas sementes.

Com relacdo a concentragdo bioacessivel de cobre, observou-se que foi
proporcional sua concentracéo total no qual os valores encontrados nas sementes das
cultivares de feijao-caupi foram, em média, ca. 36% inferior aos de feijdo comercial

(ver Figura 14).

Figura 14: Concentragdo (mg kg?, n=3) bioacessivel de cobre e fragbes (%) em
sementes cruas de cultivares de feijdo comercial, feijdo-caupi biofortificada e néo-
biofortificada. Letra minuscula diferente dentro das colunas ou no topo delas significa
que as médias de concentracdo ou percentuais sdo estatisticamente diferentes pelo teste

de Tukey (p <0,05).
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As cultivares comerciais Carioca e Preto apresentaram as maiores concentragoes
bioacessiveis de cobre e esses valores sdo significativamente diferentes das cultivares de
feijdo-caupi conforme teste Tukey (p<0,05). No grupo das cultivares de feijdo-caupi, a
cultivar biofortificada Tumucumaque apresentou a maior concentragdo, ja na cultivar
biofortificada Xiquexique foi obtido a menor concentracdo entre todas as amostras

analisadas. No entanto, em termos percentuais, a fracdo de bioacessivel de Cu néo
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apresentou muita diferenca entre os grupos biofortificado, ndo biofortificado e
comercial.

A variagdo ficou de 29,6% (Xiquexique) a 37,6% (Tumucumaque) e 35,1%
(Verde) a 41,8% (Carioca) em sementes de cultivares feijao-caupi e feijdo comercial,
respectivamente  (Figura 14). A cultivar Preto apresentou percentual de
bioacessibilidade de cobre semelhante a todas as amostras analisadas. Na cultivar
biofortificada Xiquexique foi observado percentual bioacessivel de cobre inferior ao das
demais cultivares biofortificadas (Aracé e Tumucumaque) e semelhante a cultivar ndo
biofortificada Guariba.

Na Figura 15, também é apresentado um perfil semelhante ao encontrado no
grafico de cobre total (Figura 13), demonstrando que as amostras que apresentaram
maior concentracdo de cobre total, também apresentaram maior concentracdo de cobre
biodisponivel (correlacdo positiva), exceto para as cultivares Carioca e Aracé a qual

apresentaram uma reducdo significativa para biodisponibilidade do micronutriente.

Figura 15: Concentracdo (mg kg?, n=3) biodisponivel de cobre e fracdes (%) em
sementes cruas de cultivares de feijdo comercial, feijdo-caupi biofortificada e néo-
biofortificada. Letra minuscula diferente dentro das colunas ou no topo delas significa
que as médias de concentracdo ou percentuais sao estatisticamente diferentes pelo teste

de Tukey (p <0,05).
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Na Figura 15, observa-se ainda que as cultivares com maior concentracdo de
cobre biodisponivel foram Branco e Preto, j& as que apresentaram a menor concentragao
foi cultivar biofortificada Aracé e comercial Verde. Dentro do grupo das cultivares de
feijdo-caupi foi obtido na cultivar biofortificada Tumucumaque a maior concentracéo de
cobre biodisponivel (2 mg kg?). Para a fracdo biodisponivel de cobre em sementes de
cultivares de feijdo-caupi ocorreu uma variacdo de 26% a 34% enquanto para feijéo
comercial foi na faixa 23% a 40%. A fracdo biodisponivel de cobre na cultivar ndo
biofortificada Guariba (34%) foi estatisticamente semelhante a média encontrada para
as cultivares biofortificadas Tumucumaque e Xiquexique, porém superior a Aracé ao
aplicar o teste Tukey (p<0,05).

Os resultados revelam que o melhoramento genético focado na biofortificacao
de Fe e Zn promoveu um efeito pouco significativo na concentracdo total de Cu em
sementes das novas cultivares de feijado-caupi. Este comportamento pode estar associado
a interacdo entre 0s micronutrientes nos processos fisioldgicos de captacdo, translocacéo
e armazenamento nas plantas. Cobre, ferro e zinco compartilham biomoléculas
transportadoras e estrutura de acumulacdo. Entdo a biofortificacdo de ferro e zinco pode
ter limitado a quantidade de cobre nas sementes das novas cultivares de feijdo-caupi. No
entanto, a disponibilidade de cobre foi similar nas sementes das diferentes cultivares de

feijdo estudadas aqui.

9.2.2 Manganés

Comparando-se as Figuras 13 e 16, nota-se que Mn é mais abundante que Cu
nas sementes das diferentes cultivares dos feijées estudadas no qual sua concentracao
média de cobre nas cultivares de feijdo-caupi foi de 5,4 mg kg, ja de manganés foi de
21,0 mg kg. Ja nos feijdes comerciais a média de cobre e manganés foi de 7,6 e 15,3
mg kg, respectivamente. Com isso, a concentracdo total de Mn em sementes das
cultivares de feijdo-caupi foram de 2,7 (Tumucumaque) a 7,0 (Aracé) vezes superior a
de Cu, enquanto as cultivares comerciais apresentaram concentragdo ca. 1,5 (Preto) a
2,9 (Branco) vezes maior. Esta menor diferenca entre as concentragdes de Mn e Cu em
semente de feijdo comum também foi observada por PEREIRA et al., (2020b) que

avaliaram trés genotipos de feijdo comum Preto. Neste estudo, a cultivar biofortificada
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Aracé (34,3 mg kg!) apresentou a maior concentragdo total de Mn (ver Figura 16) e
significativamente diferente dos demais feijoes indicados pelo teste Tukey (p<0,05).

A concentragdo de Mn da cultivar biofortificada Aracé também foi superior ao
de 30 cultivares de feijao-caupi estudadas por CARVALHO et al., (2012). GERRANO
et al., (2019) também estudou inimeras cultivares de feijao-caupi (ca. 22 gendtipos) e a
concentragdo de Mn encontrada foi menor comparada as das cultivares biofortificadas
Aracé, Tumucumagque e Xiquexique avaliadas aqui.

Figura 16: Concentracio (mg kg, n=3) total de manganés em sementes de cultivares
crua de feijdo comercial, feijdo-caupi biofortificada e n&o-biofortificada. Letra
minuscula diferente dentro das colunas ou no topo delas significa que as médias de

concentragdo ou percentuais sdo estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey (p
<0,05).
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Nossos resultados também sdo superiores aos reportados por KUMARI;
PLATEL, (2017) que encontraram uma concentracio total de Mn ca. 10 e 9 mg kg*
para feijdo-caupi e feijdo comercial, respectivamente. A cultivar biofortificada
Xiquexique apresentou concentragdo semelhante a ndo biofortificada Guariba, sendo as

menores concentracdes entre as amostras de feijdo-caupi, porém superior as cultivares
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comerciais Carioca e Verde, que obteve as menores concentracdes entre as amostras
analisadas.

Estes resultados indicam que processo de melhoramento genético visando a
biofortificacdo de cultivares de feijao-caupi com ferro e zinco também promove um
aumento na concentracdo de manganés sem ultrapassar o limite diario de 0,14 mg/ kg de
peso corporal (EPA, 1995), ja que considerando o resultado encontrado para a cultivar
biofortificada Aracé e a ingestdo para uma pessoa de 70 kg, seria necessaria uma
ingestdo diaria superior a 280 g de feijdo. Com isso o enriquecimento de culturas
béasicas da dieta com manganés tem importante papel para a imunidade inata e sistema
nervoso humano (NEVES; SOUZA; DE LEMOS, 2020). Como pode ser observado na
Figura 17, a concentracdo bioacessivel de Mn em sementes de cultivares de feijdo-caupi

foi ca. 52% maior comparada cultivares feijdo comercial.

Figura 17: Concentragdo (mg kg™, n=3) bioacessivel e fragdes (%) em sementes cruas
de cultivares de feijdo comercial, feijao-caupi biofortificada e ndo-biofortificada. Letra
minuscula diferente dentro das colunas ou no topo delas significa que as médias de
concentracdo ou percentuais sdo estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey (p
<0,05).
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As cultivares biofortificadas Tumucumaque e Aracé apresentaram as maiores
concentragOes bioacessiveis de Mn e a diferenca é significativa em relacdo as demais
cultivares conforme teste Tukey (p<0,05). A concentracdo bioacessivel em sementes da
cultivar ndo-biofortificada Guariba foi superior a concentragdo encontrada na cultivar
biofortificada Xiquexique e superior também as cultivares comerciais Verde, Preto e
Carioca.

