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RESUMO

FEIJAO GUANDU PARA USO ALIMENTAR: COMPOSICAO QUIMICA,
FUNCIONALIDADE E ASPECTOS NUTRICIONAIS. Esta dissertacdo tem como
objetivo o desenvolvimento e a aplicacdo de procedimentos analiticos para avaliar os
teores totais e a bioacessibilidade e biodisponibilidade de elementos essenciais e
proteinas totais em duas variedades de feijdo guandu (Cajanus cajan (L.) Millsp)
previamente selecionadas para consumo humano. Foram avaliadas amostras cruas e
cozidas e em diferentes estagios de maturacdo, assim como variedades comerciais
de feijéo carioca e preto. A bioacessibilidade e a biodisponibilidade foram obtidas ap6s
simulacdes de digestdo gastrointestinal in vitro e bioensaios com células Caco-2,
respectivamente. Para as proteinas, a fracdo total e a fracdo bioacessivel foram
guantificadas por combustdo (Dumas) e os aminoacidos livres por cromatografia
liguida de alta eficiéncia (HPLC). Os elementos avaliados (Ca, Mg, P, Cu, Fe e Zn)
foram determinados por espectrometria de emisséo Optica e espectrometria de massa
com plasma indutivamente acoplado (ICP OES e ICP-MS), apés decomposicdo
assistida por radiacdo micro-ondas empregando &cido diluido (7,0 mol L?1). A
bioacessibilidade dos elementos variou de 0,8 a 19% para Ca e de 48 a 67% para Cu.
A bioacessibilidade de Ca, Fe, Mg e Zn diminui com a maturagao dos graos. Por fim,
simulacdo intestinal in vitro com células Caco-2, visando estimar a biodisponibilidade
dos nutrientes apresentou problemas com a integridade da monocamada celular,
sendo que nao foi possivel estimar os valores de biodisponibilidade. No entanto,
resultados obtidos indicam o caminho a ser seguido para o aprimoramento deste
experimento e obtencao de resultados confiaveis. Com relacdo a proteina bruta, as
amostras de feijdo guandu apresentam teores préximos a 20%. Para os aminoacidos
foram encontradas quantidades = 1% de acido glutdmico, acido aspartico e leucina.
Para o grdao maduro, a lisina e a fenilalanina estdo presentes em quantidades = 1%,
em comparacao ao grao verde. Por outro lado, no grdo maduro, as quantidades de
glicina, histidina, treonina, alanina e tirosina foram baixas (< 0,4%), e néo foram
detectadas metionina, cistina e taurina em nenhum dos dois graos. A bioacessibilidade
das proteinas variou entre 16,4 e 19,4%. Houve elevacao no teor das proteinas totais
com a maturacao do grao, sendo que a porcentagem bioacessivel permaneceu sem
alteracao significativa. Sobre a ingestéo diaria recomendada (IDR), o consumo de 100

g do alimento cozido sugere que o feijdo guandu pode ser uma fonte alternativa de
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nutrientes, destacando Mg e P, apesar de sua contribuicdo ser menor comparado as
variedades comerciais de feijdo carioca e preto. Além disso, todos os feijdes
estudados apresentam potencialidade para suplementacéo de proteinas, variando de
32,8 — 38,8% da IDR, reforcando a importancia dessas leguminosas e de outras na
nutricdo humana. Os resultados obtidos séo relevantes do ponto de vista nutricional,
apresentando dados inéditos sobre os aspectos nutritivos de duas variedades de
feijdo guandu e a bioacessibilidade de elementos essenciais, indicando sua

viabilidade como alternativa de consumo.
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ABSTRACT

PIGEON PEA FOR FOOD USE: CHEMICAL COMPOSITION, FUNCTIONALITY AND
NUTRITIONAL ASPECTS. This dissertation aims to develop and apply analytical
procedures to evaluate the total levels, bioaccessibility, and bioavailability of essential
elements and total proteins in two pigeon pea (Cajanus cajan (L.) Millsp) varieties
previously selected for human consumption. Raw and cooked samples were evaluated
at different stages of maturation, as well as commercial varieties of common beans
(carioca and black). Bioaccessibility and bioavailability were obtained after in vitro
gastrointestinal digestion simulations and bioassays with Caco-2 cells. For proteins,
the total fraction and the bioaccessible fraction were quantified by combustion (Dumas),
and free amino acids by high-performance liquid chromatography (HPLC). The macro
and micronutrients evaluated, Ca, Mg, P, Cu, Fe, and Zn, were determined by
inductively coupled plasma optical emission spectrometry and mass spectrometry (ICP
OES and ICP-MS), after microwave-assisted decomposition using diluted acid (7.0 mol
L-1), both for total contents and for bioaccessible and bioavailable fractions. The
bioaccessibility of elements varied from 0.8 to 19% for Ca and from 48 to 67% for Cu.
Bioaccessibility of Ca, Fe, Mg, and Zn decreased with bean maturation. Finally, an in
vitro intestinal simulation with Caco-2 cells, aimed at estimating nutrient bioavailability,
faced issues with the integrity of the cell monolayer, making it impossible to estimate
bioavailability values. However, the results obtained suggest the direction to be
followed for improving this experiment and obtaining reliable results. Regarding crude
protein content, pigeon pea samples were close to 20%. For amino acids, amounts =
1% of glutamic acid, aspartic acid, and leucine were found. For the mature grain, lysine
and phenylalanine were present in amounts = 1%, compared to the green grain.
However, in the mature grain, the amounts of glycine, histidine, threonine, alanine, and
tyrosine were low (< 0.4%), and no methionine, cystine, or taurine were detected in
either grain. The protein bioaccessibility varied between 16.4% and 19.4%. There was
an increase in the total protein content with the maturation of the beans, while the
bioaccessible percentage remained unchanged. For the recommended daily intake
(RDI), the consumption of 100 g of cooked food suggests that the pigeon pea may be
an alternative source of nutrients, highlighting Mg and P, although its contribution is
lower compared to the commercial varieties of carioca and black beans. Additionally,

all the beans studied show potential for protein supplementation, ranging from 32.8 —
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38.8% of the RDI, reinforcing the importance of these legumes and others in human
nutrition.This study is significant from a nutritional perspective, providing
unprecedented data on the nutritional aspects of two varieties of pigeon peas and the

bioaccessibility of essential elements, indicating their use as a consumption alternative.
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1 — INTRODUCAO

O feijao guandu (Cajanus cajan (L.) Millsp) € uma leguminosa originaria
de paises em desenvolvimento da Asia, Africa e América do Sul (SUN et al., 2020).
De acordo com o relatério The Global Economy of Pulses da FAO (RAWAL et al.,
2019), o feijdo guandu estd entre as leguminosas mais relevantes em termos de
producdo e consumo global, ao lado do feijdo-comum (Phaseolus vulgaris L.), gréo-
de-bico, ervilha, lentilha, feijdo-caupi, entre outros. A producdo mundial anual do feijao
guandu alcanca cerca de 5,5 milhGes de toneladas, representando 5,8% do total
global de leguminosas. A india € tanto o maior produtor quanto o maior consumidor,
respondendo por 90% da producédo global (SARKAR et al., 2020; TAPAL et al., 2019).

O feijdo guandu é considerado uma das leguminosas mais resistentes a
seca, gracas ao seu sistema radicular profundo e a um germoplasma com maior ajuste
osmoético em comparacdo com outras leguminosas (KUMAR; SAXENA;
SAMEERKUMAR, 2017). Isso permite que as plantas se desenvolvam melhor em
condicbes de baixo potencial hidrico, ajustando suas funcbes fotossintéticas e a
condutancia estomatica, além de retardar a senescéncia das folhas (BASU et al.,
2016). Apesar dessas caracteristicas agronémicas vantajosas, a producéo de feijao
guandu é predominantemente restrita a pequenos produtores. Seu rendimento meédio
varia consideravelmente, dependendo das praticas agronémicas, da densidade de
plantio e da variedade de sementes, visto que é comumente cultivado em consaorcio
com outras culturas (ADENEKAN et al., 2018; FULLER et al., 2019). Um fator crucial
para aumentar a producdo em larga escala de sementes de feijdo guandu é o
desenvolvimento de novas cultivares. Embora a maioria das leguminosas seja
naturalmente autofértil, o feijdo guandu apresenta um grau de polinizacdo cruzada,
realizada por abelhas meliferas, o que possibilita o desenvolvimento de hibridos com
caracteristicas agronémicas aprimoradas (RAWAL et al., 2019). O desenvolvimento
de cultivares de feijao guandu mais tolerantes a seca tem sido liderado pelo Centro
Internacional de Pesquisa Agricola em Areas Secas (ICARDA), no Libano, e pelo
Instituto Internacional de Pesquisa de Cultivos para os Trépicos Semiaridos (ICRISAT),
na india (SARKAR et al., 2020; SINGH et al., 2018). No Brasil, a Empresa Brasileira
de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) também tem se dedicado a obtencdo de
cultivares mais adequados ao consumo humano, com tempos de cozimento reduzidos

e melhores propriedades tecnologicas (MIANO et al., 2020).



Dados a importancia socioeconémica e o potencial do consumo do feijao
guandu para dieta humana, esta dissertacdo de mestrado tem como objetivo explorar
estratégias analiticas instrumentais e de calibracdo para quantificar as fracdes
bioacessivel e biodisponivel de elementos essenciais presentes em duas variedades
de feijao guandu que mesmo originalmente desenvolvidas para alimento animal,
apresentaram potencial para consumo humano. Foram realizados ensaios para a
determinacdo dos teores totais de proteina e macro e micronutrientes e estudos in
vitro visando avaliar a digestao e absor¢cao gastrointestinal destes analitos. Na Figura

1 é apresentado um fluxograma com um resumo das principais etapas realizadas.
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FIGURA 1 - Fluxograma das principais etapas desenvolvidas neste trabalho. Os graos
utilizados foram: feijdo guandu (verde e maduro), feijdo carioca e feijao preto.
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2.1 — Objetivo geral

Avaliar a bioacessibilidade e a biodisponibilidade de elementos
essenciais e proteina em amostras de feijdo guandu usando modelos de digestao
gastrointestinal e absorcéo in vitro e métodos instrumentais baseados em plasma

indutivamente acoplado.

2.2 — Objetivos especificos

¢ Definir procedimentos analiticos para a determinacédo dos teores totais de Ca,
Cu, Fe, Mg, P e Zn em amostras de feijdo guandu usando espectrometria de
emissao O6ptica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES) e
espectrometria de massas com plasma acoplado indutivamente (ICP-MS);

e Analisar o teor de proteina total nas amostras de feijdo guandu avaliadas;

e Estimar a fracdo bioacessivel de elementos essenciais e proteina nas amostras
de feijdo guandu apds ensaios in vitro de digestdo simulada;

e Estimar a fracdo biodisponivel de elementos essenciais em feijdo guandu apos
bioensaios com células Caco-2;

e Avaliar a influéncia de tradicionais métodos de cozimento sobre o teor total,
bioacessibilidade e biodisponibilidade dos nutrientes estudados em feijao
guandu;

e Avaliar a composicdo bromatoldgica (proteina bruta, aminoéacidos, fibras,
matéria seca, matéria mineral, extrato etéreo) e a influéncia do estagio de
maturacao nos teores determinados;

e Avaliar a contribuicdo dos feijdes na nutricdo humana comparando com a

Ingestdo Diaria Recomendada (IDR).
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3 — REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 - Feijao guandu como fonte alternativa para dieta humana

Graos de leguminosas sao amplamente utilizados na dieta humana e na
alimentacdo animal devido ao seu alto teor de proteinas, composicdo mineral e de
compostos bioativos (CHEN et al., 2015; HOWARD et al., 2018). O cultivo do feijao
guandu (Cajanus cajan (L. Millsp) é especialmente significativo nas regifes tropicais
e subtropicais, com a india sendo o principal produtor global, responsavel por cerca
de 72% da producédo total (FAO, 2019). Assim como outras leguminosas, o feijdo
guandu demonstra uma notavel versatilidade e se adapta a diversas condi¢cbes
ambientais, servindo como uma fonte alternativa de alimentos e ragdo (MIANO et al.,
2020). Diante das preocupac0fes globais relacionadas ao crescimento populacional e
a seguranca alimentar, ha uma crescente necessidade de praticas agricolas
inovadoras e do desenvolvimento de novas variedades que oferecam maiores
rendimentos, melhores caracteristicas tecnologicas e beneficios nutricionais
aprimorados (VARSHNEY et al., 2010).

Variedades bem-sucedidas devem atender a critérios essenciais, como
caracteristicas favoraveis de hidrata¢édo e cozimento, que sdo fundamentais tanto para
aplicacOes alimentares domésticas quanto industriais. As propriedades de hidratacao
e coccao das leguminosas envolvem processos complexos influenciados por fatores
como composicdo da semente, teor de umidade e caracteristicas da casca da
semente. Fatores ambientais relacionados a localizacdo de producdo, métodos de
colheita e condi¢cdes de armazenamento também desempenham papéis significativos
(VASANTHAKAALAM; KARAYIRE; NYAGAHUNGU, 2020). As caracteristicas de
coccao séo critérios comerciais essenciais, fundamentais para garantir a qualidade
sensorial (WOOD, 2017).

Diferente da maioria das leguminosas que sao predominantemente
autopolinizadoras, o guandu se beneficia da polinizacdo cruzada realizada pelas
abelhas, o que abre a possibilidade de criar hibridos com caracteristicas agrondmicas
superiores (RAWAL et al., 2019). Ao criar novas linhagens de feijdo guandu para
aprimorar seu valor nutricional ou suas caracteristicas agrondémicas, é crucial avaliar

minuciosamente suas propriedades tecnoldgicas antes de sua introducao ao mercado



consumidor ou ao setor de processamento. Embora a Asia e a Africa possuam uma
ampla diversidade de variedades de feijdo guandu, a América do Sul também possui
genadtipos que ainda ndo foram adequadamente caracterizados ou selecionados para
uso pratico. Nesse contexto, estudos como os realizados por Miano e colaboradores
buscaram identificar linhagens de feijdo guandu com atributos nutricionais e
tecnologicos superiores, examinando parametros como amido, proteina, fibra,

compostos fendlicos e teor mineral, conforme demonstrado na Tabela 3.1.



TABELA 3.1 - Composicéo quimica de diferentes linhagens de feijdo guandu (média * desvio padrdao) (MIANO et al.2020).

Parametros g137-99 0146-97 g57-95 g119-99 g184-97 g18-95 g47-94
Hidratacdo (%) 78,3x0,7 76,7+1,2 99,7+0,5 89,8+ 0,6 75,3+0,8 98,1+0,1 57,2+0,6
Amido (% b.s") 31,7+0,1 331 36,2+0,1 32,9+0,1 35,1+0,1 315+0,1 30,8+0,1
Proteina (% b.s) 19,2+0,1 20,1+0,1 17,1+0,1 18,7+0,1 19,4+0,2 19,1+0,3 19,8 +0,1

Fibra insolavel (% b.s) 26,404 21+0,3 22,2204 22,7%+0,2 20,8 +0,2 19,2+ 0,6 19,1+0,6
Fibra soluvel (% b.s) 6,7+0,6 7,4+0,4 7,9+0,2 6,9+0,1 7,1+0,1 4,4 +0,5 43+0,2
Compostos fenolicos (% b.s) 1,7£0,1 05+0,1 0,57 £ 0,02 0,6+0,1 0,55 £ 0,02 1,4+0,1 1,7+£0,1
Mg (g kg b.s) 0,89 + 0,02 0,94 £ 0,02 0,79 £ 0,05 0,77 £ 0,04 0,88 £ 0,02 0,48 +0,13 0,58 £ 0,03

P (g kgt hb.s) 2,2+0,1 25+0,1 26+0,1 2,1+0,1 2,13+0,03 2,12 £ 0,23 2,52 0,04

S (gkg!hb.s) 1,38 £ 0,02 1,36 £ 0,04 1,2+0,1 1,3+0,1 1,29 £ 0,02 1,14 £ 0,13 1,19 £ 0,02

K (g kgt b.s) 8,1+0,1 9,1+0,1 8,51+0,1 8,5+0,4 9,3+0,1 73+0,3 77+0,1
Ca (g kg b.s) 23+0,1 1,7+0,1 1,6+0,2 1,8+0,2 1,7+0,1 1,3+0,3 1,39+ 0,04
Fe (mg kg b.s) 320x1,1 31,7+0,1 25813 27,9%0,7 31,0+ 3,2 245+15 26,1+0,5
Cu (mg kgt b.s) 3,2+0,1 3,8+0,2 3,2+0,2 35+0,1 3,6+0,1 3,2+0,1 3,14+0,11
Zn (mg kg b.s) 44,6 + 2,7 382+15 315+26 28,4+1,0 35,73 + 3,01 32,8+23 37,9+18

* b.s: base seca
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Os autores relataram que, apesar das linhagens de feijao guandu
apresentarem elevados niveis de célcio, manganés e fibra, demonstraram teores
inferiores de ferro, proteina e zinco quando comparados com leguminosas
comercialmente populares, como grao-de-bico e feijjao comum. Dada a semelhanca
na composicao nutricional entre as nove linhagens estudadas, a preferéncia foi dada
aquelas com maior capacidade de hidratacdo, a fim de assegurar uma textura
uniforme apds o cozimento. Como resultado duas linhagens especificas (g18-95 e
g57-95) foram selecionadas e recomendadas para a producéo em larga escala devido
as suas excelentes propriedades de hidratagdo e baixo tempo de cozimento,
tornando-as opg¢des adequadas para 0 consumo humanao.

