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Resumo

PEREIRA, Aline Machado. Caracterizacdo das propriedades tecnoldgicas,
nutricionais e bioativas de gendtipos de feijdes crioulos. Orientadora: Marcia
Arocha Gularte. 2022. 118f. Tese (Doutorado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos)
- Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas, 2022.

As caracteristicas tecnolégicas e a qualidade nutricional de novos gendtipos de
feijdo devem ser considerados e explorados a fim de gerar conhecimento sobre
estas, antes de serem lancados comercialmente. Sendo assim, feijdes provenientes
de cultivo com genotipos crioulos podem apresentar caracteristicas de qualidade
tecnolégicas e nutricionais tdo, ou mais vantajosas do que cultivares comerciais,
sendo uma boa alternativa para o consumo. O objetivo do estudo foi caracterizar as
propriedades tecnoldgicas, nutricionais e bioativas de gendtipos crioulos de feijdes
pretos (Phaseolus vulgaris L.). Foram utilizados os genotipos crioulos BRS Expedito,
TB02-19 e TB02-23 obtidos da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(Embrapa) - Estacdo Clima Temperado — Pelotas/Brasil. As amostras foram
armazenadas em sacos de polietileno transparente com espessura de 80 ym em
sala de armazenamento, onde permaneceram até a realizacdo das andlises
laboratoriais, em um periodo de 365 dias. Para as analises com armazenamento, as
avaliacdes foram realizadas a cada quatro meses. O armazenamento proporcionou
aumento do tempo de coccao e escurecimento até o oitavo més, e ao final, aumento
do coeficiente de hidratacdo. A BRS Expedito apresentou maior conteddo de
compostos fendlicos e flavonoides totais, o TB02-19 de antocianinas e
proantocianidinas totais e capacidade antioxidante média de 22% pelo método
ABTS e 46% pelo método DPPH, ndo apresentando diferenca entre eles. O amido
dos trés genotipos apresentaram alto teor de amilose e o feijdo TB02-23 apresentou
maior teor de amido resistente. Os granulos de amido apresentaram superficies
lisas, formato oval a esférica e tamanho heterogéneo, nao revelando discrepancias.
Os amidos apresentaram alta luminosidade, indicando amidos mais brancos. Os
principais acidos graxos encontrados foram a-linolénico e linoleico, considerados
acidos graxos essenciais. O processo térmico proporcionou uma diminuicdo das
antocianinas e também para a maioria dos acucares. O estudo da concentracdo de
minerais existentes no feijdo cozido é mais importante nutricionalmente que a
caracterizacdo do grao cru, por ser consumido cozido. Os resultados encontrados
nesse estudo indicam que possivelmente a 4gua e o processo de coccdo tem
influéncia significativa no teor de minerais, sendo que a maceracao do feijao provoca
uma lixiviacdo de minerais. E os elementos mais bioacessiveis entre todos 0s
elementos considerados, foram o cobre e o zinco. Por fim, pode-se concluir que
cada genotipo crioulo estudado apresenta caracteristicas distintas, e o conhecimento
das caracteristicas tecnolégicas e nutricionais dos genotipos de feijdes crioulos
amplia a disponibilidade de sementes de qualidade para cultivo.

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris L. Armazenamento. Minerais. Bioacessibilidade.



Abstract

PEREIRA, Aline Machado. Characterization of technological, nutritional and
bioactive properties of creole beans genotypes. Advisor: Marcia Arocha Gularte.
2022. 118f. Thesis (Doctorate in Food Science and Technology) — Postgraduate
Program in Food Science and Technology, Federal University of Pelotas, Pelotas,
2022.

The technological characteristics and the nutritional quality of new bean genotypes
must be considered and explored in order to generate knowledge about them, before
being commercially launched. Thus, beans from cultivation with creole genotypes
can present technological and nutritional quality characteristics as, or more,
advantageous than commercial cultivars, being a good alternative for consumption.
The aim of the study was to characterize the technological, nutritional and bioactive
properties of creole genotypes of black beans (Phaseolus vulgaris L.). Creole
genotypes BRS Expedito, TB02-19 and TBO02-23 obtained from the Brazilian
Agricultural Research Corporation (Embrapa) - Estacdo Clima Temperado -
Pelotas/Brazil were used. The samples were stored in transparent polyethylene bags
with a thickness of 80 um in a storage room, where they remained until the laboratory
analysis was carried out, in a period of 365 days. For analyzes with storage,
evaluations were performed every four months. Storage provided an increase in the
cooking time and browning until the eighth month, and at the end, an increase in the
hydration coefficient. BRS Expedito had a higher content of phenolic compounds and
total flavonoids, TB02-19 of total anthocyanins and proanthocyanidins and an
average antioxidant capacity of 22% by the ABTS method and 46% by the DPPH
method, with no difference between them. The starch of the three genotypes had
high amylose content and the TB02-23 bean had the highest resistant starch content.
The starch granules presented smooth surfaces, oval to spherical shape and
heterogeneous size, revealing no discrepancies. The starches showed high
luminosity, indicating whiter starches. The main fatty acids found were (-linolenic
and linoleic, considered essential fatty acids. The thermal process provided a
decrease in anthocyanins and also for most sugars. The study of the concentration of
minerals in cooked beans is nutritionally more important than the characterization of
raw beans, as they are consumed cooked. The results found in this study indicate
that the water and the cooking process possibly have a significant influence on the
mineral content, and the maceration of beans causes a leaching of minerals. And the
most bioaccessible elements among all the elements considered were copper and
zinc. Finally, it can be concluded that each creole genotype studied has different
characteristics, and knowledge of the technological and nutritional characteristics of
creole bean genotypes increases the availability of quality seeds for cultivation.

Keywords: Phaseolus vulgaris L. Storage. Minerals. Bioaccessibility.
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1. Introducéo

O Brasil tem-se destacado como maior produtor mundial de feijdo, na
safra de 2020/2021 a producgédo foi de 3,1 milhdes de toneladas (CONAB,
2021). Além disso, o feijao € um grdo consumido diariamente pela grande
maioria da populacdo brasileira variando a preferéncia em relacdo aos
aspectos fisicos como cor, tamanho, forma e brilho. (VENTURELLI et al.,
2014). A espécie de feijao mais consumida pertence a classe Dicotileddnea,
familia Fabaceae, género Phaseolus, sendo Phaseolus vulgaris L. a mais
conhecida, possuindo uma ampla variedade de tipos, tais como, carioca, preto,
roxo, mulatinho, além de tipos com grdos graudos (PIRES et al.,, 2005;
PEREIRA et al., 2012).

Apesar da grande disponibilidade de feijao para consumo, € importante
conhecer a composicdo quimica deste produto para obter uma dieta
equilibrada. O feijao constitui-se de importante fonte de proteinas (16 — 33%),
carboidratos, fibras, minerais e é rico em nutrientes essenciais ao metabolismo
humano (LOS et al., 2019). O contetudo de carboidratos pode chegar a 65%,
apresentando-se na forma de polissacarideos (ndo amilaceos),
oligossacarideos e amido (SLUPSKI, 2010; AZARPAZHOOH; BOYE, 2013;
ZAMINDAR et al.,, 2013). Os graos de feijado também apresentam uma
composicado variada de minerais, que variam em funcao do genétipo utilizado e,
também da estrutura morfolégica do grdo (tegumento, eixo embrionario e
cotilédone). Esses minerais apresentam importantes funcdes na dieta humana,
auxiliando no bom funcionamento do organismo, transporte de oxigénio,
metabolismo energético, balanca hidrico, cofatores e funcédo estrutural. O feijao
também apresenta fatores antinutricionais, que sdo compostos ou classe de
compostos que minimizam o aproveitamento dos nutrientes dos alimentos de
origem vegetal, que sédo reduzidos com o cozimento do gréo. Entre esses
compostos, em feijdo, estdo o acido fitico e os taninos (BENEVIDES et al.,
2011; ZAMINDAR et al., 2013).

A utilizagdo de sementes de feijdo, pelos agricultores familiares € na sua
maioria proveniente de genotipos crioulos. Estes buscam nas sementes
selecionadas as qualidades requeridas para multiplicacdo, como, maior

rusticidade, resisténcia a doencas e capacidade de adaptacdo as condi¢des do
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ambiente em que sdo cultivados, garantindo o sustento das familias e
possibilitando os plantios das proximas safras. Genotipos crioulos ou locais sado
aqueles que nao sofreram melhoramento genético e sdo chamadas assim por
serem produto de selecdo por agricultores de comunidades tradicionais,
indigenas, caboclos, quilombolas, entre outros (BARBOSA et al.,, 2010;
PALACIO FILHO et al., 2011).

Os aspectos de qualidade tecnolégica dos grdos como, a alta
capacidade de hidratacdo e menor tempo de coccdo, sao de grande
significAncia para o desenvolvimento de novos genotipos, caracteristicas essas
afetadas pelo ambiente, constituicdo genética e armazenamento (PERINA et
al., 2014; SANTOS et al., 2016). Frequentemente novos gendtipos de feijao
sdo desenvolvidos e o seu valor econdbmico depende de varios fatores, como
rendimento, resisténcia a doencas, tamanho e cor dos grdos e qualidade
nutricional, além do tempo de coccdo, da textura e das caracteristicas
sensoriais dos graos apés a coccdo (SHIMELIS, RAKSHIT, 2005). As
caracteristicas tecnolégicas e a qualidade nutricional de novos gendétipos de
feijdo devem ser considerados e explorados a fim de gerar conhecimento sobre
estas, antes de serem lancados comercialmente. Sendo assim, feijdes
provenientes de gendtipos crioulos podem apresentar caracteristicas de
qualidade tecnoldgicas e nutricionais tdo, ou mais vantajosas do que cultivares

comerciais, sendo uma boa alternativa para 0 consumo.



18

2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral
Caracterizar as propriedades tecnoldgicas, nutricionais e bioativas de

genatipos crioulos de feijdes preto (Phaseolus vulgaris L.).

2.2. Objetivos Especificos

- Analisar as caracteristicas tecnoldgicas, tais como tempo de coccao,
coeficiente de hidratacdo, teor de proteina, digestibilidade proteica, cor e
dureza dos genatipos crioulos de feijdo preto, armazenados durante um ano;

- Caracterizar o amido dos genatipos crioulos de feijées preto;

- Quantificar os compostos bioativos totais dos genotipos crioulos de
feijbes preto;

- Avaliar o efeito da coccdo nos compostos bioativos, tais como
acucares, acidos graxos, compostos fendlicos e antocianinas dos genaétipos
crioulos de feijao preto.

- Avaliar o efeito da coccdo nos teores de minerais e determinar a
porcentagem bioacessivel destes minerais nos genoétipos crioulos de feijdo

preto, mediante digestdo gastrointestinal, utilizando didlise in vitro.
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3. Revisao Bibliografica

3.1. Feijdo

O Brasil é um dos maiores produtores de feijdo do mundo, apresentando
producdo anual de mais de 3 milhdes de toneladas, em area cultivada de 3
milhdes de hectares e produtividade média de 1.000 kg ha* (CONAB, 2021). O
gréo de feijdo apresenta uma estrutura com trés partes bem caracteristicas
(Figura 1), o tegumento que é o revestimento do grdo e, onde h& maior
concentracdo de compostos fendlicos, o cotilédone, que concentra a maior
parte de carboidratos, minerais e proteinas, além de apresentar o maior peso
em relacdo as outras partes do grdo e o eixo embrionario que origina novas
plantas de feijdo. Existem formas distintas de feijdo comum, as principais sao
as arredondadas e elipticas; e dependendo do gendtipo pode-se observar
tamanhos diferentes e grande variedade de cores (preta, vermelhas, marrom,
roxa, verdes, amarelas) (YOUSIF, KATO, DEETH, 2006; AFONSO, 2010).

Tegumento

—=Cotilcdone

liixo embrionario

Figura 1 - Estrutura do feijdo. Fonte: PAREDES, 2017.

Por ser uma cultura de ciclo curto, o feijao possibilita o plantio em até
trés épocas como a safra das aguas, cujo plantio vai de agosto a dezembro e
concentra-se na Regido Sul; a safra da seca, com plantio de janeiro a abril,
abrangendo todo o pais e a safra do inverno, com plantio de maio a agosto,

concentrando-se mais no Centro-Oeste. As safras das aguas e da seca que
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nao levam irrigacdo suplementar, sdo responsaveis por 80% da producédo
mundial (SILVA; WANDER, 2013; MOURA, BRITO, 2015).

O feijao cultivado por pequenos agricultores que conservam o0sS
genotipos crioulos, sem forte domesticagdo e melhoramento genético, mantem
os alelos relacionados a caracteristicas que conferem rusticidade, estabilidade
e ampla adaptabilidade a variacbes ambientais. Devido a estas caracteristicas
€ possivel selecionar materiais que possuam adaptabilidade as condi¢fes
climaticas de determinada regido e, também resisténcia ao ataque de doencas
e pragas comuns da cultura (LONDRES, 2014).

O consumo per capita de feijdo no Brasil despencou 42% nos ultimos 40
anos, passando de 24,9 quilos por habitante ao ano para 14,3 quilos por
habitante ao ano (CONAB, 2021). As mudancas no estilo de vida da populacdo
e o desconforto intestinal, as vezes sentido por algumas pessoas, causado pelo
feijdo, pode estar limitando as preferéncias dos consumidores e ocasionando a
diminuicdo do seu consumo (ALFARO et al., 2020). Como destacado, uma das
causas dessa diminuicdo do consumo é o desconforto intestinal devido ao
armazenamento inadequado, que resulta no aumento do tempo de cozimento e
diminuicdo da qualidade nutricional e sensorial do feijdo (FERREIRA et al.,
2018).

O armazenamento prolongado € um fator determinante na perda da
qualidade do feijdo, caracterizado por aumento do tempo de coc¢do, aumento
do grau de dureza, mudancas no sabor e escurecimento do tegumento em
alguns gendtipos. O aumento do tempo de cocgdo € caracterizado pela
dificuldade de absorcdo de agua pelos graos durante o processo de hidratacao
e coccao, acarretando elevados tempos de coccéao, reduzindo a palatabilidade,
aceitabilidade e valor comercial. As principais causas deste aumento durante o
armazenamento sdo a utilizacdo de temperatura, teor de 4gua e umidade
elevados, que levam a formagédo do defeito “HTC — Hard to cook”. (NASAR-
ABBAS et al., 2008; NJOROGE et al., 2014).

O feijdo apresenta algumas caracteristicas indesejaveis. Uma delas € o
fendbmeno “Hard-to-cook” (HTC), sendo essa uma das grandes causas de
rejeicdo de feijao pelo consumidor. O “Hard-to-cook” € um defeito que ocorre
apos a colheita, durante o armazenamento e distribuicdo, antes de chegar ao

consumidor (AVILA, 2014). Para o consumidor, esse fenébmeno representa um
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defeito considerado “dificil para cozinhar”, pois aumenta o tempo de cozimento
do grdo. Armazenamento prolongado em altas temperaturas acelera o
fendbmeno HTC, levando ao endurecimento dos grédos, baixando a
aceitabilidade destes pelo consumidor. O “hard-to-cook” afeta a qualidade e a
aceitabilidade do feijdo, pois com o endurecimento dos grdos, aumenta-se o
tempo de coccgéao e, consequentemente, ocorre reducao de sua palatabilidade e
qualidade nutricional (RIBEIRO et al., 2008; COELHO et al., 2009).

3.2.  Amido

O principal carboidrato presente nos gréos de feijdo € o amido e sua
concentragdo varia entre 22 a 45%. O amido de feijdo é relacionado a muitos
beneficios a saude, devido ao seu baixo indice glicémico (WINHAM,
HUTCHINS, MELDE, 2007).

O amido é composto de dois polissacarideos, a amilose e a
amilopectina, cujas propor¢des variaveis influem na viscosidade, no poder de
geleificacdo e em outras propriedades. A amilose é formada por unidades de
glicose unidas por ligacfes glicosidicas a-1,4, originando uma cadeia linear. Ja
a amilopectina é formada por unidades de glicose unidas em a-1,4 e a-1,6,
formando uma estrutura ramificada (ELIASSON, 2004; TESTER, KARKALAS,
2004). As proporcdes em que as cadeias de amilose aparecem se diferem,
assim podendo classificar o0 amido como ceroso (1-2% de amilose), contetudo
de amilose muito baixo (acima de 2 até 12%), baixo (acima de 12 até 20%),
intermediario (acima de 20 até 25%) e alto (acima de 25%) (JULIANO, 1993). O
amido de feijbes é caracterizado por apresentar alto teor de amilose (24-65%)
(SINGH, 2011).

O amido é o principal responsavel pelas propriedades tecnoldgicas de
alimentos industrializados. No feijdo, alteragbes no amido, influenciam
diretamente na viscosidade do caldo, o que auxilia na determinacdo da
qualidade do feijao (DENARDIN e SILVA, 2009).

O feijao apresenta elevado teor de amido resistente (AR). O AR néo é
digerido no intestino delgado, sendo apenas fermentado pelas bactérias
fermentativas no intestino grosso, também n&o eleva os niveis de glicose no
sangue (HUGHES et al., 2009). Durante o processamento e armazenamento,

as mudancas ocorridas na estrutura do amido influenciam profundamente as
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suas propriedades funcionais e fisiologicas. A quantidade de agua, o tempo e a
temperatura de armazenamento sao variaveis que influenciam no processo de
cristalizacao e afetam diretamente no teor de amido resistente (LOBO, LEMOS
SILVA, 2003).

3.3. Compostos bioativos

Nas ultimas décadas, o consumidor vem buscando ndo s6 alimentos
nutritivamente atraentes, mas que também oferecam propriedades bioativas.
Compostos bioativos sdo constituintes extras nutricionais e ocorrem
tipicamente em pequenas quantidades nos alimentos. Os principais compostos
bioativos presentes nos alimentos com acdo funcional sdo fitosterdis,
tocoferdis, compostos fendlicos, &cidos graxos essenciais, entre outros
(POKORNY, 2007). O teor de compostos bioativos quem compde os alimentos
pode ser variar de acordo com a espécie, estagio de maturacdo, clima,
diferentes préticas de cultivo, quantidade de incidéncia solar, localizacdo da
regido onde a planta foi cultivada e também, de acordo com o tratamento
térmico a que foi submetido (PAES, 2011). Além das suas propriedades
antioxidantes que assumem um importante papel na reducdo do risco de
doencas cardiovasculares, diabetes e alguns tipos de céncer, estes compostos
também conferem cor, sabor e aroma (LUJAN et al., 2008).

O feijdo contém elevado teor de compostos bioativos, tais como:
inibidores enzimaticos, fitatos, oligossacarideos e polifendis (principalmente
taninos) que podem desempenhar efeitos positivos, negativos ou ambos, sendo
gue alguns sao considerados fatores antinutricionais e outros assumem efeitos
preventivos a algumas doencas como auxiliar na reducao da glicemia, doencas
cardiovasculares, diabetes, possuindo capacidade antioxidante e capacidade
anti-inflamatdria (CAMPOS-VEGA et al., 2010; OOMAH et al., 2010; RAMIREZ-
JIMENEZ et al., 2014; LUNA-VITAL et al., 2015).

Os feijdes contém uma boa quantidade de acidos fendlicos e
flavondides; também antocianinas, como delfinidina e cianidina, as quais se
atribuem uma forte atividade antioxidante. Polifendis estdo essencialmente
presentes nas camadas das sementes e em menor quantidade em cotilédones.

Alguns polifenois séo capazes de exercer agao anti-envelhecimento, bem como
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atividade anticarcinogénica, em geral inibindo os processos de proliferacdo
celular (KALOGEROPOULOS et al., 2010; LINDEMANN et al., 2019).

No feijdo podemos destacar compostos fendlicos, como as flavonas,
flavonoides, isoflavonas, antocianidinas e antocianinas, sendo que a maior
concentracdo de antocianinas resulta em feijdes mais escuros (LOPEZ et al.,
2013; YEO; SHAHIDI, 2015; VERMA et al., 2016). Grandes concentracdes de
compostos fendlicos promovem a impermeabilidade do tegumento de feijoes
(hard shell) que dificulta a absor¢do de agua, causando insolubilizacdo de
proteinas e perda de conteudos intracelulares para a agua de encharcamento,
diminuindo a qualidade dos grdos (BERTOLDO et al., 2009).