A fracdo bioacessivel de Mn nas sementes das cultivares de feijao-caupi foi na
faixa de 17% (Xiquexique) a 35% (Tumucumaqgue) enquanto nas cultivares comerciais
variou de 14% (Carioca) a 27% (Branco). Apesar do percentual da cultivar comercial
Branco ser superior ao da cultivar biofortificada Aracé, a contribuicdo da cultivar
biofortificada é superior, considerando a ingestdo da mesma quantidade de feijao. No
estudo realizado por (KUMARI; PLATEL, 2017), também foi encontrada maior fracdo
bioacessivel de Mn em feijdo-caupi (44%) em comparacao ao feijdo comum (35%).

Para a biodisponibilidade de Mn observa-se, na Figura 18, que as concentragdes
da cultivar biofortificada Aracé e comercial Preto sdo estatisticamente semelhantes e as
maiores entre as amostras analisadas, j& a cultivar comercial Verde, com valor
semelhante a cultivar ndo biofortificada Guariba, apresentou a menor concentracao.

Considerando a fracdo biodisponivel de Mn, os valores percentuais foram na
faixa de 3 a 7% e 5 a 8% para cultivares de feijdo-caupi e feijdo comercial,
respectivamente. Apesar da cultivar biofortificada Aracé apresentar o menor percentual
de contribuicdo, ela contribui com uma quantidade superior de manganés disponivel, em
mg, do que a cultivar comercial Carioca e Preto, que apresentaram 0s maiores
percentuais biodisponiveis.

Conforme reportado por NOSRATPOUR; JAFARI, (2018), a disponibilidade de
Mn em tecidos de matrizes vegetais comestiveis é ca. 5%. Assim as cultivares de feijdo-
caupi recém introduzidas, biofortificada Xiquexique e ndo biofortificada Guariba, bem
como a maioria das cultivares de feijdo comercial fornecem uma fracdo maior de
manganés biodisponivel. Comparando as Figuras 15 e 18, nota-se que a
biodisponibilidade de Cu é superior a de Mn, sendo maior que 6,6 e 4,7 vezes nas

cultivares biofortificadas e ndo-biofortificada, respectivamente.
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Figura 18: Concentracio (mg kg, n=3) biodisponivel e fragdes (%) em sementes cruas
de cultivares de feijdo comercial, feijado-caupi biofortificada e ndo-biofortificada. Letra
minuscula diferente dentro das colunas ou no topo delas significa que as médias de
concentragdo ou percentuais sdo estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey (p
<0,05).
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Essa diferenca na biodisponibilidade tem relacdo com a interacdo entre os
micronutrientes e os demais compostos do tecido vegetal comestivel. Alguns estudos
tém demonstrado a forte interacdo do Mn com Ca, fibras e fitatos resultando em
complexos insoltveis que diminuem a fracdo soltvel disponivel do micronutriente para
absorcéo no trato intestinal humano (NOSRATPOUR; JAFARI, 2018).

9.2.3 Magnésio

Ao contrario de Cu e Mn, 0 Mg é um macroelemento com abundancia similar ao
potassio e fosforo em sementes de feijao (GULATI; ROSE, 2018; PEREIRA et al.,
2020a). A Figura 19, 20 e 21 mostram as concentragdes concentracdo total, bioacessivel
e biodisponivel de Mg em sementes das cultivares de feijao comercial, feijdo-caupi
biofortificado e ndo biofortificado. A variacdo de Mg total foi maior no grupo das
cultivares comerciais (1508 a 1995 mg kg™) em comparagéo as cultivares de feijao-

caupi (1790 a 1946 mg kg?). Como pode ser visto na Figura 19, a cultivar comercial
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Branco apresentou a menor concentragio de Mg total (1508 mg kg™), enquanto na
cultivar comercial Carioca foi encontrado a maior concentragdo (1995 mg kg), sendo
esta semelhante estatisticamente aos valores encontrados nas cultivares biofortificadas
Xiquexique (1940 mg kg?') e Tumucumaque (1927 mg kg') e ndo biofortificada
Guariba (1946 mg kg™).

No grupo das cultivares de feijdo-caupi a cultivar biofortificada Aracé
apresentou a menor concentracdo de Mg total. AVANZA et al., (2013) determinaram a
concentracdo total de Mg em cultivares de feijdo-caupi cultivadas no nordeste da
Argentina e os valores encontrados variaram entre 620 e 760 mg kg™ e sdo inferiores
aos nossos achados para as cultivares de feijao-caupi brasileiras. Em contrapartida, os
nossos resultados foram inferiores ao das cultivares de feijao-caupi do sudeste da Africa
estudadas por NAIKER; GERRANO; MELLEM, (2019) que apresentaram
concentracdo de Mg variando de 4538 a 4963 mg kg™.

Figura 19: Concentracgdo (mg kg, n=3) total em sementes cruas de cultivares de feijio
comercial, feijdo-caupi biofortificada e ndo-biofortificada. Letra minudscula diferente
dentro das colunas ou no topo delas significa que as médias de concentragdo ou
percentuais sdo estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey (p <0,05).
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Comparando a concentracdo de Mg em feijdo comum reportados na literatura,
nota-se que LOVATO et al., (2018) encontrou concentragdo de magnésio na cultivar
comercial Carioca superior ao do feijdo Preto com valores de 2108 e 1868 mg kg*,
respectivamente, similares aos do nosso estudo. Por outro lado, no recente trabalho
desenvolvido por RIBEIRO; KLASENER, (2020) investigando 17 gendtipos de feijdo
comum, a concentracdo média de Mg foi 2300 mg kg?, valor este superior ao
encontrado neste trabalho.

Como pode ser visto na (Figura 20), a concentracdo bioacessivel de Mg das
cultivares de feijao-caupi sdo estatisticamente semelhantes a das cultivares de feijdo
comercial. A cultivar biofortificada Tumucumaque e ndo biofortificada Guariba
apresentam os valores mais altos, em média, mas a diferenca somente é significativa
considerando a concentracdo bioacessivel de Mg nas cultivares comerciais Carioca e
Preto e biofortificada Xiquexique, conforme teste Tukey (p<0,05). A fracdo
bioacessivel de magnésio em sementes das diferentes cultivares de feijoes estudados foi

superior a 50%, exceto para as cultivares Xiquexique (46,7%) e Carioca (42,1%).

Figura 20: Concentracdo (mg kg?, n=3) bioacessivel de magnésio e fracdes (%) em
sementes cruas de cultivares de feijdo comercial, feijdo-caupi biofortificada e néo-
biofortificada. Letra minuscula diferente dentro das colunas ou no topo delas significa
que as médias de concentragcdo ou percentuais sdo estatisticamente diferentes pelo teste
de Tukey (p <0,05).
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Os resultados de bioacessibilidade de Mg encontrados para as cultivares de
feijdo-caupi e feijao comercial foram superiores aos encontrados por KAFAOGLU et
al., (2016) para avelds, améndoas, amendoim, castanha de caju, castanha-do-para e
nozes que foram na faixa de 15,7% - 28,2%. Por outro lado, MINGRONI et al., (2018)
avaliaram vegetais comestiveis frescos como macé, banana e mamé&o e encontraram
valores para fragcdo bioacessivel de Mg variando de 60,5 a 66,3%, superiores aos
determinados nas sete das oito cultivares de feijdo estudada.

Observando Figura 21, os feijes comerciais apresentaram concentracdo
biodisponivel de magnésio intermediaria em relagdo aos resultados encontrados nas
cultivares de feijdo-caupi, visto que maiores e menores foram encontradas nas cultivares

destas amostras.

Figura 21: Concentracdo (mg kg, n=3) biodisponivel de magnésio e fracdes (%) em
sementes cruas de cultivares de feijdo comercial, feijdo-caupi biofortificada e néo-
biofortificada. Letra minuscula diferente dentro das colunas ou no topo delas significa
que as médias de ou percentuais sdo estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey (p
<0,05).
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O menor resultado encontrado foi da cultivar biofortificada Aracé (401,921 +
1,766 mg kg™?) e o maior na cultivar biofortificada Xiquexique (493,773+ 3,501 mg kg

1. O resultado encontrado para a cultivar biofortificada Tumucumaque foi
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estatisticamente semelhante ao da cultivar biofortificada Aracé, ja o encontrado para a
cultivar ndo biofortificada Guariba ao da cultivar biofortificada Xiquexique.

A fracdo biodisponivel de Mg em todas as sementes das cultivares de feijéo foi
superior a 20% e o teste Tukey aplicado (p<0,05) mostrou que o maior percentual
encontrado ca. 29,2% para a cultivar comercial Branco é estatisticamente semelhante
apenas ao resultado da cultivar, também comercial, Preto. Na comparagdo com outros
vegetais comestiveis, a absor¢cdo de Mg consumindo as cultivares de feijao-caupi
biofortificadas (23,1%) e ndo biofortificadas (24,5%) € similar ou superior a ingestao de
noz (17,5%), castanha do Brasil (16,3%), pistachie (20,4%), avelad (17,9%), semente de
abobora (23,6%) e girassol (6,0%) (MOREDA et al., 2016). Estes resultados mostram
que o consumo das cultivares de feijdo-caupi contribui significativamente para atender a

necessidade diaria de absorcdo de magneésio para dieta humana.