Além da avaliacdo nutricional, as andalises sensoriais de um alimento
também sdo parametros importantes que servem como suporte técnico para pesquisa,
industrializagdo, marketing e controle de qualidade, assim reforcando sua presenca
no mercado e no cotidiano da populacdo (ROSSINI; ANZANELLO; FOGLIATTO,
2012). A analise sensorial avalia as caracteristicas de um produto ou alimento como
textura, sabor, aparéncia e aroma por meio dos sentidos sensoriais (RUIZ-CAPILLAS;
HERRERO, 2021). Esse método tem sido utilizado por séculos para determinar se 0s
produtos alimentares devem ser aceitos ou rejeitados. Tradicionalmente, a andlise
sensorial complementava as avaliacfes tecnoldgicas e microbiolégicas da qualidade
dos alimentos. No entanto, sua evolucdo nas Ultimas décadas a tornou uma
metodologia chave para garantir a aceitagdo do consumidor em relacdo a novos
produtos (SWIADER et al., 2020).

Técnicas sensoriais tradicionais, incluindo avaliacdes discriminatdrias e
descritivas, bem como testes de preferéncia e hedbdnicos, continuam amplamente
utilizadas. No entanto, métodos mais novos e eficientes surgiram, como check-all-that-
apply (CATA), napping (N), flash profile (FP) e dominancia temporal de sensacdes
(TDS), apoiados por andlises estatisticas robustas. Embora essas técnicas sejam
valiosas para o0 desenvolvimento de novos alimentos, ndo sdo 0s Unicos
determinantes da aceitacdo de um produto. Fatores como cultura, contexto ambiental,
conhecimento  nutricional, restricbes alimentares, respostas emocionais,
consideracdes de saude, natureza do produto e embalagem também desempenham
papéis significativos (RUIZ-CAPILLAS; HERRERO, 2021).

Diante destas consideragdes, o feijao guandu tem recebido mais atencéo

devido a ser uma importante fonte nutritiva, além de apresentar rusticidade e
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adaptabilidade a maioria das regides brasileiras, o que justifica o langamento de novas
cultivares dessa leguminosa. Para introduzir novos feijdées no mercado, € fundamental
estudar suas caracteristicas tanto culinarias quanto sensoriais. Em um estudo
realizado em 2022 (SILVA et al., 2022), algumas variedades do feijao foram avaliadas
por suas caracteristicas de hidratacédo e tempo de cozimento como parametros, na
finalidade de selecionar as variedades mais adequadas ao consumo humano. Foram
utilizadas amostras de diferentes variedades de feijao, colocadas em remolho por 16
horas e depois cozidas em uma panela de pressao elétrica por dois periodos: 30 e 45
minutos. ApOs o cozimento, foi realizado um teste com o polegar e o indicador para
verificar se os feijdes haviam atingido o tempo de coccédo ideal, observando a
facilidade de amassar os grdos e a presenca de granulacfes. Segundo os autores,
entre as linhagens de feijdo guandu analisadas, as variedades g18-95 e g57-95 se
destacaram por apresentarem as caracteristicas ideais para feijdes cozidos em
apenas 30 minutos, enquanto as demais necessitaram de 45 minutos ou mais. Além
disso, essas linhagens demonstraram melhor textura e maior grau de maciez em
comparacao com as outras, mostrando maior potencialidade para comercializacao,
pois requerem menos tempo de cozimento, preservando assim a qualidade nutricional
do alimento (SILVA et al., 2022).

Um outro estudo levantou dados sobre a aceitacdo sensorial das
variedades g18-95 e g57-95 (SILVA et al., 2020). Nele, as variedades foram
preparadas como descrito anteriormente e testadas sensorialmente. A andlise
sensorial foi realizada em cabines individuais com a participacado de 59 provadores
(63% homens e 37% mulheres). A maioria dos participantes, cerca de 98%, era
consumidora de feijao e 89% ja haviam ouvido falar do feijao guandu. Foram avaliados
os atributos de aceitacdo global utilizando uma escala hedénica estruturada de 9
pontos, variando de 1 (desgostei extremamente) a 9 (gostei muitissimo), e a intengéo
de compra foi medida com uma escala de 5 pontos, variando de 1 (certamente néo
compraria) a 5 (certamente compraria). Além disso, foi aplicado o teste CATA, que
continha uma lista de 16 termos relacionados as caracteristicas sensoriais dos
produtos, selecionados a partir de um levantamento de atributos. Para a linhagem g-
18, as meédias nas escalas hedobnicas e estruturadas foram de 7,0 e 3,9,
respectivamente, enquanto a linhagem g-57 apresentou médias de 6,8 e 3,7. Os
atributos que se destacaram no CATA para ambas as linhagens foram "macio”, "sabor

suave" e "sabor caracteristico de feijao tradicional”. Segundo os autores, as duas
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linhagens mostraram boa aceitagédo sensorial e tém potencial para comercializacao.

Desenvolvedores de novos produtos alimentares devem considerar n&o
somente as qualidades nutricionais, mas também as atitudes e expectativas dos
consumidores. Obter referéncias sobre as experiéncias sensoriais dos potenciais
consumidores fomenta a inovacao e orienta o desenvolvimento (KUMAR et al., 2021).
Por essas razdes, a analise sensorial combinada com a pesquisa de consumidores &
reconhecida por profissionais da industria e pesquisadores como uma ferramenta
essencial em todas as etapas do desenvolvimento de novos produtos, desde o design
até a comercializacdo (GLUCHOWSKI et al., 2021).

3.2 — Estudos de bioacessibilidade e biodisponibilidade

Elementos essenciais sdo fundamentais para o0 funcionamento
adequado do corpo humano. Calcio e fésforo sédo indispensaveis para a manutencao
da saude dos o0ssos e dentes, enquanto potassio e magnésio Sao cruciais para o
equilibrio de fluidos e a transmissdo de impulsos nervosos. Cobre e zinco
desempenham papéis vitais em varias reacdes enzimaticas e na funcao imunoldgica,
e ferro € necessério para a producdo de hemoglobina, que transporta oxigénio para
as células do corpo (SANTOS; DE HIGUEIRA; NOGUEIRA, 2022). Como 0 organismo
ndo € capaz de sintetizar esses elementos € necessario obté-los através da
alimentacdo. Desta forma, o feijdo guandu, assim como outras leguminosas, exerce
um papel significativo para pequenos agricultores em regides tropicais e subtropicais,
contribuindo para a seguranca alimentar e para a oferta de nutrientes, especialmente
ao fornecer uma importante fonte de proteinas, minerais e fibras. Esta contribuicdo é
particularmente relevante devido a frequente deficiéncia nutricional nessas éareas,
agravada pelo rapido crescimento populacional e pelos altos custos dos alimentos de
origem animal (SAXENA et al., 2017).

As leguminosas sao fontes sustentaveis de proteina vegetal e
desempenham um papel crucial na seguranca alimentar futura, contendo de 17 a 30%
de proteina, predominantemente na forma de globulinas soltiveis em sal (legumina e
vicilina) e albuminas soluveis em agua, além de algumas glutelinas e prolaminas
(PEREZ-MORAL et al., 2023). Essas proteinas séo ricas em aminoacidos essenciais,
com destaque para a lisina, que esta ausente nas proteinas dos cereais (HERREMAN

et al., 2020). No entanto, o valor nutricional das leguminosas depende, de forma mais
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precisa, da quantidade de aminoacidos que séo efetivamente absorvidos, o que esta
relacionado a sua liberagcdo da proteina e da matriz alimentar para o limen intestinal
durante a digestdo. A digestibilidade das proteinas das leguminosas € geralmente
estimada em cerca de 65-70%, embora existam grandes variacdes, que parecem
depender da origem botanica, bem como dos tratamentos de processamento e das
metodologias de digestao (GU et al., 2023).

A ingestdo de fibras dietéticas (ou fibra alimentar) oferece diversos
beneficios a saude. Um consumo adequado de fibras pode reduzir o risco de
desenvolver doengas como doenca coronariana, acidente vascular cerebral,
hipertenséo, diabetes, obesidade e certos problemas gastrointestinais (ANDERSON
et al., 2009). Além disso, 0 aumento na ingestéo de fibras dietéticas melhora os niveis
de lipidios no sangue, reduz a presséo arterial, facilita o controle da glicose no
diabetes, favorece a regularidade intestinal, auxilia na perda de peso e parece
fortalecer a funcdo imunoldgica (ANDERSON et al., 2004; BIRKETVEDT et al., 2005).
Tradicionalmente, as fibras dietéticas eram definidas como as porc¢des dos alimentos
vegetais que eram resistentes a digestdo pelas enzimas digestivas humanas,
incluindo polissacarideos e lignina. Essa definicdo foi ampliada para incluir
oligosacarideos, como a inulina, e amidos resistentes. De forma simplificada, as fibras
foram classificadas como sollveis, como as fibras viscosas ou fermentaveis (como a
pectina), que sado fermentadas no colon, e insolaveis, como o farelo de trigo, que
possuem acdo volumosa, mas sdo fermentadas de forma limitada no cdlon
(ANDERSON et al., 2009). Em feijdo guandu, a presenca de fibras traz resisténcia a
digestdo no intestino delgado e grosso, favorecendo a fermentacéo pelas bactérias e
a producao de acidos graxos de cadeia curta (ABEBE, 2022). As fibras alimentares,
tanto solGveis quanto insoluveis, tém mostrado efeitos positivos na reducdo do
colesterol sanguineo e na resposta glicémica. Suas raizes contém aproximadamente
22% de fibras soltveis e 19% de fibras insoluveis (BROWN et al., 1999; MALLILLIN
et al., 2008).

Para determinar com precisdo o valor nutricional de um alimento, é
necessario avaliar a quantidade de nutrientes disponivel para a absorcéo intestinal
por meio de estudos de bioacessibilidade e biodisponibilidade. A bioacessibilidade
refere-se a fragdo de um nutriente que, apos a digestao, € liberada da matriz alimentar
e torna-se potencialmente disponivel para absorcdo pelas células intestinais

(CARDOSO et al., 2015). J& a biodisponibilidade descreve a fragcdo do nutriente que,
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apos ser liberada, € efetivamente absorvida pelo organismo e utilizada em fun¢des
fisiol6égicas ou armazenada (VERHOECKX et al., 2015). O processo € resumidamente
composto por trés etapas principais: i) a bioacessibilidade do nutriente no trato
gastrointestinal, ii) a absorcdo pelas células intestinais especificas, e iii) o transporte
para a circulacdo sanguinea. Esses estudos podem ser realizados por métodos in
vivo, considerados o padréo ideal, ou por modelos in vitro que simulam as condicdes
fisiologicas e fisico-quimicas do trato gastrointestinal humano (XU et al., 2021).

Os estudos mais representativos e precisos para avaliar a
biodisponibilidade séo os testes in vivo, que envolvem experimentos com animais ou
humanos e consideram as complexas interagdes dos processos fisioldgicos. Embora
esses testes oferecam uma representacdo mais fiel das condicdes reais, enfrentam
desafios significativos, tais como altos custos e extensa demanda de tempo e
restricdes éticas, especialmente no que diz respeito a avaliacdo de possiveis riscos a
saude humana (BOYD et al., 2019; XU et al., 2021). Em contrapartida os modelos in
vitro emergem como alternativas promissoras, capazes de superar algumas das
limitacOes associadas aos ensaios in Vvivo.

Os meétodos in vitro consistem na realizacdo de experimentos que
replicam os processos bioquimicos e fisiologicos da digestdo humana, incluindo
fatores como a composicdo enzimatica dos fluidos digestivos sintéticos, valores
especificos de pH em diferentes fases da digestao, temperatura e tempo de digestado
(MARCANO; HERNANDO; FISZMAN, 2015). Apés a simulacdo do processo de
digestéo gastrointestinal, espera-se que a fracdo dos elementos bioacessiveis esteja
solubilizada no extrato resultante (fracdo bioacessivel ou quimo), desde que néo haja
erros sistematicos durante o procedimento. A parte sélida que permanece é
denominada fracdo residual ou ndo-bioacessivel. Para avaliar a biodisponibilidade in
vitro sdo conduzidos experimentos adicionais que simulam o processo de absorcéo
dos elementos solubilizados no quimo.

Diversas abordagens para meétodos de digestdo in vitro foram
apresentadas, com diferentes niveis de complexidade, para estimar a
bioacessibilidade de varios elementos em amostras alimentares. Métodos dinamicos
como o SHIME (Simulador do Ecossistema Microbiano Intestinal Humano), o TIM
(Modelo Gastrointestinal da TNO) e o sistema DIDGI® s&o altamente sofisticados e
incorporam parametros como atividades variaveis de enzimas e mudancas de pH

durante a digestéo, proporcionando uma maior semelhanca com as condi¢des in vivo
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(LI et al., 2020). Entre esses, 0 Sistema Gastrointestinal Humano Dinamico (DHIS,
Dynamic Human Stomach-Intestine System) € um dos métodos mais avancados,
utilizando um modelo de estdmago em silicone, com morfologia e anatomia que imitam
0 estdmago humano real, produzido por tecnologia de impressao 3D (LI et al., 2020).
No entanto, apesar de suas caracteristicas avancadas, seu uso ainda € limitado
devido ao alto custo, tempo para a realizacdo dos experimentos e a necessidade de
equipamentos especificos, sendo condi¢des indisponiveis ha maioria dos laboratorios
de rotina.

A maioria dos estudos de bioacessibilidade in vitro utiliza métodos
estaticos nos ensaios. Nessas abordagens as condi¢cdes bioquimicas nos diferentes
compartimentos do trato digestivo (enzimas, sais biliares, pH, temperatura) séo
mantidas em valores médios constantes, diferente das variacbes dinamicas que
ocorrem in vivo (MINEKUS et al., 2014). A rede internacional COST INFOGEST
desenvolveu e atualizou um protocolo padronizado para ensaios de digestao in vitro
(BRODKORB et al.,, 2019; MINEKUS et al., 2014). No entanto, a disponibilidade
limitada de enzimas digestivas especificas e 0 alto custo de reagentes e kits para a
determinacdo da atividade enzimatica ainda restringem a aplicagdo desse protocolo
em muitos laboratérios. A digestdo simulada geralmente emprega frascos tipo
Erlenmeyer ou tubos de centrifuga como biorreatores, dependendo do equipamento
disponivel para a incubacéo. Dentro dos recipientes, cada fase da digestao é replicada

misturando a amostra com fluidos digestivos artificiais (Figura 3.1).
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‘ 2. Fase gastrica ‘

1. Fase oral 3. Fase intestinal

1. Digestao oral
2. Digestao gastrica

3. Digestao intestinal

Fracao bioacessivel
(sobrenadante)

FIGURA 3.1 - Representacdo esquematica de um modelo de digestéo in vitro estatico
baseado em trés etapas. A fase oral € recomendada em aplicacbes em amostras
contendo carboidratos, sendo opcional em alguns casos (Imagem gerada no

BioRender, versao gratuita).

Modelos estéticos de digestado in vitro sdo comumente utilizados para
estimar a fracdo bioacessivel de diversos constituintes organicos e inorganicos em
amostras vegetais. Esses modelos tém o objetivo de avaliar a qualidade nutricional
dos alimentos e/ou identificar potenciais riscos de contaminacéo. A Tabela 3.2 ilustra
algumas aplicacdes desses modelos para a avaliagdo da bioacessibilidade de

elementos essenciais e contaminantes em amostras vegetais.
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TABELA 3.2 - Aplicacbes de modelo in vitro, em amostras vegetais, para avaliacdo da bioacessibilidade de elementos
essencias e contaminantes.

Amostras

Elementos

Digestao in vitro

Método(s)
analitico(s)

Referéncia

Amaranto, quinoa e chia

Feijao-vermelho

Endro, salsa, hortela-verde,
tomilho, alecrim, orégano

Variedades de feijao (preto,
rajado, rosinha, bolinha,
fradinho, jalo)

Polpa de acai

Alface, repolho-chinés
(pak choi), couve-flor

Al, B, Ba, Ca, Cu,
Fe, K, Mg, Mn, Na,
Ni, V, Zn

Ba, Cd, Co, Cr, Cu,
Fe, K, Li, Mg, Mn,
Mo, Pb, Zn

Fe, Cu, Zn, Mg, Pb,
Ni, and Co

Ca, Cu, Fe, S, Zn

Ca, Cu, Fe, K, Mg,
Mn, P, and Zn

Cu, Fe, Mn, and Zn

Fluido salivar (pH = 7,0; 37 °C; 10 min);
fluido géstrico (pH = 3,0; 37 °C; 2h); fluido
intestinal (pH = 7,0; 37 °C; 2h)

Fluido salivar (pH = 7,0; 37 °C; 10 min);
fluido géstrico (pH = 3,0; 37 °C; 2h); fluido
intestinal (pH = 7,0; 37 °C; 2h)

Fluido salivar (pH = 7,0; 37 °C; 10 s); fluido
gastrico (pH = 1,0; 37 °C; 1h), fluido
intestinal (pH = 6,0; 37 °C; 4h)

Fluido gastrico (pH = 1,5; 36 °C; 2h), fluido
intestinal (pH = 6,8; 36 °C; 2h)

Fluido gastrico (pH = 1,5; 36 °C; 2h), fluido
intestinal (pH = 6,8; 36 °C; 2h)

Fluido géstrico (pH = 2,1; 37 °C; 2h), fluido
intestinal (pH = 6,4; 37 °C; 2h)

MIP OES

MIP OES

ICP OES

ICP OES

ICP OES

ICP OES; ICP-MS

CLASEN et al., 2023

PEREIRA et al., 2020

CHOLEVA et al., 2023

OLIVEIRA et al., 2018

SANTOS et al., 2021

YIN et al., 2017
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3.3 —Uso de células em estudos de biodisponibilidade

O intestino delgado é o principal local de absorcdo de nutrientes e
potenciais contaminantes da matriz alimentar apds o processo digestivo, sendo
responsavel por cerca de 90% da absorcdo intestinal total (XU et al.,, 2021). A
absorcao desses elementos pode ocorrer de duas maneiras distintas: ativa e passiva.
O transporte ativo € um processo que requer energia para mover substancias contra
um gradiente de concentracao, utilizando proteinas transportadoras especificas
(LEME, 2015). O transporte passivo ocorre por difusdo ao longo de um gradiente de
concentracdo e pode se dar de duas formas: através das juncbes de oclusdo entre
células intestinais adjacentes (via paracelular) ou diretamente através da membrana
celular (via transcelular). No transporte transcelular, a difusdo pode ser simples ou
mediada por transportadores que ndo demandam energia (MA; NIGHOT; AL-SADI,
2018).

