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Resumo

A disponibilidade do ferro ¢ fator importante na dieta, pois a anemia ferropriva atinge grande parte da populagdo mundial. A cisteina
e a vitamina C sdo fatores que melhoram sua absor¢do. A pesquisa teve por objetivos avaliar a disponibilidade de ferro em carne, feijao
comum (Phaseolus vulgaris) e a combinagio de arroz e tomate ao feijao, bem como analisar se o 4cido fitico, o acido oxalico e os taninos das
combinagdes contendo feijao influenciam na disponibilidade de ferro de forma significativa. Os alimentos foram preparados para consumo
e as amostras obtidas com a combinagao de carne, feijdo, arroz e tomate foram: Al - carne bovina; A2 - feijao comum; A3 - feijao comum e
tomate; A4 - feijao comum e arroz; e A5 - feijdo comum, arroz e tomate. Foram realizadas as andlises de taninos, dcido fitico, 4cido oxlico,
vitamina C e teor e dialise de ferro in vitro. Os teores de taninos, acido fitico e dcido oxdlico foram baixos para influenciar a disponibilidade
do ferro. A didlise de 5,73 a 13,61% indicando que a adi¢do de cisteina e vitamina C em conjunto tem efeito maior do que quando presentes
separadamente.
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Abstract

Iron availability is an important factor in the diet because iron deficiency anemia affects many people in the world. Cysteine and vitamin
C are factors that increase its absorption. The research had the objectives of evaluating iron availability in meat, common beans (Phaseolus
vulgaris) and the combination of rice and tomato with beans and to analyze if phytic acid, oxalic acid and tannins in the mixtures with
beans affect iron availability significantly. The food was prepared as for consumption and the samples obtained by combining meat, beans,
rice and tomato were: Al- meat; A2 - common beans; A3 - common beans and tomato; A4 - common beans and rice; and A5 - common
beans, rice and tomato. Analyses of tannin, phytic acid, oxalic acid, and vitamin C contents and of in vitro iron content and dialysis were
carried out. Low amounts of tannins, phytic acid and oxalic acid were found and they did not influence iron availability. Percentages from
5.73 to 13.61% dialysis were found, indicating that the combined addition of cysteine and vitamin C has an increased effect compared to
when they are present separately.

Keywords: vitamin C; cysteine; bean; tomato; rice; meat.

1 Introdugéo
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A anemia ferropriva atinge cerca de 2 bilhdes de pessoas
no mundo e é causada pelo desequilibrio na quantidade bio-
disponivel de ferro e sua necessidade organica. No Brasil, a
anemia ferropriva foi apontada como a segunda maior defici-
éncia causadora de doenga na infAncia (ALMEIDA et al., 2004;
SPINELLI et al., 2005).

A biodisponibilidade do ferro depende da composic¢do e
forma como os alimentos sdo consumidos e da combina¢io
destes na dieta. O ferro heme presente na carne bovina, peixes,
aves e visceras apresenta alta biodisponibilidade, sendo absor-
vido pelo intestino em maior porcentagem (10 a 30%) do que
o ferro ndo heme. O ferro ndo heme, tem biodisponibilidade
variavel, porém sempre baixa. A biodisponibilidade desse tipo

de ferro pode ser potencializada pelo consumo simultaneo de
carnes, visceras, alimentos ricos em dcidos organicos como o
ascorbico, a vitamina A e carotenos (SANTOS et al., 2004).

O acido ascorbico, quando ingerido na mesma refei¢do com
o ferro ndo heme, potencializa a absor¢do. Ele mantém o ferro
no estado ferroso e forma o quelato ferro-ascorbato, que é mais
solavel, por isso pronto para ser absorvido (GARCIA-CASAL
et al., 1998).

A presenca da vitamina C nas refei¢ces aumenta a absor-
¢d0 do ferro mesmo em presencga de alimentos que contenham
fatores inibidores como fitatos, polifendis, fosfatos, carbonatos
e taninos pela formacao do quelato ferro-ascorbato (ARANHA
et al.,, 2000). O tomate é um alimento que possui grande
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quantidade de vitamina C, segundo a USDA (2007) o teor de
vitamina C varia de 9 a 16 mg.100 g™! nesse fruto.

Algumas substdncias presentes em alimentos, como os
fitatos, os taninos e o acido oxalico, possuem efeitos inibidores
sobre o ferro ndo heme. Podem formar precipitados insoluveis
que dificultam sua absor¢éo.

As fibras ndo tém influéncia na absor¢do do ferro, e os ce-
reais integrais s6 possuem efeito inibitério por conterem fitato
em sua composi¢io (OSORIO, 2002).