3.4. Antinutricionais

Diferentes compostos podem prejudicar a biodisponibilidade de alguns
nutrientes do feijdo e/ou causar dificuldades em relacdo a digestibilidade e
produzir flatuléncia. Entre esses compostos, 0s principais sao os inibidores de
tripsina, os fitatos, os polifendis, como os taninos, lectinas e oligossacarideos,
principalmente rafinose e estaquiose. Esses compostos sdo conhecidos como
fatores antinutricionais ou antinutrientes, denominados assim pela interferéncia
na digestibilidade e absorcdo dos nutrientes quando esses sao ingeridos pelo
homem (OLIVEIRA et al., 2001).

Os principais antinutricionais do feijdo sdo o0s taninos, que tém
habilidade em precipitar proteinas, os oxalatos, que podem precipitar com o
calcio (formando cristais insollveis e calculos renais) e os fitatos, que podem
formar complexos insollUveis com proteinas e minerais, havendo uma reducao
na biodisponibilidade destas importantes substancias da dieta humana.
(BENEVIDES et al.,, 2011). A pratica de maceracdo do feijdo, também
conhecida como “demolhar” (colocar de molho), feita previamente ao
cozimento, € uma pratica utilizada frequentemente para amolecer o feijao e
antecipar o seu processo de cozimento. Com o aumento do tempo de
maceracdo, o tempo de cozimento diminui, porém, a maioria dos macros e
micronutrientes, principalmente minerais e vitaminas sao perdidos durante este
processo. O cozimento do feijdo sem a agua de maceracéao, influéncia também
no teor de compostos fenodlicos, provocando uma reducdo no seu teor
(RAMIREZ-CARDENAS et al., 2008).
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3.5. Minerais

Os nutrientes usados na alimentacdo podem ser classificados em
macronutrientes e micronutrientes. Os macronutrientes sdo macromoléculas
que podem ser digeridas, absorvidas e utilizadas como fontes de energia,
sendo eles os carboidratos, as proteinas e os lipidios. Os macronutrientes
recebem esse nome pois sdo necessarios em maior quantidade na dieta diaria
em relagcdo aos outros nutrientes (micronutrientes). Os micronutrientes também
sao nutrientes necessarios para manter a integridade celular e do metabolismo,
porém em pequenas quantidades (na ordem de miligramas a microgramas) na
dieta diaria, sendo as vitaminas e os minerais (MAHAN, ESCOTT-STUMP,
2005; TOGNON, 2012).

Minerais sdo elementos quimicos que desempenham papel crucial na
manutencdo da vida humana, pois sdo cofatores em muitas reacles
enzimaticas e estdo envolvidos em indmeras vias bioquimicas. Além de manter
a homeostase, os minerais sdo componentes criticos das fun¢des neuroldgica
e muscular (HUSKISSON et al., 2007; SCHUCHARDT, HAHN, 2017). Os
minerais podem ser classificados como macrominerais e microminerais. Os
macrominerais sdo aqueles que precisam estar em quantidades consideraveis
no organismo humano para se ter uma vida saudavel, tais como Ca (Calcio), P
(Fosforo), Na (Sdodio), K (Potassio) e Mg (Magnésio); sdo necessarios em
guantidades de 100 mg/dia ou mais na dieta. Os microminerais também sao
importantes para a manutencéo da vida, tais como Fe (Ferro), Se (Selénio), Cu
(Cobre) e Zn (Zinco), porém necessarios em quantidades muito menores,
menos que 15 mg/dia (TOGNON, 2012).

Para que o organismo funcione bem, é importante o consumo de niveis
adequados de minerais, pois desempenham funcdes metabdlicas. A caréncia
desses micronutrientes pode causar danos a saude (KHOUZAM, POHL,
LOBINSKI, 2011; MUTHAYYA et al.,, 2013). Os minerais ndo podem ser
produzidos pelo préprio organismo, entdo devem ser ingeridos através da
alimentacdo. A falta de minerais geralmente leva a doencgas causadas por
deficiéncias de nutrientes, que € um problema global, especialmente em paises
em desenvolvimento (MARTINEZ-BALLESTA et al., 2010; RITCHIE, ROSER,
2018).
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A ingestdo inadequada de ferro e zinco pode acarretar diversos danos a
saude. A deficiéncia de ferro € um dos mais importantes problemas nutricionais
no mundo e suas principais vitimas sédo gestantes, lactentes e criangas em
idade pré-escolar, ele é componente de uma série de proteinas, incluindo
enzimas e hemoglobina, sendo importante para o transporte do oxigénio para
os tecidos. Sua deficiéncia ocorre quando as reservas nutricionais sao
esgotadas, devido principalmente a ingestao inferior ao necessario, quando
essa deficiéncia é severa, desenvolve-se a anemia por deficiéncia de ferro
(BEARD, STOLTZFUS, 2001; BORTOLINI; FISBERG, 2010).

Nutricionalmente, o feijao € considerado excelente fonte de nutrientes
essenciais e, também de micronutrientes. Por apresentar altos niveis de
minerais essenciais, como ferro, zinco, fésforo e calcio, o feijdo tem potencial
para suprir a anemia causada por deficiéncia de ferro e outras doencas
associadas com micronutrientes que atingem pessoas em todo o mundo (DIAZ,
CALDAS, BLAIR, 2010).

Apébs a ingestdo, os minerais devem ser liberados da matriz alimentar e
estar em um estado livre para permitir sua absorcdo através das células
epiteliais que revestem o trato gastrointestinal. No entanto, quando presentes
nos alimentos nem sempre estdo em estado livre, mas podem estar ligados a
fatores antinutricionais existentes na matriz alimentar. O zinco e o ferro sao
frequentemente complexos com acido fitico em muitas leguminosas e cereais.
Compostos fendlicos, fibra solavel, pectina e oxalatos sao fatores
antinutricionais que receberam atencdo consideravel, devido a sua capacidade
de quelar minerais, resultando em complexos indigestiveis e limitando a
bioacessibilidade do mineral (RAES et al., 2014; GOFF, 2018; ROUSSEAU et
al., 2019).

3.6. Bioacessibilidade e biodisponibilidade

Na ingestdo dos alimentos podemos destacar dois processos
diferenciados, a bioacessibilidade e a biodisponibilidade. A biodisponibilidade é
a quantidade em que uma substancia ativa é absorvida no intestino delgado ja
a bioacessibilidade é a quantidade de um componente do alimento que esta
presente no intestino humano, apos sua liberac&o a partir da matriz do alimento

e torna-se disponivel para ser absorvida pelo intestino. Para que um composto
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seja potencialmente biodisponivel, deve primeiro ser bioacessivel no alimento
(HOLST, WILLIAMSON, 2008; SHIM et al., 2009; TAGLIAZUCCHI et al., 2010).
A fracdo bioacessivel é influenciada pelas formas quimicas dos elementos,
pelo comportamento das espécies e complexos organometalicos no trato
gastrointestinal e pelas interacées com a matriz alimentar (KHOUZAM, POHL,
LOBINSKI, 2011).

As determinacdes das fracdes, bioacessivel e biodisponivel, podem ser
realizadas, através de duas maneiras in vivo ou in vitro. Os testes in vivo,
geralmente sao feitos utilizando cobaias animais, 0s quais possuem o sistema
digestivo semelhante ao do ser humano. Ja os testes in vitro simulam as
condicdes fisiolégicas e de digestdo no trato gastrointestinal utilizando
reagentes bioativos para o preparo das solugdes digestivas, como saliva, suco
gastrico, suco duodenal e bile (MINEKUS et al., 2014; PEIXOTO et al., 2016;
TOGNON, 2012).

Os estudos in vitro simulam as condi¢des fisiolégicas e os eventos que
ocorrem durante a digestao no trato gastrointestinal humano. Assim um método
gastrointestinal in vitro € aplicado sobre o alimento, simulando as condi¢cdes
fisiologicas que acontece durante a digestdo humana, levando em
consideracao as trés areas do sistema digestivo, boca, estbmago e intestino.
Os principais fatores da simulacdo gastrointestinal in vitro sdo a temperatura,
velocidade de agitacdo e a composicdo quimica e enzimatica da saliva e dos
sucos gastrico, duodenal e biliar. Apds esta simulacéo, a solucdo resultante
destinada a quantificacdo do nutriente de interesse, permitindo assim, avaliar
sua bioacessibilidade (TOGNON, 2012). O interesse sobre a bioacessibilidade
de nutrientes em alimentos vem crescendo nos ultimos anos. Para os
gendtipos de feijdo estudados, ainda ndo ha relatos na literatura, desta forma
estes estudos s&o importantes, permitindo a obtencdo de informacdes

nutricionais inéditas e importantes para a questéo alimentar do feijao.

3.7. Gendtipos crioulos

Os gendtipos crioulos (também chamados de sementes ou variedades
crioulas) séo definidas como variedades local ou tradicional, conservadas,
selecionadas e manejadas por agricultores familiares, quilombolas,

indigenas e outros povos tradicionais (BRASIL, 2003). A diversidade genética
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destes gendtipos se renova a cada safra, pois 0 sucesso produtivo delas
depende da adaptacdo as condicbes ambientais como tipo de vegetacao,
clima, regime de ventos e chuvas, topografia e condi¢cdes dos solos onde sdo
cultivados, também tendem a tolerar melhor as variagbes ambientais por
serem adaptadas as condi¢cdes edafoclimaticas locais (CRISOSTOMO et
al., 2018; SANTOS et al., 2019).

O processo de armazenamento das sementes ou genétipos crioulos é
comumente realizado pelos proprios agricultores familiares ou em Bancos
Comunitarios de Sementes Crioulas, que sdo manipulados por eles e visam a
conservacao da biodiversidade, através do resgate e destes (SANTOS et al.,
2017).

Dentre o0s genotipos crioulos de feijdes ha grande variacao de cores,
morfologia e usos. Segundo Pelwing et al. (2008) a preferéncia da utilizacdo de
feijdes crioulos, de acordo com relatos dos agricultores entrevistados, foi
atribuida principalmente a caracteristicas como adaptabilidade, valorizacéo dos
costumes, sabor e qualidade, além do baixo custo de producdo. Coelho et
al. (2010) testaram sementes de feijdo crioulo e constataram que essas foram
favorecidas devido ao seu potencial fisiolégico quando comparadas com
cultivares comerciais, as quais possuem uma estreita base genética. Fioreze et
al. (2018) compararam quatorze gendétipos crioulos de feijoeiro e dois cultivares
comerciais, sendo que o0s gendtipos crioulos além de apresentarem
variabilidade genética para a caracteristica de resisténcia a antracnose foram
considerados superiores aos cultivares comerciais para as caracteristicas de
componentes de producao.

Atualmente ja existe uma grande preocupacdo em incorporar tal
diversidade encontrada nos gendtipos crioulos nas cultivares comerciais,
principalmente no que se refere a caracteristicas morfo-agronémicas, qualidade
tecnoldgica e nutricional dos graos (PEREIRA et al., 2009). A identificacdo de
genotipos crioulos com caracteristicas especiais servirhA como importante
diferencial mercadolégico para ampliar a utilizacdo destes e gerar ganhos aos

agricultores pela comercializacdo desses genotipos.
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Artigo 1. Caracterizacdo do amido, de compostos bioativos e efeito do
armazenamento nas caracteristicas tecnolégicas em genaotipos de feijoes

crioulos

1. Introducéo

O feijdo é considerado um dos alimentos mais completos devido ao seu
alto contetudo de proteinas, minerais, vitaminas e fibras, também apresenta
conteudo de amido entre 45 e 60%, podendo variar de um gendtipos de feijao
para outro (Kotue et al., 2018; Bortolheiro et al., 2021). O feijdo vem ganhando
cada vez mais atencdo pois sdo excelentes fontes de constituintes funcionais,
incluindo compostos bioativos, além de possuir acdo antioxidante (Duefias et
al., 2016), apresentando uma grande diversidade de flavonoides, antocianinas
e proantocianidinas, bem como alguns acidos fendlicos, os quais reduzem o
risco de desenvolvimento de patologias e sado importantes fitonutrientes (Xu,
Chang, 2009; Mojica et al., 2015). Além de gendétipos comerciais ja conhecidos,
grande parte da agricultura familiar utiliza genétipos crioulos na sua producéao.

Gendtipos ou sementes crioulas sdo gerados a partir de cruzamentos
naturais, os quais ndo passaram por melhoramento genético. A utilizacdo de
feijdes crioulos € atribuida a caracteristicas como adaptabilidade, valorizacao
dos costumes, sabor e qualidade dos genotipos tradicionais, além do baixo
custo de producdo. Estes constituem um patrimbnio agricola importante e
fundamental para a manutencdo da agricultura, sendo que as familias
agricultoras desempenham, ao longo dos anos, selecdo de uma ampla
diversidade de materiais genéticos que sdo melhorados e ajustados aos mais
variados agroecossistemas. As sementes ou genétipos crioulos sdo de extrema
importancia para sistemas organicos, simbolizam autonomia aos agricultores,
representam um material genético fundamental na produtividade agricola,
além de marcar a cultura alimentar de uma regiao (Berto et al., 2018; Santos et
al., 2019; Silveira et al., 2019).

Na producédo do feijao, € possivel a realizacdo de trés safras ao ano e o
armazenamento é adotado para abastecer a demanda deste grdo durante o
periodo de entressafra (Ferreira et al.,, 2017). O principal objetivo do

armazenamento € manter as caracteristicas que os grdos possuem, tais como
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a viabilidade de graos, a qualidade industrial e as propriedades nutritivas, que
afetam diretamente o valor comercial dos graos (Demito et al., 2019). Uma das
principais dificuldades no armazenamento de feijdo é impedir 0 escurecimento
dos graos, que é resultado da oxidagdo dos compostos fendlicos, pela acao da
enzima polifenoloxidase na presenca de oxigénio, formando novos compostos
que alteram significativamente a cor dos gréos e deprecia seu valor comercial
(Siqueira et al., 2014). Outra alteracdo bastante relevante que ocorre em gréos
de feijdo durante o armazenamento, € o aumento do tempo de coccdo e da
dureza. As principais causas deste aumento sdo a utilizacdo de temperatura e
teor de 4gua elevados durante o armazenamento, que levam a formacédo do
defeito “HTC — Hard to cook”, que significa dificil de cozinhar. (Njoroge et al.,
2014). O consumidor esta cada vez mais exigente a qualquer alteracdo na
qualidade dos graos, sendo que o endurecimento e a coloracdo séo facilmente
perceptiveis e definem a escolha do produto no momento da compra, assim a
identificacdo de genotipos crioulos que apresentem caracteristicas esperadas
pelo consumidor servira como importante diferencial para ampliar a utilizacédo
destes e gerar renda aos agricultores.

Com a escassez de informacdes sobre as caracteristicas tecnologicas e
bioativas de gendtipos crioulos de feijdo preto, objetivou-se avaliar o efeito do
armazenamento por 12 meses nas caracteristicas tecnologicas, avaliar os
compostos bioativos totais e caracterizar o amido de trés genotipos de feijdo

crioulo.

2. Material e Métodos

2.1. Amostras e Condi¢cdes de armazenamento

Graos integros de feijdo comum de tegumento preto (Phaseolus vulgaris
L.), do grupo de gendtipos crioulos BRS Expedito, TB02-23 e TB02-19, foram
obtidos da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa) - Estacéo
Clima Temperado — Pelotas/Brasil. As amostras apresentaram umidade inicial
de 12%. Os feijdes sem cozimento foram moidos em moinho de martelos,
(modelo Lab Mill 3100 - Perten, Sdo Paulo, Brasil) e depois homogeneizados
em um misturador vortice (Kasvi, Sdo Caetano, Brasil) para a realizacdo das

analises. As amostras foram armazenadas em sacos de polietileno
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transparente com espessura de 80 ym em sala de armazenamento, onde
permaneceram até a realizacdo das analises laboratoriais, em um periodo de
365 dias. Para as analises com armazenamento, as avaliagbes foram

realizadas a cada quatro meses.

2.2.  Armazenamento
2.2.1. Coeficiente de hidratacdo e Tempo de coccao

O coeficiente de hidratacdo foi estabelecido de acordo com o método
descrito por El-Refai et al. (1988) e Nasar-Abbas et al. (2008). Os graos de
feijdo apos hidratados, foram submetidos ao teste de cozimento, com o uso do
cozedor de Mattson (Mattson, 1946), modificado por Proctor, Watts (1987),
composto de 25 hastes verticais, com peso padrdo de 90 gramas, as quais
permaneceram apoiadas nos graos de feijdo durante o cozimento sob agua
destilada fervente. O equipamento com os gréos foi colocado em Becker de
2000 mL, contendo 400 mL de &gua destilada, fervendo em chapa elétrica. Em
continuidade, o tempo de coccado das amostras passou a ser cronometrado
apos a agua atingir a temperatura de 90 °C. O tempo de coccéo foi finalizado

pela queda da 132 haste (mais de 50% dos graos) e expresso em minutos.

2.2.2. Teor de proteina e Digestibilidade proteica

O teor de proteina bruta foi determinado segundo metodologia indicada
pela AOAC (2005). A digestibilidade proteica foi realizada seguindo a
metodologia descrita por Hsu (1977), com adaptacdes. Foram utilizadas para a
hidrélise da solucdo de proteinas uma solucéo enzimatica contendo as enzimas
tripsina e pancreatina. Ajustou-se o pH de 50 mL da suspensao proteica em
agua destilada (contendo 6,25 mg de proteina mL™!), para pH 8,0 sob agitacéo,
em banho-maria a 37 °C. Cinco mililitros da solucdo enzimética foram
adicionados a suspensao proteica mantida em banho-maria a 37 °C. A queda
do pH foi medida apos a adicdo da solugcédo enzimatica, a partir de 15 segundos
e posteriormente a cada minuto até o tempo de 10 minutos, usando-se um

potencidémetro.

2.2.3. Dureza dos graos
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A dureza dos graos cozidos foi determinada, por teste, utilizando-se um
anico grao, o qual foi colocado na base do equipamento (Stable Micro Systems
Texture Analysers, modelo TAXT plus, Inglaterra) e submetido a uma
compressao de 80% com um probe cilindrico de acrilico, de 35 mm, velocidade
de teste de mm.s* em um ciclo, empregando-se carga de 5 kg para calibracéo,

com 10 repeticoes.

2.2.4. Perfil colorimétrico

A cor do tegumento dos feijdes foi determinada com o uso de um
colorimetro Minolta modelo CR-310 (Osaka, Japédo), o qual indica as cores em
um sistema tridimensional, onde o valor L* expressa a luminosidade, que varia
do preto (0) ao branco (100), o valor de a* expressa a variagéo de cor verde (-)

ao vermelho (+) e o valor de b* expressa a variacdo de cor azul (-) ao amarelo

(+)-

2.3. Caracterizacado dos compostos bioativos totais
2.3.1. Extracéo dos bioativos

O extrato foi obtido conforme método descrito por Nasar-Abbas et al.
(2008), com algumas modificacBes. Foram pesados 2 g de grdos moidos em
tubo de Falcon, sendo posteriormente realizadas trés extragbes com 10 mL de
acetona: agua, 70:30 (v/v). As amostras foram agitadas durante 20 min a cada
extracdo e em seguida foram centrifugadas a 7500xg por 15 min, sendo que os
sobrenadantes foram unidos. O extrato foi utilizado para as analises de
compostos fendlicos totais, proantocianidinas totais e flavonoides totais.

2.3.2. Fendlicos, antocianinas, proantocianidinas e flavonoides totais

Os compostos fendlicos totais foram determinados pelo método de Folin-
Ciocalteu, descrito por Zielinski, Kozowska (2000), com algumas modificagdes.
Foram adicionados 100 pyL de extrato em tubo de Falcon de 15 mL e
completado o volume para 500 uL com agua destilada. Foram adicionados 250
ML de reagente Folin-Ciocalteu 1 N e aguardou-se 8 minutos, seguido de
adicao de 1,25 mL da solucéo de carbonato de sodio (7% m/v). Apés, o tubo foi

agitado e coloca ao abrigo da luz por 2h. A leitura foi realizada em
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espectrofotometro (Jenway, 6705 UV/Vis) a 725 nm. Os resultados foram
expressos em mg de equivalentes de acido galico (EAG)/100 g.