Devido a complexidade do processo de absorcdo, a avaliagdo da
biodisponibilidade in vitro é crucial e apresenta desafios significativos. Apds a
simulacédo da digestao é necessario realizar experimentos adicionais que reproduzam
0S processos celulares intestinais responsaveis pela absorcdo dos elementos
bioacessiveis solubilizados no quimo (YOUHANNA; LAUSCHKE, 2021). Métodos
baseados em culturas celulares sdo amplamente utilizados para essa finalidade,
especialmente na pesquisa farmacéutica para investigar a absorcdo de novos
farmacos, apresentando resultados consistentes com os modelos in vivo (VAN
BREEMEN; LI, 2005). Nesse contexto, diversas linhagens celulares tém sido
propostas, sendo a linhagem Caco-2 uma das mais conhecidas e empregadas para
esses estudos.

As células Caco-2, derivadas de um adenocarcinoma de colon humano,
foram inicialmente introduzidas na década de 1980 como um modelo para simular a
absorcao pelo epitélio intestinal (SHARMA et al., 2020; VAN BREEMEN; LI, 2005). No
Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) atualizou os requisitos
para ensaios de permeabilidade de farmacos com a RDC n°® 749 (ANVISA, 2022).
Essas regulamentacdes estabelecem critérios para isentar estudos in Vvivo,
recomendando o uso de células Caco-2 como uma alternativa para avaliar a absor¢ao
de medicamentos genéricos, similares, novos e inovadores. Essas diretrizes refletem

uma tendéncia de promover métodos alternativos aos testes em animais,
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evidenciando a relevancia continua do modelo celular Caco-2 para pesquisas sobre
biodisponibilidade.

E fundamental destacar que o modelo celular Caco-2 possui algumas
limitagcdes quando utilizado para estudos de biodisponibilidade. Embora o modelo seja
composto predominantemente por enterécitos (células epiteliais diferenciadas com
microvilosidade), ele ndo replica completamente a complexidade do epitélio intestinal
humano, do qual também se inclui outros tipos de células, como as células
caliciformes, responsaveis pela secrecdo de muco, e as células enddcrinas, que
liberam hormdnios intestinais em resposta a estimulos como a absorgéo de nutrientes
(VERHOECKX et al., 2015). Para a utilizacdo em estudos de biodisponibilidade, as
células Caco-2 séao inicialmente cultivadas em frascos de cultura e, posteriormente,
semeadas em insertos poliméricos semipermeaveis, como os do tipo Transwell®, que
sao colocados em placas de cultura.

No modelo intestinal in vitro, como ilustrado na Figura 3.2, a
monocamada celular no inserto cria uma barreira fisica e bioquimica que divide a placa
em dois compartimentos distintos: 0 compartimento superior (apical), que simula o
limen intestinal, e o compartimento inferior (basal), que simula a matriz extracelular.
O extrato (quimo) contendo as espécies bioacessiveis de interesse € adicionado ao
compartimento apical da placa, enquanto uma solucdo de transporte, que simula
condic@es fisioldgicas, é colocada no compartimento basal. Apds a incubacéo das
células sob condicbes apropriadas a fracdo biodisponivel do elemento sera
encontrada na solucdo de transporte do compartimento basal, evidenciando a
absorcao do nutriente ou contaminante através da monocamada celular (BEISEIGEL
et al., 2007; LEME, 2015).

A confiabilidade do bioensaio com células Caco-2 para estimar a
absorcao intestinal depende da capacidade dessas células de replicar com precisdo
as caracteristicas da integridade da barreira intestinal in vivo (SHAUGHNESSEY et
al., 2022). A integridade das monocamadas celulares formadas ap0s o periodo de
diferenciacdo pode ser avaliada medindo a resisténcia elétrica transepitelial (TEER,
Transepithelial Electrical Resistance) com o auxilio de equipamentos especializados
(SRINIVASAN et al., 2015). Em geral, valores de TEER superiores a 250 Q cm?
indicam que as monocamadas possuem uma integridade adequada e sao apropriadas
para a realizacéo dos experimentos (FELIX et al., 2021). O modelo celular Caco-2 tem

sido amplamente utilizado para a avaliag&o in vitro da biodisponibilidade de elementos
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essenciais e contaminantes em diversas amostras alimentares, conforme evidenciado

nas aplicagbes mais recentes apresentadas na Tabela 3.3.
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TABELA 3.3 - Aplicagdes do modelo celular Caco-2 em ensaios in vitro para estudos de biodisponibilidade em alimentos.

Amostras Elementos Digestao in vitro Solucéo de transporte Metgdo(s) Referéncia
analitico(s)
Fluido salivar (pH = 7,0; 2 min); . .
Queijos Ca, Mg, Zn fluido gastrico (pH = 3,0; 2h); 10 salino (NaCl + KCl FAAS  TEIXEIRA etal, 2022
) . sl + Glicose + HEPES)
fluido intestinal (pH = 7,0; 2h)
Espinafre e repolho Fluido géstrico (pH = 1, 5; 1h); , ICP OES; _
chinés (pakchoi) Ca, Cd, Pb fluido intestinal (pH = 7,0: ah)  Melo de cultura (DMEM) ICP-MS FU; CUI, 2013
Arroz branco e Fluido salivar (pH = 6,5; 5 min);
intearal As fluido géstrico (pH = 1.1; 2h); Meio de cultura (DMEM) ICP-MS LEE et al., 2018
9 fluido intestinal (pH = 7,0; 2h)
Fluido salivar (pH =7,0; 2 min);  Meio salino (NaCl + KCI HRCS-E AAS:
Feijao Ca, Fe, Mg, Zn fluido géstrico (pH = 3,0; 2h); + MgSO4 + Glicose + ICP-MS ’ FARIA et al., 2018
fluido intestinal (pH = 7,0; 2h) HEPES)
Alface, amaranto . i
' ' Fluido gastrico (pH =1, 5; 1h); . ICP OES;
repolh(_), couve, Cu, Fe, Mn, Zn fluido intestinal (pH = 7,0: 4h) Meio de cultura (DMEM) “ICP-MS CAl et al., 2017
espinafre
Fluido salivar (pH = 7,0; 10 min); . .
Trigo fortificado Se fluido géstrico (pH = 3,0; 2h); Meio s_allno (NaCl + KCl GF AAS DELAQUA et al., 2022
S . sl + Glicose + HEPES)
fluido intestinal (pH = 7,0; 2h)
Fluido salivar (pH = 7,0; 2 min);
Feijdo fortificado Fe, Zn fluido gastrico (pH = 3,0; 2h); Meio de cultura (MEM) ICP OES BRIGIDE et al., 2019

fluido intestinal (pH = 7,0, 2h)
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Epitélio intestinal (in vivo) Modelo intestinal (in vitro)

Compartimento apical

| / Inserto Transwell®

/ l-—-b Membrana semi-permeavel

Compartimento basal

Lumen intestinal(apical)

Muco intestinal
Microvilosidade iy

] l)‘.\&’
Enterdcit _u /IIW'
nterocito W,
/ W

Células Caco-2

FIGURA 3.2 - Representacdo do modelo intestinal humano (imagem gerada no

BioRender, versao gratuita).

3.4 — Quantificacdo das fracdes bioacessivel e biodisponivel

As solucdes obtidas a partir dos ensaios in vitro sdo analisadas para
quantificar o elemento de interesse, fornecendo estimativas de bioacessibilidade e/ou
biodisponibilidade. A escolha de uma técnica analitica adequada €, portanto, essencial
para a precisdo dos resultados. Como evidenciado nas Tabelas 2 e 3 das secfes
anteriores, técnicas baseadas em plasma de argbénio sdo amplamente utilizadas para
a quantificacdo de mudltiplos elementos. A espectrometria de emissdo Optica com
plasma indutivamente acoplado (ICP OES) e a espectrometria de massas com plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS) sdo métodos consolidados que oferecem alta
sensibilidade e preciséo para a determinacdo multielementar, com limites de deteccéo
na faixa de uyg L™t e ng L™, respectivamente (NARDI et al., 2009; OLESZCZUK et al.,
2007).

No entanto, as solugdes obtidas dos experimentos de digestéo in vitro
(quimo) e dos bioensaios com células Caco-2 (solucdo de transporte) contém
guantidades relativamente elevadas de compostos organicos, o que pode representar
dificuldades analiticas significativas devido ao alto teor de carbono, solidos dissolvidos
totais (TDS) e potenciais efeitos de matriz (THOMAS, 2004). Independentemente do
método de digestdo in vitro escolhido, o extrato gastrointestinal resultante sempre

apresenta uma amostra complexa com quantidades consideraveis de compostos de
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carbono provenientes dos reagentes utilizados nos ensaios (como pepsina,
pancreatina, sais biliares e bicarbonato), os quais podem causar efeitos significativos
de matriz na determinacao elementar por métodos baseados em plasma (SERRANO
et al., 2021). Para contornar essas dificuldades, diversas abordagens analiticas tém
sido desenvolvidas, incluindo estratégias de preparo de amostras e a otimizacédo de
meétodos instrumentais e de calibracdo (PEREIRA et al., 2020; CHOLEVA et al., 2023;
CLASEN et al., 2023).

Além disso, a andlise elementar do quimo por métodos
espectroanaliticos pode ser impraticAvel em algumas situacbes devido a alta
concentracdo de eletrdlitos utilizados para simular os fluidos digestivos. Esses
eletrélitos podem contribuir para altos valores de branco analitico, aumentando os
limites de quantificacéo (LOQ, Limit of Quantification) e dificultando a quantificacao de
elementos nutricionalmente relevantes, como Ca e Mg (REBELLATO et al., 2022).
Nesse contexto existem modelos mais simples que oferecem uma alternativa viavel
para estimar a bioacessibilidade de elementos quimicos utilizando técnicas de plasma
(LAPARRA et al., 2003).

3.5—-Estratégias de preparo de amostras e alternativas instrumentais

para procedimentos de analise direta

Para quantificar a fragdo bioacessivel utilizando ICP OES e ICP-MS, o
método mais comum envolve um preparo da amostra que visa destruir a matriz
organica do extrato (quimo). Tradicionalmente este preparo inclui a decomposicdo em
mufla a aproximadamente 550°C, seguida pela dissolucéo das cinzas resultantes para
a quantificacéo de elementos como Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn e Zn (GABAZA et al., 2018;
GWALA et al.,, 2020). No entanto é importante destacar que o0 uso de altas
temperaturas em recipientes abertos pode levar a perda de elementos volateis, o que
compromete a determinacdo de elementos como As, Hg e S. Além disso o risco de
contaminacdo da amostra € uma limitacdo significativa associada aos sistemas
abertos (ROCHA; NOBREGA; KAMOGAWA, 2016). Como alternativa a literatura
apresenta trabalhos que abordam o uso de blocos digestores, onde acido nitrico
concentrado € aplicado ao quimo em um bloco aquecido para decompor a amostra e
quantificar a fracdo bioacessivel apos o ensaio de digestéo in vitro (CHEN, SINGH,
KITTS, 2020; FERREIRA et al., 2022). Neste enfoque, Gedik propds a determinagéo
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da fracéo bioacessivel de Cd, Cr, Cu, Mn, Ni, Pb e Zn em moluscos por ICP OES e
ICP-MS (GEDIK, 2018). Apés a digestao a solucédo foi diluida para manter a acidez
residual em niveis adequados para as andlise (£ 10% v v!paralCP OESe<1% VvV
1 para ICP-MS). E fundamental manusear acidos concentrados com extremo cuidado
devido a sua alta corrosividade, risco de acidentes e também considerar a
possibilidade de contaminacéo das solu¢des caso os acidos nao forem ultrapuros ou
previamente destilados abaixo do ponto de ebulicéo.

Para contornar as limitac6es associadas ao uso de acidos concentrados,
meios alternativos como a decomposi¢do assistida por radiagdo micro-ondas
combinada com &cido nitrico diluido e peroxido de hidrogénio, tém se mostrado
eficazes no preparo de amostras (PINHEIRO et al., 2019). A decomposi¢ao do H20:2
gera oxigénio, que promove a regeneracdo do HNOs, permitindo a utilizacdo de
concentracdes acidas mais baixas sem perder a eficacia na decomposicédo da amostra
(ARAUJO et al., 2002). A decomposi¢éo micro-ondas com acido diluido tem sido bem-
sucedida em estudos de bioacessibilidade elementar, como demonstrado por Santos
e colaboradores (2022), que usaram HNOsz a 7,0 mol L™t e H202 para decompor o
sobrenadante de digestdes in vitro de filé de tilapia e quantificar a fracao bioacessivel
de macronutrientes por ICP OES.

Analisar diretamente o quimo sem realizar a decomposi¢cdo da matriz
organica € uma alternativa viavel para minimizar os riscos de contaminagcdo. No
entanto, ambos os métodos sdo suscetiveis a interferéncias, que podem ser
espectrais ou nado-espectrais. Essas interferéncias podem ocorrer durante a
introducdo da amostra (transporte e nebulizacdo), ou devido a variagbes nas
condi¢bes energéticas do plasma no ICP (THOMAS, 2004). Teores elevados de
carbono na matriz podem causar efeitos severos, como reacdes de transferéncia de
carga, que aumentam o sinal para elementos como As, Se e P e também efeito de
supressao de sinal, para elementos como Ca, Mg, Fe e Mn, devido a reducao da
energia necessaria para a decomposi¢cdo da matriz organica (LECLERCQ et al.,
2015).

Devido aos teores maximos de sélidos dissolvidos (0,1% m v1) e de
acidez residual (1% v v!) que o ICP-MS pode suportar, frequentemente é necessario
diluir as amostras para evitar a desestabilizacdo do plasma e a formacao de depdsitos
de sais e carbono nos componentes da interface do equipamento. Amostras com

teores de soélidos dissolvidos superiores a 0,1% podem comprometer o desempenho
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do plasma e causar problemas operacionais. Além disso, um desafio consideravel na
andlise por ICP-MS é a presenca de interferéncias espectrais, que podem ser
causadas por ions poliatbmicos ou por ions da matriz com a mesma razao
massa/carga (m/z) do analito (THOMAS, 2004). Essas interferéncias sdo comuns
devido a composicdo dos fluidos digestivos sintéticos utilizados na simulagdo da
digestao in vitro e ao meio salino empregado na solucéo de transporte para 0s ensaios
de biodisponibilidade. Para mitigar essas interferéncias diversas abordagens
instrumentais podem ser empregadas, como o uso de células de coliséo e reacdo. Por
exemplo, Liao e colaboradores demonstraram a eficacia de uma célula de colisdo
preenchida com hélio para remover interferéncias poliatdmicas de “°Ar3*CI* durante a
quantificacdo de ">As* em amostras de moluscos apés um ensaio de digestao in vitro
(LIAO et al., 2018). O extrato resultante foi filtrado através de um filtro de acetato de
celulose (0,22 uym) antes da analise direta por ICP-MS para evitar a presenca de
particulas que poderiam interferir nas analises e causar bloqueio no nebulizacéo.

Uma alternativa eficaz para contornar as limitacdes associadas a diluicao
excessiva da amostra € a utilizacdo do sistema HMI® (High Matrix Introduction). Este
aparelho controla o fluxo de argbonio entre a cAmara de nebulizagéo e a tocha para
diluir o aerossol da amostra antes de entrar no plasma, permitindo a analise de
solucbes com altos teores de sélidos dissolvidos e acidez residual (AGILENT
TECHNOLOGIES, 2020). Além de possibilitar a analise de amostras complexas, a
diluicdo do aerossol minimiza erros e contaminag¢des que podem ocorrer com métodos
de diluicdo convencionais. O HMI® tem sido utilizado com sucesso para a
determinacao de elementos em amostras complexas, como urina e solu¢des de didlise
(BARROS et al., 2018), medicamentos liquidos (LORENCATTO; ARANTES DE
CARVALHO; OLIVEIRA, 2020), e sangue (CANABATE et al., 2017). Assim a
tecnologia HMI® se apresenta como uma estratégia promissora para andlises diretas
em estudos de bioacessibilidade e biodisponibilidade.
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4 — MATERIAL E METODOS

4.1- Instrumentacao

Um espectrbmetro optico de emissdo com plasma indutivamente
acoplado (Agilent 5110 ICP OES, Santa Clara, CA, EUA), equipado com um arranjo
de visdo dupla vertical sincrona (SVDV) e um nebulizador DuraMist™ (Glass
Expansion, Port Melbourne, Victoria, Australia), e um espectrdmetro de massa com
plasma indutivamente acoplado modelo (ICP-MS 7800, Agilent, Santa Clara, CA,
EUA) foram utilizados para determinar os teores totais e as fracdes bioacessiveis e
biodisponiveis de Ca, Cu, Fe, Mg e Zn. As condi¢des instrumentais aplicadas aos
espectrométros estdo detalhadas nas Tabela 4.1 e Tabela 4.2, respectivamente. O
gas argbnio de alta pureza (> 99,99%), fornecido pela White Martins-Praxair
(Sertdozinho, Brasil), foi utilizado para geracédo do plasma, nebulizacéo e gas auxiliar
e 0 He de alta pureza (99,9999%) (White Martins-Praxair, Sertdozinho, SP, Brasil) foi
utilizado na célula de colisdo do ICP-MS.
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TABELA 4.1 - Parametros instrumentais aplicados ao ICP OES.