9.3 Concentracdo total, bioacessivel e biodisponivel dos nutrientes minerais nos

feijoes cozidos

Os feijGes normalmente quando consumidos como sementes inteiras sao cozidos
aplicando métodos suaves ou severos para superar o defeito “dificil de cozinhar”
(PHILLIPS, 2013). Os meétodos de cozimento também interferem nos aspectos
nutricionais de feijdo (AVANZA et al., 2013). Recentemente, COELHO et al., (2021)
revelaram que a bioacessibilidade e biodisponibilidade de ferro e zinco sdo maiores em
sementes de feijdo-caupi e feijdo comercial cozidas bem como observaram um baixo
percentual de lixiviagdo e contaminacdo. Entdo, foram avaliados os efeitos na
concentracdo de cobre, manganés e magnésio apds o procedimento e sistema de
cozimento para amostras de feijao desse estudo. A concentracdo total determinada para
cobre, manganés e magnésio nas sementes cozidas das diferentes cultivares de feijoes
estudadas é mostrada na Figura 22, 23 e 24.

O fator de retencdo foi estimado para avaliar o efeito do cozimento sobre a
concentracdo dos nutrientes minerais nas sementes das cultivares de feijao (COELHO et
al., 2021; PEREIRA et al., 2014). Como pode ser observado na Figura 22, o fator de
retencdo de Cu para cultivares de feijdo-caupi foram superiores a 120%, exceto para a
cultivar biofortificada Tumucumaque que apresentou retencdo de 108%, valor este

estatisticamente semelhante ao encontrado nas cultivares comerciais Branco e Carioca.
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Os menores percentuais de retencédo de cobre (ver Figura 22) foram encontrados
nas cultivares comerciais Preto (74%) e Verde (82%). Os dados mostram que apenas 0s
feijoes comerciais sofreram diminuicdo de cobre apds o cozimento. PEREIRA et al.,
(2020a) também encontraram baixos valores para o fator de retencdo de cobre em
sementes de cultivares de feijdo comum cozidas em um sistema similar ao usado neste

estudo.

Figura 22: Concentracio total (mg kg™) de cobre fator de retencdo (%) em sementes
cozida de cultivares de feijdo comercial, feijao-caupi biofortificada e ndo-biofortificada
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Na comparacdo com a concentracdo de Cu nos feijdes cru observa-se gque a
cultivar biofortificada Aracé e a ndo biofortificada Guariba apresentaram concentragdes
superiores e estatisticamente diferente. Porém, as cultivares comerciais Preto e Verde,
que tiveram 0s menores percentuais de retencdo, apresentaram concentragoes
estatisticamente diferente ao encontrado na forma crua.

Considerando o fator de retengdo de manganés (ver Figura 23), os valores em
médias foram 99% e 97% para as cultivares de feijdo-caupi e feijdo comercial,

respectivamente. Com isso ndo houve diferenca significativa na retencdo de Mn nestes
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dois grupos de feijdo. Em média, as retencdes das cultivares biofortificada Aracé (108 +
6%) e ndo biofortificada Guariba (106 + 4%) foram as maiores encontradas, sendo estas
estatisticamente semelhantes as reten¢des das cultivares comerciais Carioca (103 + 7%)
e Verde (99 = 13%).

Assim como ocorreu com a concentracao de cobre ap0s 0 cozimento, a cultivar
comercial Preto reduziu significativamente a concentracdo de manganés. As demais
cultivares apresentaram concentracdo, ap6s o cozimento, semelhante ao encontrado na

forma crua.

Figura 23: Concentracdo total (mg kg?) de manganés e fator de retencdo (%) em
sementes cozida de cultivares de feijdo comercial, feijao-caupi biofortificada e néo-
biofortificada
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Esses resultados indicam que o efeito do cozimento na concentracdo de
manganés nas sementes de feijdo € pouco significativo. Em contrapartida, PEREIRA et
al., (2020a) demonstraram uma elevada reducdo da concentracdo de manganés em
sementes cozidas de cultivares de feijdo comum encontrando um baixo fator medio de

retengéo ca. 37,3 £ 4,7%.
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O fator de retencdo de magnesio (ver Figura 24) de cultivares de feijdo-caupi
variou de 113% (Aracé) a 100% (Guariba), enquanto para as cultivares comerciais
variaram entre 80% (Preto) e 109% (Branco). As retengfes da cultivar comercial
Branco e das cultivares de feijdo-caupi foram estatisticamente semelhantes e superior as
retengdes das cultivares comerciais Carioca, Verde e Preto. Ja com relacdo a
concentracdo total de magnésio nos feijdes cozidos, verificou-se que os resultados
encontrados nas cultivares de feijdo-caupi sdo estatisticamente semelhantes entre si e

superiores ao encontrado nas cultivares comerciais estudadas.

Figura 24: Concentracdo total (mg kg™?) de magnésio e fator de retencdo (%) em
sementes cozida de cultivares de feijdo comercial, feijao-caupi biofortificada e néo-
biofortificada
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Comparando com a concentracdo encontrada nos feijoes na forma crua verifica-
se que as cultivares de feijdo-caupi mantiveram suas concentracdes estatisticamente
semelhante. Nas cultivares comerciais Carioca, Preto e Verde, 0 cozimento provocou
uma reducdo na concentracdo de magneésio. Assim como ja relatado para a concentragdo
total de cobre e manganés, a cultivar comercial Preto também reduziu

significativamente a concentracdo de magnésio, sendo o Unico feijdo, entre os
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analisados que ndo conseguiu manter a concentracdo de Cu, Mn e Mg ao encontrado na
forma crua. AVANZA et al., (2013) verificaram uma redugdo na concentracdo de
magnésio total em sementes de alguns genoétipos de feijdo-caupi somente ap6s 40 min
de cozimento em panela aberta. De fato, estes achados mostram que as cultivares de
feijdo-caupi sdo capazes de manter a concentracdo de nutrientes minerais apds método
de cozimento comumente aplicado.

Na Tabela 5, é apresentada a concentracdo bioacessivel dos nutrientes minerais
em sementes cozidas das diferentes cultivares de feijdo-caupi e feijdo comercial. As
cultivares de feijdo-caupi apresentaram concentracdo bioacessivel de cobre
estatisticamente semelhante aos feijoes comerciais, conforme teste Tukey (p < 0,05).
Dentro do grupo das cultivares de feijdo-caupi, a cultivar biofortificada Xiquexique
apresentou concentracdo semelhante a cultivar ndo biofortificada Guariba, ja nas
cultivares biofortificadas Aracé e Tumucumaque foram obtidas concentracdes

superiores as outras duas mencionadas (Guariba e Xiquexique).

Tabela 5: Concentragdo (mg kg, n=3) bioacessivel e fragdes (%) de cobre, manganés e
magnésio em sementes cozidas de cultivares de feijdo comercial, feijdo-caupi
biofortificada e ndo biofortificada.

Cu Mn Mg

[Cu]! % [Mn]* % [Mg]* %

Amostras

>
Y

a* a a a a*
A 248+007 3867+055 641+035 17,28+0,22 1183,69+4834 9893+0,77%

b bd b* b* b b
TUM 275+005 3528+1,60 575+0,11 31,57+022 1074,04+27,06 55,59 + 0,03

c* a* c c a* c*
XIQ 205+0,09 3800+0,13 1,96+0,02 1495+0,15 1288,34 £ 64,21 66,56 + 1,96

* *

c* b d* d a d*
GUA 211+0,06 3419+052 358+0,22 22,36+0,96 1357,65 £ 14,65 69,93 +£0,11

d c d* ax c a
BRA 296+002 4076+006 325+004 17,05+051 972,78 +13,41 59,17 + 0,72

b* d c e d e*
CAR 273+004 3579+075 191+005 14,39+0,02  87590+28,15 51,98+0,35

e e* e f d c*
PRE 394+014 4963+046 277+003 1801+0,21 886,03+20,10  65713+0,78

*

f c f* d b a
VER 1474003 4151+112 238+009 21,43+0,96 1029,89 £ 6,74 58,67 + 0,22

*Diferente em relacdo as sementes das cultivares de feijéo cru.

[elemento] = concentragéo do elemento.