As antocianinas totais foram determinadas segundo o método dsxzsto
por Abdel-Aal, Hucl (1999) utilizando 0,5 gramas de grdos moidos adicionados
de 30 mL de metanol acidificado (metanol e 1 N HCI, 85:15 v/v). As amostras
foram centrifugadas a 5000 rpm durante 15 minutos. Posteriormente a leitura
foi realizada em espectrofotometro (Jenway, 6705 UV/Vis) a 535 nm e os
resultados foram expressos em mg de equivalente de cianidina 3-glicosideo
(EC-3-G)/100 g.

As proantocianidinas totais foram determinadas segundo Porter et al.
(1985). Foram pipetados 0,5 mL do extrato em tubos de vidro com tampa, em
seguida foram adicionados 3,0 mL de butanol acidificado (butanol:HCI, 95:5) e
0,1 mL de reagente férrico (2% de sulfato férrico de aménia em 2N HCI). A
mistura foi levada a banho (97-100°C), por 30 minutos. A leitura foi realizada
em espectrofotdmetro a 550 nm e os resultados expressos em mg de
leucoantocianidinas (LE)/100 g.

O conteudo de flavonoides totais foi realizado conforme método proposto
por Zielinski e Kozowska (2000). Adicionou-se 0,5 mL do extrato em tubo de
Falcon de 15 mL juntamente com 2 mL de agua e 0,15 mL de NaNO2 (5%),
deixou-se reagir durante 5 min., em seguida foi adicionado 0,15 mL de AICI3
(10%), deixou-se reagir por mais 6 min., apés adicionou-se 1 mL de NaOH 1
mol/L e 1,2 mL de &gua destilada, posteriormente realizou-se a leitura em
espectrofotometro (Jenway, 6705 UV/Vis) a 510 nm. Os resultados foram
expressos em mg de equivalente de catequina (EC)/100 g.

2.3.3. Determinacdo da Capacidade Antioxidante - Método DPPH e ABTS
Para realizar a capacidade antioxidante pelo método DPPH (2,2-difenil-
1-picrihidrazila) foi utilizado o método adaptado de Brand-Williams, Cuvelier e
Berset (1995). Este meétodo se baseia na transferéncia de elétrons de um
composto antioxidante (presente nas amostras) para um radical livre, o DPPH.
Para realizar o extrato pesou-se 0,8 g de amostra e acrescentou-se 10 mL de
etanol P.A., apés o extrato foi centrifugado a 6000 rpm por 10 minutos. A
solucéo padrédo de DPPH foi feita com 0,042 g de DPPH dissolvidos em etanol
P.A. A solucéo diluida foi preparada com uma aliquota de 10mL de solucao
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padrdao de DPPH em 45mL de etanol P.A. Foi certificado que a absorbancia
inicial a 515 nm da solucao diluida estava em torno de 1,1 + 0,02. A solucao
para leitura compreendia de 500 mL de extrato em tubo Falcon de 15 mL
(envolto em papel aluminio), com 3 mL de etanol P.A e 300 mL de solucao
diluida DPPH. Aguardou-se 45 minutos e realizou-se a leitura em
espectrofotometro a 515 nm.

Para determinar a capacidade antioxidante pelo método ABTS, utilizou-
se 0 método descrito por Re et al. (1999). O radical ABTS foi formado pela
reacao de 2,45 mM de persulfato de potassio com 7 mM de 2,2azino-bis-(3-
etilbenzotiazolin 6-acido sulfénico), armazenado no escuro, a temperatura
ambiente, durante 16 horas. Uma vez formado, o radical ABTS foi diluido em
etanol até obter-se uma medida de absorbancia de 0,70 £0,02 em comprimento
de onda de 734 nm. A absorbancia foi medida em espectrofotdbmetro no tempo
de 6 minutos apds a adicdo da amostra. A capacidade antioxidante total da
amostra foi calculada em relacdo a atividade do antioxidante sintético Trolox
nas mesmas condicdes, e os resultados foram expressos em porcentagem de

inibicao.

2.4. Caracterizacao do amido
2.4.1. Extrag&o do amido

A extracdo de amido foi realizada conforme método descrito por Rupollo
et al. (2011). O feijao moido foi embebido em agua destilada contendo 0,16%
de sulfito de hidrogénio de sédio por 24 horas a 4 °C, sendo, posteriormente,
drenado o bissulfito. A amostra foi suspensa em 400 mL de agua destilada e
homogeneizada em um liquidificador de laboratério (marca Oster, classico, 3
velocidades, Brasil). O material homogeneizado, foi selecionado através de
uma peneira de 200 mesh e deixado em repouso por trés horas. O
sobrenadante foi removido e a camada de amido decantada foi ressuspensa
em agua destilada e centrifugada a 1200 rpm por 20 min. A camada superior
nao-branca foi removida com uma espatula e a camada branca foi ressuspensa
em agua destilada e centrifugada a 1200 rpm por 15 min. A camada superior
nao-branca foi removida. O amido foi coletado e seco em estufa a 40 °C por 12

horas.
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2.4.2. Teor de Amilose

O teor de amilose foi determinado por método colorimétrico com iodo,
conforme método de McGranc et al. (1998), com as modificac6es sugeridas por
Hoover e Ratnayake (2001) com a leitura da absorbancia em 600 nm. Para a
realizacdo da curva de calibracéo foi utilizado 20 mg de amilose de batata pura
(Sigma-Aldrich) submetida ao mesmo processo das amostras, sendo retiradas

aliquotas de 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e 1,0 mL para determina¢cao da absorbancia.

2.4.3. Amido Resistente

O teor de amido resistente foi realizado segundo meétodo oficial da
AOAC Method 2002.02 e AACC Method 32-40.01 para determinacdo de amido
resistente, utilizando um kit de reagentes da marca Megazyme International

Ireland.

2.4.4. Viscoamilografia (RVA)

A viscosidade das amostras foi determinada através do analisador
rapido de viscosidade (Rapid Visco Analyser, modelo RVA-3D+ da Newport
Scientific Pty. Ltd., Sidney, Australia), provido do software Termocline. O perfil
utiizado foi o Standard Analysis 1. Os resultados das analises séao
interpretados a partir dos graficos fornecidos pelo software do aparelho.

2.4.5. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A morfologia do amido foi examinada por microscopia eletrbnica de
varredura (Jeol, JSM - 6610LV, com microssonda de EDS). Uma pequena
quantidade do amido foi colocada diretamente sobre a superficie dos stubs e
seco em estufa. Subsequente, todas as amostras foram revestidas com ouro e

examinadas sob uma voltagem de aceleragéo de 15 kV.

2.4.6. Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

As caracteristicas de gelatinizacdo do amido do feijdo foram
determinadas através de Calorimetria Diferencial de Varredura (TA-60WS,
Shimadzu, Japéo). Amostras de amido (cerca de 2,5 mg, em base seca) foram
pesadas diretamente em panela de aluminio (Mettler, ME-27.331), com uma

micro seringa foi adicionada agua destilada para obter uma suspensdo com
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75% de agua. O cadinho foi hermeticamente selado e deixou-se estabilizar.
Uma panela vazia foi utilizada como referéncia. Os cadinhos com a amostra

foram aquecidos 10-120 °C, a taxa de 10 °C.min-1,

2.4.7. Perfil colorimétrico do amido

A cor dos amidos foi determinada com o uso de um colorimetro Minolta
modelo CR-310 (Osaka, Japédo), o qual indica as cores em um sistema
tridimensional, onde o valor L* expressa a luminosidade, que varia do preto (0)
ao branco (100), o valor de a* expressa a variacdo de cor verde (-) ao vermelho

(+) e o valor de b* expressa a variacao de cor azul (-) ao amarelo (+).

2.5. Analise estatistica

Os resultados foram submetidos a analise de varidancia ANOVA com
comparacao de médias por meio do teste de Tukey a um nivel de significancia
de 5%.

3. Resultados e discussao

3.1. Efeito do armazenamento nas caracteristicas tecnolégicas

Na Tabela 1, estdo apresentados o coeficiente de hidratacéo, tempo de
coccao, teor de proteina, digestibilidade proteica, dureza e cor dos gendtipos
crioulos, armazenados durante doze meses, com coletas realizadas em

intervalos de quatro meses.
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Tabela 1 - Coeficiente de hidratacdo, tempo de cocc¢do, teor de proteina, digestibilidade proteica, dureza e cor dos gendtipos

crioulos
Tempo de ) .
Tempo Coeficiente de . Proteina Digestibilidade Dureza
Amostras (meses) Hidratagdo (%) coc?ao (%) Proteica (%) (N) o @ o
(min)

BRS 192,95+0,82abB 19+0,58¢8 23,600,528 69,26+0,00°8 151,58+3,9838  22,71+1,393A  -0,37+0,08°®  0,45+0,04°A
Expedito 191,36+1,4408 32+0,58%8 25,45+0,8024 72,880,004 158,905,874  23,57+0,722*  -0,08+0,07°®  0,52+0,13aPB
192,32+0,830A 55+1,5328 26,00+0,072A 75,59+0,9124 151,82+7,48%A 19,46+0,80®  -0,31+0,03°®  0,59+0,0328
12 198,08+3,8324 54+0,5828 26,59+0,2634 75,29+1,054 156,90+3,79%4  21,80+0,96P®  0,64+0,072¢  -0,27+0,09¢8
TB02-23 186,11+0,50¢¢ 26+0,0094 24,51+0,27%A  74,69+1,81%A  137,78+5,06°C  21,92+0,88"A  0,81+0,23°*  0,28+0,098
189,95+0,67b8 44+0,00%4 25,48+1,4634 72,88+0,0004 146,79+8,142A  21,08+1,41°®8  1,11+0,31"*  0,54+0,36"8
191,40+0,69%A  64+1,00%A 22,20+0,90b8  74,69+1,812%A  131,29+3,16°¢  20,66+0,65°4  0,43+0,119%"  1,42+0,13%A
12 192,78+0,6934 62+0,5804 19,96+0,98¢C 77,400,912  144,07+2,2238  24.26+1,422A  2,16+0,20%4  0,49+0,25PA
TB02-19 197,68+0,5024 20+1,15°8 24,23+0,21248  72,88+0,000* 172,715,274 22,16+0,924  -0,27+0,13°®  0,41+0,06°4
199,30+1,3634 31+1,15b8 24,550,754 72,88+0,00°4  154,03+8,26bc*  24,26+1,4624  -0,18+0,11°®  0,49+0,182b8
193,97+1,710A 52+0,002¢ 23,40+0,8628 76,50+0,0024 144,40+3,14¢8 17,37+0,529¢  -0,30+0,05"®  0,57+0,0328
12 196,65+1,05%A  52+1,00aC 24,16+0,65%8 76,50+1,8134 156,154,594  20,36+0,74°C  0,99+0,1238  -0,49+0,12¢C

Médias aritméticas simples (n=3) + desvio padréo. Diferentes letras mindsculas na coluna diferem entre si, comparando o0s tempos de armazenamento na
mesmo gendtipo, e com diferentes letras mailsculas na coluna diferem entre si, comparando os tempos de armazenamento entre 0s genétipos, pelo teste de
Tukey (p=<0,05).
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Ao final do armazenamento observou-se um aumento do coeficiente de
hidratacéo (p<0,05) para os trés genotipos crioulos. O coeficiente de hidratacdo
dos gréos de feijdo antes do cozimento pode ser indicativo do tempo de
coccao, ou seja, maior quantidade de agua absorvida causaria um menor
tempo de coccdo (Rodrigues et al., 2005), porém Dalla Corte (2003) e
Carbonell et al. (2003) citam que ndo ha relacdo entre a capacidade de
hidratacdo e tempo de cocgéo, o que também foi observado nesse estudo. A
capacidade de hidratacéo dos gréaos de feijao depende do tipo e da quantidade
de proteinas, bem como da presenca de componentes ndo proteicos, entre
eles destaca-se os carboidratos, que aumentam a capacidade de retencdo de
agua no feijao (Sathe, 2002).

No inicio do armazenamento, os feijdes apresentaram tempo de cocg¢éo
de 19, 26 e 20 min, respectivamente para a BRS Expedito, TB02-23 e TB02-19.
Os trés genotipos apresentaram aumento (p<0,05) até o oitavo més de
armazenamento. O gendtipo TB02-23 apresentou o maior (p<0,05) tempo de
coccao entre os genotipos durante todo armazenamento. Coelho et al. (2009),
encontraram resultados semelhantes aos desse estudo, o0s autores
identificaram aumentos dos tempos de cozimento de feijdao comercial preto e
carioca, envelhecidos tanto naturalmente como de forma acelerada, durante o
armazenamento. Esse comportamento pode ser resultado das interagdes entre
as particulas de amido e dessas com 0s outros constituintes do grdo durante o
armazenamento, reforcando as ligacdes quimicas e dificultando a absorcédo de
agua (Ziegler et al., 2018).

O conteudo inicial de proteina variou entre 23,60 a 24,51% e durante o
armazenamento foram verificadas minimas alteragbes. Para a BRS Expedito foi
observado menor (p<0,05) teor de proteinas apenas no tempo inicial. Para o
TB02-23 foi observado uma diminuigédo (p<0,05) a partir do oitavo més de
armazenamento e o TB02-19 ndo apresentou alteracdo (p<0,05) durante o
armazenamento. Berrios et al. (1999) também n&o constataram alteracbes nos
teores de proteinas em graos de feijao preto (Phaseolus vulgaris L.) apos dois
anos de armazenamento.

A digestibilidade proteica para a BRS Expedito e TB02-19 apresentou
aumento (p<0,05) até o oitavo més de armazenamento. Ja para o TB02-23, a

digestibilidade diminuiu (p<0,05) no quarto més de armazenamento e
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aumentou a partir do oitavo més. A BRS Expedito apresentou menor (p<0,05)
digestibilidade comparada as outras amostras no inicio do armazenamento,
porém a partir do quarto més, os feijbes ndo apresentaram diferenca
significativa (p<0,05). A digestibilidade é utilizada para avaliar o aproveitamento
de uma fonte proteica e, no caso de feijdes € influenciada por inibidores de
enzimas digestivas e antinutricionais, presentes em quantidades variadas entre
0s gendtipos, gerando valores diferentes de digestibilidade entre as espécies
de feijao e, dentro de uma mesma espécie (Ntatsi et al., 2018).

Durante o armazenamento, a BRS Expedito ndo apresentou alteracéo
(p<0,05) na dureza. O feijdo TB02-19 apresentou maior dureza no inicio do
armazenamento e o feijao TB02-23 apresentou menor dureza que 0S outros
feijdes ao longo do armazenamento. A dureza € um parametro texturometrico
que permite expressar a forca necesséaria para deformar os grdos apos o
processo de coccdo e 0 aumento no grau de dureza é um sinal de perda de
qualidade do feijdo, como consequéncias, acréscimos no tempo de coccédo e
de mudancas no sabor e cor do tegumento (Sartori, 1996). Entre os fatores
relacionados ao endurecimento de feijdes durante o armazenamento,
destacam-se a complexacdo de pectina-cation-fitato, compactacdo das células
de parede, interacdo entre proteinas e amido, ligacdes de taninos e outros
compostos fendélicos com proteinas e lignificacdo da lamela média (Njoroge et
al., 2014).

A BRS Expedito e 0 TB02-19 apresentaram uma diminui¢ao (p<0,05) da
luminosidade no oitavo més de armazenamento. JA o TB02-23 apresentou
aumento da luminosidade ao final do armazenamento. No oitavo més, os trés
feijbes crioulos apresentaram menor luminosidade, indicando um
escurecimento dos feijées. O escurecimento dos gréaos de feijao é resultado de
reagOes de oxidagdo dos compostos fendlicos presentes no tegumento dos
graos pela enzima polifenoloxidase associado a atividade enzimatica da
peroxidase, produzindo compostos escuros (Rios et al., 2002). Segundo Re et
al. (1999) em feijoes pretos, valores de L* dentro da faixa de 20 a 22 podem ser
considerados adequados.

Os feijdes apresentaram valores baixos de a*, o TB02-23 apresentou
valor de a* positivo no fim do armazenamento, o que significa que estes graos

tendem a cor avermelhada. J& a BRS Expedito e o0 TB02-19 apresentaram
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valores de a* negativos no oitavo més de armazenamento, indicando tendencia
a cor esverdeada. Os feijdes apresentaram croma b* positivo até o oitavo més
de armazenamento, indicando tendencia a cor amarelada e ao final do
armazenamento croma b* negativo, indicando tendencia a cor azulada, o que
comprova o escurecimento dos feijdes. No inicio do armazenamento, a BRS
Expedito apresentou maior valor de luminosidade e menor valor de a*,

indicando serem estes 0s mais claros e o TB02-23 apresentou menor valor de

luminosidade e maior valor de a*, indicando que foram os mais escuros (Figura
2).

Figura 2 - Amostras de feijao, A — BRS Expedito, B — TB02-23 e C — TB02-19

Silva et al. (2009) avaliaram o perfil colorimétrico para o feijao comercial
BRS Supremo (tegumento preto) e encontraram valores correspondentes a
este estudo (L — 18,13, a* — 0,32 e b* — 0,47). As caracteristicas de cor,
tamanho e o brilho do feijdo podem determinar o seu consumo, sendo que
alguns consumidores preferem grdos menores e opacos, outros desejam graos
maiores e que apresentem brilho. A preferéncia do consumidor determina a
selecdo e a obtengdo de novos gendtipos, exigindo destas ndo apenas boas
caracteristicas agronémicas, mas tambéem aspectos de cor que agreguem valor

econdmico (Silochi, 2015).

3.2. Compostos bioativos totais
Na Tabela 2, estdo apresentados os compostos bioativos (fendlicos,
antocianinas, proantocianidinas e flavonoides) totais e a capacidade

antioxidante pelos métodos de ABTS e DPPH dos genotipos crioulos.
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Tabela 2 - Compostos bioativos totais e capacidade antioxidante dos

gendtipos crioulos

BRS Expedito TB02-23 TB02-19
Compostos bioativos totais
Fendlicos (mg/100g EAG) 305,01+5,512 274,82+4,38° 278,86+2,38°
Antocianinas (mg/100g EC-3-G) 3,78+0,29¢ 6,25+0,33° 8,51+0,652
Flavonoides (mg/100g EC) 76,9145,152 51,18+2,12b 15,77+1,71°
Proantocianidinas (mg/100g LE) 7,00+0,60¢ 11,07+1,39b 14,68+1,302
Capacidade antioxidante
ABTS (% de inibi¢cao) 22,232,232 21,08+1,262 22,72+1,16
DPPH (% de inibi¢cao) 47,353,642 46,352,342 46,87+0,292

Médias aritméticas simples (n=3) * desvio padrdo. Diferentes letras minlUsculas na linha
diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05).

O conteudo de compostos fendlicos totais variou de 274,82 a 305,01
mg/100g EAG, sendo que os feijdes TB02-23 e TB02-19 ndo apresentaram
diferenca significativa e a BRS Expedito apresentou maior concentracdo
(p<0,05). Os compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios de plantas, que
se relacionam as caracteristicas sensoriais e a pigmentacdo das plantas, as
quais tém sido estudadas devido a suas propriedades farmacoldgicas,
antinutricionais e antioxidante (Manach et al.,, 2004). Silva et al. (2009)
avaliaram o conteudo de fendlicos totais para o feijdo comercial BRS Supremo
(tegumento preto) e encontraram valores 213 mg/100g de EAG. Paredes
(2017) encontrou para o feijao de tegumento preto, BRS Esteio, valores de 174
mg/100g de EAG. Ambos estudos apresentaram valores abaixo dos
encontrados no presente estudo.

O conteudo de antocianinas totais variou de 3,78 a 8,51 mg/100g EC-3-
G e as amostras apresentaram diferenca significativa, sendo que o TB02-19
apresentou maior conteudo (p<0,05). As antocianinas presentes,
principalmente nos tegumentos de feijdo preto, podem ser usadas como
suplementos ou corantes naturais em alimentos, podem também apresentar
beneficios para a saude (Mojica et al., 2015).