Parametro Instrumental Condicéo operacional
Poténcia de radiofrequéncia aplicada (kW) 1,2
Vazéo do géas do plasma (L min't) 12
Vazéo do géas auxiliar (L min™ 1
Vazéao do géas de nebulizacdo (L min) 0,7
Profundidade de amostragem (mm) 150
Nebulizador DuraMist®
Camara de nebulizacao Ciclénica
Modo de visualizacao SVDV
Numero de réplicas 3
Analitos Comprimento de onda (nm)

Ca (I) 183,944; Cu (1) 327,395;
Ca, Cu, Fe, Mg, P, Zn Fe (1) 238,204; Mg (Il) 279,078;
P (1) 214,914: Zn (1) 213,857

(I): linha atémica; (I1): linha idnica

TABELA 4.2 — Parametros instrumentais aplicados ao ICP-MS

Parametro Instrumental Condicao operacional
Poténcia de radiofrequéncia aplicada (kW) 15
Vazao do gas do plasma (L mint) 15
Vaz&o do géas auxiliar (L min™ 1
Vazao do gas de nebulizagdo (L mint) 0,6
Vazao de He na célula de colisdo (mL min-t) 4,5
Nebulizador MiraMist®
Camara de nebulizacao Tipo Scott
Numero de réplicas 3

Is6topo (m/z) S6Fe*, 64Zn*, 5Cu*
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A cultura das células foi realizada utilizando uma incubadora modelo
MCO-17AC (Sanyo Electric Co., Osaka, Jap&o), com 95% de umidade relativa e 5%
de CO2, e uma bancada de fluxo laminar vertical (AV-100, Telstar, Barcelona). O
crescimento celular foi observado com um microscépio invertido Axiovert 40 CFL,
enquanto a contagem celular foi feita com um microscopio Primo Star (Zeiss,
Oberkochen, Alemanha). Além disso, foram usados outros equipamentos, como uma
estacdo de aspiracdo (Gilson Inc., Midleton, EUA) e uma centrifuga 5810R
(Eppendorf, Hamburgo, Alemanha).

Para o preparo das amostras foi utilizado um sistema de digestao
assistida por radiacdo micro-ondas Multiwave Go (Anton-Paar GmbH, Graz, Austria),
com 12 frascos de PTFE-TFM (PTFE modificado) e um bloco digestor (Tecnal,
Piracicaba, Brasil) com frascos de PFA (perfluoroalkoxy). A digestao gastrointestinal
in vitro foi realizada em um banho termostatico com agitacao (Dubnoff, Novatecnica,
Séo Paulo, Brasil). O ajuste de pH foi feito com um medidor de pH modelo W3B (BEL,
Monza, Italia), e a separacéo do sobrenadante foi realizada em uma centrifuga modelo
Excelsa Il 206 (FANEM, Sao Paulo, Brasil). Para liofilizacdo e moagem das amostras,
foram utilizados um liofilizador modelo LIOTOP L108® (Edwards, Reino Unido) e um
moinho de laminas IKA® (IKA-Werke, Staufen, Alemanha), respectivamente. O
método de coccéo foi realizado com uma panela de pressao elétrica (Modelo PE-09,

Mondial, Manaus, Brasil).

4.2 — Reagentes e solucgodes

Todas as solugdes foram preparadas com agua ultrapura (resistividade
de 18,2 MQ cm) obtida de um sistema de purificagao Milli-Q (Merck KGaA, Darmstadt,
Alemanha). Utilizou-se acido nitrico (65% m m), previamente purificado por
destilacao abaixo do ponto de ebulicdo (Berghof, Eningen, Alemanha) e peroxido de
hidrogénio (30% m mt) da Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, EUA) para o preparo das
amostras. Os fluidos digestivos simulados para o ensaio de digestéo in vitro foram
preparados com 0sS seguintes reagentes e enzimas: bicarbonato de sédio ACS
EMSURE® (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha), acido cloridrico previamente
purificado por destilacdo abaixo do ponto de ebulicdo, hidroxido de sédio (= 98%),
acetato de sédio (= 99%), acido acético glacial (= 99,97%), a-amilase de fonte
biolégica Bacillus sp. (A3306, 2000 — 60000 unidades mL* unidades mL™), pepsina
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de mucosa gastrica suina (P7000, = 250 unidades mg), pancreatina de pancreas
suino (P1750, 4x especificacbes USP) e sais biliares (B8756, 50% colato de sddio e
50% desoxicolato de sédio), todos fornecidos pela Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO,
EUA). As solucbes de calibracdo para a determinacédo de Ca, Cu, Fe, Mg, P e Zn
foram preparadas utilizando solugdes estoque mono-elementares de 1000 mg L da
Specsol (Sao Paulo, Brasil).

Para a cultura celular e ensaios de biodisponibilidade, foram utilizados o
meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium 4,5 g L de glicose),
bicarbonato de sédio (BioReagent, = 99,5%), solugdo salina tamponada com fosfato
(PBS sem Ca?* e Mg?*) , solucéo de tripsina-EDTA 0,25% (BioReagent), cloreto de
potassio, bicarbonato de sédio, cloreto de sodio e glicose, todos da Sigma-Aldrich
(Saint Louis, MO, EUA), além de soro fetal bovino inativado (FBS) da Cripion
(Andradina, SP, Brasil). Com exceg¢&o dos materiais exclusivos para o cultivo celular,
todas as vidrarias e recipientes plasticos foram descontaminados por imersdo em
solucdo de HNOsz 10% (v v') por 24 horas e posteriormente lavados com agua

ultrapura antes do uso.

4.3 — Amostras e pré-preparo

Duas linhagens de feijdo guandu, obtidas na Embrapa Pecuéria
Sudeste, foram disponibilizadas para o desenvolvimento do projeto. Dessas
linhagens, foram utilizados tanto os graos verdes (denominados g18-95V e g57-95V),
0s quais foram coletados imediatamente antes da realizagcdo dos experimentos,
quanto os graos maduros (g18-95 e g57-95), ja coletados e armazenados em camara
fria. Além do feijdo guandu, também foram utilizadas amostras comerciais de feijao
carioca e feijao preto, ambas anteriormente estudadas por outros autores (FARIA et
al., 2018, FEITOSA et al., 2018, OLIVEIRA et al., 2018, PEREIRA et al., 2020). Todas
as amostras foram armazenadas em camara fria em condicbes controladas de
temperatura (+ 10°C), ventilacdo e umidade. Uma parte das amostras (100 g de cada
feijdo) foi destinada a cocgdo. Uma segunda parte (100 g de cada) foi destinada a
secagem e moagem. Outra fracdo foi destinada as analises bromatologicas.

A fracdo destinada a coccéo foi lavada com agua ultrapura e deixada de
remolho por 16 horas a temperatura ambiente. Ap6s remolho, os graos foram lavados

e entdo realizou-se o0 cozimento das amostras em uma panela de pressao elétrica
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(PE-09, Mondial) por 20 minutos, usando 400 mL de &gua ultrapura. Tal condigéo foi
selecionada baseando-se em experimentos prévios, a fim de obter grdos macios e
mastigaveis. Apos cozimento, a agua resultante foi retirada, e tanto os graos cozidos
guanto os graos crus foram submetidos as etapas de secagem e moagem utilizando
um liofilizador (LIOTOP L108, Liobras) e um moinho portatil (A1l Basic, IKA),
respectivamente. O material moido foi armazenado em tubos Falcon de 50 mL e

estocados em dessecador de vidro para posterior analise.

4.4 — Determinacdo dos teores totais, da bioacessibilidade e

biodisponibilidade de macro e micronutrientes

4.4.1 — Digestéo in vitro

Baseado no trabalho de Minekus e parceiros, com pequenas
modifica¢des, um protocolo in vitro foi proposto para simular as fases bucal, estomacal
e intestinal sob condi¢fes estaticas, sendo aplicado a digestdo in vitro (MINEKUS et
al., 2014). O fluido salivar (FSS) foi simulado com uma solugéo de a-amilase (10% m
v1) preparada em tampéo acetato (pH = 7). O fluido gastrico (FGS) foi simulado com
uma solucéo de pepsina (10% m v) em meio de HCl a 0,1 mol L%, enquanto o fluido
intestinal (FIS) foi simulado com uma solugdo composta por pancreatina e sais biliares
(0,2% m vte 1,25% m vi, respectivamente), preparada em solugcdo de NaHCOz a 0,1
mol L. Os fluidos digestivos simulados foram preparados imediatamente antes de
cada experimento para evitar a perda de atividade enzimética. Além disso,
experimentos prévios foram realizados para ajustar o pH em cada etapa da digestao.

Cerca de 500 mg de amostra liofilizada e macerada foram pesados em
um frasco de polipropileno de 50 mL e 10 mL de agua ultrapura foram adicionados. O
pH da mistura foi ajustado para 7,0 com uma solugédo de tamp&o acetato e 200 uL de
FSS foram acrescentados. Os frascos foram selados com Parafilm® e tampados para
evitar contaminagdes externas. As amostras foram entdo incubadas em um banho
termostatico com agitagao horizontal a 37,0° C e 150 rpm por 10 minutos, simulando
a digestao bucal. Apos a incubacéao, os frascos foram retirados do banho e em seguida
foi adicionado uma solucéo de HCI 6,0 mol L para o ajuste de acidez (pH = 2) e
cessdo da atividade enzimatica da a-amilase, sendo a seguir adicionado 200 uL de

FGS. As amostras foram novamente incubadas (37° C e 150 rpm) por 2 horas para
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simular a digestao gastrica. Depois de incubadas, foi adicionado ao digerido gastrico
NaOH 1,0 mol L! para correcéo de pH (pH = 7) e cessdo da atividade enzimatica da
pepsina; apos esta etapa foram adicionados 5,0 mL de FIS e as amostras foram
novamente incubadas (37°C, 150 rpm, 2 horas) para simular a etapa de digestao
intestinal.

Ao final das etapas de incubacéao, os frascos foram colocados em banho
de gelo por 10 minutos para interromper a acdo enzimatica. Finalmente, as amostras
foram centrifugadas a 3600 rpm por 20 minutos para separar o sobrenadante (digerido
gastrointestinal ou quimo) e a fragdo residual. A figura a seguir mostra uma

representacdo esquematica do protocolo executado.

- ﬂ'—
. i.pH=70 lncubacao
q 37 9C; 150 rpm: 10 min
~7 --4 ii. 200 yLFS
500 mg i pH=20
li. 200 L FGS
: \ Sobrenadante @ Incubacao
Corpo de fundo SEACHI Tom,
Banho de gelo @
(10 min)
i. pH=70
Centrifugacao
(3600 rpm, 20 ii. 5,0 mL FIS
min) Incubagao
37°C, 150 rpm; 2 h

FIGURA 4.1 - Representacédo esquematica do protocolo in vitro usado para simulacéo
da digestéo. (1) fluido salivar simulado (FSS); (2) fluido géastrico simulado (FGS); (3)

fluido intestinal simulado (FSS). Criado em BioRender, verséo livre.

Os ensaios in vitro foram realizados em triplicata. Os brancos analiticos
foram preparados nas mesmas condi¢bes que as amostras, adicionando-se 9,5 mL
de agua ultrapura e quantidades similares de fluidos digestivos simulados e aliquotas
de tampéao acetato, HCl e NaOH. A bioacessibilidade de cada elemento essencial dos

graos foi calculada de acordo com a Equacéo 1.
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(F)bio
(F)total

Bioacessibilidade (%) = x 100 (1)

onde (F)bio é a fracdo bioacessivel do elemento, expressa em mg kg? b.u (base

Umida) e (F)total é o teor total do elemento, expresso em mg kg b.u.

4.4.2 — Modelo intestinal humano baseado em células Caco -2

4.4.2.1 - Cultura celular

A linhagem celular Caco-2 (células epiteliais intestinais derivadas de
adenocarcinoma colorretal humano) foi obtida do Banco de Células do Rio de Janeiro
(BCRJ, Brasil) na passagem 46 e utilizada nos experimentos entre as passagens 48
e 51. As células foram cultivadas em frascos de 75 cm2 com meio de cultura DMEM
sem antibiéticos, suplementado com NaHCOs (3,7 g L'') e SFB (10% v v1). O cultivo
ocorreu em uma incubadora a 37°C com 5% de COz2, sendo o meio trocado a cada 2
a 3 dias. A subcultura foi realizada quando as células atingiram 80% de confluéncia,

conforme observado em microscoépio invertido com contraste de fase.

4.4.2.2 — Experimentos de biodisponibilidade

As células cultivadas foram tripsinizadas e semeadas a uma densidade
de 100.000 células/cm? em placas Transwell® de 6 po¢os, com insertos de membrana
de policarbonato (24 mm de didmetro, 4,67 cm? de area de crescimento, 0,4 um de
tamanho de poro, Corning Costar, EUA). Em cada poco, foram adicionados 1,5 mL de
meio de cultura no compartimento apical e 2,0 mL no compartimento basal. O meio foi
renovado a cada 48 horas até a diferenciacéo celular, que ocorreu entre 18 e 21 dias.
A integridade da monocamada de células Caco-2 foi verificada por meio da medicéo
da resisténcia elétrica transepitelial (TEER) utilizando um voltimetro epitelial (Millicell
ERS-2, Merck). Valores de TEER superiores a 250 Q cm? foram considerados
indicativos de adequada integridade da monocamada celular, conforme
recomendacao da literatura (HUBATSCH, RAGNARSSON, ARTURSSON, 2007).

No dia dos experimentos de biodisponibilidade, o meio de cultura dos
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compartimentos apical e basal foi cuidadosamente removido e as superficies das
monocamadas de ambos os lados foram lavadas trés vezes com PBS (sem Ca?* e
Mg?*) pré-aquecido a 37°C. Em seguida, foram adicionados 1,5 mL de quimo diluido
em DMEM néao suplementado (1:1) no lado apical e 2,0 mL de solucao de transporte
(KCI 0,7 g LY, NaHCO3 0,35 g L%, NaCl 8,0 g L e glicose 1,0 g L1), previamente
filtrada em 0,22 ym e aquecida a 37°C, no lado basal. Apos incubagéo por 2 horas a
37°C em atmosfera de 5% de COz2, os conteudos dos compartimentos apical e basal
foram cuidadosamente pipetados e armazenados em microtubos para analise por ICP

OES e ICP-MS. Uma representacao esquematica dos experimentos pode ser vista na

Figura 4.2.
4 '
g = |
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Diferenciacio celular Avaliacdo da integridade
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)
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N _ e Quimo
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[ Ensaio de biodisponibilidade |

Figura 4.2 — Representagéo esquematica do ensaio de biodisponibilidade. Criado em

BioRender, versao livre.

O transporte de elementos através das monocamadas de células Caco-
2 foi expresso em pg ou ng/poco (dependendo do elemento), representando a
guantidade transportada para o compartimento basolateral e também como a
porcentagem da quantidade transportada em relacédo a quantidade inicial adicionada
ao compartimento apical. A eficiéncia de transporte foi considerada como a estimativa
da biodisponibilidade, levando em conta as diferencas de solubilidade de cada

elemento, conforme descrito na Equacéao 2.
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Biodisponibilidade (%) _ (%)transportefo((;’/o)solubilidade )

Onde (%)transporte refere-se ao teor transportado do compartimento apical para o
basal, e (%)solubilidade refere-se ao teor bioacessivel de cada elemento apds
procedimento de bioacessibilidade (SANTOS; NICIURA; NOGUEIRA, 2023).

4.4.3 — Procedimentos de preparo de amostras

As amostras de graos cru e cozidos liofilizados e moidas foram digeridas
em forno micro-ondas. Para esse propdésito, aproximadamente 200 mg de amostra foi
pesada em frascos de digestdo de PTFE-TFM e 6,0 mL de HNO3 7,0 mol Lt e 2,0 mL
H202 foram adicionados. Em seguida, as amostras foram digeridas aplicando-se um
programa de aquecimento baseado em trés etapas: (1) rampa de 15 minutos para
atingir 180°C; (2) patamar de 25 min em 180°C; e (3) resfriamento automatico dos
frascos até 55°C, conforme procedimento estabelecido no laboratério. Apos
decomposicédo, as amostras foram diluidas para 30,0 mL com agua ultrapura. Todos
0s experimentos foram realizados em cinco réplicas (n = 5). Os brancos analiticos (n
= 12) foram preparados de maneira similar, sem adicdo da amostra nos frascos de
digestao.

Visando minimizar possiveis efeitos matriciais causados pelo alto teor de
carbono, uma aliquota de 2,0 mL dos extratos gastrointestinais in vitro (quimo)
também foi digerida nas mesmas condi¢des descritas anteriormente. Apos a digestao,
a solucao resultante foi diluida para 20 mL. Os brancos analiticos foram preparados
usando 4,0 mL do branco do quimo e a mesma quantidade de solucédo digestora,
seguido de diluicdo para 20 mL. A fracdo residual também foi submetida a digestado
assistida por micro-ondas. Todo o residuo obtido da digestdo gastrointestinal in vitro
foi transferido para os frascos de PTFE-TFM, onde foi adicionado 6,0 mL de HNO3 7,0
mol L* e 2,0 mL H202. Apds a digestéo acida, a solucdo resultante foi diluida para 30
mL.

Em relagdo ao procedimento de biodisponibilidade, as solugbes dos
compartimentos apicais (~ 1,5 mL) e basais (~ 2,0 mL) obtidas foram digeridas em um
bloco digestor equipado com frascos fechados de PFA. A escolha desse sistema foi

devido a baixa complexidade e carbono residual presente nessas solucbes. As
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amostras foram transferidas aos frascos reacionais, onde foi adicionado 2,0 mL de
HNO3s concentrado e 2,0 mL de agua ultrapura. Em seguida os frascos foram fechados
e aquecidos a 90°C por 4 h. Apos digestéo, a solucéo resultante foi diluida para 20
mL. Para evitar a presenca de residuos durante as andlises, todas as amostras foram

previamente filtradas através de filtros de seringa com tamanho de poro 0,22 pym.