A concentracéo bioacessivel de cobre variou mais dentro do grupo das cultivares

comerciais sendo que a cultivar Verde e Preto apresentaram a menor (1,5 mg kg?) e
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maior (3,9 mg kg™) concentracio entre todas as sementes analisadas. O cozimento
aumentou significativamente a concentragdo bioacessivel de cobre das cultivares
biofortificada Aracé, Xiquexique e ndo biofortificada Guariba ca. 39%, 59% e 29%,
respectivamente. Em contraste, sementes cozidas da cultivar comercial Carioca
apresentaram concentracdo bioacessivel de cobre 20% menor comparada as cruas, ja a
concentracdo bioacessivel de cobre das demais cultivares comerciais ndo apresentaram
diferenca entre a forma crua e cozida.

A fracdo bioacessivel de cobre foi superior a 34,2% em sementes cozidas das
cultivares de feijdo. A cultivar comercial Preto apresentou a maior fragdo bioacessivel
de cobre ca. 50% entre todas as cultivares analisadas. J& no grupo das cultivares de
feijdo-caupi, as biofortificadas Aracé e Xiquexique apresentaram valores superiores as
cultivares ndo biofortificada Guariba e biofortificada Tumucumaque.

Considerando a bioacessibilidade de Mn, sua concentracdo média determinada
em sementes cozidas das cultivares de feijao-caupi foi 1,7 vezes superior aos de feijéo
comercial. As mais altas concentracdo de Mn bioacessivel foram apresentadas pelo
feijdo-caupi biofortificado Aracé (6,4 mg kg?) e Tumucumaque (5,8 mg kg?). A
concentracdo obtida na ndo biofortificada Guariba foi superior ao da cultivar
biofortificada Xiquexique e das comerciais Preto, Verde e Carioca.

Comparando com os resultados encontrados nas sementes crua, observa-se que o
cozimento provocou uma reducdo significativa de 16%, 21% e 20% na concentracdo
bioacessivel de Mn em sementes das cultivares biofortificadas Tumucumagque,
Xiquexique e ndo biofortificada Guariba bem como de 42% e 17% nas cultivares
comercias Branco e Verde, respectivamente. As cultivares comerciais Preto e Carioca e
a biofortificada Aracé ndo apresentaram diferencas entre a forma crua e cozida. O maior
percentual de Mn bioacessivel também foi verificado em sementes cozidas da cultivar
biofortificada Tumucumaqgue (32%) indicando que a biofortificagdo promove aumento
na bioacessibilidade do micronutriente.

A concentracdo de magnésio bioacessivel em sementes cozidas das cultivares de
feijdo-caupi foram maiores e significativamente diferentes daquelas de feijdo comercial
de acordo teste Tukey (p < 0,05), sendo que as cultivares ndo biofortificada Guariba e
biofortificada Xiquexique apresentaram as maiores, ja nas cultivares comerciais Carioca
e Preto foram obtidos as menores concentracGes de magnésio bioacessivel.

Para a fracdo bioacessivel de magnésio foi obtido na cultivar biofortificada

Xiquexique (67%) e néo biofortificada Guariba (70%) os maiores resultados e a cultivar
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comercial Carioca (52%) a menor fracdo. O efeito do cozimento promoveu aumento na
concentracdo bioacessivel de magnésio em todas as cultivares de feijdo-caupi, exceto
Tumucumaque, sendo o aumento de 24%, 42%, 35%, nas cultivares biofortificada
Aracé, Xiquexique e ndo biofortificada Guariba, respectivamente.

Este comportamento apresentado pelas cultivares de feijdo-caupi pode estar
relacionado a forma e interacbes do magnésio na matriz da amostra indicando que o
macromineral liga-se fracamente a inibidores nutricionais tais como polifendis, fitatos e
taninos (DE OLIVEIRA; NAOZUKA, 2017; PEREIRA et al., 2018). De fato, os
resultados indicam que as cultivares de feijdo-caupi melhoram ainda mais o valor
nutritivo quando cozidas em relacéo aos feijdes comerciais.

Considerando a biodisponibilidade dos nutrientes minerais Cu, Mn e Mg
presentes nas sementes cozidas na Tabela 6, as sementes cozidas das cultivares de
feijdo-caupi apresentam concentracdo e fracdo biodisponivel de cobre estatisticamente

semelhante aos feijGes comerciais.

Tabela 6: Concentragdo (mg kg, n=3) biodisponivel e fracdes (%) de cobre, manganés
e magnesio em sementes cozidas de cultivares de feijdo comercial, feijdo-caupi
biofortificada e ndo-biofortificada.

Cu Mn Mg

[Cult % [Mn]* % [Mg]* %

Amostras

* *

>
Y

a* ae a* a a* a
A 2,04+0,09 31,77+£1,01 2,00 £ 0,06 538+0,06 457,16 £24,46 22,75+0,01

* *

b* b* b b ax b
TUM 186+003 2387+106 089+004 487+009 47444+522 2456+0,33

*

ab c c* c* b* c*
XIQ 190+0,06 3537+0,34 0,75+0,04 571+0,17 536,15+1823 27,71+0,38

b* % %

al a* d d c* d
GUA 1,86 £ 0,10 30,09 £1,15 0,57+ 0,01 3,58+0,01 500,86 +8,36 25,80+ 0,19

* *

b*

al a* c* e d* e
BRA 200+0,13 27,69+ 1,63 0,79 £ 0,02 4,14+0,09 337,18+15,69 20,50=x0,42

c* e* b* f* c* f*
CAR 250+0,07 32,74+034 094+004 7,06+011 519,45+507 30,85+ 0,90

c e e* f e* c
PRE 261+003 3286+042 1,13+003 7,33+0,17 369,34+1,17 27,16+0,86

d f* f c de* e*
VER 137+003 3885+077 0,67+001 6,06+044 35955+14,63 20,48+ 0,62

*Diferente em relacdo as sementes das cultivares de feijéo cru.

[elemento] = concentragéo do elemento.

As cultivares comerciais apresentaram a maior e menor concentragao de cobre

biodisponivel, sendo as cultivares comerciais Carioca e Preto 0s que apresentaram as
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maiores e a Verde a menor. A fracdo biodisponivel de cobre em sementes de cultivares
de feijdo-caupi variou entre 24% (Tumucumaque) e 35% (Xiquexique) enquanto para as
cultivares comerciais foram na faixa de 28% (Branco) a 39% (Verde). Dentro do grupo
das cultivares de feijdo-caupi, a biofortificada Xiquexique apresentou fracdo
biodisponivel de cobre superior a ndo biofortificada Guariba.

O método de cozimento aumentou significativamente a biodisponibilidade de
cobre em sementes cozidas das cultivares de feijao-caupi biofortificado Aracé (62%) e
Xiquexique (36%) e ndo biofortificada Guariba (12%). Este comportamento também foi
observado para a cultivar comercial Carioca (30%) enquanto as cultivares biofortificada
Tumucumaque e comercial Branco apresentaram uma reducdo de 16% e 30%,
respectivamente, na concentracdo de cobre biodisponivel quando comparadas as de
sementes cruas. Na fracdo biodisponivel de cobre ocorreu aumento na cultivar
biofortificadas Aracé (24%) e nas comerciais Carioca (40%) e Verde (31%).

A média da concentracdo biodisponivel de manganés em feijdo-caupi €, de
acordo teste Tukey (p<0,05), estatisticamente semelhante ao encontrado nas cultivares
comerciais. A cultivar Aracé biofortificada e a ndo biofortificada Guariba apresentaram
a maior e menor concentracdo de manganés biodisponivel, respectivamente. Com isso
todas as cultivares biofortificadas apresentaram concentracdo biodisponivel de
manganés superior & ndo biofortificada Guariba.

O percentual biodisponivel de manganés em sementes de cultivares de feijdo-
caupi foi inferior ao de feijdo comercial. Dentro do grupo das cultivares de feijdo-caupi,
todas as biofortificadas (Aracé, Tumucumaque e Xiquexique) apresentaram fracédo
biodisponivel de manganés superior a ndo biofortificada Guariba.

Em comparagdo com as amostras cruas, 0 cozimento promoveu um aumento de
70% na concentracdo biodisponivel de manganés nas sementes da cultivar biofortificada
Aracé enquanto para as cultivares biofortificada Xiquexique e ndo biofortificada
Guariba observou-se uma reducdo semelhante de 27%. Entre as cultivares comerciais,
Branco, Carioca e Preto sofreram reducdo na concentracdo biodisponivel de manganés,
com valores de 19%, 8% e 11% menor que o resultado encontrado nas sementes na
forma crua.

Sobre a absor¢do de magneésio, as sementes cozidas das cultivares de feijdo-
caupi podem fornecer ca. 24% mais magnésio biodisponivel do que os feijoes
comerciais. A cultivar biofortificada Xiquexique apresentou a maior concentracao, ja

nas biofortificadas Aracé e Tumucumaque a concentra¢do encontrada foi inferior a ndo
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biofortificada Guariba, mas superior as comercias Preto, Verde e Branco, que tiveram as
menores concentragcdes de magnésio biodisponivel.