O conteudo de flavonoides totais variou de 15,77 a 76,91 mg/100g EC e

os feijdes apresentaram diferenca significativa, sendo que a BRS Expedito
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apresentou maior conteudo (p<0,05) de flavonoides totais. O conteudo de
proantocianidinas totais variou de 7,00 a 14,68 mg/100g LE, apresentando
diferenca significativa entre os feijdes. O feijao TB02-19 apresentou maior
conteldo de proantocianidinas, as quais sdo o0s principais flavonoides
ocorrentes em graos de feijdo e apresentam elevada capacidade antioxidante
(Diaz, Caldas, Blair, 2010). Campos-Vega et al. (2010) observaram para feijao
preto valores de flavonoides totais de 249 mg EC. 100g e proantocianidinas de
349 mg EC. 100g, valores esses maiores que os encontrados neste estudo.

A variacdo do conteudo total de metabdlitos nos graos crus, pode ser
devido as diferencas dos genotipos avaliados e ao tamanho dos graos, essas
variacoes estdo geralmente ligadas a coloracdo do tegumento dos graos de
feijdo comum, porém outros fatores como variagfes nas condi¢des de cultivo,
mudancas climaticas, processamento pdés-colheita, tempo e condi¢cdes de
armazenamento, podem influenciar (Marathe et al., 2011; Mojica et al., 2015).
O consumo de compostos bioativos pode desempenhar efeitos positivos a
saude, como proporcionar efeitos preventivos a algumas doencgas, como
doencas cardiovasculares e diabetes, auxiliando na reducdo da glicemia,
possuindo atividade anticarcinogénica, capacidade antioxidante e capacidade
anti-inflamatéria (Oomah et al., 2010; Luna-Vital et al., 2015).

Os feijdes nédo apresentaram diferenca significativa (p<0,05) para
capacidade antioxidante tanto pelo método de ABTS como pelo método de
DPPH. A capacidade antioxidante é a capacidade de diminuir a concentracao
de radicais livres que causam prejuizo as moléculas (Xu, Chang, 2009), sendo
que a capacidade antioxidante de um alimento pode apresentar resultados
distintos pela diversidade de radicais que existem, por isso deve ser avaliada
através de mais de um teste (Soriano Sancho, Pavan, Pastore, 2015). Hayat et
al. (2014) estudaram a capacidade antioxidante de feijao comercial preto pelo
método de DPPH e verificaram de 10 a 46% de inibicdo do radical DPPH,
valores que corroboram com os encontrados no presente estudo. Ferreira et al.
(2017) estudaram a capacidade oxidante de feijao preto pelo método DPPH,
obteve como resultado 75,47% de inibicdo, resultados esses maiores que o
encontrado nesse estudo. Silva et al. (2009) estudaram a capacidade
antioxidante de feijdo preto pelo método de ABTS e encontraram 1,26% de

inibicdo, valor inferior aos encontrados no presente estudo.
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3.3. Caracterizacao do amido

Na Tabela 3, estdo apresentados os teores de amilose, amido resistente,
as propriedades viscoamilograficas, as propriedades térmicas e a cor dos
amidos dos feijdbes crioulos. As propriedades viscoamilograficas avaliadas
foram: pico de viscosidade, viscosidade de quebra, viscosidade final,
retrogradacdo (também chamado de setback), expressos em RVU (unidade de
medida viscoamilogréfica fornecida pelo Rapid Visco Analyser) e temperatura
de pasta em °C. As propriedades térmicas avaliadas foram: temperatura inicial
de gelatinizacédo (T0), temperatura de pico de gelatinizacdo(Tp), temperatura
final de gelatinizacdo (Tc), faixa de temperatura de gelatinizacdo (AT) e

entalpia de gelatinizacao (AH).

Tabela 3 - Teor de amilose, amido resistente, propriedades viscoamilograficas,

propriedades térmicas e cor do amido dos genotipos crioulos

BRS Expedito TB02-23 TB02-19
Teor de amilose (%) 33,270,652 33,28+0,722 35,18+1,672
Amido Resistente - cru (%) 7,36+0,79° 12,81+0,782 7,65+0,23°

Propriedades viscoamilograficas

Pico de Viscosidade (RVU)
Quebra (RVU)
Viscosidade final (RVU)
Retrogradacéo (RVU)

250,83+0,01°

58,42+0,01¢

423,33+0,012
230,92+0,012

248,92+0,01°¢

59,58+0,01°

413,75+0,01°
224,42+0,01°

259,17+0,012
76,58+0,012
346,17+0,01°¢
163,58+0,01°¢

Temperatura de pasta (°C) 76,60+0,01¢ 77,50+0,01b 77,55+0,012
Propriedades térmicas*
To (°C) 68,47+0,02¢ 69,68+0,012 68,56+0,02°
Tp (°C) 73,81+0,02b 74,71+0,022 68,11+0,02¢
Te (°C) 78,50+0,01° 78,710,022 77,13+0,02¢
AT (Tc-To) 10,02+0,012 8,73+0,02° 8,57+0,02¢
AH (J/g) 3,22+0,022 3,030,010 2,22+0,02¢
Cor
L 88,02+0,80° 87,02+0,79¢ 91,08+0,302
a* 0,13+0,022 -1,27+0,04¢ -0,77+0,03b
b* 1,20+0,07¢ 2,72+0,07° 2,87+0,082

Médias aritméticas simples (n=3) * desvio padrao.

diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05).

Diferentes letras minUsculas na linha
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Os amidos dos feijdes crioulos apresentaram teor de amilose entre 33 e
35%, ndo apresentando diferencas significativas (p<0,05) e segundo Juliano
(1993) sao considerados de alto teor de amilose. Bedin (2014) estudou o teor
de amilose aparente de amido de feijdo preto, e obteve valores de
aproximadamente 31,5%, resultado esse, menor que o0 encontrado nesse
estudo. O amido isolado a partir de graos de feijdo pode apresentar valores de
amilose entre 27,2 e 39,3%, exercendo papel importante nas propriedades de
pasta, dureza inicial do gel de amido, inchamento e retrogradagéo (Hoover et
al., 2010).

O teor de amido resistente variou entre 7,36 e 12,81% e o feijdo TB02-
23 apresentou maior teor (p<0,05). Costa et al. (2006) avaliaram o teor de
amido resistente em feijdo preto e encontraram valores médios de 3,72%,
menores que no presente estudo. Quanto a digestibilidade, o amido, é
classificado como amido de rapida digestdo (RDS), amido de lenta digestdo
(SDS) e o amido resistente (RS), que ndo é hidrolisado e chega intacto ao
intestino grosso. O teor de amido resistente (RS) em granulos de amidos crus é
mais alto que em amidos que passam por processo térmico, pois suas regides
amorfas e cristalinas ndo sofrem nenhuma alteragdo, com o cozimento o teor
de RS diminui, pois, a absorcdo de a4gua causa inchamento dos granulos e
rearranjo entre as moléculas facilitando o acesso das enzimas a amilose e
amilopectina (Yao et al., 2019).

Para as propriedades viscoamilograficas, o pico de viscosidade variou
de 248,92 a 259,17 RVU e as amostras apresentaram diferenga significativa.
Vanier et al. (2019) estudaram as propriedades viscoamilograficas de amidos
de feijao preto de diferentes cultivares, encontrando para o pico de viscosidade
valores entre 229,33 e 305,58 RVU.

A quebra ou setback € a diferenca entre o pico de viscosidade e a
viscosidade minima e variou entre 58,42 e 76,56 RVU, apresentando diferenca
significativa entre os genadtipos crioulos. Singh, Inouchi, Nishinari (2006)
observaram a maior quebra de viscosidade em amidos que apresentaram
menor conteudo de amilose, o que ndo ocorreu neste estudo, o amido do feijao
TB02-19 apresentou maior quebra (76,56 RVU) e maior teor de amilose
(35,18%).
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A viscosidade final variou de 346,17 a 423,33 RVU e as amostra
apresentaram diferenca significativa. A BRS Expedito apresentou maior valor
de viscosidade final, indicando a habilidade do amido para formar uma pasta
viscosa. Vanier et al. (2019) encontraram para amidos extraidos de feijdo de
tegumento preto valores entre 337,91 e 368,77 RVU antes do armazenamento,
valores que corroboram com os encontrados no presente estudo.

A retrogradacao variou de 163,58 a 230,92 RVU. A maior retrogradagao
foi observada no amido extraido da BRS Expedito. A capacidade de
retrogradacdo € influenciada pela quantidade de amilose lixiviada, pelo
tamanho dos granulos de amido, pela presenca de granulos inchados
desfragmentados e rigidos (Lan et al., 2008). Hughes et al. (2009) indicam que
maiores valores de quebra de viscosidade e de retrogradacéao refletem no
maior poder de inchamento dos granulos de amido.

A temperatura de pasta indica o0 aumento na viscosidade do amido e
variou entre 76,63 e 77,55°C. A temperatura de pasta mais elevada indica que
mais ligagbes cruzadas estdo atuando no granulo do amido e este apresenta
maior resisténcia ao inchamento e ruptura, assim sendo necessario maior calor
para que essas ligacdes se rompam e formem a pasta (Singh, Sandhu, Kaur,
2004; Zavareze, Dias, 2011). O destino do amido depende principalmente das
suas propriedades viscoamilograficas (ou de pasta), elevados picos de
viscosidade estdo associados a maior facilidade dos granulos de amido a
intumescerem sem ruptura, esta caracteristica também faz com que ocorra
uma rapida quebra de viscosidade. Em leguminosas, como no feijao, séo
verificados altos niveis de retrogradacdo, que pode ser relacionado a lixiviagao
da amilose, o qual & muito elevado em amidos de leguminosas e proporciona
ao final da retrogradacdo um gel firme, e pode ocorrer a formacado da sinérese
e 0 aparecimento de agua livre (Hoover et al., 2010; Vanier et al., 2019).

Para as propriedades térmicas do amido, a temperatura inicial de
gelatinizacdo (To) variou entre 68,47 e 69,68 °C, a temperatura de pico de
gelatinizagdo (Tp) variou entre 68,11 e 74,71°C e a temperatura final de
gelatinizagéo (Tc) variou entre 77,13 e 78,73 °C. A entalpia de gelatinizac&o
(AH) variou entre 2,23 e 3,22 J/g é considerada como um indicativo da perda
da organizacdo molecular ou do rompimento das pontes de hidrogénio no

interior do granulo (Alvani et al., 2011). Vanier et al. (2019) analisaeam as
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propriedades térmicas do amido, para feijdo preto de diferentes cultivares,
encontrando para To valores entre 64,42 a 72,10 °C, para Tp valores entre
69,72 a 76,53 °C, para Tc valores entre 78,40 a 81,33 °C e para AH valores
entre 2,96 e 5,59 J/g, resultados esses, similares aos encontrados nesse
estudo. Segundo Hoover et al. (2010) ndo ha uma faixa de temperatura de
gelatinizagéo (To, Tp € Tc¢) diferente para cada feijdo, mas sim temperaturas que
variam em funcdo da cultivar, sendo dificil afirmar se estes parametros
representam fielmente a espécie ou 0 grupo, sendo que essas temperaturas
sao influencias pela arquitetura molecular da regido cristalina, que corresponde
a distribuicdo das cadeias curtas de amilopectina e ndo pela proporcdo da
regido cristalina, a qual corresponde a proporcéo de amilose e amilopectina.

A luminosidade dos amidos variou de 87,02 a 91,08 e o TB02-19
apresentou maior valor de L, indicando ser o amido mais branco. Os valores de
a* variaram de -1,27 a 0,13, sendo que o TB02-23 apresentou menor valor,
indicando tendencia a cor esverdeada. Os valores de b* variaram entre 1,20 e
2,87 e o TB02-19 apresentou maior valor, indicando uma tendéncia a cor
amarelada. Segundo Falade, Ayetigho (2015) a diferenca na coloracdo entre
diferentes tipos de amido deve-se ao fato de apresentarem pequenas
quantidades de proteinas, fibras, aclUcares, latex, pigmentos, lipideos, minerais
entre outros, que ndo se desprendem no momento da extracao.

Na Figura 3 esta apresentada a microscopia eletrbnica de varredura

(MEV) dos amidos dos feijdes crioulos.
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Figura 3 - Microcrafias dos amidos dos feijées, A - BRS Expedito, B — TB02-23

e C - TB02-19.
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Os granulos de amido apresentaram superficies lisas, forma de oval a
esférica e tamanho heterogéneo. Segundo Hoover et al. (2010) a maioria dos
granulos de amido de leguminosas apresentam formatos ovais, elipticos,
esféricos e irregulares, com superficies lisas e alguns genotipos podem
apresentar fendas nos granulos do amido, sendo que o alto teor de amilose
pode refletir na integridade do granulo, que pode apresentar algumas quebras
ou fissuras. Granza et al. (2015) e Ferreira et al. (2018) observaram que 0s
granulos de amido de feijdo preto possuem forma de oval a esférica e tamanho
heterogéneo, superficie lisa, sem variagdo morfoldégica. As imagens de
microscopia deste estudo ndo revelaram grandes diferencas entre os granulos

dos amidos dos trés gendtipos.

4. Conclusao

O armazenamento proporcionou aumento do tempo de coccdo e
escurecimento até o oitavo més, e ao final, aumento do coeficiente de
hidratacéo, para os trés gendtipos estudados. O gendétipo TB02-23 apresentou
0 maior tempo de coc¢do e a menor dureza entre 0s gendtipos ao longo do
armazenamento e para o TB02-23 foi observado uma diminuicdo do teor de
proteina a partir do oitavo més. A BRS Expedito apresentou menor
digestibilidade comparada os outros genoétipos no inicio do armazenamento,
porém a partir do quarto més, os feijdes ndo apresentaram diferenca
significativa. A BRS Expedito também apresentou maior conteddo de
compostos fendlicos e flavonoides totais e o TB02-19 de antocianinas e
proantocianidinas totais. Os genotipos apresentaram capacidade antioxidante
média de 22% pelo método ABTS e 46% pelo método DPPH, nao
apresentando diferenca entre eles.

Os amidos apresentaram alto teor de amilose e o TB02-23 apresentou
maior teor de amido resistente. Os granulos de amido apresentaram superficies
lisas, forma de oval a esférica e tamanho heterogéneo, nao revelando grandes
diferencas entre os genotipos. Por fim, pode-se concluir que cada gendtipo
crioulo estudado apresenta caracteristicas distintas, e o conhecimento das
caracteristicas tecnoldgicas e nutricionais dos genotipos de feijdes crioulos

amplia a disponibilidade de sementes de qualidade para cultivo.
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Artigo Il. Efeito do cozimento na composi¢cdo de compostos bioativos em

genotipos de feijoes crioulos

1. Introducéo

Gendtipos crioulos sédo aqueles que nado sofreram melhoramento
genético, através de técnicas especificas aplicadas pela industria e séo
utilizados principalmente pelos agricultores familiares (Tokatlidis e
Vlachostergios, 2016). Os agricultores familiares atrelaram variedades crioulas
aos seus modos de vida, alguns sdo motivados por aspectos produtivos, como
produtividade ou relacdo custo-beneficio, ou mesmo por estabilidade da
producdo. Para outros, aspectos ligados a nutricdo, ou mesmo as qualidades
organolépticas e adequacéo as praticas culinarias e regionais sdo motivos para
serem preservadas determinadas variedades. E importante destacar que n&o
sofreram modificacdes genéticas por meio de técnicas, como de melhoramento
genético, mas através do manejo desenvolvido por comunidades tradicionais e
agricultores familiares, agricultura organica e sustentavel, pois ndo faz uso de
agrotoxicos, como fertilizantes artificiais, pesticidas e reguladores de
crescimento, utilizando apenas de técnicas mecéanicas, como barreiras
naturais, capinas, controle biolégico para amenizar o ataque de pragas e
doencas (Pereira, Dal Soglio, 2020). Uma maior compreensao da composicao
quimica de gendétipos crioulos de feijdo ajudard os agricultores a definir
gendtipos com maior potencial nutricional e também ajudard a informar os
consumidores sobre suas caracteristicas nutricionais.

O feijao € uma excelente fonte de compostos bioativos naturais é a mais
importante para o consumo humano direto, sendo indispensavel na dieta
alimentar pelo seu aporte nutritivo (Broughton et al., 2003, Ombra et al., 2016).
Além de conter elevado teor de proteinas, 0 grdo apresenta rigueza em
carboidratos, vitaminas, minerais, fibras e metabdlitos secundarios, como
polifendis, flavonoides, antocianinas e carotenoides (Suarez-Martinez et al.,
2015; Duenas et al., 2016). Os metabdlitos secundarios biodisponiveis no gréao
promovem uma alta capacidade antioxidante; assim, o feijdo pode ser

considerado um alimento funcional (Rocha-Guzman et al., 2013).
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O feijdo contém uma grande diversidade de flavonoides, antocianinas,
proantocianidinas e isoflavonas, bem como acidos fendlicos. Segundo alguns
estudos que investigaram o perfil fendlico de gendtipos de feijdo, as principais
classes fendlicas encontradas foram: flavonoides, que englobam as
antocianinas (delfinidina, malvidina, petunidina e suas formas glicosiladas), os
flavondis (campferol, epicatequina, quercetina, catequina e suas formas
glicosiladas), também os &cidos fendlicos (p-cumarico, galico, ferulico, cafeico,
sindpico, entre outros) e as proantocianidinas (Mojica et al., 2015; Ombra et al.,
2016).

Os compostos fendlicos, conhecidos por reduzirem o risco de
desenvolvimento de patologias encontram-se presentes predominantemente no
tegumento (revestimento) do feijao, e s&o importantes fitonutrientes. Os
compostos fendlicos podem combater os radicais livres, quelarem metais de
transicao, interromperem reacéo de propagacao dos radicais livres, modificar o
potencial redox do meio e reparar a lesdo de moléculas atacadas por radicais
livres (Xu, Sam, Chang, 2009; Mojica et al., 2015). As antocianinas podem
fornecer beneficios anti-inflamatorios, antidiabéticos, vasotdnicos e
antioxidantes, uma vez que inibem as citocinas pré-inflamataorias, diminuem sua
producéo e previnem a disfuncédo das células. Assim desempenham um papel
importante na prevencdo de doencas degenerativas, como cancer, doenca de
Alzheimer ou doencas cardiovasculares (Mejia et al., 2015; Hu et al., 2014)
ganhando a distingdo de ser benéfico para a saude, o que tem levado ao
aumento de sua producéo.

Alguns acidos graxos insaturados produzem efeitos especiais no
organismo vivo e sdo chamados de acidos graxos essenciais. Os acidos graxos
essenciais para o organismo humano sao os acidos linoleico e a-linolénico,
esses dois acidos graxos sdo compostos que dao origem a outros acidos
graxos. Estes, ndo sao sintetizados pelo organismo humano e, deste modo,
devem ser adquiridos durante a dieta. A composicdo em acidos graxos dos
lipidios do feijado comum € bastante variavel, com quantidade substancial
representam cerca de 65 a 87% do total, sendo os mais frequentes o palmitico,
o oleico e o linoleico (Cohn et al., 2010).

Os oligossacarideos da familia rafinose sdo acgucares de baixo peso

molecular e sé@o representados pela rafinose, estaquiose e verbascose. Eles
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estdo presentes em quantidades relativamente altas (2-15% de peso seco) em
sementes de leguminosas, principalmente no feijao, sendo que a estaquiose €
o oligossacarideo mais encontrado, seguido pela rafinose e verbascose, esses
oligossacarideos sdo denominados antinutricionais pois sdo causadores de
flatuléncia (Zhao et al., 2017; Avila et al., 2019).

N&o ha relato na literatura sobre a composi¢ao bioquimica de compostos
fendlicos, acgucares e acidos graxos de gendtipos de feijdo crioulo e nem sobre
o efeito que a cocgao pode causar nestes. Com isso, 0 objetivo do estudo foi
avaliar o efeito do cozimento sobre o perfil de acidos graxos, acucares e

compostos fendlicos em gendtipos de feijées crioulos.