4.4.4 — Determinacao dos teores totais e fragdes bioacessiveis

O teor total e as fracdes bioacessivel e residual de Ca, Cu, Fe, Mg e Zn
em amostras de feijoes foram determinados por ICP OES com visdo dupla vertical
sincrona (SVDV). Este aparato utiliza a tecnologia do combinador espectral dicroico
(DSC), que sincroniza os sinais de emissao das visfes radial e axial no sistema 6ptico,
permitindo a analise simultdnea de elementos em baixas e altas concentracées em
uma unica medida (DONATI; AMAIS; WILLIAMS, 2017). ApGs a digestéo as solucdes
foram diluidas para garantir que a acidez residual e a concentracéo total de solidos
dissolvidos (TDS) néo ultrapassassem 10% v vt e 1% m v, respectivamente. Os
resultados foram obtidos por meio de calibracdo externa, com curvas de calibracao
construidas nas seguintes faixas: 0,1 a 10 mg L™ para Cu, Fe e Zn; 1 a 100 mg L™

para Ca, Mg e P.

4.4.5 Determinag0es nas solucdes basais e apicais

As solucdes digeridas dos contetdos basal e apical (aproximadamente
1,0 mL) foram diluidas em HNO3s 1% (v v'!) na proporcdo de 10 vezes e analisadas
diretamente por ICP OES (Ca, Mg, P) e ICP-MS (Cu, Fe, Zn) para avaliar o transporte
dos elementos através das monocamadas de células Caco-2. A calibracao foi feita
utilizando o meio salino (solugéo de transporte) diluido 10 vezes em HNO3 1% (v v1).

As condic¢des instrumentais, como iso6topo, modo de aquisi¢cédo de sinal
e padrao interno, foram ajustadas com base em experimentos de adicdo e
recuperagcdo em dois niveis para todos os elementos: 2,0 e 30,0 ug/L. As curvas de
calibracéo foram estabelecidas na faixa de 0,1 a 100 ug/L para Cu, Fe e Zn. Para o
ICP OES, as determinacdes foram realizadas utilizando os mesmos parametros

descritos no item 4.4.4.
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4.4.6 — Caracteristicas dos métodos analiticos

Os procedimentos analiticos para a determinacao do teor total, da fracéo
bioacessivel e da fracdo biodisponivel foram avaliados com base em algumas figuras
de mérito, incluindo a concentra¢do equivalente ao sinal de fundo (BEC, Background
Equivalent Concentration) para os calculos dos limites de detec¢do (LOD, Limit of
Detection) e quantificacdo (LOQ, Limit of Quantification), precisdo e exatiddo. Os
valores de LOD e LOQ foram calculados a partir da razdo entre o sinal analitico e o

sinal de fundo (SBR) de acordo com as equacdes 3 e 4, respectivamente.

3x BECXx RSDpy

LOD = 100 ©)
__ 10 x BECx RSDpy
LOQ = 00 (4)

onde BEC = Canalit/SBR; € SBR=(lanalito— lbranco)/ lbranco, Onde Canaiito € a concentragéo
do analito na solucéo padréo (10 mg L1); lanaiito € lbranco S80 as intensidades de emissao
medidas para o analito na solucdo padréao e no branco, respectivamente (THOMSEN,;
ROBERTS; BURGESS, 2000).

A precisao foi determinada por meio da repetibilidade, com base no
desvio padréo relativo (% RSD) das determinacdes realizadas em amostras de feijao
cru (n = 5). Para avaliar a veracidade do procedimento de determinacao do teor total,
foram utilizados materiais de referéncia, como folhas de tomate (NIST SRM 1573a) e
café verde (RM-Agro C1007a) (n = 3). A veracidade do procedimento de
bioacessibilidade in vitro foi verificada através de um estudo de balanco de massa,
gue consistiu ha comparacao entre a soma das fracdes bioacessivel e residual e o
teor total de cada elemento (Equacéo 5). Esse balanco de massa foi realizado tanto

para amostras cruas quanto para cozidas.

(F)bio + (F)res
%BM =
/0 (F)total

(5)

onde (F)bio € (F)res S80, respectivamente, a média da fragdo bioacessivel e residual do
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elemento, expressas em mg kg b.s (base seca); e (F)wtal € 0 teor total do elemento,
expresso em mg kg* b.s. Além disso foram executados experimentos de adigdo e
recuperacdo, realizados com amostras de feijdo cozido, quimo e residuo. Os
elementos foram adicionados antes do preparo das amostras no sistema micro-ondas,
em dois niveis, com base na concentracao inicialmente estimada ap6s uma anélise
preliminar das amostras.

O controle de qualidade dos resultados de biodisponibilidade foi
realizado com base no balanco de massa (Equacéo 5), que considerou a quantidade
inicial de cada elemento adicionada ao lado apical do sistema Transwell® e a soma
da quantidade remanescente na solucao apical e transferida para a solugcéo basal
apos a incubacao. A quantidade de elementos retidos nas células ndo foi analisada

neste estudo em funcdo da pequena massa resultante.

4.4.7 — Tratamento de dados e analise estatistica

Os teores totais e as fracdes bioacessiveis foram expressos em peso
umido (exceto no estudo de balan¢o de massa), levando em consideracéo os fatores
de rendimento de massa para as amostras cozidas (Equacéo 6). Esses fatores foram
aplicados para compensar o acumulo de agua durante o processo de cozimento dos

feijoes.

(100—%umidade)
100

(F)ww = (F)dw X YFx (6)

em que (F)ww € 0 teor do elemento expresso em base Umida; (F)aw € 0 teor do elemento
nas amostras liofilizadas (peso seco); YF o fator de retencéo (yield factor) obtido a
partir da razao entre a massa da amostra cozida e crua (SEMEDO TAVARES et al.,
2018).

Todos os resultados de bioacessibilidade e biodisponibilidade e suas
respectivas incertezas de medida foram expressos como média + desvio padréo. Para
avaliar diferencas significativas entre o teor total e cozido e a fragdo bioacessivel nas
amostras cruas e cozidas, foi aplicada analise de variancia (ANOVA) e teste Tukey

para comparacdo de médias multiplas a um nivel de confianca de 95%.
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4.5 - Procedimentos de determinacdo da composicao bromatologica

e da bioacessibilidade de proteina total

A determinacdo de matéria seca (MS), matéria mineral (MM), carbono
total (C), proteina bruta (PB), fibora em detergente neutro (FDN), fibra em detergente
acido (FDA) e extrato etéreo (EE), foram obtidos conforme recomendacdes (WHITE,
1986; HAGEN, 1989; AOAC, 1990; VAN SOEST, ROBERTSON, LEWIS, 1991; FAO,
2003; FAO, 2011 COMPENDIO, 2023). Foram usados como amostras gréos cru e
cozidos, previamente secos e moidos e, moinhos de faca com peneira de 2 mm, de
feijjdo guandu, feijdo carioca e feijdo preto. A avaliagdo da bioacessibilidade de
proteina total e a composicdo de aminoacidos foram realizadas com as amostras de

quimo obtidas pés procedimento de digestdo in vitro descrito no item 4.4.1.

45.1 — Matéria seca e matéria mineral

O conteudo de matéria seca e matéeria mineral dos grdos crus foi
determinado gravimetricamente por secagem em estufa a 105 °C até peso constante

e por incineracdo em mufla a 550 °C, respectivamente (AOAC, 1990).

4.5.2 — Quantificacéo total de carbono, proteina bruta e aminoacidos

Os teores totais de carbono e nitrogénio dos graos de feijao cru e cozidos
foram determinados por combustdo, empregando o método conhecido como Dumas
(DUMATHERM, Gerhardt, Alemanha). A proteina bruta é obtida a partir de um fator
de conversao de nitrogénio para proteina, de 6,25. Este fator foi estabelecido pois em
média, as proteinas dos alimentos contém aproximadamente 16% de nitrogénio.
Assim, ao multiplicar o teor de nitrogénio presente no alimento por 6,25 a estimativa
da quantidade total de proteina bruta € obtida (FAO, 2003). A fracao bioacessivel da
proteina bruta foi obtida pelo método Dumas aplicado na solucdo obtida apds o teste
in vitro, conforme descrito no item 4.4.1. Trabalhos anteriores utilizaram a precipitacao
da proteina com acido tricloroacético e a determinacdo do nitrogenio total no
precipitado (CARREIRA et al.,, 2003, MENEZES ET AL., 2018). Desta forma, para

comprovacao da auséncia de N n&o proteico, foram quantificados os aminoacidos no
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guimo das amostras g18-95V e g57-95, avaliados por cromatografia liquida de alto
desempenho (HPLC) com detector de arranjo de diodo (DAD) (SINDIRACOES, 2023;
WHITE, 1986; HAGEN, 1989). A quantificacdo dos aminoacidos foi realizada no
laboratorio CBO, localizado em Valinhos, SP. A seguir € apresentado o parametro

instrumental e as condi¢cbes de operagédo da cromatografia.

Tabela 4.3 - Parametros instrumentais aplicados ao cromatégrafo HPLC

Parametro Instrumental Condicao operacional
Fase movel Gradiente de Fase Movel A* e Fase
Mével B** (Tabela 4.4)
Taxa de fluxo (mL min-t) 1,0
Volume de injecao (pL) 20
Temperatura da Coluna (°C) 50
Comprimento de onda (nm) 254
Tempo de corrida (min) 23
Coluna Poroshell 120 EC-C18
Gradiente Tabela 4.4

*Fase movel A: solugdo de acetato de sodio trihidratado (9,5 mg L™1); trietilamina (3,75
mL L1); acetonitrila (500 mL Lt); EDTA dissédico (3,3 mg L1).
**Fase movel B: solugdo de acetonitrila (600 mL L); EDTA dissédico (0,4 mg L?).

Tabela 4.4 — Gradiente de fase movel aplicados ao cromatografo HPLC

. Fase Mével Fase Movel
Tempo (min)

A* (%) B** (%)
0 100 0
5 96 4
7 92 8
8 75 25
9 75 25
11 70 30
13 50 50
15 50 50
16 0 100
18 0 100

18,1 100 0

23 100 0
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Tabela 4.5 — Mix de padrao de aminoacidos

Padréao MM (g mol-1) Massa de padréo (g)
L - Acido aspartico 133,10 0,11 + 0,0005
L - Acido glutamico 147,13 0,111 + 0,0005
L - Serina 105,09 0,11 + 0,0005
Glicina 75,07 0,1075 £ 0,00005
L - Histidina 155,15 0,066 = 0,0005
Taurina 125,15 0,025 + 0,0005
L - Arginina 174,20 0,11 + 0,0005
L - Treonina 119,12 0,093 + 0,0005
L - Alanina 89,09 0,11 + 0,0005
L - Prolina 115,13 0,11 + 0,0005
L - Tirosina 181,19 0,0835 + 0,0005
L - Valina 117,15 0,11 + 0,0005
L - Metionina 149,21 0,044 + 0,0005
L - Cistina 240,30 0,0365 + 0,0005
L - Isoleucina 131,17 0,11 + 0,0005
L - Leucina 131,17 0,11 + 0,0005
L - Fenilalanina 165,19 0,11 £ 0,0005
L - Lisina 146,19 0,1105 + 0,0005

4.4.3 - Fibras e extrato etéreo

A determinacao das fibras em detergente neutro (FDN), detergente acido
(FDA) e extrato etéreo (lipideos) foi realizada utilizando a tecnologia "filter bag" da
Ankom (ANKOM Fiber Analyzer e ANKOM XT15 Extractor, ANKOM Technology,
Macedonia, EU), modificada a partir dos protocolos originais descritos pela AOAC
991.43 (AOAC, 1991) e AACC 32-07.01 (SINDIRACOES, 2023). No procedimento
Ankom, as extracOes para a determinacéo dos teores de fibra foram feitas com o uso
das “filter bags” no equipamento Ankom 200 Fiber Analyzer. A metodologia segue uma
extracdo sequencial utilizando detergente neutro (sulfito de soédio e a-amilase) e
detergente acido (acido sulfarico diluido) (VAN SOEST, ROBERTSON, LEWIS, 1991;
FAO, 2011), realizada em um sistema automatizado, onde uma bomba multicanal
controlada por computador automatiza a adicdo das solu¢des quimicas, enzimas e
enxagues. As temperaturas e os niveis de agitacdo sdo monitorados e controlados
durante todo o processo e os resultados sédo obtidos por gravimetria. A determinacéo
de gordura (extrato etéreo) foi feita com o emprego de “filter bags” em extrator de

gordura (ANKOM XT15 Extractor) utilizando o principio do método Soxhlet em sistema
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fechado, sendo a extracdo realizada com éter de petréleo. O sistema possibilita
rapidez, seguranca e economia de aproximadamente 90% de reagentes. A

guantificacao final é feita por gravimetria.
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5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 — Avaliacado do procedimento analitico para determinacgéao do teor

total dos elementos

O uso de &cido diluido para o preparo de amostras tem se consolidado
como uma alternativa aos procedimentos convencionais que utilizam reagentes
concentrados, alinhando-se a alguns principios da Quimica Verde (GAMA et al.,
2019). A Tabela 5.1 apresenta os parametros de desempenho do método analitico.
Os valores de LOQ foram considerados adequados para o presente estudo, variando
de 0,10 a 2,23 mg kg* para Zn e Ca, respectivamente, possibilitando a determinacéo
dos elementos em todas as amostras analisadas. Os desvios padréo relativos (RSDs)
foram inferiores a 7% para todos os elementos, indicando preciséo (repetibilidade) no
procedimento analitico, conforme as métricas de validagdo de métodos analiticos
(INMETRO, 2020).

TABELA 5.1 - Parametros analiticos para determinacdo do teor total dos

elementos.
Elemento LOD (mg kgt) LOQ (mg kg?') Precisdo (% RSD¥*)

Call 317,933 nm 0,67 2,23 6,94

Cu 1 327,395 nm 0,08 0,26 6,73

Fe 11 238,204 nm 0,04 0,13 3,47
Mg Il 279,078 nm 0,10 0,35 5,95
P1214,914 nm 0,81 2,71 6,13

Zn 1 213,857 nm 0,03 0,10 5,25

*RSD = desvio padréo relativo (n = 8) I: linha atdmica; Il: linha ibnica

A exatiddo dos resultados foi avaliada por meio da analise dos materiais
de referéncia RM-Agro C1007a (café verde) e NIST SRM 1573a (folha de tomate)
(n=3). Como mostrado na Tabela 5.2, os teores determinados nesses materiais de
referéncia estavam em conformidade com os valores certificados, com recuperacdes
variando entre 97 e 104% (INMETRO, 2020). Juntamente com o0s teores apresentados

na Tabela 5.2, foi aplicado o teste F com 95% de confiangca e o teste T pareado de
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Student para avaliar a concordancia entre os valores de recuperacdo — REC (%) - para
cada elemento nos materiais de referéncia. O teste t foi realizado assumindo
variancias iguais para todos os elementos, de acordo com o teste F previamente
realizado. Sob as condi¢des calculadas (n = 3), com 95% de confianca (t95% = 2,77),
nenhum elemento apresentou diferenca estatisticamente significativa.

Embora seja um método analitico amplamente consolidado, os avangos
recentes na instrumentacao tém possibilitado a melhoria do desempenho da ICP OES.
Nesse contexto, a utilizacdo da configuracdo SVDV ofereceu desempenho analitico
adequado na determinacdo de elementos essenciais em feijdo guandu, além de
otimizar a frequéncia analitica, ou seja, permitindo um menor tempo de analise em
comparacao ao sistema de visdo dupla convencional, no qual a operacdo em modo
axial e radial sdo executados de forma sequencial para a medi¢cdo simultanea dos
elementos (AGILENT TECHNOLOGIES, 2016).
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TABELA 5.2 — Teor referéncia, teor determinado, recuperacoes, teste F e teste t de Student obtidos a partir dos materiais de
referéncia RM — Agro CV-01/2021 (café verde) e NIST — SRM 1573a (folha de tomate).

Materiais de referéncia

Testes estatisticos
entre REC (%)

Elemento RM - Agro CV-01/2021 NIST - SRM 1573a Teste F | Testet de Student

Teo(rmrgefke;r)ma Teor((rjnegtekr;ll)nado REC (%) Teo(:nrgfkegr;_alr)\ua Teor(?negekrg?ll)nado REC (%) | Fcalc. Ferit.| tcalc. terit.
Ca 1278 + 60 1301 + 26 102 +4 | 50450 + 550 49261 + 848 98+3 1,3 9,6 1,79 2,77
Cu 20,1+1,2 20,8+0,4 103+2 4,7+0,1 4,6 +£0,1 98+5 2,5 9,6 2,08 2,77
Fe 44,1 +4,0 459+ 3,0 104 +7 367,5+4,3 358+5 97 +2 3,5 9,6 2,15 2,77
Mg 2070 + 122 2021 + 37 98+3 12000 11844 + 136 99+ 2 1,5 9,6 0,62 2,77
P 1706 + 86 1732 + 33 101 +9 2161 + 28 2214 + 33 102+10| 11 9,6 0,51 2,77
Zn 7,2+0,8 7,1+£0,1 99 + 10 30,9+0,5 28,7+0,4 937 1,4 9,6 1,10 2,77
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5.2 - Influéncia do método de coccdo sobre o teor total dos

elementos

Apos a definicdo do procedimento analitico foi realizada a determinacéo
de Ca, Cu, Fe, Mg, P e Zn nas amostras empregadas neste trabalho, feijao guandu,
feijdo carioca e feijao preto (tanto crus quanto cozidos), a fim de verificar possiveis
alteracdes nos teores totais dos elementos apds processo de cozimento em panela
de pressao elétrica. Os resultados foram expressos em peso umido, considerando os
fatores de rendimento de peso para as amostras cozidas (conforme descrito na
Equacéo 5). Os teores totais de macronutrientes (Ca, Mg, P) e micronutrientes (Cu,

Fe e Zn) sdo apresentados nas Figuras 5.1 e 5.2, respectivamente.
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FIGURA 5.1 - Teor total de Ca, Mg e P em amostras de feijao cru (barra verde) e
cozido (barra marrom) (n=5). Barras seguidas por letras sobrescritas iguais indicam
diferenca néo significativa entre o gréo cru e grao cozido de uma mesma amostra,

baseado em Teste t pareado (p < 0,05).
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FIGURA 5.2 - Teor total de Cu, Fe e Zn em amostras de feijao cru (barra verde) e
cozido (barra marrom) (n=5). Barras seguidas por letras sobrescritas iguais indicam
diferenca nao significativa entre o gréo cru e grao cozido de uma mesma amostra,

baseado em Teste t pareado (p < 0,05).