Alguns estudos apontam que aminoacidos livres encon-
trados no intestino, como a cisteina, aumentam a absor¢do
da espécie férrica, pois formam quelatos soltveis com o ferro
(HURRELL et al., 2006). O arroz é boa fonte de cisteina,
com teor de 55 mg.100 g™! no arroz branco cozido (USDA,
2007).

Outros sugerem que os peptideos liberados durante a
digestdo no estomago podem aumentar a solubilidade de ferro
nao heme melhorando sua absor¢io. Essas propriedades sao
atribuidas aos aminodcidos, especialmente os sulfurados como
a cisteina. Ela se liga ao ferro mantendo-o soltvel e disponivel
para absor¢ao (LYNCH, 1997).

Embora a anemia seja um dos maiores problemas mundiais
de satude publica, a média de ferro total presente na dieta de
diversas regides encontra-se acima das recomendagdes didrias
necessarias para suprir o uso metabolico normal desse mineral,
mostrando que a anemia ¢ decorrente da baixa biodisponibili-
dade do ferro nos alimentos, principalmente o ferro nao heme
(BREITHAUPT; YAHIA; VILAZQUEZ, 2007; GUNNARSSON;
THORSDOTTIR; PALSSON, 2007).

Os objetivos deste trabalho foram avaliar a disponibilidade
de ferro em carne, feijio comum (Phaseolus vulgaris) e a combi-
nacéo de arroz e tomate ao feijao; quantificar se o ferro contido
no feijao em conjunto com tomate, que contém vitamina C, se
equipara ao ferro disponivel na carne; analisar se o acido fitico, o
acido oxdlico e os taninos influenciam na absor¢do desse mineral
e verificar se os fatores antinutricionais contidos no feijao e no
tomate interferem na absor¢do desse mineral.

2 Material e métodos

2.1 Amostras

Foram utilizados graos de feijao comum (Phaseolus
vulgaris) variedade Carioca, musculo bovino fresco, tomates
vermelhos maduros crus e arroz branco, grdo longo. Todas as
amostras foram adquiridas no comércio local.

2.2 Preparo das amostras

Feijao

Foram utilizados 500 g de graos de feijao, os quais foram
lavados, divididos em dois Erlenmeyers em partes iguais e
deixados sob maceragdo por 12 horas em agua deionizada na

proporcao de 1:3 (feijao: dgua), sendo a agua descartada e adi-
cionada na proporgao 1:2 (feijao: agua) para posterior cozimento
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em autoclave por 10 minutos a 120 °C (MOLINA et al., 1975).
Apos cozimento, o feijao foi homogeneizado em ligiiidificador
e preparadas as amostras.

Muisculo bovino

O musculo bovino foi cozido em panela de ago inox aberta,
em fogo médio, utilizando 500 g de musculo e 200 mL de agua
deionizada, que foi acrescentada aos poucos durante a coc¢ao
da carne. Apos a cocgdo, a carne foi picada, homogeneizada e
foram preparadas as amostras.

Arroz

O arroz foi cozido na proporgéo 2:1 (arroz: agua), em panela
de aco inox, em fogo médio utilizando dgua deionizada. Apos
cocgdo, o arroz foi homogeneizado e entdo foram preparadas
as amostras.

Tomate

Foram utilizados aproximadamente 230 g de tomates ma-
duros e frescos. Para fazer a determinagdo das amostras, estes
foram picados e homogeneizados em liqiiidificador, sendo todas
as suas partes utilizadas (pele, sementes e polpa). As amostras
foram preparadas, e a vitamina C quantificada imediatamente
ap0s o preparo das amostras.

Preparo das amostras para andlise

Para as andlises de didlise de ferro in vitro, as amostras dos
diferentes tratamentos foram preparadas, homogeneizadas,
armazenadas em freezer (-20 °C) e acondicionadas em sacos
plasticos.

Ja para as demais analises, as amostras foram desidratadas
em estufa de 55 a 60 °C, moidas em moinhos de facas, tamisadas
em peneira de 30 mesh, homogeneizadas, acondicionadas em
embalagem plastica de polietileno e armazenadas a 4 °C para
analises posteriores.

Todas as determinagdes foram realizadas em triplicata.

Amostras

As amostras de carne e de feijao foram analisadas isola-
damente e também com acréscimo de arroz e tomate. Desse
modo, foram avaliadas as seguintes amostras: Al - carne
bovina (100 g de carne bovina); A2 - feijao comum (100 g
de feijdo); A3 - feijio comum e tomate (100 g de feijdo mais
228,21 g de tomate, o que corresponde a 50 mg de vitamina C);
A4 - feijio comum e arroz (100 g de feijao mais 4,5 g de arroz,
o que corresponde a 2,5 mg de cisteina); e A5 - feijdo comum,
arroz e tomate (100 g de feijdo, 4,5 g de arroz e 228,21 g de
tomate).