2. Material e Métodos

2.1. Amostras

Grdaos integros de feijdao comum de tegumento preto (Phaseolus vulgaris
L.), do grupo de gendtipos crioulos BRS Expedito, TB02-19 e TB02-23, foram
obtidos da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa) - Estacéo
Clima Temperado, Pelotas, RS, Brasil. As amostras foram armazenadas em
sacos de polietileno transparente com espessura de 80 ym e armazenadas em

sala de armazenamento até a realizacao das analises.

2.2. Preparo de Amostra

Para as amostras de feijao sem cozimento, os graos foram liofilizados
(Liotop K108, Liobras SP) por 48 horas e pulverizadas utilizando moinho de
bola (MA 350, Marconi SP) para obtencdo de uma farinha fina (mesh 100) de
feijdo sem cozimento. Para as amostras de feijao com cozimento foi utilizada a
metodologia descrita por Mattson (1946) para o ajuste do tempo de cozimento
para cada amostra. Ap0s o0 cozimento as cascas, pasta e restante do caldo, de
cada amostra, foram maceradas e homogeneizadas utilizando gral e pistilo, em
seguida, estes foram liofilizados (Liotop K108, Liobras SP) por 72 horas e
pulverizadas utilizando moinho de bola (MA 350, Marconi SP) para obtencao de
uma farinha fina (mesh 100) de feijdo cozido. As analises foram realizadas em

triplicata.
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2.3. Extracao e identificacdo de acidos graxos

Para a extracdo da fracao lipidica empregou-se o método de Soxhlet,
segundo método IUPAC 1.122, com n-hexano (faixa de ebulicdo 68-70 °C). Foi
fixada a velocidade/quantidade de 6 a 8 sifonagens por hora a temperatura
constante e com fluxo de gotejamento entre 150 e 200 gotas por segundo.
Foram pesadas aproximadamente 5 g de cada amostra e as extracbes foram
realizadas pelo periodo de 6 horas. Ap6s o término do periodo de extracao e
evaporacao do solvente restante, foram retiradas aliquotas para analises de
acidos graxos. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

Para anadlise de &cidos graxos, estes foram convertidos em ésteres
metilicos de acidos graxos (FAMES) para torna-los volateis. Para isso, 100 mg
de oleo foi misturado em 2 mL de hexano sob agitacdo utilizando vortex por 1
minuto, em seguida foi adicionado 2 mL de hidroxido de potassio metandlico
(2M) e novamente agitado em vortex por 1 min. A camada superior foi retirada
e mantida a 4 °C para analise.

Para analise cromatografica foi utilizado cromatégrafo a gas Shimadzu
GC-MS QP2010 Ultra equipado com injetor automatico AOC-20i e processador
LabSolution. Foi utilizada coluna capilar OV-5MS (30,0m x 0,25 mm x 0,25um)
(RESTEK, USA) e injetados 1 uL de amostra, em modo splitless, na coluna
com temperatura inicial de 78 °C, temperatura do injetor de 240 °C e fluxo de
gas hélio de 1 mL/min. O gradiente para analise dos FAMEs iniciou com
programacao isotérmica de temperatura inicial de 78 °C por 6,50 min, em
seguida uma rampa de aquecimento de 60 °C/min até a temperatura de 180 °C
mantendo-se por 13,44 min e, por fim, uma rampa de aquecimento de
35°C/min até a temperatura de 280 °C mantendo-se por 10,50 min, totalizando
35 min de corrida. Para andlise do espectro de massas foi utilizado temperatura
da fonte de ion de 260 °C e interface de 270 °C, faixa de massa de 40-450 m/z,
0,2 scans/s e corte de solvente em 1,5 min.

Para a identificagdo dos acidos graxos foi utilizada uma mistura FAME
MIX C4-C24 (18919-1AMP, 37 Component, Sigma Aldrich, USA) e a

quantificacdo foi expressa em porcentagem relativa.
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2.4. Extracao e identificacdo de acgucares

Os acucares foram extraidos de 10 g de cada amostra diluindo-se em 10
mL de alcool etilico 80% (Muzquiz et al.,1992). As amostras foram colocadas
em banho-maria a 50 °C por 3 horas, agitando 15 segundos a cada hora.
Coletado o sobrenadante, realizou-se novamente 0 mesmo procedimento ao
precipitado acrescentando mais 10 mL de etanol e deixado em banho por mais
uma hora. Centrifugou-se a aproximadamente 8000 x g por 15 minutos. Os
sobrenadantes foram rota evaporados a 50 °C e filtrados em papel filtro com
gramatura de 90 mm. O liquido filtrado foi colocado em placas de petri com 52
mm de didmetro e secos em estufa ventilada a 30 °C por 6 horas.

A quantificacéo foi realizada em cromatégrafo que consistiu no sistema
HPLC Shimadzu, provido de injetor automético, coluna com uma bomba
quaternaria, detector de indice de refracdo, coluna modelo Luna NH2 100A
(250 x 4,6 mm, 5 um - Phenomenex - USA) e fase mdvel contendo acetonitrila-
adgua ultrapura (70:30). Para analise quantitativa foram utilizadas curvas
analiticas construidas utilizando triplicatas de cada nivel e que obtiveram
coeficiente de determinacéo 0,95. Os limites de deteccdo e quantificacdo foram

considerados os que produziram 3 e 10 vezes o sinal ruido, respectivamente.

2.5. Extracdo e identificacdo de compostos fendlicos, flavonoides e
antocianinas

Foram pesadas 1 g de amostra em tubos falcon de 50 mL, adicionado 25
mL da solucdo de metanol:dgua acidificada com &cido formico e
homogeneizado por 60 minutos em agitador de tubos. Em seguida, os tubos
foram centrifugados a aproximadamente 4000 x g por 15 minutos. Apos foi
separado o sobrenadante e repetido o processo a fim de garantir completa
extracdo. Por fim, as amostras foram filtradas em filtro de seringa de nylon de
0,22 ym para posterior injecao.

ApOGs o preparo da amostra, 10 pL da amostra diluida foram injetados
em cromatoégrafo liquido de alta eficiéncia (UFLC, Shimadzu, Japdo) acoplado
a espectrometro de massas de alta resolucdo do tipo quadrupolo-tempo de voo
(Maxis Impact, Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha). Para a separacao
cromatografica foi utilizada pré-coluna C18 (2,0 x 4 mm) e coluna Cogent

Bidentate C18 — 2.2 um 120 A — 100mm x 2,2mm. As fases moveis foram: agua
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acidificada com 0,1% de acido formico (eluente A) e acetonitrila acidificada com
0,1% de acido formico (eluente B). Para separacédo foi utilizado gradiente de
eluicdo de: 0—-2 min, 10% B; 2-15 min, 10-75% B; 15-18 min, 90% B; 18-21
min 90% B; 21-23 min, 10% B, 23-30 min, 10% B. O fluxo foi de 0,2 mL min?! e
a temperatura da coluna foi mantida a 40 °C.

O espectrémetro de massas foi operado nos modos ESI negativo (acidos
fendlicos e flavonoides) e positivo (antocianinas) com espectros adquiridos ao
longo de uma faixa de massa de m/z 50 a 1200, com voltagem capilar em 3,5
kV, pressao do gas de nebulizagédo (N2) de 2 bar, gas de secagem em 8 L min-
1, temperatura da fonte de 180 °C, colisdo de RF de 150 Vpp; transfer 70 mS e
armazenamento pré-pulso de 5 mS. O equipamento foi calibrado com formiato
de sodio 10 mM, cobrindo a faixa de aquisicdo de m/z 50 até 1200.
Experimentos automaticos de MS/MS foram realizados ajustando os valores de
energia de colisdo foram: m/z 100, 15 eV; m/z 500, 35 eV; m/z 1000, 50 eV,
usando nitrogénio como gas de colisdo. Os dados de MS e MS/MS foram
processados por meio do software Data analysis 4.0 (Bruker Daltonics,
Bremen, Alemanha).

Os acidos fendlicos e flavonoides foram caracterizados pelo espectro de
UV/Vis (210-800 nm) e massa exata, padroes de fragmentacdo MS" em
comparacdo com os dados da biblioteca do equipamento, bases de dados
(padrbes, Metlin, MassBank, KeggCompound, ChemSpider). A gquantificacdo
dos acidos fendlicos e flavonoides foi realizada através de curva de calibracao
externa com padrbes de cada composto e os resultados foram expressos em
ug gt. Os resultados de &cidos fendlicos e flavonoides foram expressos em g
mLl. Para as antocianinas, a quantificacdo foi em relacdo a curva de
calibragdo externa de pelargoinidina e os resultados foram expressos em ng

mL-1.

2.6. Andlise estatistica

Os resultados foram submetidos a analise de varidancia ANOVA com
comparacao de médias por meio do teste de Tukey a um nivel de significancia
de 5% comparando todos os genoétipos dentro de um mesmo tratamento, ou

seja, sem e com cozimento. E os resultados dos feijdes sem e com cozimento
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para cada genotipo separadamente foram submetidos ao teste t de Student a

um nivel de significancia de 5%.

3. Resultados e Discussao

Os resultados de acidos graxos nas amostras sem e com cozimento

estdo apresentados na Tabela 4.



Tabela 4 — Quantificacdo e identificacdo de acidos graxos nas amostras de feijao crioulo sem e com cozimento

Compostos

Amostras

BRS Expedito

TB02-23

TB02-19

BRS Expedito

TB02-23

TB02-19

Sem cozimento

Com cozimento

hexadecandico palmitico 11,00+0,082 8,83+0,08° 11,04+0,102"s 10,530,078 7,83+0,16°  11,09+0,07A"s
9,12-octadecadienoico linoleico 32,69+0,122 29,06+0,07° 28,26+0,09¢ 31,88+0,18" 29,51+0,128 29,53+0,038
9,12,15-octadecatrienoico alinolénico 36,89+0,09¢ 47,33+0,092 43,85+0,07° 38,38+0,35° 46,80+0,024 41,09+0,18"
9-octadecenoico oleico 11,84+0,382"s  7,79+0,38P"s 8,50+0,11° 11,51+0,23A"s  7,93+0,07°"s  10,03+0,06°
trans-9-octadecendico elaidico 2,31+0,11°vs  3,27+0,182"s  3,36+0,052"s  2,34+0,118"s  3,72+0,28°"s  3,33+0,107"s
octadecanoico estearico  2,78+0,143"s 2,07+0,05° 2,39+0,18""s 2 91+0,14A"s 2,270,078 2,52+0,188"s
docosanoico behénico 1,14+0,062"s 0,88+0,05° 1,180,062 1,09+0,088"s 1,03+0,06" 1,37+0,03*
tetracosan6ico ligonocérico  1,35+0,023"s  0,77+0,05° 1,42+0,02¢  1,36+0,04*"s  0,91+0,01° 1,04+0,028
ZAGS 16,260,172 12,54+0,09° 16,02+0,282"s  15,88+0,022 12,03+0,26° 16,01+0,252"s
ZAGMI 14,15+0,292"s 11,07+0,27°"s 11,86+0,15° 13,85+0,113"s 11,65+0,31°"s  13,36+0,102
2AGPI 69,58+0,05° 76,38+0,15%"s  72,11+0,15° 70,26+0,21°>  76,31+0,11*"s  70,62+0,16°
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Médias aritméticas simples (n=3) + desvio padrdo. Diferentes letras mindsculas na linha diferem entre si, comparando os genoétipos sem cozimento e com
diferentes letras mailsculas na linha diferem entre si, comparando os gendtipos com cozimento, pelo teste de Tukey (p<0,05). *n/s (ndo significativo) pelo
teste t-Student (p<0,05) comparando os tratamentos (sem e com cozimento) em cada gendtipo; X somatério dos AGS: Acidos graxos saturados; AGMI:

Acidos graxos monoinsaturados; AGPI: Acidos graxos poli-insaturados.
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Os &cidos graxos encontrados nos feijées foram, palmitico, linoleico, a-
linolénico, oleico, elaidico, estearico, behénico e ligonocérico. Os acidos graxos
majoritarios nos genotipos foram os a-linolénico e linoleico e estes séo acidos
graxos essenciais para a alimentacdo humana, sendo importantes pela sua
capacidade de se transformar em substancias biologicamente mais ativas, com
funcbes especiais no equilibrio homeostatico e em componentes estruturais
das membranas celulares e do tecido cerebral e nervoso. Esses acidos graxos
também participam da transferéncia do oxigénio atmosférico para o plasma
sanguineo, da sintese da hemoglobina e da divisdo celular, sendo
denominados essenciais por ndo serem sintetizados pelo organismo (Martin et
al., 2006). O gendtipo TB02-23 apresentou maior concentracdo do acido o-
linolénico e a BRS Expedito do linoleico, antes e apds o cozimento.

Entre as classes, 0s acidos graxos saturados, apresentaram
concentracdo variando de 12,54 a 16,26% para 0s genotipos sem cozimento e,
12,03 a 16,01% para 0s genoétipos com cozimento. A COCGAOo proporcionou uma
diminuicdo na concentracdo dos &cidos graxos saturados (AGS) na BRS
Expedito e no TB02-23. Os &cidos graxos mono insaturados (AGMI)
apresentaram a menor concentracdo variando de 11,07 a 14,15% e, 11,65 a
13,85% para os gendtipos sem e com cozimento, respectivamente. A coccéo
proporcionou um aumento dos AGMI no genétipo TB02-23. Os acidos graxos
poli-insaturados (AGPI) foram aproximadamente seis vezes maiores que 0S
monoinsaturados e saturados e apresentaram a maior concentracdo em todos
0s gendtipos, variando de 69,58 a 76,38% e, 70,26 a 76,31% sem e com
cozimento, respectivamente. Observa-se que para a BRS Expedito houve um
aumento no teor dos AGPI ap6s o cozimento, o que nédo foi observado para o
TB02-23 que apresentou uma diminuigdo do teor de AGPI apo6s o cozimento. O
aumento nos teores de acidos graxos apds a coc¢do pode ser atribuido a um
fendmeno de lipdlise que ocasionalmente é catalisado pelo processo de alguns
alimentos na presenca de agua e altas temperaturas, nos quais as ligacdes
éster de triglicerideos e fosfolipidios sédo hidrolisadas, liberando &acidos graxos
(Boye et al., 2010; Corzo-Rios et al., 2020).

O teor os acucares dos feijbes sem e com cozimento estdo

apresentados na Tabela 5.



Tabela 5 — Quantificacdo de acucares nas amostras de feijao crioulo sem e com cozimento
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Amostras (mg/100g)

Compostos BRS Expedito TB02-23 TB02-19 BRS Expedito TB02-23 TB02-19
Sem cozimento Com cozimento

Raminose 14687,36+1,142 6275,75+0,77¢ 9067,13+1,14° 468,38+1,13¢ 661,61+1,128 841,32+1,114
Manitol 6189,53+1,12° 8708,55+1,14° 9256,80+1,112 3836,03+1,028 5815,07+1,01* 3417,03+1,02¢
Manose 14645,98+2,04¢ 15013,91+1,04° 15201,14+1,102 14107,29+1,108 14316,20+1,134 13862,76+1,12¢
Frutose 334,12+2,10° 481,01+1,01° 513,72+1,122 304,34+1,138 402,37+1,114 199,65+1,08¢
Glicose 15,32+1,08° 30,72+1,132 31,91+1,132 18,77+1,148 23,28+1,10* 12,24+1,10¢
Sacarose 29,05+0,15° 51,97+1,10° 77,93+1,012 33,22+1,174 33,56+1,124 18,08+0,098
Rafinose 17,15+0,230"s 21,32+1,118 20,761,102 16,49+1,108"s 27,63+1,15* 11,03+0,13¢

Estaquiose 162,49+0,91° 583,03+0,60° 755,69+1,122 459,72+1,128 576,86+1,09* 409,01+0,12¢

Médias aritméticas simples (n=3) + desvio padrdo. Diferentes letras mindsculas na linha diferem entre si, comparando os genétipos, sem cozimento e com
diferentes letras mailsculas na linha diferem entre si, comparando os gendtipos com cozimento, pelo teste de Tukey (p<0,05). *n/s (ndo significativo) pelo
teste t-Student (p<0,05) comparando os tratamentos (sem e com cozimento) em cada genétipo;
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Nos trés gendtipos, os aclcares que apresentaram maiores teores foram
raminose, manitol e manose. Para os genoétipos sem cozimento, a TB02-19
apresentou maior teor de manitol, manose, frutose, glicose, sacarose e
estaquiose e a BRS Expedito apresentou menores valores para rafinose e
estaquiose. ApOGs a coccdo, o TB02-23 apresentou maior teor para todos
acucares, exceto para a raminose. A TB02-19 apresentou menores valores
para rafinose e estaquiose.

O cozimento ndo proporcionou diferenga significativa para rafinose no
gendtipo BRS Expedito. Matella et al. (2005) também n&o observaram reducéo
na rafinose no feijdo vermelho cozido. O cozimento proporcionou diminui¢do do
teor de acucares nos feijdes, exceto para glicose, sacarose e estaquiose na
BRS Expedito e rafinose no TB02-23, no qual proporcionou um aumento. Este
efeito pode ser atribuido a diferencas na solubilidade dos agucares. Segundo
Xu, Chao e Wan (2009) a coccédo das leguminosas ndo s6 melhora o sabor e a
palatabilidade, mas também aumenta a biodisponibilidade de nutrientes e reduz
os oligossacarideos, chamados Foodmaps, o que nao foi verificado nesse
estudo. Foodmaps é a flatuléncia do feijao, resultado da fermentacdo de
oligossacarideos (estaquiose e rafinose) pela microflora no intestino. Siddiq et
al. (2006) estudou o teor de rafinose e estaquiose em feijao preto, sem e com
cozimento, para a rafinose os feijdes sem cozimento apresentaram teor de 97,3
mg/100g e de estaquiose foi de 2222 mg/100g, resultados maiores que 0s
encontrados neste estudo. Apds 0 cozimento o0s autores relataram uma
diminuicdo de cerca de 96% para rafinose e 83,4% para estaquiose, 0 que
também ndo ocorreu no presente estudo. Avila et al. (2019) avaliaram o
conteudo de rafinose e estaquiose em feijdo preto apdés 0 cozimento,
encontrando valores em torno de 13 mg/100g e 40 mg/100g para rafinose e
estaquiose, respectivamente, sendo que os valores de rafinose correspondem
aos encontrados nesse estudo.