J& a fracdo biodisponivel de magnésio em feijdes-caupi foi estatisticamente
semelhante a de feijdes comerciais, sendo que as cultivares comerciais Carioca e Verde
apresentaram a maior e menor fracdo, com 31% e 21%, respectivamente. No grupo das
cultivares de feijdo-caupi a mesma sequéncia apresentada na concentragdo
biodisponivel de magnésio foi mantida para sua fragéo.

O método de cozimento interferiu significativamente na concentracédo
biodisponivel de magnésio de todas as cultivares estudadas provocando um aumento de
14%, 9%, 16% a absorcdo de magnésio quando consumido grdos cozidos das cultivares
biofortificadas Aracé, Xiquexique e Tumucumaque, respectivamente. Por outro lado, a
maioria das cultivares de feijao comercial cozidas apresentou menor biodisponibilidade
de magnésio, exceto a cultivar comercial Carioca, que revelou um aumento de 16,7%
para absorcdo do macronutriente.

O cozimento também aumentou em 15%, 9% e 38% a fracdo biodisponivel de
magnésio nas cultivares biofortificadas Tumucumaque e Xiquexique e na comercial
Carioca. Para as cultivares biofortificada Aracé, ndo biofortificada Guariba e comercial
Preto ndo ocorreu alteragdo significativa, ja nas cultivares comerciais Branco e Verde o
cozimento reduziu a fragdo biodisponivel de magnésio em 30% e 10%, respectivamente.

Os resultados revelaram que as cultivares de feijdo-caupi cozidas fornecem
maior quantidade de minerais para absorcdo no trato gastrointestinal humano
comparado aquelas de feijao comercial. Por exemplo, 0 cozimento promoveu aumento
na biodisponibilidade de cobre, manganés e magnésio em sementes das cultivares
biofortificadas do Aracé. De fato, o processo de melhoramento genético focado na
biofortificacdo de Fe e Zn também é eficaz para promover a melhora da disponibilidade

dos nutrientes minerais investigados neste estudo.
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9.4 Composicao centesimal e valor energético nos feijoes crus

O processo de melhoramento genético tem promovido interferéncia sobre a
composicdo quimica de sementes de novas cultivares de culturas estaveis (FROTA;
SOARES; AREAS, 2008). Nesse sentido, a concentracdo de proteinas, lipidios,
carboidratos, fendis totais, cinza, umidade e ainda o valor energético foi determinada
nas sementes das cultivares de feijdo-caupi biofortificadas e ndo biofortificada bem
como nas cultivares de feijao comercial. A Tabela 7 mostra os resultados. As cultivares
de feijdo-caupi apresentaram menor percentual de umidade em comparacdo aos de
cultivares comerciais, com as biofortificadas Aracé, Tumucumaque e Xiquexique
apresentando valores estatisticamentes semelhantes e 0s menores entre as amostras

analisadas.

Tabela 7: Concentracdes obtidas (média + desvio padrdo, n=3) para a composicao
centesimal e o valor energético em sementes cruas de cultivares de feijao-caupi e feijdo
comercial*.

) ) ) o ) Valor
Umidade Cinza  Proteinas Lipidios Carboidratos

Energético
(%) (%) (%) (%) (%)

(kcal 100 g1)

Amostras

ARA 8403 39+01° 27015 30202" 586+21" 3611478
TUM 86+03" 3501 263400 13400 609=1,1° 356121
XIQ 90405 46401 2334067 18400 639421 36524114
GUA 10506 32201 247+02" 10400 619414 352875
BRA 124402 304015 281+1.1° 15401 557404 3420440
CAR 17.0£05 36401 20810 20401  566+04 327417
PRE 134202 38401 218209 13£00 601£05 335329

€

b d d ab ac
VER 11,0+0,5 3,3+0,1 239+1,19 1,1+0,0 608+1,6 3482 +2.4

* Letra diferente na mesma coluna significa que as médias sdo estatisticamente

diferentes pelo teste Tukey (p <0,05).

Dentro do grupo das cultivares de feijdo-caupi tambem foi observado um valor

médio menor das cultivares biofortificadas em relacdo a ndo biofortificada Guariba.
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AVANZA et al., (2013) e KAN et al., (2018), também avaliaram cultivares de feijao-
caupi e encontraram valores maiores do que 0s observados no presente trabalho. Por
outro lado, as cultivares de feijdo-caupi estudadas por NAIKER; GERRANO;
MELLEM, (2019) apresentaram percentual de umidade similar, j& as analisadas por
FROTA; SOARES; AREAS, (2008) tiveram percentual menor que as cultivares
biofortificadas avaliadas neste trabalho.

Considerando o percentual de cinzas, ocorreu uma variagao de 3,2 a 4,6 entre as
cutlviares de feijao-caupi e de 3,0 a 3,8% nas cultivares comerciais, e com isso, 0s dois
gupos, caupi e comercial, apresentaram valores semelhantes, ja as cultivares de feijao-
caupi biofortificadas foram maiores em relacdo a cultivar ndo biofortificada bem como
superiores aos valores reportados em outros estudos (FROTA; SOARES; AREAS,
2008; KAN et al.,, 2018; NAIKER; GERRANO; MELLEM, 2019). Na cultivar
biofortificada Xiquexique e comercial Branco foram obtidos o maior (5%) e menor
(3%) percentual de cinza, respectivamente. Ressalta-se que uma maior concentracéo de
cinzas pode ter relagdo com uma maior quantidade de 6xidos metalicos indicando maior
guantidade de minerais presentes nas cultivares de feijao-caupi biofortificadas.

O percentual de proteinas total em sementes das cultivares de feijdo-caupi variou
de 23% (Xiquexique) a 27% (Aracé), enquanto para as cultivares comerciais a variagao
foi de 21% (Carioca) a 28% (Branco). Assim, conforme teste Tukey (p<0,05), ndo
houve diferenca significativa entre o percentual de proteina destes dois grupos. Para as
cultivares de feijdo-caupi, as biofortificadas Aracé e Tumucumaque apresentaram
percentual proteico superior, ja a biofortificada Xiquexique inferior, a ndo biofortificada
Guariba.

Estudos anteriores tém demostrado que as cultivares de feijdo-caupi
biofortificados apresentam percentual de proteinas total na faixa de 24,3% a 40,0%
(AVANZA et al., 2013; DAKORA; BELANE, 2020; FROTA; SOARES; AREAS,
2008; NAIKER; GERRANO; MELLEM, 2019). Em contrapartida, as cultivares de
feijdo-caupi avaliadas por KAN et al., (2018) apresentaram concentragédo de proteina ca.
1,3 vezes menor que as cultivares de feijdo-caupi biofortificadas.

Como pode ser visto na Tabela 7, a concentracdo de lipidios da cultivar Aracé
biofortificada (3%) foi a maior e significativamente diferente a dos demais feijoes
conforme teste Tukey (p<0,05). Todas as cultivares biofortificadas apresentaram
concentracéo de lipidios superior a ndo biofortificada Guariba (1%). A média do grupo

das cultivares comerciais foi semelhante a média da ndo biofortificada Guariba.
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Considerando as comerciais, a cultivar Carioca apresentou maior concentracdo
de lipidios (2,0%), sendo esta, significativamente superior as demais comerciais
estudada e inferior apenas ao valor encontrado para a cultivar biofortificada Aracé. A
concentracdo de lipidios nas cultivares estudadas por KAN et al., (2018) variou de
4,2% a 5,6%. Uma alta concentracdo de lipidios consiste em um fator de qualidade
nutricional do gréo por proporcionar um possivel aumento de substancias como acidos
insaturados linoléico e oléico (FROTA; SOARES; AREAS, 2008; LOVATO et al.,
2018).

A concentracgdo carboidratos das sementes das cultivares de feijdo-caupi variou
de 59% (Aracé) a 64% (Xiquexique) e foi estatisticamente semelhante a das cultivares
comerciais, que apresentou resultado variando de 56% (Branco) a 61% (Verde).
Tambem ndo houve diferenca entre as médias das biofortificadas (Aracé,
Tumucumaque e Xiquexique), cultivares comerciais e da ndo biofortificada Guariba. No
grupo das cultvares de feijdo caupi s6 houve diferenca entre a concentracdes de
carboidrato das biofortificadas Aracé e Xiquexique. AVANZA et al., (2013) e FROTA;
SOARES; AREAS, (2008) também avaliaram a concentragio de carboidratos em
sementes de algumas cultivares de feijdo-caupi e encontraram valores inferiores aos das
cultivares biofortificadas aqui estudadas.