2.3 Fatores antinutricionais

A determinacio de fatores antinutricionais foi realizada em
todas as amostras, exceto em Al (carne bovina).
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2.4 Taninos

Os taninos foram analisados através da extragdo de 0,6 g
para os tratamentos A3 e A5 e 1,5 g para os tratamentos A2 e A4
de amostra com 10 mL de metanol em agitagdo por 20 minutos
e centrifugacdo a 4.000 rpm por 20 minutos. Em seguida, foi
realizada a reagdo colorimétrica, com soluc¢do de vanilina a 1%
em metanol e 8% de HCl em metanol na propor¢ao de 1:1 e com
incubagio a 30 °C por 20 minutos. Entdo, a partir de 1 mL de
extrato e 5 mL de solu¢do de vanilina, foi realizada a leitura a
500 nm em espectrofotdmetro, obtendo-se assim a concentra-
¢do de taninos a partir de curva padrio de catequina, sendo os
resultados expressos em mg.g™' (PRICE et al., 1980).

2.5 Acido fitico

Foi pesado 0,5 g de amostra e esta foi digerida em 10 mL de
solugdo de HC1 0,65 N por 1 hora com agitagdo a cada 10 minutos,
posteriormente centrifugada a 3.000 rpm por 10 minutos. Na
sequiéncia, foram pipetados 2 mL do sobrenadante em baldo
volumétrico de 25 mL, sendo completado o volume com 4gua.
Foram pipetados 15 mL da solu¢ao do baldo para bureta previa-
mente preparada fazendo com que a solugio eluisse através de
resina a velocidade de uma gota por segundo, sendo este eluido
descartado. Em seguida, foram pipetados 15 mL de solugao
NaCl 0,1 mol.L™ na coluna, sendo o eluido descartado também.
Foram pipetados 15 mL de solugdo NaCl 0,7 mol.L™* e foi reco-
lhido o eluido em Bécher limpo de onde foram pipetados 5 mL
em tubos de ensaio adicionados de 1 mL de reagente de Wade
com agitagdo. Apds 15 minutos de estabilizacdo, foi realizada a
leitura de absorbancia a 500 nm em espectrofotémetro, obtendo-
se assim o teor de acido fitico a partir da construgdo de curva
padrao, sendo os resultados expressos em mg de 4cido fitico/g
de amostra (GRYNSPAN et al., 1989).

2.6 Acido oxdlico

Foram pesados 2,5 g de amostra e colocados em 250 mL de
solug¢do 0,25 N de HCL. A amostra foi mantidaa 70 °C por uma
hora, resfriada e depois filtrada. Foram pipetados 5 mL em tubo
de centrifuga, foram resfriados em banho de gelo por 10 minutos
e adicionados de 1 mL de reagente de precipitagdo, com a re-
alizagdo de agitagdo. Foram mantidos refrigerados por cerca
de 12 horas, sendo posteriormente centrifugados a 2.000 rpm
por 5 minutos. Foi descartado o sobrenadante e foi dissolvido
o precipitado em 5 mL de solu¢ao HCI 0,25 N e resfriado no-
vamente. Foi adicionado 1 mL de reagente de precipitagdo com
agitacdo e novamente refrigerado por 12 horas. Em seguida, foi
centrifugado por 5 minutos, sendo desprezado o sobrenadante.
O precipitado foi lavado em 5 mL de solugdo de lavagem, foi
centrifugado novamente, como ja descrito, sendo descartado o
sobrenadante. Os tubos com o precipitado foram secos a 100 °C
por 30 minutos, o precipitado dissolvido em 5mL de H,SO, 2N,
aquecido e titulado em 0,02 N de KMnO, em microbureta até
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a persisténcia da cor rosa claro (Moir, 1953).

2.7 Acido ascérbico

Foi dissolvido 0,4 g de tomate (com casca, polpa e sementes)
em 50 mL de solugdo de acido oxalico 0,4%, filtrado em papel
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filtro com celite para retirada de cor e turvagdo. Foram transfe-
ridos 2 mL do filtrado para Erlenmeyer de 125 mL, adicionados
cerca de 50 mL de agua destilada e titulado com solucdo de
2,6-dicloro-benzenoindofenol, até coloragdo rosa persistente por
15 segundos e anotado o volume gasto. Para a titulagdo padrao
foi utilizado acido ascérbico Os resultados foram expressos
em mg de dcido ascorbico.100 g™ de amostra (JACOBS, 1958;
LEME JUNIOR; MALAVOLTA, 1950).