O conteudo de acidos fendlicos e flavonoides dos feijdes sem e com

cozimento sdo apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6 — Quantificacéo e identificacdo de acidos fendlicos e flavonoides nas amostras de feijdo crioulo sem e com cozimento

Amostras (ug g1)

Compostos BRS Expedito TB02-23 TB02-19 BRS Expedito TB02-23 TB02-19

Sem cozimento Com cozimento

Acidos Fendlicos

Acido 4-hidroxibenzoico 14,81+0,59b"s 12,83+0,34° 19,31+1,023"s 12,84+1,488ms 15,23+1,2948 18,51+1,254ms
Acido p-cumarico 5,91+0,04°¢ 6,91+0,03?2 6,14+0,07° 5,40+0,26" 5,63+0,36" 5,64+0,24*
Acido galico 0,04+0,003"s 0,04+0,002"s 0,04+0,002"s 0,04+0,004"s 0,03+0,01A"s 0,04+0,004"s
Acido cafeico 7,51+0,043"s 7,32+0,143"s 7,41+0,193"s 7,29+0,41A"s 7,07+0,44As 7,17+0,21A"s
Acido ferdlico 22,500,722 16,24+0,44° 13,83+0,41° 17,11+1,414 8,72+0,73¢ 11,18+0,228
Acido seringico 4,770,102 4,25+0,01° 3,91+0,20°¢ 5,11+0,18* 3,64+0,208 3,31+0,07"
Flavondides
Kaempferol 2,87+0,045s 2,92+0,06""s 4,42+0,042 2,73+0,15%8ns 2,65+0,21Bns 3,10+0,08*
(-)-Epicatequina ND 8,75+0,292 8,75+0,33? 14,12+0,888 22,53+1,82* 22,54+0,674
Catequina 1,28+0,17¢ 15,70+0,483"s 13,27+0,230"s 6,95+0,51° 14,48+1,594ms 15,10+1,21Ams
Quercetina 1,43+0,03°¢ 1,78+0,03° 2,97+0,052 1,19+0,108 1,28+0,07® 1,52+0,05*
Miricetina 5,54+0,03b"s 6,330,092 6,46+0,042 5,27+0,33A"s 5,57+0,35% 5,65+0,18*
Rutina 0,48+0,05bs 0,38+0,02° 0,70+0,052"s 0,39+0,06B"s 0,51+0,05" 0,66+0,064"s

Médias aritméticas simples (n=3) + desvio padrdo. Diferentes letras minUsculas na linha diferem entre si, comparando os genétipos sem cozimento e com
diferentes letras mailsculas na linha diferem entre si, comparando os genétipos com cozimento, pelo teste de Tukey (p<0,05). *n/s (n&o significativo) pelo
teste t-Student (p<0,05) comparando os tratamentos (sem e com cozimento) em cada genétipo; ND: N&o detectado;
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Seis acidos fendlicos foram detectados tanto nos feijdes sem cozimento
guanto nos cozidos, séo eles: acido 4-hidroxibenzoico, acido p-cumarico, acido
gdlico, acido cafeico, acido ferdlico e &cido seringico, sendo que o &cido 4-
hidroxibenzoico e o &cido ferdlico foram os predominantes para os genotipos.
As diferencas nos perfis fendlicos entre as amostras de feijoes preto podem ser
devidas as diferencas nas distribuicbes e composicées dos componentes
fendlicos individuais no tegumento e cotilédone. Ross et al. (2009) analisaram
amostras de feijao preto e, também encontraram em seus estudos os &cidos p-
cumarico, galico, cafeico e ferulico, corroborando com os encontrados nesse
estudo.

O cozimento proporcionou uma diminuigdo (p<0,05) para os acidos p-
cumarico, ferulico e seringico em todos os genétipos. Essas perdas podem ser
atribuidas aos fendlicos soluveis em agua, que podem ter lixiviado para a agua
de imersdo, antes ou durante o processamento térmico, bem como também
pela quebra de fendlicos durante o processamento que pode causar
degradacédo e liberar composi¢cfes fendlicas ligadas (Xu, Sam, Chang, 2009).
Ja para os acidos 4-hidroxibenzoico, gélico e cafeico ndo foram detectadas
diferencas significativas. Segundo Luthria e Pastor-Corrales (2006) os
processos de encharcamento e coc¢do do feijdo podem causar minimo efeito
sobre os acidos fendlicos, os autores estudaram o destino dos &cidos fendlicos
de 15 gendtipos de feijdo preto e relatam que 83% do total dos acidos fendlicos
fora retido no feijao apds o cozimento.

Foram detectados seis flavonoides nas amostras de feijdo com e sem
cozimento, sao eles, kaempferol, (-)-epicatequina, catequina, quercetina,
miricetina e rutina. Nos genotipos sem cozimento, os principais flavonoides
foram mircetina para a BRS Expedito e catequina para o TB02-23 e TB02-19.
Apds o cozimento, a (-)-epicatequina apresentou maior teor para oS trés
genatipos de feijao.

O cozimento n&o afetou significativamente os conteudos de kaempferol,
miricetina e rutina para a BRS Expedito, de kaempferol e catequina para o
TB02-23, e de catequina e rutina para TB02-19. O conteudo de (-)-epicatequina
aumentou significativamente com o processo de coccdo nos genotipos. O
processo de cocg¢do também proporcionou um aumento de catequina na BRS

Expedito e de rutina no TB02-23. As mudancas do conteudo de acidos
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fendlicos e flavonoides em feijdo preto durante a coccdo resultam
principalmente de trés conjuntos de reacfes: a degradacdo oxidativa dos
acidos fendlicos, incluindo escurecimento enzimatico; a liberacdo de acidos
livres das formas conjugadas; e a formacdo de estruturas complexas de
substancias fenolicas de compostos relacionados, como proteinas, taninos e
antocianinas (Fleuriet e Macheix, 2003).

O contetudo de antocianinas dos feijdes sem e com cozimento sao

apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7 — Quantificagdo de antocianinas nas amostras de feijao crioulo sem e com cozimento

Amostras (ug g?)

Compostos BRS Expedito TB02-23 TB02-19 BRS Expedito TB02-23 TB02-19
Sem cozimento Com cozimento
Malvidina-3-glicosideo 45,10+0,822 38,79+0,62° 40,22+0,68° 36,60+2,09" 34,70+2,40M 35,99+1,17A
Delfinidina-3-glicosideo 51,45+0,74° 49,64+0,96° 69,89+0,492 ND 34,97+2,46" ND
Petunidina-3-glicosideo 47,06+0,662 41,48+0,49¢ 44,78+0,57° 35,93+2,047 34,45+2,37A ND
Cianidina-3-glicosideo 37,54+0,19P7s 36,45+0,44P"s 42,270,902 36,14+2,07A"s 34,59+2,36A"s 37,851,294
Malvidina-3,5-diglicosideo 39,45+2,63?2 36,77+0,422 36,840,612 ND ND ND

Médias aritméticas simples (n=3) + desvio padrdo. Diferentes letras minusculas na linha diferem entre si, comparando os genétipos sem cozimento e com
diferentes letras mailsculas na linha diferem entre si, comparando os genotipos com cozimento, pelo teste de Tukey (p<0,05). *n/s (ndo significativo) pelo
teste t-Student (p<0,05) comparando os tratamentos (sem e com cozimento) em cada gendtipo; ND: N&o detectado;
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Cinco antocianinas, as quais malvidina-3-glicosideo, delfinidina-3-glicosideo,
petunidina-3-glicosideo, cianidina-3-glicosideo e malvidina-3,5-diglucosideo foram
detectadas nos feijdes sem cozimento. Nas trés gendtipos, delfinidina-3-glicosideo e
petunidina-3-glicosideo foram as principais antocianinas detectadas. Para os feijoes
cozidos, foram detectadas quatro antocianinas, malvidina-3-glicosideo, delfinidina-3-
glicosideo, petunidina-3-glicosideo e cianidina-3-glicosideo, as quais nao
apresentaram diferenca significativa entre as amostras.

O cozimento n&o proporcionou diferenga significativa para cianidina-3-
glicosideo na BRS Expedito e na TB02-23. N&o foi detectado contetdo de malvidina-
3,5-diglucosideo nos trés gendtipos de feijdo apoés o cozimento, de delfinidina-3-
glicosideo para a BRS Expedito e para TB02-19 e de petunidina-3-glicosideo para a
TB02-19. Para as demais antocianinas o cozimento reduziu o contetdo, indicando a
degradacédo das antocianinas apds o processamento térmico.

Xu, Sam, Chang (2009) detectou cinco antocianinas em feijdo preto cru,
delfinidina-3-glicosideo,malvidina-3,5-diglucosideo, petunidina-3-glicosideo,
malvidina-3-galactosideo e malvidina-3-glicosideo, em maiores concentracbes que
no presente estudo. Sendo que apds o cozimento todas as antocianinas diminuiram
0s conteudos e a malvidina-3-galactosideo ndo foi detectada, resultados que
corroboram com os encontrados nesse estudo. Wu e Prior (2005) afirmam que
delfinidina-3-glicosideo, petunidina-3-glicosideo e malvidina-3-glicosideo sdo as
principais antocianinas no feijao comum preto.

Prietto et al. (2017) identificou sete estruturas de antocianinas em feijao preto,
sendo a estrutura predominante delfinidina-3-glicosideo (174.91 ug/g), seguida por
petunidina-3-glicosideo (127.61 pg/g) e malvidina-3-glicosideo (107.40 pg/g), porém
em nosso estudo foram encontrados menores teores. Segundo Choung et al. (2003)
a delfinidina-3-glicosideo € a principal antocianina presente no feijao, o que esta de
acordo com o encontrado nesse estudo. As antocianinas sao de grande importancia
pois apresentam capacidade antioxidante, atuando contra radicais livres e

retardando doencas cardiovasculares, cancer e doencas neurodegenerativas.

4. Conclusao

Este estudo encontrou variabilidade na composicdo bioquimica dos

compostos fendlicos, agucares e &cidos graxos dos trés gendtipos de feijdes
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crioulos. Os principais &cidos graxos encontrados foram o-linolénico e linoleico,
considerados acidos graxos essenciais. Ja 0s principais agucares foram raminose,
manitol e manose. Sobre os &cidos fenolicos, o acido 4-hidroxibenzoico e o acido
ferulico foram os principais acidos encontrados. Nos genotipos cozidos o principal
flavonoide encontrado foi a (-)-epicatequina. As principais antocianinas detectadas
foram delfinidina-3-glicosideo e petunidina-3-glicosideo nos feijdes sem cozimento,
apos a coccao nao foram detectadas diferencas entre os genétipos. O processo de
coccao altera significativamente o conteudo da maioria desses compostos.

O processo térmico proporcionou uma diminuicdo das antocianinas e também
para a maioria dos acucares, porém para rafinose no feijdo TB02-23 e estaquiose
para a BRS Expedito proporcionou um aumento, fato negativo, pois esses sao 0s
oligossacarideos causadores de flatuléncias (Foodmaps). O conteudo de (-)-
epicatequina com o processo de coccdo aumentou em todas as amostras, fator
relevante pois esse flavonoide possui fortes propriedades antioxidantes.

A identificacdo e quantificacdo de compostos fendlicos, acucares e acidos
graxos em genotipos de feijdes crioulos é importante para que os agricultores
possam definir gendtipos com maior potencial, proporcionando o desenvolvimento
de novos produtos com base nos feijdes crioulos, que podem agregar valor e

incentivar a producao.
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Artigo lll. Avaliacdo da concentracao total e bioacessivel de minerais em feijao

crioulo

Pereira, A. M.; Bonemann, D. H.; Scherdien, S. H.; Avila, B. P.; Antunes, |. P.;
Ribeiro, A. S.; Gularte, M. A. (2020). Evaluation of total and bioaccessible
concentration of minerals in creole beans. Journal of Food Composition and
Analysis, 94, 103622.

1. Introducéo

As leguminosas sao o principal tipo de alimento na dieta dos paises em
desenvolvimento e desempenham um papel significativo na nutricdo humana. Dentre
essas leguminosas, o feijao comum (Phaseolus vulgaris L.), € o0 mais consumido
pela populacdo e constitui uma mistura complexa de nutrientes. O feijao comum
apresenta compostos bioativos, sendo rico em vitaminas (tiamina, riboflavina,
vitamina K, vitamina B6) e minerais (ferro, zinco, manganés, cobre, magnésio, calcio,
fésforo e potassio).

O corpo humano necessita de uma quantidade apropriada de minerais para
seu bom funcionamento, visto que estes sao fundamentais em inUmeras reacfes
enzimaticas, além de exercer funcdes na sintese de nutrientes e em processos
fisiologicos (Carvalho et al., 2012; Ribeiro et al.,, 2012; Galan et al.,, 2013). Os
minerais ndo podem ser sintetizados pelo proprio organismo, portanto, devem ser
ingeridos através dos alimentos. O feijdo apresenta efeitos benéficos a saude, pois
atua na prevencao e/ou reducdo do risco de doencas cronicas ndo transmissiveis
como as cardiovasculares, obesidade, diabetes mellitus e cancer (Mesquita et al.,
2007; Afonso, 2010; Hayat et al., 2014; Nyau, 2014).

Porém, o feijao, como qualquer outro vegetal, € cultivado no solo, por isso
merece atencao na determinacéo de elementos essenciais e potencialmente toxicos,
uma vez gque esses elementos se acumulam no solo, provenientes principalmente da
fumacga, chuva, residuos urbanos e industriais e do uso de fertilizantes. Portanto,
algumas plantas absorvem muitos elementos que podem ser incorporados aos
graos, trazendo riscos a saude humana (Pereira et al., 2018). Em relacdo a esses
elementos, alguns deles sé&o considerados essenciais para a vida humana, incluindo
oxigénio (O), carbono (C), hidrogénio (H), nitrogénio (N), calcio (Ca), fésforo (P),

enxofre (S), potassio (K), sédio (Na), cloro (Cl), magnésio (Mg), ferro (Fe), cobre
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(Cu), cobalto (Co), manganés (Mn), molibdénio (Mo), iodo (I), zinco (Zn), entre
outros. Existem também alguns elementos considerados potencialmente toxicos,
como bario (Ba), cadmio (Cd), cromo (Cr), chumbo (Pb) e litio (Li). Sua toxicidade
dependera da exposicdo continua do organismo a altas concentracdes desses
elementos (Lasat, 2002; Marsola et al., 2005; Turkmen et al., 2009).

Durante o preparo, o debulho e o cozimento sdo etapas comuns no
processamento doméstico do feijdo. Acredita-se que alguns minerais lixiviam para
agua de imersdao ou de cozimento, no entanto, ainda ndo esta claro se isso é
inferivel a todos os minerais ou até que ponto isso acontece. Além disso, a influéncia
das etapas de armazenamento ou descascamento no grau de lixiviacdo ainda é uma
guestao em aberto (Oghbaei & Prakash, 2016).

A concentragdo total de elementos presentes nos alimentos n&o fornece
informacdes sobre a fracdo que pode estar bioacessivel para o corpo humano, ou
seja, 0 que estd sendo liberado da matriz alimentar para o trato gastrointestinal
(Jacob et al., 2012; Minekus et al., 2014; Pereira et al., 2018; Souza et al., 2019). No
que diz respeito a ingestao alimentar, podemos destacar dois processos distintos: a
biodisponibilidade, que é a quantidade em que uma substancia ativa € absorvida no
intestino delgado, e a bioacessibilidade, que é a quantidade de um componente do
alimento que esta presente no intestino humano, apos sua liberacdo a partir da
matriz do alimento e torna-se disponivel para ser absorvida pelo intestino (Holst &
Williamson, 2008; Shim et al., 2009; Tagliazucchi et al., 2010). A fracdo bioacessivel
é influenciada pelas formas quimicas dos elementos, pelo comportamento das
espécies, complexos organometalicos no trato gastrointestinal e pelas interacdes
com a matriz alimentar (Khouzam et al., 2011).

Portanto, avaliar a concentracgédo total e bioacessivel € muito importante, pois
nao ha evidéncias de que o conteudo total de um elemento em um determinado
alimento seja uma boa indicacdo do seu real valor nutricional; ou até que ponto a
quantidade de elementos potencialemente toxicos presentes em qualquer tipo de
alimento, pode realmente ser liberada no organismo humano (Paredes, 2017). N&o
h& evidéncias na literatura sobre a concentracdo de minerais em feijao crioulo, sobre
a bioacessibilidade desses minerais e sobre as mudancas que o cozimento dos
feijdes causara (ou ndo) na concentracao e bioacessibilidade de minerais. Assim, o
objetivo deste estudo foi avaliar as concentracdes total e bioacessivel de minerais

em feijdo cru e cozidos. Para tanto, otimizamos a metodologia analitica, que
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envolveu diversas etapas desde o preparo das amostras, estudo de exatidao,
tratamento de dados e andlise instrumental, que no caso foi utlizado o

espectrometro de emissdo Optica com plasma induzido por micro-ondas (MIP OES).

2. Materiais e Métodos

2.1. Amostras

Graos integros de feijdo comum de tegumento preto (Phaseolus vulgaris L.)
do grupo de genatipos crioulos BRS Expedito, TB02-19 e TB02-23, foram obtidos da
Embrapa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa) — Estacdo Clima
Temperado. Uma amostra comercial de feijdo de tegumento preto comum também
foi usada para otimizar o método, uma vez que nao havia mais amostras de feijao
crioulo disponiveis. As amostras foram armazenadas em sacos de polietileno
transparente com espessura de 80 um e armazenadas a 16 £ 1 °C, por um periodo
méaximo de 365 dias, até a realizacdo das analises. Para cada gendtipo de feijao
crioulo (BRS Expedito, TB02-19 e TB02-23), as andlises foram realizadas em
triplicata, ou seja, uma genotipo foi preparada trés vezes para posterior quantificacédo

das triplicatas, obtendo-se assim uma média dos resultados.

2.2. Reagentes
Os reagentes utilizados para este estudo foram de grau analitico e todas as
solucBes foram preparadas utilizando agua deionizada, a qual foi obtida a partir de
um sistema de destilacdo de vidro, modelo MAOQO78/5 (Marconi, Brasil) e,
posteriormente, deionizada passando por uma coluna, modelo CS1800 Evolution
(Permution, Brasil). A solugdo multi-elementar dos analitos foi preparada a partir da
solugdo estoque n° 6 para ICP (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Alemanha) contendo
100 mg L* de cada analito. O HNOs (Vetec, Rio de Janeiro, Basil) utilizado na etapa
de preparo de amostra e o HCl (Qhemis, Jundiai, Brasil) foram destilados duas
vezes, abaixo do ponto de ebulicdo, em destiladores de quartzo, modelo MA-075
(Marconi, Piracicaba, Brasil). Para esta etapa, H202 30% (v/v) também foi utilizada
(Synth, Diadema, Brasil).
Na geracao quimica de vapor, foram utilizadas solucdes de NaBH4 0,5% (m/v)
estabilizadas em NaOH 0,5% (m/v) e HCI 2,0% (m/v) (Qhemis, Jundiai, Brasil). Para
os estudos de bioacessibilidade foram utilizados os seguintes reagentes: a- Amylase
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a partir de Aspergillus oryzae, Pepsina, Bile e Pancreatina (Sigma, St, Louis, EUA);
CaClz(Hz20)2 (Vetec, Rio de Janeiro Brasil), NaOH (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil),
KCI (Merck, Darmstadt, Alemanha), NaCl (Merck, Kenilworth, EUA), NaHCOs3s (Synth,
Diadema, Brasil), MgCl2(H20)s (Sigma, St. Louis, EUA), (NH4)2COs (Synth, Diadema,
Brasil), HCI (Qhemis, Jundiai, Brasil), KH2PO4 (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA).
Todos os materiais e vidrarias utilizados foram lavados com agua e detergente
e, a seguir, imersos por 48 horas em HNO3s 10% (v/v) (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil).
Posteriormente, foram enxaguados com agua deionizada e secos a temperatura

ambiente.

2.3. Instrumentacao

Para determinacdo elementar, um espectrobmetro de emissdo Optica com
plasma induzido por micro-ondas (MIP OES) modelo Agilent 4200 (Agilent
Technologies, Melbourne, Australia) equipado com um nebulizador OneNeb e uma
camara de nebulizacdo Multimode Sample Introduction System (MSIS, “multimode”)
foi utilizado. O nitrogénio utilizado para geracdo do plasma é extraido do ar
atmosférico utilizando um gerador de nitrogénio modelo 4107 (Agilent Technologies,
Melbourne, Australia). As medicbes foram realizadas com velocidade da bomba de
15 rpm, tempo de aspiracdo de amostras de 15 segundos, tempo de estabilizacéo
de 15 segundos e tempo de leitura de 3 segundos.

Para a decomposicao acida e estudos de bioacessibilidade, as amostras de
feijdo cru foram moidas em moinho de laboratério modelo Lab Mill 3100 (Perten, S&o
Paulo, Brasil) e depois homogeneizadas em um misturador vértice (Kasvi, Séo
Caetano, Brasil). Para o feijao cozido, o tempo de cozimento de cada amostra foi
realizado previamente utilizando a metodologia descrita por Mattson (1946),
comumente utilizada para feijdo. Todos o0s recipientes e utensilios utilizados no
cozimento do feijao foram previamente descontaminados por 48 h em HNO3 a 10%
(viv). Agua deionizada foi utilizada para coccdo e todos os procedimentos foram
realizados evitando qualquer contaminacdo e interferéncia nas amostras. Em
seguida, as amostras foram cozidas durante o tempo pré-estabelecido com agua
deionizada. Amostras de feijao cozido (casca de feijao, pasta de feijao e restante do
caldo de cozimento) foram maceradas e homogeneizadas com pistdes de porcelana.
Para a decomposicdo acida, foi utilizado um bloco digestor modelo MA-4025

(Marconi, Piracicaba, Brasil). Um sistema de refluxo foi acoplado a cada tubo
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digestor, conforme descrito por Oreste et al. (2013), com recirculacdo de agua a 15
°C, mantido sob refrigeracdo por uma unidade modelo Q MAO083 (Marconi,
Piracicaba, Brasil).