O valor energético apresentado pela cultivar ndo biofortificada apresenta
semelhanca estatistica a média das cultivares comerciais e das biofortificadas. Ja as
biofortificadas, em média, tiveram o valor energético superiores e significativamente
diferente aos das cultivares de feijdo-comerciais bem como a da cultivar feijdo-caupi
BRS-Milénio estudada por FROTA; SOARES; AREAS, (2008), indicando um aumento
no valor energético com o processo de biofortificacdo e que as necessidades metabolicas
do organismo humano podem ser atendidas com o consumo de uma menor porc¢do das

cultivares de feijao-caupi recém introduzidas pela Embrapa Meio-Norte.

9.5 Concentracédo de compostos fenolicos totais (CFT) nos feijoes crus

A Figura 25 apresenta a concentracdo de fenois totais (CFT) em sementes das
diferentes cultivares de feijdo. A aplicagdo dos solventes extratores foi baseada em
testes qualitativos preliminares realizados no laboratério. Considerando o extrato
aquoso, a CFT variou de 1,4 (Carioca) a 3,0 mg g* (Verde) nas cultivares comerciais,

valores estes sendo 0 menor e maior entre as medidas analisadas. Para as cultivares de
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feijao-caupi a variagdo foi de 1,8 (Guariba) a 2,0 mg g* (Aracé), assim observa-se uma
variacdo menor de CFT neste grupo de cultivares. No extrato aquoso observa-se ainda
que as cultivares biofortificadas Aracé e Xiquexique apresentaram CFT superior & da
cultivar ndo biofortificada Guariba.

Para a extracdo com metanol, CFT a maior variacdo tambem foi das cultivares
comerciais com valores de 1,5 (Branco) a 4,3 mg g (Verde), ja os CFT presente no
extrato metandlio das cultivares de feijao-caupi variou de 1,3 (Guariba) a 1,6 mg g™
(Aracé). O resultado encontrado para a cultivar ndo biofortificada Guariba foi o0 menor
entre as amostras analisadas, ja o resultado da cultivar biofortificada Aracé, maior entre
as cultivares de feijdo-caupi, foi semelhante apenas a cultivar biofortificada Xiquxique.

O resultado obtido no extrato aquoso na cultivar biofortificada de feijdo-caupi
Tumucumaque foi superior a 177 £ 0,78 mg GAE (equivalente de acido galico)/100 g
encontrado no extrato acetonico (80%) da mesma cultivar, analisado por MOREIRA-
ARAUJO et al., (2017). Ja no extrato aquoso da cultivar Xiquexique o resultdado
encontrado foi estatisticamente semelhante a 199,05 + 1,98 mg GAE (equivalente de
4cido galico)/100 g relatado por MOREIRA-ARAUJO et al., (2018), apds extracdo

utlizando solugdo aquosa de acetona a 80%.

Figura 25: Valores encontrados (média + desvio padrdo, n=3) para a concentracdo™
fendis totais, em mg g, em sementes cruas de cultivares de feijdo-caupi e feijdo
comercial.
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*Letras minusculas iguais indica semelhanca estatistica entre as cultivares.
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Os compostos fendlicos tém reconhecidas propriedades bioativas como atividade
antioxidante e anticarcinogénica porém alguns compostos em alta concentragdo pode
reduzir a absorcdo de nutrientes minerais devido a formacéo de complexo insoltveis nas
condicbes gastrointestinal humana (DOMINGUEZ-AVILA et al., 2017). Comparando
os dois extratos, para as cultivares de feijdo-caupi e na cultivar comercial Branco, o
CFT em extrato aquoso foi superior ao CFT encontrado no extrato metanolico, ja as
cultivares comerciais, Carioca, Verde e Preto apresentou maior CFT no extrato
metandlico.

Em termos percentuais a mudanca para o extrato metanolico reduz em 19, 23,
20 e 31% o CFT nas cultivares biofortificadas Aracé, Tumucumaque, Xiquexique e ndo
biofortificada Guariba, respectivamente. Estes resultados indicam que 0s compostos
fenolicos presentes na matriz da maioria das cultivares sdo mais polares. Nas cultivares
comerciais apenas a cultivar Branco teve uma reducdo de 26%, as demais apresentaram
aumento no CFT de 26, 44 e 160% para Preto, Verde e Carioca, respectivamente.
VALDES et al., (2011) também reportaram a influéncia do solvente na concentragao de
fenois totais de gendtipos de feijao.

A literatura tem reportado uma relagéo entre a cor das sementes de feijdo e seu
perfil de compostos fendlico onde cultivares coloridos como Carioca, Verde e Preto
apresentam alta concentracdo de flavonoides (ex. kaempferol) enquanto aquelas menos
coloridas possuem acidos fendlicos como compostos majoritarios (MOKRANI;
MADANI, 2016; STALIKAS, 2007). De fato, os &cidos fendlicos apresentam maior
extractabilidade em &gua enquanto os flavonoides sdo melhores recuperados usando
solventes organicos (LIN et al., 2008; LOS et al., 2019).

Como pode ser visto na Figura 25, dentro de cada grupo (comercial ou caupi), as
cultivares de coloragéo escura, Carioca, Preto, Verde nos comerciais e a biofortificada
Aracé nas cultivares de feijao-caupi, apresentaram o0s maiores valores de CTF
corroborando com a correlagdo cor e concentracdo de compostos fendlicos (DE
TOLEDO et al., 2013; GANESAN; XU, 2017). Essa relacdo entre aspecto visual e

composi¢do quimica pode ser um parametro, mas ainda requer mais estudos.
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9.6 Correlacao e analise de componentes principais

O metabolismo de elementos em um tecido vegetal depende da relacdo intra- e
interespecifica existentes na matriz. Entdo, o coeficiente de Pearson foi usado para
avaliar a correlacdo da concentracdo total, bioacessivel e biodisponivel de cobre,
manganés e magnésio com 0s outros constituintes estudados em sementes de feijdo. Os
valores estimados para os coeficientes de correlagéo de Pearson (r) estdo mostrados na
Tabela 8 no qual r > 0,7 com p< 0,05 foram considerados significativos. Ndo foram
observadas correlacfes significativas envolvendo a concentracdo total de ferro (Fe-T),
cinza, compostos fendlicos presentes no extrato aquoso e a fracao bioacessivel de zinco
e manganés.

Para o ferro, foram observadas correlacdes apenas envolvendo a fragédo
bioacessivel (Fe-A%), correlacbes estas com a fracdo biodisponivel (r = 0,871, p<0,05),
concentracéo total de zinco (r = 0,754, p<0,05), umidade (r = -0,784, p<0,05) e valor
energético (r = 0,760, p<0,05). A correlacdo significativa entre as fracbes do mesmo
elemento foi a Unica encontrada neste estudo. J& a correlagdo com o zinco indica mais
um beneficio de se biofortificar feijdo também com zinco e ndo sé apenas com o ferro.
No caso do valor energético, este se correlacionou com a concentracao de zinco total (r
= 0,841, p<0,05) e com umidade (r = -958, p<0,05), com isso a reducdo da umidade no
grdo pode aumentar o valor energético e, consequentemente, aumentar a concentragdo
total de zinco (Zn-T) e com as alteracfes nestes fatores ocorrer o aumento da fracdo
bioacessivel de ferro.

A correlacdo entre a concentracdo total de cobre com os demais componentes
avaliados também foi baixa. Mas cabe destacar que a relacdo entre cobre e zinco (r = -
0,641) e entre cobre total e o valor energético (r = -0,739, p < 0,05) sdo antagonicas.
Essa correlagdo com o zinco é esperada, estes elementos competem por proteinas
transportadores para captacdo e transporte em plantas superiores. Este fator pode ter
limitado a quantidade de cobre em sementes das cultivares feijao-caupi biofortificados
(AJEESH KRISHNA et al., 2020).

A absorcdo de cobre no trato gastrointestinal apresentou uma razoavel
correlagdo positiva com a fragcdo bioacessivel (r = 0,744, p<0,05) e biodisponivel de
magnésio (r = 0,754, p<0,05). Esta correlacdo ainda ndo havia revelado por estudos

iondbmicos anteriores em matrizes vegetais (BAXTER, 2009).
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Tabela 8: Valores dos coeficientes de Pearson para as correlagdes entre a composic¢ao centesimal, CFT, a concentragéo total (T) de Cu, Mn, Mg,
Fe e Zn e as suas fracOes bioacessiveis (A%) e biodisponiveis (D%).