Para os macronutrientes, fosforo apresenta o maior teor entre as
amostras cruas e cozidas, variando, em mg kg, de 8496 - 8304, 6066 — 3406, 8674
— 8562, 6366-5628, 11803-10650 e 9820-9205 para os feijdoes g18-95, g18-95V, g57-
95, g57-95V, carioca e preto, respectivamente. O teor de fésforo nos feijdes pode ser
consideravelmente afetado pelo processo de cozimento, visto que esse elemento nos
graos de feijdo esta ligado a compostos organicos de reserva, como os fitatos, que
estdo envolvidos na regulagdo da sintese de amido durante o preenchimento dos
graos (MAMBRIN et al., 2021). Os fitatos sédo sais derivados do acido fitico, sendo a
principal forma de fosforo nos graos de cereais e leguminosas, representando
aproximadamente 70% do conteudo de fosfato (MARIA et al., 2011). Por serem
compostos termolabeis, durante o processo de cozimento o fitato pode ser
parcialmente quebrado devido ao calor e & agdo da dgua e uma vez disponivel, fosforo
€ parcialmente migrado para a 4gua, resultando em perda do nutriente (FARIA et al.,
2018).
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Sobre os teores de calcio, as amostras g18-95 e g57-95 apresentaram
comportamento semelhante quanto ao percentual de perda antes e ap0s cozimento,
variando de 4318 mg kg! a 3995 mg kg! e 3689 mg kg?! a 3402 mg kg,
respectivamente. Ambos mostraram perdas proximas de 7% durante a coccao.
Comportamento semelhante pode ser observado entre as amostras g18-95V e g57-
95V (2379-2123 mg kgt; 2542-2268 mg kg?), e também entre o feijdo carioca e feijao
preto (5722-5330 mg kgt; 4370-3954 mg kg). De maneira geral, a variacdo no teor
de célcio entre os graos crus e cozidos foi inferior a 10% para todas as amostras. Em
relacdo a magnésio, os pares g18-95 e g57-95, g18-95V e g57-95V, carioca e preto,
apresentam comportamento semelhante quanto ao teor perdido pdés cocgédo
(respectivamente, 2360-2218 mg kg™; 2204-1998 mg kg'; 2152-1262 mg kgt; 2247-
1778 mg kgl; 3613-2936 mg kgt; 4037-3079 mg kgl). Os percentuais perdidos
variam de 6-9%, 21-41% e 19-24%, respectivamente, sendo o par g18-95V / g57-95V
0 de maior perda.

Quanto aos micronutrientes, ferro apresenta o maior teor entre as
amostras cruas e cozidas, variando, em mg kg, de 80 - 75, 87 — 84, 95 — 94, 109 —
94,172 — 168 e 210 — 198 para os feijdes g18-95, g18-95V, g57-95, g57-95V, carioca
e preto, respectivamente. Dos feijdes estudados, o feijao carioca e o feijdo preto
apresentam 0s maiores teores de ferro, o que também pode ser observado em
estudos similares de bioacessibilidade (FERNANDES; NISHIDA; DA COSTA
PROENCA, 2010; PEREIRA et al., 2020). Cobre apresenta o menor teor total dentre
todos os elementos avaliados. As amostras g18-95 e g57-95 apresentaram
comportamento semelhante na perda de Cu antes e apds cozimento, variando de 22
mg kg a 19 mg kg? e 27 mg kgt a 21 mg kg, respectivamente. Ambos mostraram
perdas de 17 e 21%, respectivamente, pés coccao. Comportamento semelhante pode
ser observado entre as amostras g18-95V e g57-95V (36-20 mg kg?; 38-20 mg kgt),
e também entre o feijdo carioca e feijdo preto (24-19 mg kg?; 27-23 mg kg?). As
perdas percentuais variam de 44-46% e 15-22%, respectivamente, sendo as amostras
de feijdo guandu verde as mais elevadas. J& em relacéo a zinco, as amostras g18-
95V e g57-95V apresentaram as maiores perdas do elemento pdés cozimento, com
teor variando de 64 mg kg* a 38 mg kg? e 83 mg kg! a 67 mg kg, dos quais
correspondem em perdas de 59% e 20%, respectivamente. Para as demais amostras,
os teores variam de, em mg kg, 64-62, 68-66, 83-67, 76-75 e 69-68 para os feijdes
g18-95, g57-95, carioca e preto, respectivamente.
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Entre as amostras de feijdo guandu verde e feijdo guandu maduro, é
notavel a diferencga entre o teor total dos elementos avaliados, bem como o teor de
nutriente perdido na cocc¢éao. Assim como observado na composi¢ado bromatologica,
esse comportamento pode estar relacionado com o estagio de maturacdo do gréao
(ABEBE, 2022; WU et al.,, 2024), do qual se observa ao longo do processo
modificacdes estruturais e composi¢ao quimica (SOUSA et al., 2024; WU et al., 2024).
Para o feijao guandu, a diferenca nos teores de nutrientes entre feijado seco e maduro
foi observado em estudos anteriores (SAXENA; KUMAR; SULTANA, 2010), assim
como para o feijdo comum e outras variedades encontradas no Brasil (FERREIRA et
al., 2014; OLIVEIRA et al., 2018).

5.3 — Avaliagdo do procedimento analitico para estimativa da

bioacessibilidade in vitro

Nos ultimos anos, a rede internacional COST INFOGEST desenvolveu e
atualizou um protocolo padronizado para ensaios de digestédo in vitro (BRODKORB et
al., 2019). No entanto, a dificuldade em obter enzimas digestivas especificas e os altos
custos de reagentes e kits para determinar a atividade enzimatica dificultam a
implementacdo desse protocolo em muitos laboratorios (MINEKUS et al., 2014,
REBELLATO et al., 2022). Além disso, a andlise do quimo resultante, por meio de
métodos espectroanaliticos para determinacdo elementar, torna-se inviavel em
determinadas situacfes devido a elevada quantidade de eletrélitos usados para
simular os fluidos digestivos, 0 que prejudica a qualidade dos brancos analiticos e
torna mais dificil a quantificacdo de elementos essenciais como Ca e Mg. Em funcao
disso, foi adotado um modelo mais simples, fundamentado em estudos anteriores,
para estimar a bioacessibilidade de Ca, Cu, Fe, Mg, P e Zn em amostras de feijao
guandu por ICP OES (MINEKUS et al., 2014; SANTOS; DE HIGUERA; NOGUEIRA,
2022).

O extrato gastrointestinal obtido, independentemente do método de
digestao in vitro utilizado, € sempre uma amostra complexa, contendo quantidades
relativamente altas de compostos de carbono provenientes dos reagentes usados no
ensaio, como pepsina, pancreatina, sais biliares e bicarbonato. Esses compostos
podem causar interferéncias significativas de matriz na determinagcéo elementar por
meétodos baseados em plasma (SANTOS; NICIURA; NOGUEIRA, 2023; MENEZES et
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al., 2018; PEREIRA et al., 2020). Diante disso, a amostra foi primeiramente submetida
a um procedimento de decomposi¢ao assistida por radiagdo micro-ondas com acido
diluido. Para a analise do balanco de massa, o residuo também foi digerido no mesmo
sistema de micro-ondas utilizado para o quimo.

As condi¢Oes instrumentais utilizadas para quantificar as fracbes
bioacessivel e residual por ICP OES foram avaliadas por meio de experimentos de
adicao e recuperacado, como descrito no item 4.4.6. Como mostrado na Tabela 5.3, as
recuperacoes obtidas (90-110%) (INMETRO, 2020) foram satisfatorias em ambos 0s
niveis testados, indicando que ndo ocorreram efeitos significativos relacionados ao
transporte ou nebulizacdo da amostra injetada. A falta de protocolos estabelecidos
para validacdo é uma limitacdo dos métodos de bioacessibilidade in vitro.

Neste estudo, foram avaliados diferentes parametros analiticos, como
LOD, LOQ, precisao, efeitos de matriz e veracidade, para assegurar a qualidade dos
resultados obtidos. A Tabela 5.4 apresenta os valores de LOD e LOQ, além da
precisdo (% RSD) obtida na estimativa da fracdo bioacessivel de Ca, Cu, Fe, Mg, P e
Zn em feijao guandu. Os valores de LOQ variam de 0,34 a 5,53 mg kg™ para Zn e Ca,
respectivamente. A precisao foi considerada satisfatoria, com desvios padrao relativos
abaixo de 8% para todos os analitos (INMETRO, 2020).

Adicionalmente, foi realizado o balanco de massa com base na soma
das fracBes bioacessivel e residual, comparando-se com o teor total de cada elemento
para avaliar a veracidade do método. Os resultados obtidos estdo apresentados nas
Tabelas 5.5 e 5.6. O balanco de massas variou entre 95% a 109%. Os resultados
obtidos no estudo de adi¢ao/recuperacéo e no balanco de massa indicam que nao
houve erros sistematicos na quantificacdo da fracéo residual dos elementos. Com
base nesses resultados, pode-se concluir que o método analitico foi confiavel para

estimar a bioacessibilidade de Ca, Cu, Fe, Mg, P, S e Zn nas amostras analisadas.
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TABELA 5.3 - Experimentos de adicédo e recuperacéo (recuperacéo + desvio padrdo, n = 3), por ICP OES, em dois niveis: 2 mg L™
e 30 mg L.

Ca Cu Fe Mg P Zn
2 30 2 30 2 30 2 30 2 30 2 30
A 103+3 103+9 107+4 106+7 108+6 105+10 97+11 100+£4 90+10 103 +12 103+5 102+ 13
B 98+9 99+6 108+3 109+9 107+4 104+8 90+9 98+9 91+5 102+4 103+2 1027
C 104+£1 1035 106+3 105+7 112+4 106+5 1011 101+3 104+6 101x2 104+3 102+11
*A: feijdo carioca (fracao bioacessivel)

Amostra*

*B: feijao preto (fracéo residual)

*C: feijdo guandu (variedade g57-95, gréo cozido)

TABELA 5.4 - Parametros analiticos dos experimentos de bioacessibilidade in vitro. Determinacdo por ICP OES usando calibracéo
externa (n = 8).

Elemento LOD (mg kg™) LOQ (mg kg?) Precisdo* (RSD %)
Call 317,933 nm 1,66 5,53 7,20
Cu 1 327,395 nm 0,58 1,92 4,33
Fe 11 238,204 nm 0,20 0,68 2,99
Mg 11 279,078 nm 0,34 1,14 7,37
P1214,914 nm 1,60 5,34 3,41

Zn 1 213,857 nm 0,10 0,34 3,55
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TABELA 5.5 - Teor total, fragdo bioacessivel e fracdo residual em amostras de feijao

cozido (média + desvio padrdo, mg kg, n = 3, base Umida).

Teor total Ca Cu Fe Mg P Zn
g18-95 3995+227 18616 80,5+55 2218+141 3406 +91 378+15
g18-95Vv 2123 £ 80 19,8+ 0,9 83,8+0,9 1263 +41 8304 +113 62 +4
g57-95 3402 + 40 21,1+0,6 949+1,6 1998 + 26 5628 + 80 66,66 + 1,03
g57-95V 2268 + 69 20,3+0,9 94 + 6 1778 +28 8562+100 67,8+0,9
Carioca 5330 +348 1859+1,08 168+ 15 2936 +87 10650 + 386 76,05+ 2,87
Preto 3954+280 226+04 197,8+26 307925 9205 + 54 69,4+0,4
Fracéo
Ca Cu Fe Mg P Zn
bioacessivel
g18-95 32+1 12,4+£0,2 7,4+0,3 1029 + 15 1989 + 70 10,2+ 1,6
g18-95Vv 276 + 32 12,6 £0,2 21 +2 861+ 10 3281 + 78 22,4+1,2
g957-95 31+1 12,4+£0,7 9,2+0,6 866 + 11 3032 + 88 27,1+1,7
g57-95V 431 £ 61 12,8+0,4 19.8+1,4 1096 £ 12 3667 + 53 27,5+0,7
Carioca 558 + 30 89+0,5 26,8+0,1 1447 +19  5235+111 30,5+0,7
Preto 444 + 18 13,7+0,1 28,9+0,2 1443 + 15 3927 + 52 29,1+0,6
Fracao
residual Ca Cu Fe Mg P Zn
g18-95 4014 + 377 5,94 +0,31 727 1152 +111 1253 +60 27 +1
gl18-95Vv 1798 + 119 7,0+£0,7 62 +2 367 + 34 4997 +630 38,6+1,3
g57-95 2801 + 271 8,4+0,9 85+8 1099 + 71 2396 + 88 54,8+ 2,6
g57-95V 1921 + 70 7,3+0,6 884 641 + 24 4675+ 269 39,08 4,76
Carioca 5135 + 509 10+1 145+ 11 1430+ 109 5115+412 43,89 16,02
Preto 3903 + 288 8614 168 £ 10 1584 + 143 5042 +394  38,8+3,8
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TABELA 5.6 - Balanco de massas (% m m™ + desvio padrdo) para as amostras de

feijdo cozido.
Amostras Ca Cu Fe Mg P Zn

g18-95 101+12 99+10 99%+12 98+11 98+14 98+9
g18-95Vv 98+13 99+12 99%+9 97+10 95+6 98 +17
g57-95 109+12 99+13 99+11 987 97 +6 98 +12
g57-95V 104+16 99+10 9918 98+4 96 +5 99+8
Carioca 99+12 99+16 99+8 988 97 +9 98+ 14

Preto 99+10 99+16 996 989 98+8 98 + 10

5.4 — Influéncia do método de coccédo e do grau de maturacdo na

bioacessibilidade de elementos essenciais e proteinas

Os resultados da fragcéo bioacessivel (expressa em mg kg base Umida)

e da bioacessibilidade (expressa em porcentagem) de Ca, Cu, Fe, Mg, P e Zn nas

amostras de feijdo guandu, carioca e preto cozida estao apresentados na Tabela 5.5

e nas Figuras 5.3 e 5.4, respectivamente.
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FIGURA 5.3 - Bioacessibilidade de Ca, Mg e P em amostras de feijdo cozido. Barras

seguidas por letras iguais indicam diferenca nao significativa baseado em teste Tukey

(p < 0,05).
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FIGURA 5.4 - Bioacessibilidade de Cu, Fe e Zn em amostras de feijao cozido. Barras
seguidas por letras iguais indicam diferenca nao significativa baseado em teste Tukey
(p <0,05).

De forma geral, a bioacessibilidade variou entre 0,8% (Ca) e 68% (Cu),
indicando que a quantidade desses nutrientes nos feijdes ndo esta totalmente
disponivel para absorcao pelo epitélio intestinal. Para as amostras de feijdo guandu
maduro (g18-95 e ¢g57-95), como mostrado nas Figuras 5.3 e 5.4, ndo foram
encontradas diferencas significativas (p < 0,05) na fracdo bioacessivel de todos os
elementos analisados. Em relacéo aos graos verdes (g18-95V e g57-95V), apenas Cu
e Zn ndo apresentaram diferencas significativas (p < 0,05) na fracdo bioacessivel.
Para o feijdo carioca e feijao preto, ndo foram observadas diferencas significativas na
fracdo bioacessivel de Ca, Mg, Fe e Zn.

A Figura 5.4 revela que a bioacessibilidade de Ca, Mg, Fe e Zn é
negativamente afetada a medida que o feijao guandu atinge a maturacao. Esse efeito
pode ser atribuido a presenca de compostos antinutricionais, como fitatos, acido
oxalico e taninos, que se acumulam durante o processo de maturagdo. Com 0
amadurecimento do gréo, diversas alteracdes morfologicas, fisiologicas e funcionais
acontecem, como variacbes na massa de matéria seca, nas fibras, no teor de
umidade, no tamanho, na germinacdo, no teor mineral e em outras caracteristicas
(GUTKOSKI et al., 2008; MUNDSTOCK; THOMAS, 2005). Nos estagios finais da
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maturacdo, observa-se um aumento no acumulo de biocompostos e minerais,
incluindo os compostos antinutricionais.

Os compostos antinutricionais sdo substancias naturais encontradas
principalmente em cereais e leguminosas, que afetam suas propriedades funcionais e
nutricionais. Do ponto de vista nutricional, a presenca desses compostos é prejudicial,
pois eles formam complexos insoluveis com minerais e proteinas, o que reduz a
disponibilidade desses nutrientes (MARIA et al.,, 2011). Entre os compostos
antinutricionais, os fitatos, derivados do acido fitico (acido hexafosforico -
CesH18024Ps), tém a capacidade de se ligar a ions divalentes, formando complexos
sollveis que sao resistentes a digestdo no trato intestinal. Durante a estocagem,
fermentacao, germinacao, processamento e digestdo de graos e sementes, o0 acido
fitico pode ser parcialmente desfosforilado, originando pentafosfato (IP5), tetrafosfato
(IP4), trifosfato (IP3) e, possivelmente, inositol difosfato (IP2) e monofosfato (IP1),
devido a acao das fitases enddgenas (ZHOU et al., 1992). Dentre esses compostos,
apenas o IP5 afeta negativamente a biodisponibilidade de minerais, formando
complexos com zinco e ferro, enquanto os compostos IP4 e IP3 ndo apresentam esse
efeito. Os outros compostos gerados tém uma capacidade reduzida de se ligar a
minerais ou formam complexos mais soltuveis (HAN et al., 1994).