Para a determinar a fracdo bioacessivel, um medidor de pH modelo pHS-3B
(PHtec, Santa Barbara d'Oeste, Brasil), um banho Dubnoff com agitacdo e
aguecimento a 37 °C modelo Q226M2 (Quimis, Diadema, Brasil) e uma centrifuga
de velocidade maxima modelo 5804 (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) foram

utilizadas para a preparacdo da amostra.

2.4. Otimizacdo do método de preparacdo da amostra

Para possibilitar a determinacdo da concentracdo total, foi realizado um
estudo para o preparo da amostra. Os testes de decomposicdo variaram em funcéo
da quantidade de amostra de feijao, tempo e temperatura do bloco digestor, além da
variacdo da concentracdo de HNOs. Portanto, massas de 250 a 1000 mg; periodos
que variam de 2 a 4 horas; temperaturas de 150 e 200 °C; concentracdo de HNOs de
65, 50, 40 e 30% v/v foram utilizadas. Ap6s definir as melhores condigbes, as
massas de amostras foram pesadas, em triplicata, diretamente em tubos de
decomposicao e adicionados 5 mL de HNOs, em concentrac¢des variadas. O sistema
de refluxo foi acoplado ao tubo e as amostras foram colocadas em bloco digestor
sob aquecimento, variando as temperaturas e o tempo de decomposi¢cado de acordo
com a concentracdo de HNOs. Ao final de cada tempo, as solu¢des foram retiradas
do bloco e resfriadas para posterior adicdo de 1 mL de H202, retornando novamente
ao bloco por mais 1 h. Em seguida, as solucbes de amostras obtidas foram
resfriadas e transferidas para frascos de polipropileno (PP) e avolumadas a 50 mL
com agua deionizada.

Para cada condicdo alterada no estudo de decomposicdo, foi realizada a
determinacdo do teor de solidos dissolvidos e do teor de acidez resultante da
solugdo final (IAL — Instituto Adolfo Lutz, 2008). Essas determinagdes sédo
importantes, pois o fabricante do MIP OES recomenda que as solug¢des introduzidas
no equipamento tenham no maximo 3% de sélidos dissolvidos e 5% de acidez, a fim
de preservar as partes Gticas do equipamento (Agilent Technologies, 2016; Sampaio
et al., 2020). Com isso, buscou-se otimizar uma metodologia de preparacdo de
amostras de feijdo que fosse adequada para a andlise por esta técnica, evitando

diluicbes sucessivas ap0s o0 preparo, 0 que poderiam comprometer os limites de
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deteccdo do método e impedir a determinacao de microconstituintes. A condi¢cao que
apresentou o menor percentual de acidez e solidos solaveis, foi a condi¢édo
escolhida para a decomposicdo das amostras de feijdo e consequentemente para a
determinacao multi-elementar por MIP OES foi a massa da amostra de 1000 mg,
com um periodo de 4 h de digestdo a uma temperatura de 200 °C e utilizacdo de
acido nitrico diluido (40% v/v) para a decomposi¢do. Para os graos cozidos, o teor
de umidade foi analisado a fim de pesar a massa da amostra correspondente a uma
massa de 1000 mg de gréos crus.

A precisdo do método foi avaliada primeiro através da decomposicédo de duas
folhas de tomate CRMs (CRM-Agro FT_012016) e uma férmula infantil (NIST Infant
Formula 1846), separadamente, e usando as mesmas condi¢des otimizadas para a
amostra de feijdo. Posteriormente, foi realizada uma nova decomposicdo acida,
misturando os MRCs com a amostra de feijdo. Para isso, foram pesados juntamente
com os graos (500 mg de cada) para posterior decomposicdo acida. O calculo da

porcentagem de recuperacgao é apresentado na Eq. 1:

% Rec = DV/RV x 100 (Eq. 1)

Onde:

DV = valor detectado para mistura de CRM mais amostra de feijao

RV = valor de referéncia para mistura de CRM mais amostra de feijao. Obtido
através dos resultados do CRM nas condi¢cdes do método e correlacionados com a

massa pesada (500 mg).

2.5. Fracao Bioacessivel

Para os estudos de bioacessibilidade, foi utilizado o processo de digestéo in
vitro, adaptado de Minekus et al. (2014). O método simula o processo digestivo
humano que ocorre na boca, estbmago e intestino, usando fluidos simulados de
digestdo (saliva, suco gastrico e intestinal). Aproximadamente 5 g de cada amostra
de feijdo cru e cozido foram colocados em frascos de PP e pesados. Na primeira
etapa, 10 mL de saliva sintética e 1 mL de CaClz 7,5 mmol L foram adicionados
diretamente as amostras, o pH da solucdo foi ajustado para 7 com a adicdo de
NaOH 1 mol L' e, posteriormente encaminhadas ao banho Dubnoff (Ethik

Technology, Vargem Grande, Brasil) com aquecimento a 37 °C e agitagcao por 10
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minutos. Na segunda etapa, foram adicionados 9,1 mL de suco gastrico sintético,
700 pL de CaCl22 mmol Lt e HCI 1 mol L, para ajustar o pH da solugédo para 3, e
novamente encaminhadas ao banho Dubnoff (Ethik Technology, Vargem Grande,
Brasil) com aquecimento a 37 °C e agitacdo por 2 horas. Na terceira etapa,
adicionou-se 18,5 mL de suco intestinal, 1,35 mL de CaCl2 9 mmol Lt e NaOH 1 mol
L1, para ajustar o pH a 7, e encaminhou-se as solu¢cdes novamente ao banho a 37
°C com agitacao por mais 2 horas.

Em seguida, as solucdes foram colocadas em banho de gelo por 20 minutos
para inativar as enzimas e, posteriormente, centrifugadas por 10 minutos a 11,200 g
para separacdo da fracdo bioacessivel (sobrenadante), a qual foi utilizada para
determinacao dos analitos por MIP OES. J& a parte sélida, foi submetida a uma nova
decomposicdo acida, conforme j4 descrita, a fim de avaliar a exatiddo da
bioacessibilidade através de um balanco de massas, sendo ja relatada na literatura
por Souza et al. (2019). As quantidades de minerais bioacessiveis foram
determinadas usando o teste de bioacessibilidade in vitro. A bioacessibilidade foi
calculada usando a Equagéo 2:

% B =[TB]/[T]* 100 (Eq. 2)

Onde:
[TB]: concentragao do elemento obtida pelo teste de bioacessibilidade in Vitro;

[T]: concentracao total do elemento no alimento, obtida pela digestéo total.

2.6. Estatistica

Os resultados da concentragao total de minerais foram submetidos a analise
de variancia ANOVA com comparacao de médias através do teste Tukey a um nivel
de significancia de 5% comparando todas os gendétipos dentro do mesmo tratamento
(cru e cozido). E os resultados da concentracdo total de minerais cru e cozido para
cada genotipo separadamente foram submetidos a analise de variancia ANOVA

através do teste t — Student a 5% de significancia.

3. Resultados e discusséao
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3.1. Variacdo da massa da amostra

Para avaliar a influéncia da massa da amostra utilizada na decomposi¢cao em
relagdo a acidez e aos solidos dissolvidos, massas entre 250 e 1000 mg foram
pesadas e submetidas a decomposi¢do acida nas temperaturas de 150 e 200 ° C

por 3 horas. Os resultados obtidos sdo apresentados na Figura 4 (A e B),

respectivamente.
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Figura 4 - Efeito da variacao da massa dos gréos durante a decomposi¢cdo acida em
condicBes fixas: 5,0 mL de HNO3 (65% v/v); 3 horas a 150 °C (A) e 200 °C (B);

volume final de 50 mL.

De acordo com os graficos, foi possivel observar que massas maiores
provocam diminuicdo no teor de acidez, ndo ultrapassando 5,0% (v/v). O teor de
sélidos dissolvidos ndo aumentou significativamente, permanecendo abaixo de 3%
(p/v) mesmo em massas maiores. O mesmo foi observado no trabalho de Sampaio
et al. (2020), que usou uma variacdo de massa e a correlacionou com a acidez e o
teor de carbono para amostras de agucar. Assim, a massa de amostra escolhida foi
de 1000 mg, uma vez que massas maiores favorecem a obtencdo de melhores

limites de detec¢éo para o método proposto.

3.2. Efeito da concentragéo de HNO3 e tempo de decomposic¢ao
Um dos principais fatores para a escolha das melhores condi¢cbes de

decomposicdo é a acidez, por isso foram testados diferentes concentracdes de
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HNOs (50, 40 e 30%) para a decomposicdo de uma amostra de 1000 mg. Os
resultados obtidos para acidez e sdlidos totais dissolvidos sdo mostrados na Figura
5.
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Figura 5 - Efeito da variacdo da concentracdo de HNO3 30, 40 e 50% (v /v) para a
decomposicdo. Parametros fixos: 1000 mg de amostra; 3 horas a 200 °C; volume
final de 50 mL.

Foi possivel observar que com HNO3s a 30%, o teor de acidez foi baixo, mas
nao houve decomposicdo completa, resultando em particulas sélidas e em maior
teor de sdlidos dissolvidos. Em 40%, houve diminuicdo dos soélidos dissolvidos na
solucéo final e a acidez foi de aproximadamente 3% (v/v). Quando a concentragao
de HNOs foi elevada para 50%, observou-se aumento na acidez, mas houve
diminuicdo no teor de solidos dissolvidos. Assim, a condicdo escolhida para a
decomposicdo e que permaneceu com uma solu¢cdo mais limpida e com menor teor
de acidez foi a concentracdo de HNOs em 40% (v/v). Embora as decomposicdes
estivessem sendo realizadas com um periodo fixo de 3 horas, para avaliar se um
tempo de decomposicdo maior ou menor teria diferenca, os periodos de 2, 3 e 4
horas também foram testados em relag&o ao teor de solidos dissolvidos e acidez. Os

resultados obtidos sdo mostrados na Figura 6.
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Figura 6 - Efeito da variacdo do tempo de decomposicdo. Parametros fixos: 1000
mg de amostra; 5 mL de HNO3 40% (v/v); temperatura a 200 °C; volume final de 50

mL.

De acordo com os resultados apresentados na Figura 6, observou-se que o
periodo de tempo influencia na decomposi¢cao das amostras e principalmente no teor
de acidez. Assim, o tempo de decomposi¢ao foi fixado em 4 horas. O mesmo
resultado também foi observado no trabalho de Sampaio et al. (2020): concluiram
qgue 4 horas também eram suficientes para decompor as amostras de acucar no
bloco digestor, obtendo um menor teor de acidez.

Apés todos os parametros apresentados, constatamos que as melhores
condicbes de decomposicao foram para uma massa de 1000 mg; 5 ml de HNOs a
40% (v/v); e 200 °C durante 4 horas. Seguido pela adicdo de 1 mL de H202 por uma
hora extra. Ao final, a solucdo foi avolumada com agua deionizada até o volume de
50 mL.

3.3. Figuras de mérito

Para verificar a veracidade e precisdo dos resultados obtidos pela
decomposicao acida, foram realizados testes de adicdo de analito em trés diferentes
concentracbes nas amostras de feijdo, obtendo recuperacbes variando de 81 a
113%, e os desvios padrao relativos (RSDs) foram menores que 10%. As
concentragdes adicionadas estavam na faixa linear das curvas analiticas obtidas por
MIP OES (Tabela 8).



Tabela 8 - Concentracdes medidas de analitos por MIP OES apds diferentes adigcdes em feijdo. Valores em mg kg (n = 3)
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Analito Adic. Feijao Rec. (%) Analito Adic. Feijao Rec. (%)
0 56+0.1 - 0 < LD(m) -
Ba 10 15.2+0.5 96 Lj 10 9.1+£0.2 90
20 239=x1.1 91 20 18.1+£0.8 90
30 33.7+19 94 30 25.6 £ 0.9 85
0 < LD(m) - 0 2030 £ 42 -
cd 10 8.1+0.2 81 Mg 1510 3260 + 33 81
20 16.5+0.9 82 3020 4710 + 420 89
30 26.1+1.1 87 4530 5990 + 150 87
0 0.6+£0.1 - 0 18415 -
Co 10 9.4+0.3 81 M 10 28.2+0.5 98
20 18.1+ 3.6 82 20 34.7+0.6 82
30 26.9x24 87 30 46.3x 14 93
0 1.0+0.1 - 0 0.6+0.1 -
Cr 10 9.3+04 82 Mo 10 9.8+0.3 92
20 194+15 92 20 17.3+£05 83
30 34.4+28 111 30 32525 106
0 9.1+£05 - 0 09+0.1 -
10 20.4+£0.5 113 10 9.2+0.2 83
Cu 20 25.6+1.8 82 Pb 20 20.1+0.4 96
30 33.9+2.2 83 30 30.9£0.5 100
0 77517 - 0 18.8+0.3 -
Fe 50 127+ 3 99 7n 50 71.4+1.7 105
75 152+3 99 75 87.1+£3.2 91
100 190+ 4 112 100 102 + 6 83
0 1370 + 32 -
K 8750 10700 = 230 107
17500 16700 = 170 87
26250 25800 = 500 93
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Além disso, a precisdo do meétodo proposto também foi avaliada pela
decomposicdo dos CRMs de folhas de tomate (CRM-Agro FT_012016) e da formula
infantiil CRM (NIST Infant Formula 1846). Os resultados para esses dois materiais

sdo apresentados na Tabela 9. E possivel observar que foram obtidas boas

recuperacoes entre 84 e 119%. Posteriormente, também foi avaliada a digestdo de

uma mistura desses dois CRM com a amostra de feijdo, conforme descrito no item

2.4. Para o calculo da porcentagem de recuperacdo foram considerados os valores

detectados (VD) do CRM mais os gréos e o valor de referéncia (VR) para cada

elemento nesta mistura. Assim, foram obtidas recuperacdes médias entre 81 e 113%

para todos os elementos, conforme mostra a Tabela 10.

Tabela 9 - Resultados analiticos das concentracdes de Cd, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Pb e

Zn em materiais de referéncia certificados. Valores em mg kg (n = 3)

Tomate CRM-Agro FT_012016

Analito VvC VE Rec. (%)
Cd 26.6 £ 2.1 25.2+0.2 95
Cu 1130 + 140 1220 + 86 108
Fe 1120 £ 190 1140 £ 81 102
K 43300 + 3800 50800 * 500 117
Mg 4110 £ 360 4160 + 300 101
Mn 470 + 69 486 + 37 103
Pb 3.7+0.6 39+0.1 108
Zn 37.5+5.0 31.8+0.9 85

NIST Formula Infantil 1846
Cu 5.1+0.3 5.3+0.3 106
Fe 63.1+£4.0 71.3+£0.5 113
K 7160 + 380 8530 + 190 119
Mg 538 + 29 450 + 27 84
Zn 60.0 £ 3.2 55.8+1.3 93

VC = valor certificado; VE = valor encontrado; valores expressos em médias + desvio padrédo; Rec =

recuperacao (%).
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Tabela 10 - Resultados analiticos das concentracdes de Cd, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Pb
e Zn em materiais de referéncia certificados no meio de amostra de feijao. Valores

em mg kg (n = 3)

CRM Tomate + Feijao

VR (CRM + VD (CRM +

Analito Feijao CRM B B Rec. (%)
Feijao) Feijao)
Cd <LOD 25.2+0.2 13.7+0.3 12.6 £ 0.1 92
Cu 9.1+0.5 1220+ 86 591.1+6.6 616 + 43 104
Fe 775+17 1140+81 538.4+16.2 610 £ 41 113
K 1370 £ 32 >0800 % 31100 £370 26100 + 270 84
500
Mg 2030 £42 4160+300 2780+ 35 3100 £ 170 112
Mn 184+15 486 + 37 2451+ 1.6 252 + 19 103
Pb 09+0.1 39+0.1 25+0.1 24+0.1 98
Zn 188+0.3 31.8%+0.9 31.1+0.3 25.3+0.6 81
CRM Formula Infantil + Feijéao

Cu 9.1+0.5 5.3+0.3 8.1+0.2 72104 89
Fe 77.5+1.7 71.3x0.5 90.6 £0.2 744 +1.1 82
K 1370£32 8530+190 5360+290 4950+ 110 92
Mg 2030 + 42 450 + 27 1260+ 9 1240 + 35 98
Zn 188+03 558+1.3 40.8+1.3 37.3+0.8 91

VR = valor de referéncia; VD = valor detectado; valores expressos em médias + desvio padrdo; Rec =
recuperacao (%).

3.4. Concentracao total do analito

Os elementos estudados foram Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, Li, Mg, Mn, Mo, Pb
e Zn; e a quantidade total dos elementos estudados foi obtida para feijdo cru e
cozido. Na Tabela 11 estdo apresentados os resultados das concentragdes totais de

minerais para os feijoes crus e cozidos.



Tabela 11 - Resultados da concentracéo total para feijoes crus e cozidos obtidos por MIP OES
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Analito BRS Expedito TB02-23 TB02-19

(mg kg?) Cru Cozido Cru Cozido Cru Cozido
Ba 9.8 +0.42 7.0+0.1* 49+0.3° 3.5+0.3° 7.6+0.1° 4.3+0.48
Cd < LD(m) < LD(m) 0.2 +£0.02 < LDm) 0.2+0.0° < LD(m)
Co < LD 25+0.28 < LDm) 2.2+0.18 < LD(m) 4.3+0.2°
Cr < LDm) < LDm) < LD(m) < LDm) < LD(m) < LDm)
Cu 18.8 +0.32 4.5+ 0.17 14.2 + 0.5°¢ 29+0.38 17.3+0.7° 3.1+0.3"8
Fe 39.3+3.3 37.1+ 1.4As 34.4+0.8° 16.9 + 0.8 34.9+0.5° 20.1+1.08
K 13300 + 180 10300 + 714 12600 + 3202 4590 + 260° 12600 + 11002 5060 + 1408
Li < LD(m) < LD(m) < LD(m) < LD(m) < LD(m) < LD(m)
Mg 1980 + 182 1040 + 774 1630 + 51° 670 + 26° 1620 + 53° 835 + 26°
Mn 15.6 + 0.62 6.6 +0.2* 11.8+0.7° 43+0.2¢ 14.8+0.72 49+0.38
Mo < LD(m) < LD(m) < LD(m) < LD(m) < LD(m) < LD(m)
Pb 1.2+0.12 1.4 +0.14 1.1+0.18 1.2 +0.18% 1.0+0.08 1.2+0.28
Zn 21.3+0.6° 9.1+0.28 15.1 + 0.5°¢ 10.9+0.28 235+1.0% 12.1+0.8*

Médias aritméticas simples (n = 3) + desvio padrdo com diferentes letras mindsculas na linha diferem entre si, comparando os genétipos crus e com

diferentes letras mailsculas na linha diferem entre si, comparando os genétipos cozidos, pelo teste de Tukey (p<0,05). *n/s (ndo significativo) pelo teste t-

Student (p<0,05) comparando os tratamentos (cru e cozido) em cada genétipo; <LD (m): Valores abaixo do limite de deteccdo do método.
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No feijdo cru, para os elementos Co, Cr, Li e Mo, as concentracdes ficaram
abaixo dos limites de deteccdo do método LD(m). O elemento mais abundante no
feijdo cru € o K, que variou de 12.600 a 13.300 mg/kg e ndo apresentou diferenca
entre as amostras. O feijdo comum com alta concentracdo de K é uma alternativa
adequada para pessoas que praticam atividade fisica intensa e, portanto, requerem
maiores concentracfes de potassio (Lindinger, 1995). O segundo elemento mais
abundante no feijdo cru € o Mg, que variou entre 1.620 e 1.980 mg/kg, sendo que a
BRS Expedito apresentou maior concentracao e diferenca significativa dos demais.