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

1 Cu-T 1.0,114 -0,360 -0,641 0662 0557 -0,161 0,070 -0,105 -0,609 -0,098 0445 0,280 0,342 -0,591 0,619 -0,077 -0,351 -0,140 -0,440 -0,739* -0,410 0,110
2 Mn-T 1 -0,403 0,610 0,238 0,114 -0,033 0425 0,407 0549 -0,088 -0,754* -0,061 -0,736* 0,254 -0,472 0,080 0,678 0,752 -0,286 0,407 -0,144 -0,520
3 Mg-T 1 0,363 -0,142 -0,226 -0,032 -0,853* -0,380 0,122 -0,588 0,265 -0,783" -0,210 0,179 -0,060 0,332 -0,520 -0,060 0,542 0,186 -0,031 0,311
4 Zn-T 1 0,038 -0,386 0,103 -0,115 -0,010 0,744* -0,317 -0,630 -0,594 -0,849* 0,503 -0,811* 0,391 0,408 0,540 0,413 0,841 0,147 -0,340
5 Fe-T 1 -0,008 -0,096 0,010 -0,213 -0,137 -0,247 0,138 -0,002 -0,164 -0,235 -0,083 0,396 -0,181 0,086 0,151 -0,049 -0,193 -0,219
6 Cu-A% 1 0,002 0,095 0,134 -0,317 -0,254 -0,006 -0,129 -0,015 -0,505 0,640 -0,524 0,016 0,136 -0,891* -0,732* -0,362 0,311
7 Mn-A% 1 0,514 0305 0551 0508 -0,563 -0,110 0,138 0421 -0,436 -0,634 0566 -0,597 0,153 0,267 0,254 -0,334
8 Mg-A% 1 0,520 0,287 0,744* -0,612 0574 0,127 0,146 -0,295 -0,561 0,809 -0,158 -0,327 0,115 0,232 -0,467
9 Zn-A% 1 0,545 0,390 -0,541 0,290 0,024 0,560 -0,063 -0574 0516 0,036 -0,306 0,008 -0,254 -0,497
10 Fe-A% 1 0,201 -0,855* -0,275 -0,461 0,871* -0,784* -0,126 0,697 0,168 0,301 0,760 -0,004 -0,680
11 Cu-D% 1 -0,276 0,754 0,612 0,383 -0,218 -0,415 0,532 -0,497 0,027 0,170 0,117 -0,524
12 Mn-D% 1 0,141 0,526 -0,567 0,696 0,336 -0,939* -0,279 0,103 -0,595 -0,113 0,586
13 Mg-D% 1 0,650 -0,014 0,196 -0,130 0,157 -0,211 -0,205 -0,199 -0,086 -0,324
14 Zn-D% 1 -0,084 0,492 -0,298 -0,293 -0,743* -0,016 -0,471 -0,127 0,035
15 Fe-D% 1 -0,617 -0,013 0,466 0,003 0442 0,685 -0,205 -0,761%
16 Umidade 1 -0,223 -0,617 -0,121 -0,593 -0,958* -0,387 0,560
17 Cinza 1 -0,407 0470 0510 0377 -0,149 -0,084
18 Proteina 1 0,166 -0,204 0,507 0,158 -0,609
19 Lipidios 1 -0,295 0,217 -0,320 -0,146
20 Carboidratos 1 0,653 0,321 -0,178
21 V.E. 1 0,287 -0,551
22 CFT! 1 0,407
23 CFT? 1

#Correlagdes com p < 0,05; extrato aquoso; 2extrato metanolico.
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A concentracdo de proteina também apresentou correlacdo positiva com a fracéo
bioacessivel de magnésio (r = 0,809, p<0,05). Porém, os coeficientes de Pearson foram
negativos para a correlacdo entre a concentracdo total de magnésio com suas fracdes
bioacessivel (r = -0,853, p<0,05) e biodisponivel (r = -0,783, p<0,05), demonstrando que o
aumento na captacdo de magnésio estd associado com outros componentes da matriz da
semente de feijdo como o cobre e proteina. Ao contrério, a bioacessibilidade de cobre
apresentou uma correlacdo negativa com o percentual de carboidratos (r = -0,891, p<0,05).
Estudos reportam que carboidratos interagem fortemente com o cobre reduzindo sua absor¢éo
e induzindo sua deficiéncia agravando a crise metabodlica em pacientes com patologias
relacionadas ao metabolismo do micronutriente (SONG; VOS; MCCLAIN, 2018).

O coeficiente de Pearson foi significativo e negativo para a correlacdo da concentracao
total de manganés com a sua fracdo biodisponivel (r = -0,754, p<0,05), indicando que a
absorcdo de manganés fornecido pelo feijdo sofre interferéncia de outros fatores nutricionais.
De fato, a correlagdo entre a disponibilidade de manganés com ferro bioacessivel e o
percentual de proteinas também foram significativas e negativas, r= -0,855 e -0,939,
respectivamente (p<0,05). O efeito antinutricional de proteinas e ferro sobre a absorcdo de
Mn de alimentos vegetais é pouco conhecido o qual Ca, fibras e fitatos sdo 0s componentes
mais comuns por promover a reducdo fracdo sollvel disponivel do micronutriente para
absorcdo no trato intestinal humano devido os complexos insoluveis formados
(NOSRATPOUR; JAFARI, 2018).

A correlacdo entre a fracdo biodisponivel de zinco e concentragdo total deste elemento
(r=-0,849, p<0,05), com a concentracao de lipidios (r=-0,743, p<0,05) e com a concentracdo
total de manganés (r= -0,736, p<0,05) revelou valores significativos negativos. Este achado
pode colaborar para eficiéncia do processo de biofortificacdo indicando um impedimento na
producdo de culturas com alta concentracdo de zinco e manganés e que a reducdo da
concentracdo de lipidios pode levar a uma melhoria na biodisponibilidade de zinco. Ao
contrario, a correlacdo entre a concentracdo de manganés e lipidios apresentou coeficiente de
Pearson positivo (r= 0,752, p<0,05). Esse comportamento pode ser especifico do feijdo, pois
MOREDA et al., (2016) avaliaram a biodisponibilidade de manganés em nozes e sementes in
natura, e ndo observaram interagcdo com os lipidios.

Como pode ser visto na Tabela 8, a correlagdo do CFT para ambos 0s extratos com 0s
nutrientes minerais e suas fracbes foram baixos, exceto para a fracdo de ferro biodisponivel,

onde ocorreu uma correlacdo de -0,761 (p < 0,05) com os CFT do extrato metandlico. Esse
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resultado indica que os compostos fenolicos polares das sementes de feijdo apesar de se
apresentar como fatores nutricionais e bioativos (DOMINGUEZ-AVILA et al., 2017) podem
diminuir a fracdo de ferro absorvido pelo trato gastrointestinal.

Para ampliar as informacGes das correlacdes observadas, a analise de componentes
principais (PCA) foi aplicada usando um conjunto de dados que reuniu as variaveis estudadas
aqui para as oito cultivares de feijdo e a inclusdo da concentracdo total, bioacessivel e
biodisponivel de ferro e zinco reportadas por COELHO et al., (2021), pois as matrizes de
feijdo foram as mesmas (CORRADI et al.,, 2020; GRANATO et al., 2018). As quatro
componentes podem explicar 83,0% da variancia total no qual a PC1 e PC2 descrevem 36,0%
e 22,0%, respectivamente. A Figura 26 mostra o grafico de escores e loadings para PC1 vs
PC2. Considerando a PC1 (Figura 26), foi possivel observar a discriminacdo entre as

cultivares de feijao-caupi e comercial.

Figura 26: Grafico de PC1l vs PC2 com escores (eixo preto) e loadings (eixo azul)
considerando os fatores nutricionais avaliados nas sementes cultivares de feijdo cruas e
cozidas. As letras A, D e T referem-se as concentracBes bioacessiveis e biodisponiveis e ao
total de Fe, Zn, Cu, Mn e Mg nas amostras, em sua na forma crua (r) e cozida (c).
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O escore positivo em PC1 para as cultivares de feijao-caupi pode ser atribuido ao
efeito da biofortificaco que aumentou a concentragdo total de zinco (Zn-Tr e Zn-Tc) e
magnésio (Mg-Tc) bem como a bioacessibilidade de ferro (Fe-Ar) e zinco (Zn-Ar) comparado
aos feijoes comerciais (ver Tabela 9).

Para a cultivar biofortificada Aracé, a maior concentracdo destas varidveis, com as
variaveis que influenciam de forma positiva na PC2 ajudam a diferir esta cultivar das demais
estudadas, comercial e caupi. Entre os componentes majoritarios, € observado que a umidade
¢ a variavel que influencia de forma mais negativa na PC1, deslocando para a esquerda do
grafico as amostras com maiores valores nesta variavel, no caso, as cultivares comerciais. A
PC2 revelou uma distincdo entre as cultivares de feijdo-caupi, deixando as cultivares
biofortificadas Tumucumaque e Aracé em um quadrante (lado positivo da PC2) e a
biofortificada Xiquexique e ndo biofortificada Guariba em outro (lado negativo da PC2).