Em alimentos, o acido fitico, em suas condicées naturais, possui carga
negativa, o que lhe permite formar complexos com moléculas carregadas
positivamente, como cétions (Znz*, Fe?*, Fe3", Mg?* e Ca?"), além de proteinas.
Diversos estudos tém mostrado que o acido fitico pode reduzir a absorcdo de minerais
essenciais, como Fe, Zn e Ca, tanto em animais quanto em seres humanos,
diminuindo sua bioacessibilidade (SANDBERG, 2002; SHARMA et al., 2013; SILVA;
SILVA, 1999). Prever a bioacessibilidade de minerais em alimentos que contém fitatos
€ um desafio, devido as complexas interacdes entre os minerais e o acido fitico, a
atividade das fitases no alimento e/ou no intestino, ao processamento dos alimentos
(principalmente o pH), a digestibilidade do alimento e ao estado fisiolégico do
consumidor (RAMIREZ-CARDENAS; LEONEL; COSTA, 2008).

Uma revisao realizada em 2023 fez um levantamento sobre diferentes
meétodos de tratamento para leguminosas, bem como solugbes tecnoldgicas para
reduzir custos e maximizar a remocao de compostos antinutricionais (OZOLINA,
SARENKOVA; MUIZNIECE-BRASAVA, 2023). Os autores destacam que, além do

remolho, varios outros tratamentos podem ser aplicados para melhorar a
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bioacessibilidade de nutrientes benéficos nas leguminosas, incluindo despelagem,
torrefacdo, extrusdo, fervura, germinacdo, secagem por ar quente e fermentacao,
todos com resultados positivos. Dentre esses, o remolho é um dos métodos mais
simples, no qual os graos sdo imersos em agua por algumas horas antes de serem
cozidos (SAMTIYA; ALUKO; DHEWA, 2020). Mohamed et al. (2011) observaram que
a imerséo de feijoes pode diminuir a atividade de inibidores de tripsina abaixo dos
niveis de controle. Khattab e Arntfield (2009) também encontraram que o tratamento
de imersdo em ervilhas (Pisum sativum L.) e feijdo-carioca (Phaseolus vulgaris L.)
reduziu significativamente os niveis de inibidores de tripsina entre 10 e 19%
(KHATTAB; ARNTFIELD, 2009; RASHA et al., 2011).

Além disso, outros estudos citados no capitulo da Reviséo da Literatura
indicam que a imersao em pH baixo e em solucdes salinas pode melhorar a firmeza
dos feijdes cozidos, prolongando assim o tempo de cozimento (KINYANJUI et al.,
2015). O mecanismo responsavel pelo aumento do tempo de cozimento dos feijdes é
complexo. Os resultados do estudo de Kinyanjui et al. (2015) sugerem que tanto as
cascas dos feijdes quanto a pectina contribuem para esse prolongamento. Em
resumo, a imersao dos feijdes por periodos de 16 a 24 horas leva a uma perda de
compostos fendlicos totais de até 31-55%. Essa reducado nos compostos fendlicos
pode ser atribuida ao fato de esses compostos se lixiviarem na solucdo de imerséo
devido ao gradiente de concentracdo (RAMAKRISHNA; RANI; RAO, 2006). Xu e
Chang (2008) observaram que a variacao na reducdo de compostos fendlicos totais
durante o tratamento de imersdo pode ser explicada pela diferenca na distribuicdo e
na quantidade de compostos fendlicos nas cascas e cotilédones dos feijdes
analisados (XU; CHANG, 2008).

Um estudo realizado por Garanyia e colaboradores avaliou os niveis de
fatores antinutricionais em sementes inteiras e nas cascas de varias variedades de
feijdo-guandu (GARANIYA et al., 2023). Os fatores antinutricionais analisados foram
taninos, acido fitico, acido oxalico, inibidores de amilase e tripsina, com o objetivo de
avaliar sua distribuicdo e presenca nas diferentes variedades. Os resultados indicaram
variagdes significativas nos niveis desses compostos entre as diferentes variedades
e entre as sementes inteiras e suas cascas. Os autores observaram que as cascas
das sementes apresentaram niveis mais elevados de antinutrientes em relacdo as
sementes inteiras, destacando a importancia de considerar ambos 0os componentes

na analise da qualidade nutricional do feijdo guandu. Segundo os autores, esses



58

resultados ressaltam a necessidade de selecionar variedades com menor
concentracéo de fatores antinutricionais para melhorar tanto o valor nutricional quanto

a digestibilidade do feijdo guandu.

5.5-Avaliacao da integridade das células Caco - 2

Nos insertos Transwell®, para avaliar a integridade das monocamadas
de células Caco-2, foram realizadas medidas de TEER no intervalo de diferenciacao
(15° ao 21° dia), e também no dia da excecucdo do procedimento de
biodisponibilidade. Neste dia, foram realizadas medidas antes e apés incubacao do
quimo preparado, como descrito em Material e Métodos. Valores de TEER
mensurados em um inserto vazio (ou seja, contendo apenas meio de cultura) foi usado
para corrigir o valor medido em cada poco. Medidas de resisténcia transepitelial € um
excelente parametro para avaliar o desenvolvimento das juntas de oclusdo entre
células adjacentes e pode ser utilizado como um indicador confiavel da integridade da
monocamada celular (SRINIVASAN et al., 2015). A Figura 5.5 mostra que os valores
de TEER medidos a partir do 15° dia até o 21° dia apresentaram valores inferiores a
250 Q cm? (180-210 Q cm?), indicando uma integridade ndo recomendada. Apesar
disso, foi dado continuidade ao experimento com a incubacéo da quimo. Os valores
de TEER reduziram para niveis préximo de 170 Q cm? apés a incubacéo das amostras
(t = 2h).
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FIGURA 5.5 — Medidas de TEER antes e apds incubacédo do quimo preparado.

Como mencionado, a recomendacdo confiavel da integridade da
monocamada sao valores de TEER superiores a 250 Q cm?. Valores abaixo trazem
um indicativo de que a integridade da monocamada celular esta comprometida devido
a fatores bidticos (contaminacdo) e abidticos (composicdo da quimo). Ensaio
colorimétrico MTT (Mosmann, 1983) é uma estratégia consolidada na literatura como
forma optativa de avaliar a viabilidade celular da Caco-2 na presenga da quimo. Na

presente dissertacao, tal ensaio nao foi realizado.

5.6 — Avaliacdo do procedimento analitico para determinacédo do

conteudo basal e apical

A liberagéo de nutrientes da matriz alimentar e sua solubilizagdo no meio
intestinal simulado (bioacessibilidade in vitro) € a etapa inicial para avaliar a
guantidade que pode ser potencialmente absorvida pelo organismo. Como
apresentado e discutido anteriormente, a Tabela 5.5 mostra o teor total e a
bioacessibilidade de Ca, Mg, P, Cu, Fe e Zn nos feijdes guandu submetidos a cocgao.

Para assegurar a qualidade das medicbes analiticas, as condi¢cfes ideais para a
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quantificacdo dos elementos nas solugdes basais (fracédo biodisponivel) por ICP OES
e ICP-MS foram determinadas por meio de experimentos de adi¢&o e recuperagcédo em
dois niveis. Esses resultados, junto aos parametros analiticos dos experimentos de
biodisponibilidade, sdo apresentados nas Tabelas 5.7 e 5.8.

Como mostrado na Tabela 5.8, foram obtidas recuperagdes entre 88 —
104% na quantificagéo de Ca, Mg e P, sem a necessidade de utilizar qualquer padrao
interno. Exceto para o Zn, o uso do He como gas de colisdo foi fundamental para
garantir recuperacfes adequadas para os demais analitos na analise das solucbes
por ICP-MS. Considerando a composi¢cao quimica da solucdo de transporte (KCI,
NaHCOs, NaCl e CsH1206), € provavel que interferéncias espectrais, como “°Ar?3Na*
sobre 83Cu*, 4°Ar'®0O* sobre %6Fe* e 3°K!®O* sobre >*Mn* , entre outras, tenham sido
eficazmente minimizadas pelo uso da diluicdo de aerossol com He. Esses resultados
indicam que a estratégia de compatibilizagdo de matriz foi eficaz na minimizagéo de
possiveis efeitos de matriz na anélise da solugéo basal por ICP OES. Além disso, 0s
limites de quantificacdo variaram de 0,33 a 0,91 mg L para Ca, Mg e P, e de 0,07 a
0,38 ug L para Cu, Fe e Zn, valores considerados adequados para os objetivos do
estudo (Tabela 5.7).

Para verificar a exatiddao do procedimento, foi realizado um estudo de
balanco de massa do sistema Transwell®. Nesse estudo, o teor de cada elemento
remanescente na solucao apical foi quantificado por ICP OES e ICP-MS apdés digestao
assistida por radiacdo micro-ondas. Em seguida, a soma da quantidade de elemento
(em massa) nas solucdes basal e apical foi comparada com a quantidade inicialmente

adicionada nos insertos Transwell® (Tabela 5.9 e Tabela 5.10).

TABELA 5.7 - Parametros analiticos dos experimentos de biodisponibilidade.
Determinacdo de Ca, Mg e P por ICP OES (mg L) e determinacdo de Cu, Fe e Zn
por ICP-MS (ug L) usando calibragdo externa (n = 8).

Elemento LOD LOQ Iz’éescss;)?
Ca 0,28 0,91 5,62
Mg 0,097 0,33 3,52
P 0,27 0,88 4,69
Cu 0,001 0,002 7,56
Fe 0,004 0,013 9,55

Zn 0,003 0,009 2,35




TABELA 5.8 - Experimentos de adi¢do e recuperacao (recuperacédo + desvio padréo, n = 3), em dois niveis.

ICP OES (mg L) ICP-MS (ug L)
Amostra* Ca Mg P Cu Fe Zn
2 30 2 30 2 30 2 30 2 30 2 30
A 100+6 100+8(102+2 101+2|88+6 100+4(94+7 97+3|87+4 100+3(88+5 9714
B 95+4 96+3|103+1 104+3|87+5 99+7 |87+7 95+4|88+6 99+4 |88+7 97+6
C 101+8 100+4(101+4 100+3|92+4 101+4(98+5 98+2|101+4 98+3 (89+9 9716

*A: feijao carioca (fracéo biodisponivel)

*B: feijao preto (fracéo residual)

*C: feijdo guandu (variedade g18-95, fracéo total)

TABELA 5.9 — Balanco de massa (% m m ! + desvio padrdo, n = 3) do experimento de biodisponibilidade.

Amostras Ca Mg P Cu Fe Zn
g18-95 N/A* 24 +£3 62+2 293 494 8615
g18-95Vv 44 + 4 634 501 366 154 473
g57-95 N/A 17+4 35+1 45+4 364 344
g57-95Vv 254 283 351 37%3 9+1 302
Carioca 179 162 24+1 33+4 10+x1 409
Preto 3016 352 63+1 282 24+1 455

*N/A: ndo aplicado
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TABELA 5.10 — Teor total, fracdo biodisponivel e fragéo residual de Ca, Cu, Fe, Mg,

P e Zn em amostras de feijdo cozido (média + desvio padrdo, n = 3).

Mg/poco ng/poc¢o
Teor total Ca Mg P Cu Fe Zn
g18-95 1,07+0,03 34,3+0,5 66 + 2 413+6 247+10 340+53
g18-95Vv 92+11 28,7+0,3 109+ 3 420+7 700+66 74740
g57-95 1,03+£0,03 289+04 101+3 |413+13 307+20 90356
g57-95Vv 14,37 +2,03 36,5+0,4 122 +2 |427+13 660+47 916+23
Carioca 19+1 48,2+ 0,6 174+4 |297+17 893+3 101624
Preto 148+06 48,1+0,5 131+2 456+3 963+7 970+20
. g . Mg /poco ng/poco
Fracéo biodisponivel Ca Mg 5 Cu Fo >
g18-95 < LOQ* 3,7+0,4 1859+0,09| 51+4 93+3 154 + 10
g18-95Vv 1,83+0,07 99+05 252+0,1 | 709 29+7 203 + 11
g57-95 < LOQ* 28+0,3 17,71+£0,09| 1097 42+ 3 178 +12
g57-95V 1,85+0,04 51+03 202+0,1 | 83+3 299+0,14 1406
Carioca 164+£006 33+03 17,7+0,1 | 42+3 156+13 23311
Preto 2,72+0,09 10,0+0,3 50,72+0,11| 66+4 105+5 66 + 5
~ . Mg /poco ng/poco
Fracao residual Ca Mg S Cu Fo 7n
sdg18-95 <LOQ* 452+034 22,7+0,1 | 692 28+ 2 141 +5
g18-95Vv 22+0,1 8,12+0,32 29,22+0,14| 83+ 10 77+6 147 +1
g57-95 <LOQ* 2,15+0,35 18,21+0,08| 76+3 67+1 131+9
g57-95V 1,67+0,03 528+0,34 226+0,1 | 74+4 55+4 1305
Carioca 1,49+0,05 4,31+0,35 23,82+0,08| 57 %2 76+1 173 + 37
Preto 1,74+0,08 6,73+0,33 32,13+0,14| 63+3 126 +2 374 +27

*LOQca=0,91mg L?

Os resultados indicaram balango de massa inferior a 86% para todos os

elementos, indicando provavel comprometimento do experimento em funcéo da néo

integridade das celulas nos compartimentos do filtro Transwell, como discutido no item

5.8. Este fato pode ser observado na Tabela 5.10. Para maior facilidade de

visualizacdo os resultados estdo descritos em concentracdo e ndo em fracdo de

massa. Desta forma a biodisponiponibilidade néo foi calculada, procurando-se evitar

conclusdes nao pertinentes. Devido a complexidade do ensaio com células Caco-2,

da inadequacao dos resultados de balanco de massa e considerando que a

guantidade de elemento retido nas monocamadas celulares ndo foi medida, esses

resultados foram considerados adequados para prever a biodisponibilidade de

elementos essenciais em feijao.
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Embora a fracdo bioacessivel forneca um indicativo importante do teor
maximo de elementos disponiveis no trato gastrointestinal apos a digestao in vitro, ela
nao é totalmente absorvida pelo epitélio intestinal, como foi observado em diversos
trabalhos na literatura (BRIGIDE et al., 2019; DELAQUA et al., 2022; TEIXEIRA et al.,
2022.; SANTOS; NICIURA; NOGUEIRA, 2023). Por isso, células Caco-2 diferenciadas
em insertos Transwell® séo utilizadas para simular a absorcao intestinal e estimar a
fracdo biodisponivel de nutrientes. Apos a incubacdo das amostras por 2 horas, 0s
valores de TEER obtidos foram inferirores a 250 Q cm? em todos o0s pog¢os, indicando
que a integridade das monocamadas celulares foi comprometida durante os
experimentos. No epitélio intestinal, os elementos podem ser absorvidos por
diferentes mecanismos: através do transporte transcelular, no qual se difundem
passivamente pelas células ou com o auxilio de proteinas transportadoras; ou por
transporte paracelular, atravessando passivamente as juncdes de oclusdo que
conectam as monocamadas celulares adjacentes (XU et al.,2021).

Estudos indicam que a maioria dos elementos liberados da matriz
elementar no trato gastrointestinal humano pode se ligar a compostos de baixa massa
molecular (como aminodcidos e peptideos) e ser absorvida pela via paracelular
(PISKIN et al., 2022). Como a superficie da membrana apical da célula é
significativamente maior do que a das juncdes de oclusdo, os compostos
transportados pela via paracelular tendem a ser absorvidos em menor quantidade em
comparagcdo aos que atravessam o epitélio pela via transcelular. Além disso, o
transporte ativo mediado por transportadores, responsavel por taxas de absorcéo
mais elevadas, depende fortemente da espécie quimica do elemento disponivel no
trato gastrointestinal (VAN BREEMEN; LI, 2005).
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5.7 — Avaliacdo da composi¢cdo bromatologica

A composicdo bromatolégica das amostras de feijdo cru, estimados
pelos métodos padréo, estdo apresentados na Tabela 5.11.

TABELA5.11 - Composicao bromatolégica das amostras de feijao. Matéria seca (MS),
matéria mineral (MM), proteina bruta (PB), teor de carbono (C), fibra em detergente
neutro (FDN), fibra em detergente &cido (FDA) e extrato etéreo (EE). Os resultados

sdo apresentados em % (m m?), corrigidos em base seca.

Amostra MS (%) MM (%) PB (%) C (%) FDN (%) FDA (%) E.E (%)

G18-95* 92,78 4,29 21,58 44,75 19,87 11,08 2,47
G57-95* 93,67 4,00 22,73 43,47 22,83 12,06 2,03
G18-95v** 90,72 1,07 20,53 43,64 14,49 14,49 0,59
G57-95v** 93,54 1,23 18,86 43,72 16,07 15,90 0,81
Preto 93,37 2,47 23,38 42,68 24,39 14,87 1,54
Carioca 92,31 2,51 23,48 44,54 29,96 15,77 1,77

*feijdo guandu (grdo maduro)

**feijdo guandu (gréao verde)

De modo geral as amostras apresentam teores de matéria seca e
carbono total similar, superiores a 90% e 40%, respectivamente. Quanto ao teor de
cinzas (material mineral), é observado que as variedades do feijdo guandu maduro
(g18-95 e g57-95) apresentam valores superiores (4,29 e 4,00%, respectivamente)
em relacdo ao feijdo carioca (2,51%) e ao feijdo preto (2,47%). E também notavel a
diferenca na composicdo mineral entre grdo maduro e grao verde (g18-95V, 1,07%;
g57-95V, 1,23%). De maneira analoga, o teor de gordura total — expresso através do
extrato etéreo (EE) — é superior nas amostras g18-95 e g57-95 (2,47 e 2,03%,
respectivamente) em relagcéo ao feijao carioca (1,77%) e ao feijao preto (1.54%), e
também superiores em relacdo a g18-95V (0,59%) e g57-95V (0,81%). Para proteina
bruta, as variedades do feijdo guandu maduro apresentam teores proOXimos aos
observados no feijao carioca e feijao preto, todos proximos a 23%. Além disso, nota-
se que os teores de proteina bruta nos feijdes verdes séo relativamente inferiores
guando comparados com as demais amostras avaliadas.