Para o elemento Ba, os feijdes apresentaram concentracdo entre 4,92 e 9,78
mg/kg, com diferenca significativa. Para o Cd, os feijdes TB02-23 e TB02-19 nao
apresentaram diferenca significativa, sendo que para o BRS Expedito a
concentracdo foi inferior ao LD(m). Para Pb, no conteddo dos feijdes, nao foi
observada diferenca entre as amostras e tanto para o Cd e Pb o teor esta acima do
limite maximo de contaminantes estabelecido pela RDC n° 42 de 2013 (Anvisa,
2013), - MERCOSUL Regulamento Técnico de Limites Maximos de Contaminantes
Inorgénicos em Alimentos, que estabelece que o limite maximo de concentragéo
elementar para hortalicas leguminosas € de 0,1 mg/kg. Altas concentracdes desses
elementos sao desfavoraveis devido a sua toxicidade. Os feijdes apresentaram
concentracfes para elementos potencialmente téxicos, como Cd e Pbh, necessitando
de estudos de bioacessibilidade para verificar se essas concentracbes podem ser
liberadas no corpo para absorcéo posterior, podendo ou ndo representar risco ao
organismo humano (Ferreira et al.,, 2015; Gong, 2016). A presenca de metais
potencialmente toxicos depende das caracteristicas do solo, como o teor de matéria
organica, a poluicdo ambiental e a adicdo de produtos quimicos como fertilizantes,
fungicidas, inseticidas e herbicidas nas lavouras (Pereira et al., 2018).

O teor de Cu dos feijdes variou entre 14,2 e 18,8 mg/kg, apresentando
diferenca significativa, sendo que o BRS Expedito apresentou maior concentracgao.
O teor de Fe dos feijdes variou entre 34,4 e 39,3 mg/kg e o BRS Expedito
apresentou diferenca significativa dos demais feijées. A concentracdo de Zn variou
entre 15,1 e 23,5 mg/kg, apresentando diferenca significativa e o feijdo TB02-19
apresentou maior concentracdo. Para o elemento Mn, a variacéo foi de 11,8 a 15,6
mg/kg e o feijao TB02-23 apresentou diferenca significativa, apresentando a menor
concentracdo. Os resultados de Fe e Zn obtidos neste estudo foram inferiores aos

relatados por Ramirez-Ojeda et al. (2018) que analisou o conteido de minerais e
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elementos tracos em vegetais, incluindo feijao, e encontraram 42-49 ug/g para Fe e
21-37 ug/g para Zn em graos crus, enquanto os resultados para Mn neste estudo
sao iguais aos relatados por esses autores, variando entre 11-15 pg/g para o feijao
cru. Os resultados de Fe e Zn para gréos crus foram inferiores aos relatados por
Viadel et al. (2006a), Viadel et al. (2006b) e Viadel et al. (2009) em seus estudos
com feijdo cru, que foram de 66,3 pg/g para o ferro e 34,5 ug/g para o zinco nos
estudos citados.

Evidencia-se que apenas para o elemento Fe, na BRS Expedito, e Pb, no
TB02-23, o cozimento do feijdo ndo proporcionou diferenca significativa quando
comparado com as amostras cruas. Naozuka & Oliveira (2015) estudaram a
especiacdo quimica do ferro em gendtipos de feijdo (Phaseolus vulgaris L.),
estudaram os efeitos do cozimento e também compararam as concentracdes totais
de Fe em grdos crus e cozidos; e concluiram que o cozimento ndo afetou a
concentracao total de Fe em todos os genotipos de feijdo, o que também aconteceu
com a BRS Expedito.

O processo de cozimento causou perda na maioria dos elementos, exceto nos
elementos Co e Pb. A perda de elementos durante o cozimento deve-se a sua
remocao pela agua. Durante o processo de cozimento, as moléculas de agua entram
no interior da matriz do gréo, dissolvendo uma parte dos elementos ali presentes e
transportando-a para fora do gréo por lixiviagdo. Assim, espera-se que 0 conteudo
dos elementos seja menor nos gréos cozidos do que nos graos crus (Tognon, 2012).

Paredes (2017) avaliou as concentracdes de minerais em feijdo (Phaseolus
vulgaris L) antes e ap0s o cozimento e relatou que os elementos Zn, Cu, Mn, Ca, Mg
e P aumentam suas concentracfes durante o cozimento, resultados tambéem
encontrados no presente estudo para alguns elementos. Meyer et al. (2013)
estudaram feijado cru e cozido e evidenciaram que o resultado dos feijdes cozidos
indicou aumento significativo em Mn, Ca e Mg, bem como diminuicdo em Fe e K
dependendo do feijao avaliada.

Os elementos quimicos que originalmente (no feijao cru) estavam associados
a proteinas, fibras e aos granulos de amido, ficam mais livres dessas interagfes e,
portanto, sdo mais suscetiveis ao ataque acido durante a decomposicdo, tendo
maior probabilidade de serem liberados pela matriz da amostra, aumentando a
concentracdo de minerais no feijdo cozido. Quando o feijao é cozido em agua,

grande parte de suas proteinas se desnaturam, as fibras naturais perdem suas
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caracteristicas e ocorre o processo de gelatinizacdo do amido. O amido é um
carboidrato composto por longas cadeias nas quais as moléculas de glicose estao
ligadas entre si para formar granulos. O amido ndo é soluvel em agua fria, porém
quando € exposto a um ambiente de agua aquecida (como ocorre durante a
coccdo), a dgua comeca a penetrar nos granulos de amido e estes, por sua vez,
tornam-se tdrgidos. A medida que o cozimento prossegue, mais agua penetra no
interior dos granulos e, dessa forma, o amido perde sua estrutura original, gerando
uma dispersao viscosa com consisténcia de gel, liberando os elementos (Tognon,
2012). O cozimento provavelmente também favorece a liberacdo de minerais de
alguns complexos presentes no feijdo, como o complexo de acido fitico-mineral, que
substituiu as perdas minerais devido a difusdo na a4gua (Barampama & Simard,
1995). Oliveira et al. (2017) estudaram a distribui¢cdo de proteinas e metaloproteinas
em genotipos de feijdo (Phaseolus vulgaris L.) e para o feijao comum, estudos
mostraram que, em graos crus, o Fe estava associado a albumina, globulinas e
glutelina e, apds o processo de cozimento, o Fe estava nas fracbes de albumina e
globulina. Os autores também comentam que 0 aquecimento pode resultar na
desnaturacdo das proteinas, de forma que as interacdes entre as proteinas e 0s
elementos essenciais podem ser estabelecidas ou perdidas.

Nos feijdes cozidos, os elementos Cd, Cr, Li e Mo apresentaram
concentracbes menores que o LD(m). Os elementos mais abundantes no feijao
cozido permaneceram K e Mg. Para ambos os elementos, os feijdes apresentaram
diferenca significativa e a BRS Expedito apresentou maior concentracdo. O
elemento Ba apresentou concentracdes entre 3,5 e 7,0 mg/kg, com todos os feijdes
apresentando diferencas significativas e a BRS Expedito continuou apresentando
maior concentragdo. O elemento Pb, também como ocorreu nos feijdes crus, ficou
acima do Limite Maximo de Contaminantes (ANVISA, 2013). O cozimento
proporcionou diminuicdo dos elementos Ba e Cd, fator positivo, por se tratar de
elementos toxicos. O elemento Co apresentou concentracdes entre 2,2 e 4,3 mg/kg,
com o feijdo TB02-19 apresentando diferenca significativa e maior concentracao.
Para o elemento Cu, a BRS Expedito apresentou uma concentracao maior, de 4,5
mg/kg, e uma diferenca significativa dos demais. Os feijdes apresentaram baixa
concentracdo de Mn e diferenca significativa. Para o elemento Fe, os feijdes
apresentaram diferenca significativa e a concentragao ficou entre 16,9 e 37,1 mg/kg,

sendo a maior concentracdo na BRS Expedito. A concentragcdo de Zn variou entre
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9,1 e 12,1 mg/kg e o feijao TB02-19 apresentou maior concentracdo e diferenca
significativa. Os resultados de Zn para feijao cozido encontrados neste estudo foram
inferiores aos encontrados por Ramirez-Cérdenas et al. (2010), estudaram a
biodisponibilidade do zinco em diferentes graos afetados pelo tipo de cultivar e
condicbes de cozimento. A ingestdo inadequada de Fe e Zn pode causar varios
problemas de saude. A deficiéncia de Fe pode levar a morbidade e mortalidade em
criancas, bem como ao atraso no seu desenvolvimento cognitivo e psicomotor, e a
deficiéncia de Zn causa atraso no crescimento e maturacdo dos neuronios,
distarbios reprodutivos, letargia mental, alteracdes na pele e percepcdes gustativas
(Yang et al., 2007; Tuerk, Fazel, 2009).

3.5. Bioacessibilidade dos elementos por digestdo gastrointestinal in vitro

A concentracdo bioacessivel dos elementos Ba, Cu, Fe, Mn, Pb e Zn foi
determinada em todos os graos, crus e cozidos, e sado apresentados nas Tabelas 12
e 13. O Li, Cr, Co, Cd e Mo apresentaram concentragdes totais abaixo ao LD(m)
para todos os feijdes, portanto ndo foi possivel realizar nenhuma determinacdo nesta

etapa.

Tabela 12 - Concentracdes bioacessiveis para feijdes crus

Analito BRS Expedito TB02-23 TB02-19

(mg kg™) CB %FB CB %FB CB %FB
Ba 3.1+0.12 320 1.3+0.1° 26.2 1.6 +£0.1° 21.2
Cu 99+08 526 7.6+0.1° 53.3 10.2+0.12  59.2
Fe 11.5+0.12  29.3 < LD¢m) - 2.4+0.1° 6.8
Mn 43+012 274 3.2+0.3° 27.4 4.1+0.12 27.8
Pb < LDm) - < LDgm) - < LDm) -
Zn 10.8 £0.12  50.6 7.4+0.5° 49.0 10.7 £0.22 456

As médias aritméticas simples (n = 3) = desvio padrdo com diferentes letras minlUsculas na reta,
diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05); CB = concentracdo bioacessivel;% FB = porcentagem

da fracéo bioacessivel; <LD(m) = valores abaixo do limite de deteccao do método.
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Tabela 13 - Concentrac¢des bioacessiveis em feijdo cozido

Analito BRS Expedito TB02-23 TB02-19

(mg kg™) CB %FB CB %FB CB %FB
Ba 0.2 +0.02 2.4 0.2 +0.0° 4.3 0.1+0.0° 2.8
Cu 1.7+0.12 38.5 1.2 +0.0° 40.2 1.9+0.12 61.2
Fe 0.9+£0.02 2.3 0.6 £0.02 3.4 0.7 £0.02 3.6
Mn < LD(m - < LDm) - 0.4 +0.02 8.3
Pb 0.3+0.02 18.1 0.2+0.0° 13.4 0.3+0.0? 21.5
Zn 5.8+0.2° 63.5 4.6 +0.0° 43.0 6.2 +0.12 51.1

As médias aritméticas simples (n = 3) £ desvio padrdo com diferentes letras mindsculas na linha,
diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05); CB = concentragéo bioacessivel;% FB = porcentagem

da fracdo bioacessivel; <LD(m) = valores abaixo do limite de detec¢do do método.

Os elementos K e Mg nédo foram quantificados na fracdo bioacessivel por
estarem presentes em altas concentracdes nos sais adicionados para simulagéo do
trato gastrointestinal. Apds simular as trés principais etapas do sistema digestivo, o
sobrenadante foi coletado para posterior determinacdo da fracdo bioacessivel dos
analitos.

Para a bioacessibilidade do feijdo cru, os elementos Cu e Zn foram os que
apresentaram maiores percentuais de bioacessibilidade. Para Cu e Zn, o feijao
TB02-23 apresentou diferenca significativa dos demais feijdes quanto a
concentracdo bioacessivel. O elemento Ba apresentou diferenca significativa entre
os feijdes para concentracdo bioacessivel, e o percentual bioacessivel foi baixo,
deve-se notar que o Ba é um elemento quimico potencialmente téxico e sua
concentracdo pode causar disturbios fisiolégicos no organismo humano. O Pb
elemento potencialmente toxico, apresentou concentracdes bioacessiveis abaixo do
LD(m). O elemento Fe, de significativa importancia, apresentou baixa
bioacessibilidade para todos os feijoes, e para o TB02-23, ficou abaixo do LD(m). O
Mn apresentou bons percentuais de bioacessibilidade, cerca de 27%, e o feijao
TB02-23 apresentou diferenca significativa para a concentracdo bioacessivel.

Apés a cocgdo, o comportamento da porcentagem bioacessivel dos
elementos foi diferente, conforme evidenciado na Tabela 13. Os elementos Cu e Zn
permaneceram o0s dois elementos mais bioacessiveis para os feijdes. O cozimento

proporcionou um aumento na porcentagem bioacessivel de Cu no feijao TB02-19 e
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Zn no feijdo BRS Expedito e TB02-19. A porcentagem bioacessivel de Ba, apés a
coccdo, apresentou diminuicdo de 8 a 16% nos feijdes, fato importante, por ser um
elemento potencialmente toxico ao organismo. A bioacessibilidade de um elemento
depende ndo apenas da matriz, mas também da forma quimica do analito (Naozuka
& Oliveira, 2017).

O percentual de Fe bioacessivel no feijao apos o cozimento diminuiu, ficando
entre 2,3 e 3,6%. Meyer et al. (2013) indicaram que no feijdo comum cultivado na
Nicardgua, o teor de Fe era de 61-81 mg/kg, dos quais 3-4% estavam
biodisponiveis. Galan et al. (2013) observaram que a bioacessibilidade do Fe foi
menor nos alimentos cozidos quando comparados aos crus, resultados esses que se
assemelham aos encontrados neste estudo. Oliveira et al. (2018) estudaram o efeito
do cozimento sobre a bioacessibilidade de elementos essenciais em diferentes
gendtipos de feijao (Phaseolus vulgaris L.), constataram que o Fe era o elemento
menos acessivel em feijdo cru e cozido, e os autores ainda afirmam que a
bioacessibilidade de Fe para os humanos dos grdos Phaseolus é baixo (1-2%) e
diminui ap6s o cozimento.

Para o Pb, nos feijdes cru, a concentragao ficou abaixo do LD(m), enquanto
nos feijdées cozidos foi observada uma concentracao entre 0,2 a 0,3 mg/kg, resultado
acima do limite permitido pela RDC n° 42 de 2013 (Anvisa, 2013) Porém, mesmo o
feijdo cozido apresentando concentracdo para Pb, aproximadamente 80% dessa
concentracdo ndo é bioacessivel ao organismo, ou seja, a toxicidade é menor em
relacdo a concentracao total.

O elemento Mn, que apresentou cerca de 27% de bioacessibilidade nos
feijdes cru, nos feijdes cozidos apresentou uma diminuicdo, sendo que apenas o0
feijdo TB02-19 nao ficou abaixo do LD(m). A variagcdo do conteudo de elementos
liberados no trato gastrointestinal deve-se a presenca de compostos que podem
inibir a absor¢éo de céations e diminuir sua bioacessibilidade, por exemplo, polifendis,
fitatos e taninos (Ou et al., 2011; Pereira et al., 2018). Componentes vegetais, como
fibra e acido fitico, afetam negativamente a bioacessibilidade de certos minerais
(Camara et al.,, 2005). A presenca desses inibidores poderia explicar as
porcentagens relativamente baixas obtidas para a maioria dos minerais.

Segundo a FAO (FAO/WHO, 2001) o consumo recomendado de vegetais
secos/frescos cozidos, incluindo feijao, é de 3 colheres de sopa por dia (média de 80

g). Convertendo os resultados obtidos neste estudo para a concentragédo
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bioacessivel de feijdo cozido para mg/80g e correlacionando com a ingestao diaria
recomendada para adultos pelo Institute of Medicine (2011), que € 14 mg para Fe, 7
mg para Zn, 0,9 mg para Cu e 2,3 mg para Mn, foi possivel observar que o feijao
contribui com parte da ingestdo desses minerais. Porém, € evidente que é
necessario consumir outras verduras e outros tipos de alimentos combinados ao
feijdo ao longo do dia para auxiliar na suplementacdo, sendo também importante
ingerir elementos essenciais que participam de diversas funcdes fisioldégicas do
organismo. O valor maximo permitido para Ba e Pb é 500 mg e 0,036 mg,
respectivamente (Azevedo & Chasin, 2003; Nielsen & Ladefoged, 2013).
Convertendo as concentracdes encontradas para o feijdo cozido para mg/80g, é
possivel observar que as concentracdes bioacessiveis para todos os elementos em
todas os genotipos de feijao ficaram abaixo do limite diario estabelecido, exceto para
o Pb. O Pb, que é um elemento potencialmente toxico, necessitando de mais
estudos para descobrir a origem desse elemento no feijdo, uma vez que pode estar
presente no solo, na fertilizacdo, na dgua de irrigacdo, entre outros fatores.

O requerimento de Fe para homens adultos é de 8 mg/dia e para mulheres é
de 18 mg/dia (Institute of Medicine, 2011). Considerando a quantidade total de Fe
nos feijdes, o feijdo cru € mais nutritivo quanto a presenca de Fe, porém,
considerando a bioacessibilidade, percebe-se que o feijdo cozido ndo é o alimento
mais eficiente quanto a disponibilidade de Fe para o organismo. Esses resultados
indicam que nem todo o conteldo de um determinado elemento presente no
alimento tem probabilidade de ser liberado da matriz alimentar durante a digestéao
gastrointestinal humana, disponibilizando-o (ou ndo) para absorcdo e consequente

uso pelo organismo.

4. Conclusao

O estudo da concentracdo de minerais no feijdo cozido € mais importante
nutricionalmente do que a caracterizacdo do gréo cru, pois o feijdo é consumido
principalmente na forma cozida. Os resultados encontrados neste estudo indicam
que, possivelmente, a &gua e o processo de cocc¢do tém uma influéncia consideravel
no teor de minerais, e a maceracdo dos graos causa uma lixiviacdo dos minerais.
Podemos observar que os elementos que estao presentes em maior quantidade em

todos os graos, tanto crus quanto cozidos, sao o K e o Mg. Porém, quando o estudo
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de bioacessibilidade foi realizado entre os elementos considerados, os mais
bioacessiveis foram Cu e Zn. Os elementos K e Mg ndo foram quantificados na
fracdo bioacessivel, pois estdo presentes em altas concentracbes nos sais
adicionados para simulagdo do trato gastrointestinal, aumentando assim suas
concentracfes nas solucdes, inviabilizando as determinacdes.

Com base nos resultados apresentados para a concentracdo total e para a
concentracdo bioacessivel, foi possivel observar que a amostra BRS Expedito
apresentou as maiores concentragdes para a maioria dos elementos, tanto em gréos
crus quanto cozidos. No entanto, essa mesma amostra apresentou as maiores
concentracfes totais de Ba e Pb, considerados elementos potencialmente toxicos
para o organismo humano. Na concentracdo bioacessivel, tanto para o feijao cru
qguanto para o cozido, ndo houve maior diferenca em relacdo aos percentuais da
fracdo bioacessivel. Assim, foi possivel observar que embora a amostra possa
apresentar grande concentracdo de um determinado elemento, ao ser digerida pelo
NOSSO organismo, apenas parte dessa concentracao é liberada no epitélio intestinal
para posterior absor¢do pelo organismo. Portanto, faz-se necessario o consumo de
outros tipos de alimentos para posterior liberacdo desses elementos, atendendo

assim as necessidades diarias do organismo.
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Consideracfes Finais

Os gendtipos crioulos analisados nesse estudo apresentaram
caracteristicas distintas, mas de modo geral mostraram-se promissores, tendo sua
qualidade tecnoldgica, nutricional e bioativa conforme esperado. As sementes
crioulas sdo esséncias para agricultura familiar, pois apresentam importancia
socioeconbmica, cultural e genética. A integracdo entre agricultores familiares que
detém essas sementes e institutos que desejam pesquisar sobre estas pode ser um
incentivo para melhorar a qualidade tanto tecnolégica, como nutricional dessas
sementes crioulas. Por fim, para trabalhos posteriores, sugere-se a realizacdo das
andlises em gendtipos diferentes dos estudados, e realizagdo de outros testes para

fins de comparacédo de resultados.