Isto é resultante da interagdo entre os fatores cozimento e biofortificacdo o qual
elevaram a disponibilidade de manganés (Mn-Dc e Mn-Dr), da concentracdo total (Cu-Tc) e
bioacessivel (Cu-Ac) de cobre nas cultivares biofortificadas Aracé e Tumucumaque em
relacdo a biofortificada Xiquexique e ndo biofortificada Guariba. A concentracdo de zinco
biodisponivel da semente crua (Zn-Dr), variavel que mais influéncia de forma negativa na

PC2 distingue a cultivar comercial Verde das demais comerciais.
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Tabela 9: Loadings dos fatores nutricionais avaliados para os quatro componentes principais.

Fatores nutricionais* Loadings
PC1(36%) PC2(22%) PC3(14%) PC4(11%)
Carboidrato (Carb) 0,102 -0,162 0,160 0,069
CFT-Aquoso (CFT-AQ) 0,013 -0,166 -0,239 -0,178
CFT-Metanol 80% (CFT-M) -0,153 -0,105 -0,019 -0,295
Cinza 0,054 0,044 0,307 -0,156
Cu-Ac -0,129 0,268 0,039 0,168
Cu-Ar -0,192 0,206 0,014 0,126
Cu-Dc -0,128 0,240 0,204 0,046
Cu-Dr -0,174 0,158 -0,080 0,258
Cu-Tc -0,067 0,260 0,072 0,257
Cu-Tr -0,191 0,204 0,048 0,147
Fe-Ac 0,220 0,051 0,103 0,100
Fe-Ar 0,245 0,060 -0,045 0,151
Fe-Dc 0,127 -0,084 0,147 0,334
Fe-Dr 0,224 -0,023 0,075 0,229
Fe-Tc 0,093 0,126 0,224 0,156
Fe-Tr -0,026 0,224 0,125 0,115
Lipidios (Lipid) 0,109 0,206 0,073 -0,281
Mg-Ac 0,217 -0,127 0,096 0,077
Mg-Ar 0,138 -0,079 -0,228 0,201
Mg-Dc 0,120 -0,037 0,333 0,045
Mg-Dr -0,060 -0,173 0,237 0,102
Mg-Tc 0,243 -0,078 0,018 -0,006
Mg-Tr 0,069 -0,156 0,259 -0,059
Mn-Ac 0,188 0,187 -0,146 0,073
Mn-Ar 0,161 0,138 -0,244 0,199
Mn-Dc 0,098 0,272 -0,013 -0,236
Mn-Dr -0,043 0,280 0,132 -0,099
Mn-Tc 0,166 0,237 -0,099 -0,120
Mn-Tr 0,161 0,245 -0,117 -0,085
Proteina (prot) 0,147 0,062 -0,306 0,110
Umidade (umid) -0,228 0,034 0,078 -0,047
Valor energético (V.E.) 0,222 -0,063 -0,012 0,011
Zn-Ac 0,183 0,158 0,213 -0,126
Zn-Ar 0,250 0,062 -0,019 -0,057
Zn-Dc 0,084 0,029 0,282 -0,116
Zn-Dr -0,032 -0,236 0,103 0,286
Zn-Tc 0,256 0,053 0,009 -0,034
Zn-Tr 0,245 0,028 0,032 -0,119

*As letras A D e T refere-se as concentragdes bioacessiveis, biodisponiveis e total de Fe, Zn,

Cu, Mn e Mg nas amostras na forma crua (r) e cozida (c).
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A concentr¢do biodisponivel de zinco (Zn-Dc) e magnésio (Mg-Dc) nos feijoes
cozidos e a concentragdo de cinza foi o que mais influenciou no lado positivo, ja a
concentracdo de proteina no lado negativo da componente principal 3 (PC3). Observa-se na
Figura 27, que essas variaveis contribuem na distin¢do da cultivar biofortificada Xiquexique
(lado positivo), principalmente em relacdo as demais cultivares biofortificadas Aracé e
Tumucumaque (lado negativo). Essas varidveis também indicam uma similaridade das
cultivares Aracé e Tumucumaque. Entre os comerciais, a cultivar Branco, por apresentar
elevada concentracdo de proteina, fica mais do lado negativo da PC3 e difere, principalmente,

das cultivares comercias Preto e Carioca, que ficaram do lado positivo.

Figura 27: Grafico de PC3 vs PC4 com escores e loadings considerando os fatores
nutricionais avaliados nas sementes cultivares de feijdo cruas e cozidas. As letras A, D e T
referem-se as concentracOes bioacessiveis e biodisponiveis e ao total de Fe, Zn, Cu, Mn e Mg
nas amostras, em sua forma crua (r) e cozida (c).
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Para a componente principal 4 (PC4), observa-se que a concentragdo biodisponivel de
ferro nos feijoes cozidos (Fe-Dc) e de zinco nos feijoes cru (Zn-Dr) faz as cultivares
biofortificadas Tumucumaque e néo biofortificada Guariba serem mais similiar que as demais
cultivares de feijdo-caupi. A concentragéo de lipidios e compostos fenolicos totais presente no

extrato metandlico (CFT-M) influenciram de forma negativa na PC4 sendo que a
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concentracdo de lipidios foi outra variavel que fez a cultivar biofortificada Aracé diferir das
demais sementes de feijdo-caupi, ja A CFT mais elevada no extrato metandlico nas cultivares
comerciais Verde e Carioca o difere das demais sementes de feijdo estudada.

Com isso das 38 variaveis estudadas, 17 foram as que mais tiveram importancia na
analise de componentes principais. Destas 17 (dezessetes), envolvia, além de cinza, proteinas,
lipidios e compostos fenolicos presente no extrato metanolico, 2 o nutriente ferro, 5 o zinco, 2
de cobre, manganés e magnésio. Com isso observa-se que a composi¢do centesimal possui um
grau de importancia na classificacdo de sementes de feijdo e que o processo de biofortificagdo

esta possibilitando a distingdo entre cultivares biofortificadas e ndo biofortificadas.
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10 CONSIDERACOES FINAIS

A concentracdo de manganés nas sementes das cultivares de feijdo-caupi
biofortificadas foi significativamente superior a de feijdo comercial enquanto a
bioacessibilidade foi ca. 51,6% maior. Também a concentracdo de magnésio das cultivares
de feijao-caupi foi maior, alcancando uma bioacessibilidade e biodisponibilidade superior a
50,0% e 21,0%, respectivamente. Os niveis de cobre foram pouco sensiveis aos efeitos da
biofortificacao.

O cozimento modificou a concentracdo de cobre, manganés e magnésio das sementes
das cultivares de feijdo-caupi. Ao contréario, a bioacessibilidade e biodisponibilidade dos
minerais em sementes cozidas das cultivares de feijao-caupi foi aumentada significativamente
comparada as amostras cruas.

Os destaques, avaliando a composicdo centesimal, consiste na alta concentracdo de
lipidios e valor energético apresentado pelas sementes de feijdo-caupi. A aplicacdo de
diferentes solventes para extracdo de compostos fenolicos possibilitou verificar que as
sementes feijoes sdo constituidas de espécies mais polares. Investigando a interacdo entre 0s
fatores nutricionais estudados, verificou-se uma correlagdo iondmica desconhecida entre
cobre e magnésio bem como uma correlagdo sinérgica entre a concentracdo de manganés e
lipidios.

Foi observado correlacdes antagdnicas de cobre e manganés com zinco o que pode ser
considerado um fator limitante para o aumento da concentracdo dos micronutrientes nas
sementes de cultivares de feijdo-caupi biofortificados. A PC1 foi suficiente para discriminar
as cultivares de feijdo-caupi e feijdo comercial baseado nos altos loadings apresentados para a
concentracdo de zinco e ferro indicando que os efeitos da biofortificacdo sdo superiores ao de
outros fatores, ex. cozimento. Entdo, os dados mostram que os efeitos benéficos da
biofortificacdo de cultivares de feijdo-caupi recém introduzidas pela Embrapa estdo além
daqueles reportados por Coelho et al., (2021).
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11 CONCLUSAO

O consumo destes feijoes-caupi biofortificados tem potencial para reverter a
deficiéncia e/ou contribuir para manutencdo da homeostase dos micronutrientes na dieta
humana considerando o papel crucial destes nutrientes para as funcdes vitais, ex. imunidade
inata.

No entanto, mais estudos devem ser feitos no sentido de identificar e caracterizar
biomoléculas, como metaloproteinas, para aprofundar a compreensdo da interacdo dos
micronutrientes em sementes de feijdo-caupi e avaliar o efeito da coccdo nestas
metaloproteinas.

Além disso, sugere-se avaliar o efeito da biofortificacdo na composicdo de substancias
gue promovem ou inibem a biodisponibilidade de ferro e zinco e ainda identificar e classificar

feijoes com base na composicao de compostos fendlicos presentes nas sementes.
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