As diferencas observadas entre 0os grdos maduros e os graos verdes
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podem estar relacionadas com o estagio de maturacao do grdo (ABEBE, 2022; WU et
al., 2024). O processo de maturacdo da semente de uma planta compreende uma
série de alteracdes morfoldgicas, fisioloégicas e funcionais que ocorrem a partir da
fertilizacdo do 6vulo, prosseguindo até o momento em que as sementes estdo em
condi¢cdes para a colheita (DADLANI; YADAVA, 2023). Durante o processo de
formacao e maturacdo das sementes, séo verificadas alteragcdes na massa da matéria
seca, fibras, teor de umidade, tamanho, germinacéo, teor mineral, dentre outras
caracteristicas. A medida que um gréo atinge seus estagios finais de maturacgéo, é
observado um acumulo crescente de biocompostos e minerais (SOUSA et al., 2024;
WU et al., 2024).

A célula vegetal é envolvida por uma parede celular rigida,
predominantemente composta por celulose, que pode sofrer espessamento, dando
origem a uma segunda parede formada por lignina e hemicelulose (SALMAN et al.,
2010). No método de Van Soest (1991) para determinacao de fibras, realiza-se a
separacao entre o conteudo celular e a parede celular. Esse processo € realizado
aguecendo uma parte da amostra em solucdo de detergente neutro. O conteludo
celular se dissolve no detergente, enquanto a parede celular ndo se solubiliza,
podendo ser separada por filtragcdo. As fracdes obtidas sédo classificadas como
sollveis em detergente neutro (compostas por proteinas, nitrogénio nao proteico
(NNP), lipideos, pigmentos, acucares, acidos organicos e pectina) e FDN (constituida
principalmente por celulose, hemicelulose e lignina).

Ao utilizar uma solucao de detergente acido, a hemicelulose presente na
FDN se dissolve, enquanto a lignina associada a celulose (lignocelulose) é separada
por filtracdo. As fracdes obtidas sdo chamadas de sollveis em detergente acido e
FDA, respectivamente. Em alimentacdo animal, a fracdo solluvel é totalmente
aproveitada por ruminantes e outros herbivoros, e parcialmente por monogastricos
nao herbivoros. A FDA corresponde a parte menos digestivel da parede celular das
plantas. A fibra detergente neutra é um bom indicativo da ingestdo de fibras e,
consequentemente, da quantidade de racdo, enquanto a fibra detergente 4cida € um
bom indicador da digestibilidade e, por consequéncia, da ingestéao de calorias (SOUZA
et al., 1999).

A diferenca nos teores de fibra, e consequentemente na FDN, entre o
gréo verde e o grdo maduro € explicada pelas mudancas na composicdo da parede

celular da planta durante a maturacao. Conforme o grdo amadurece, a quantidade de
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parede celular aumenta. No gréo verde, as paredes celulares sdo mais finas e menos
lignificadas, o que resulta em uma menor concentragdo de FDN. Ja no grao maduro,
a parede celular se torna mais espessa e mais lignificada, aumentando a quantidade
de FDN (VAN SOEST, 2018).

5.8 — Avaliacdo da bioacessibilidade in vitro de proteinas e

composicdo de aminoacidos

Na Tabela 5.12 é apresentado o teor total, a fracao bioacessivel, a fragéo
residual e o balanco de massas de proteina bruta, que foi determinada pelo método
da combustdo de Dumas. A Figura 5.1 apresenta os teores totais e a fracao

bioacessivel dos mesmos.

TABELA 5.12 - Teor total, fracao bioacessivel, fracado residual (média + desvio padréo,
% m m, n = 3, base Umida) e balanco de massa (% m m) de proteina* em amostras
de feijdo cozido. Nome das amostras seguidos por letras iguais indicam diferenca néo

significativa baseado em teste Tuckey (p < 0,05).

Teor Fracao Fracao Balanco de massa
Amostra ) _

total bioacessivel residual (%)
g18-952 216+0,2 16,9+ 0,6 1,91 £ 0,07 874
g18-95VP 20,5+0,2 176+13 1,80+ 0,14 94 + 10
g57-95¢ 22,7+0,1 194+1,9 2,00 £ 0,08 90+9
g57-95v¢  18,9+0,3 16,8 £ 0,7 1,90+0,14 99+38
Carioca® 23,4+04 17,6 £0,9 3,93+0,21 92+7

Preto® 235+0/4 16,4+1.4 3,63+0,11 85+8

*Fator de conversao nitrogénio-proteina = 6,25
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FIGURA 5.6 - Bioacessibilidade de proteina em amostras de feijdo cozido. Barras
seguidas por letras iguais indicam diferenca ndo significativa baseado em teste T
pareado (p < 0,05).

Com 95% de confianca, as variedades g18-95 e g57-95, tanto de gréos
maduros quanto verdes, apresentaram diferenca significativa no teor total de proteina
bruta. Dentre os feijoes avaliados, as variedades carioca e preto exibem os maiores
teores de proteina, sem diferenca significativa entre elas. Quanto a fracéo
bioacessivel, observou-se que todos os feijbes ndo apresentaram diferenca
significativa no percentual bioacessivel. Esse resultado indica que, apesar das
variacdes na composicao total, o percentual bioacessivel €, com 95% de confianca,
equivalente entre as amostras. O balan¢co de massas, que variou de 85 a 99%, sugere
que ndo houve erros sistematicos na quantificacdo das fracdes, o que permite concluir
gque o método analitico utilizado foi confiavel para estimar a bioacessibilidade da
proteina bruta. Esse conteudo proteico é comparavel ao das leguminosas
convencionais amplamente consumidas, como ervilhas, lentilhas, lupinos, grao-de-
bico, soja, favas, feijjao-mungo, entre outras, que geralmente fornecem de 20% a 40%
de proteina dietética com base no peso seco (GU et al., 2023).

A Tabela 5.13 apresenta a composicdo de aminoacidos na fracao

bioacessivel do feijdo guandu.
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TABELA 5.13 — Composicdo de aminoacidos (% m m) na fracdo bioacessivel de

feijdo guandu.

Aminoacido (%) g18-95V g57-95
Acido aspartico 1,2 1,4
Acido glutamico 2 2,6
Serina 0,6 0,8
Glicina 0,4 0,6
Histidina 0,4 0,6
Taurina <0,01* <0,01*
Arginina 0,8 0,8
Treonina 0,4 0,6
Alanina 0,4 0,6
Prolina 0,6 0,6
Tirosina 0,4 0,4
Valina 0,6 0,6
Metionina <0,01* <0,01*
Cistina <0,01* <0,01*
Isoleucina 0,6 0,6
Leucina 1 1,2
Fenilalanina 0,8 1,2
Lisina 0,8 1
Hidroxiprolina <0,01* <0,01*
Proteina bruta 12,6 15,2
Aminoacido total 11 13,6
Aminoacido total livre 1,6 1,6

*Limite de deteccéo (LOD)

O experimento foi realizado com o propésito de verificar a pertinencia de se
calcular o nitrogenio total na fracdo bioacessivel, sem a etapa de precipitacdo da
proteina e posterior analise no precipitado, com uma etapa experimental a mais e
consequente aumento da probabilidade de erros analiticos. E possivel observar uma
diferenca quando comparados os resultados de proteina bruta obtidos a partir da
conversado do teor de N total obtido por combustdo (17,6 £ 1,3 e 16,8 + 0,7%) com
observado na Tabela 5.13 (12,6 e 15,2 %). No primeiro caso os resultados foram
obtidos a partir do fator de converséo utilizado (6,25), que considera o teor medio de
proteina nas amostras (aproximadamente 16%), enquanto que no segundo o
resultado € expresso a partir da quantificacdo dos aminoacidos. Considerando o0s
resultados obtidos, assim como o balan¢co de massa, pode-se dizer que o protocolo
seguido é adequado. No entanto, para conclusdo mais acertiva seria necessaria a

comparacao entre um maior numero de amostras e a realizacdo de experimento
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empregando a precipitacao.

De forma geral, foram encontradas quantidades = 1% de acido glutédmico, acido
aspartico e leucina em ambas as amostras. Para o grdo maduro, a lisina e a
fenilalanina estao presentes em quantidades = 1%, em comparagao ao grao verde.
Por outro lado, no grdo maduro, as quantidades de glicina, histidina, treonina, alanina
e tirosina foram baixas (< 0,4%), e ndo foram detectadas metionina, cistina e taurina
em nenhum dos dois graos. O conteudo de aminoacidos contendo enxofre (metionina,
cistina e taurina) €, em geral, baixo nas proteinas de origem vegetal, quando
comparado a produtos de origem animal (AUER et al., 2024). Os resultados
apresentados na Tabela 5.3 indicam que cerca de 90% do teor total de proteina bruta
€ composto por aminoacidos bioacessiveis. Esse resultado € um indicativo positivo do
valor nutricional dos feijdes e outras leguminosas semelhantes como complemento na

nutricdo humana.

5.9 — Aspectos nutricionais: suprimento de proteina e elementos

essenciais através do consumo de feijdo guandu

Estudos recentes indicam que padrdes alimentares ricos em feijao estédo
associados a uma melhor qualidade da dieta, maior ingestédo de nutrientes deficientes
e reducdo da ingestédo de aclUcares. Com base nisso, recomenda-se 0 consumo de
100 g de feijao por dia para adultos, como parte de uma dieta equilibrada
(MARINANGELI et al., 2017; PAPANIKOLAQOU; SLAVIN; FULGONI, 2024). Nesse
contexto, foi estimada a contribuicdo do feijdo guandu (verde e maduro) e dos feijdes
carioca e preto para a ingestao diaria recomendada (IDR) de proteina, calcio, cobre,
ferro, magnésio, fésforo e zinco, considerando o consumo de 100 g do alimento cozido.
As estimativas foram calculadas com base nos principais grupos de consumidores
brasileiros de feijdo, abrangendo adultos (homens e mulheres) de 18 a 60 anos,
utilizando os valores totais de cada mineral essencial e as necessidades alimentares
recomendadas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, conforme a Resolugéo
de Diretoria Colegiada (RDC) n° 269, de 22 de setembro de 2005. Os resultados

podem ser consultados na Tabela 5.14.
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TABELA 5.14 - Contribuicdo de feijdo (por¢cdo de 100 g) para a ingestdo diaria
recomendada de elementos essenciais.

Ingestéo Diaria Contribuicéo para a IDR (%)

Nutriente Recomendada*

g18-952 g18-95VP g57-952 g57-95VP Carioca  Preto

(mg dia?)
Ca 1000 2,8 0,3 4,3 0,3 5,6 4.4
Cu 900 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2
Fe 14 15,0 5,0 14,3 6,4 19,1 20,6
Mg 260 33,1 39,6 42,3 33,5 55,7 55,5
P 700 28,4 46,9 43,3 52,4 74,8 56,1
Zn 7 14,3 31,4 38,6 40,0 43,6 41,6
Proteina 50000 33,8 35,2 38,8 33,6 35,2 32,8

a: grédo maduro

b: gréo verde

Os dados apresentados na Tabela 5.14 sugerem que o feijdo guandu
pode ser uma fonte alternativa de elementos essenciais, destacando Mg e P. Além
disso, para o guandu, € notavel que o grao maduro € superior em relacdo ao gréo
verde, devido as caracteristicas relacionadas ao estagio e processo de maturacéo
comentadas anteriormente (item 5.7). Apesar de uma positiva contribuicdo do guandu,
esta € menor comparado as variedades comerciais de feijdo carioca e preto. Com
relacdo a proteinas, todos os feijdes estudados apresentam potencialidade para
suplementacdo dessas, variando de 32,8 — 38,8% da IDR, reforgando a importancia
dessas leguminosas e de outras na nutricdo humana.

Os aminoacidos de cadeia ramificada (BCAAS), apresentados na Tabela
5.13 (item 5.9), estdo entre 0os aminoacidos essenciais mais abundantes e s&o
fundamentais para a saude humana (SHARMA et al., 2024). Leucina, isoleucina e
valina, que possuem cadeias laterais alifaticas, sdo aminoacidos a essenciais para o
equilibrio de nitrogénio do corpo, o crescimento e o desenvolvimento das células
musculares esqueléticas. Além disso, esses aminoacidos estao envolvidos em varios
processos metabolicos importantes para as vias celulares e tém um papel central na
relacdo entre dieta, saude e envelhecimento (GREEN; LAMMING, 2019; VANWEERT
etal., 2022). O potencial dos BCAAs como suplementos alimentares para o tratamento

de diferentes disturbios tem sido estudado em modelos humanos e de camundongos,
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e foi demonstrado que eles influenciam a atividade metabdlica, melhoram a
bioenergética mitocondrial, promovem o crescimento muscular e mantém a saude
mitocondrial (HOLECEK, 2018; RUOCCO et al., 2021).

De acordo com as recomendacdes para a ingestao de proteinas para
adultos (WHO, 2007), os graos avaliados (g18-95V e g57-95) ndo atendem aos
requisitos para valina, leucina e isoleucina. Considerando o percentual desses
aminoacidos presente nos graos (Tabela 5.3), uma suplementacao de 100 g de feijao
forneceria aproximadamente 6 mg de valina/g de proteina (recomendado de 39 mg/g
de proteina), 10 mg de leucina/g de proteina (recomendado de 59 mg/g de proteina)
e 6 mg de isoleucina/g de proteina (recomendado de 30 mg/g de proteina) em ambos
0s graos avaliados. No entanto, essas limitacdes podem ser superadas por meio de
uma dieta equilibrada, complementada com outros alimentos tanto de origem vegetal
guanto animal.

Apesar da menor contribuicdo mineral em relagédo ao feijao carioca e
preto, o feijdo guandu situa-se entre as mais importantes culturas de leguminosas,
pois € capaz de produzir colheitas de excelente teor nutricional, mesmo em solos de
baixa fertilidade, e adaptacdo a altas temperaturas e condi¢cbes de seca (GODOY;
SOUZA, 2004; SHERASIA; GARG; BHANDERI, 2018), tornando-a um atrativo para

pequenos produtores com escassez de recursos ou em regides semi-aridas.
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6 — CONCLUSOES

O teor total e a fracdo bioacessivel de proteina bruta apresentaram
resultados de balanco de massa no intervalo de 85-99%. Além disso, o perfil de
aminoacidos bioacessivel sugere o feijao guandu como alternativa para ser utilizado
na suplementagéo nutricional. Considerando os principais aminoacidos relacionados
a estrutura muscular (leocina, isoleucina e valina), os teores bioacessiveis nas
amostras estudadas estao abaixo da ingestdo recomendada. Porém, o consumo dos
mesmos em uma dieta equilibrada, complementada com outros alimentos (como
carnes, por exemplo), pode levar a niveis satisfatorios desses aminoacidos ingeridos.

O teor total e a fracdo bioacessivel de Ca, Cu, Fe, Mg, P e Zn em feijao
guandu foram determinadoss por ICP OES com visao dupla vertical sincrona (SVDV)
apos digestdo assistida por radiacdo micro-ondas. Os resultados da etapa de
validacdo confirmaram a adequacdo do método tanto para a determinacdo total
guanto da bioacessibilidade in vitro para a aplicacdo proposta. A abordagem SVDV foi
eficaz na determinacéo simultanea de macro e microelementos em amostras de feijao
em uma Unica analise instrumental, o que resultou na reducdo do tempo de analise e
no menor consumo de argonio em comparacdo ao ICP OES convencional com
sistema de visdo dupla. De maneira geral, o teor total de elementos essenciais nao foi
significativamente afetado pelo método de coccdo avaliado, evidenciando a
importancia da aplicacdo dos fatores de rendimento de peso para corrigir 0s
resultados. Apenas o teor total de fésforo em uma amostra (g57-95V) foi
substancialmente alterado ap4s a coccéo.

O estudo de bioacessibilidade in vitro indicou que calcio nas amostras
de feijdo guandu maduro apresentou baixa bioacessibilidade ap6s a digestédo
gastrointestinal. Além disso, observou-se, com excecao de cobre, que o estagio de
maturacdo do gréo afeta a solubilizacdo dos analitos. Os resultados sugerem que a
maturagdo do gréo impacta negativamente na bioacessibilidade, embora os teores
totais dos elementos aumentem a medida que o grao se desenvolve. De acordo com
os valores estimados de RDA, o feijdo guandu pode ser considerado uma fonte boa
ou razoavel de elementos como Mg, P e Zn para a dieta humana, embora ainda néao
supere as variedades de feijado comum ja consolidadas na alimentacdo cotidiana
brasileira. Este estudo tem significativa relevancia nutricional, apresentando dados

inéditos sobre os aspectos nutritivos de duas variedades de feijdo guandu
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desenvolvidas no pais, incluindo a bioacessibilidade de elementos essenciais, 0 que
torna essa variedade uma possivel alternativa de consumo.

Um modelo intestinal humano baseado em células Caco-2 foi estudado
para estimar a biodisponibilidade in vitro de elementos essenciais nas amostras.
Apesar da complexidade da solugéo basal proveniente dos bioensaios com células
Caco-2, a aplicacdo de estratégias analiticas instrumentais e célula de coliséo,
associada ao uso de compatibilizacdo de matriz como método de calibracao,
possibilitou a quantificacdo da fracao biodisponivel dos elementos por ICP OES e ICP-
MS. Nesse contexto, a avaliacdo cuidadosa das condi¢cdes instrumentais e a validacéo
dos métodos para andlise das solucdes basal e apical foram essenciais para obter
resultados com a confiabilidade necessaria. Por outro lado, os resultados mostraram
gue devido a instabilidade da monocamada celular observada, nao foi possivel estimar
a biodisponibilidade dos elementos.

Como concluséao final, este estudo oferece uma avaliagdo nutricional
valiosa, considerando o guandu (Cajanus cajan (L.) Millsp) como uma alternativa
viavel de consumo, além de apresentar dados inéditos sobre a influéncia do estagio

de maturacéo na bioacessibilidade de elementos essenciais.
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