2.8 Teor de ferro e didlise in vitro

Para a determinagdo do teor de ferro foram utilizados os
acidos nitrico e percldrico para a digestdo nitro-perclérica das
amostras a 50 °C por 10 a 15 minutos, a 100 °C até digerir todo
o material e atingir a temperatura de 150 °C. Ap6s resfriamento
e diluigao do material com 4gua desmineralizada, foi realizada a
leitura em espectrofotometro de absor¢do atdmica (SARRUGE;
HAAG, 1974).

Para a dialise de ferro in vitro foram homogeneizados 15 g
de amostra para Al e 20 g da amostra para as demais amostras
com 50 mL de dgua deionizada, devido a diferenca de consis-
téncia das amostras. Em seguida, foi adicionado HCl 6 N até
atingir pH 2, na seqiiéncia foi adicionado o HCI 0,01 N para
completar o volume de 100 mL. Foi realizada digestdo com
adicdo de 3,2 mL de solugdo HCl-pepsina e incubagéo a 37 °C
em banho-maria, com agitagao por 2 horas.

Para medir a acidez titulavel foi utilizado béquer de 200 mL
com 20 g do digerido, onde foram adicionados 5 mL de solugao
pancreatina-bile e esta solugao titulada com KOH 0,5 N até
pH 7,5.

A dialise foi realizada colocando-se em um Bécher 20 g do
digerido e a membrana de dialise, que foram previamente hidra-
tados em agua deionizada por 10 minutos, foi entdo colocado o
volume de NaHCO, 0,5 N (obtido na titulagdo descrita acima)
diluido em 25 mL de agua destilada. Os frascos foram entdo
cobertos e colocados em banho-maria com agitagiao durante
30 minutos a 37 °C. Foram adicionados 5 mL de suspensio de
bile pancreatina em cada frasco, seguindo ainda a incubagio
por mais 2 horas. O contetido do dialisavel foi transferido para
Bécheres e seus volumes foram completados para 25 mL. Foram
pipetados 5 mL do dialisado para tubo de centrifuga de 1I5mLe
adicionados 2,5 mL de solugéo precipitante de proteina. A mis-
tura foi aquecida em banho-maria por 10 minutos e centrifugada
a2.000 rpm por 10 minutos. Do sobrenadante, foram pipetados
5 mL e foram adicionados 2,5 mL de solu¢do cromogémica e,
em seguida, agitados. Apés 10 minutos, foi realizada a leitura a
533 nm em espectrofotdmetro. A quantidade de ferro dialisado
foi obtida através da utilizagdo de curva padrdo previamente
preparada (WHITTAKER et al., 1989).

2.9 Andlise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de varian-
cia (ANOVA). Para verificar quais tratamentos diferiram, foi
aplicado o teste de Tukey para realizar comparagdes pareadas
das médias dos tratamentos, estabelecendo-se o nivel minimo
de significancia de 5% (p < 0,05). Utilizou-se o software SAS
Institute (SAS INSTITUTE, 1999).

437



Disponibilidade de ferro em alimentos

3 Resultados e discussao

Os resultados obtidos para as diferentes amostras sdo apre-
sentados nas Tabelas 1 a 3.

A quantidade de taninos encontrada na amostra de feijao
foi 0 que determinou a quantidade em todas as amostras, nao
apresentando diferencas significativas entre elas (Tabela 1).

A quantidade de taninos encontrada por Villavicencio et al.
(2000) foi de 1,8 mg.g™' de feijdo cru. Na Tabela 1 os valores
apresentados estdo em base fresca e as amostras foram cozidas,
o que diminui os teores de taninos das amostras. Oliveira et al.
(2001) observaram uma redugio do teor de taninos no processo
de cozimento e que o melhor tratamento para retirada de taninos
foi a maceracéo, seguida da cocgdo sem a agua de maceragao,
onde houve redugdo de 88% de taninos na amostra. Esse pro-
cedimento foi utilizado para o preparo do feijdo.

Apesar da dieta do ser humano possuir varios alimentos
que contém taninos, incluindo leguminosas, os efeitos dos
mesmos em seres humanos ainda sdo desconhecidos devido
a limitagdo de estudos nesta area, embora substancias forma-
doras de complexos com compostos nitrogenados, como os
taninos, provavelmente devam reduzir a digestibilidade de
proteinas, inibir acdes enzimaticas e interferir na absor¢do de
ferro (SILVA; SILVA, 1999), dependendo das quantidades e
condi¢des do meio.

Tabela 1. Teores de taninos, dcido fitico e acido oxalico encontrados
nas amostras de carne, feijao arroz e tomate.

Amostras! Taninos Acido fitico Acido oxalico (%)
(mg.g™) (mg.g™)
A2 0,10 £ 0,00 1,69 £ 0,02° 0,09 £0,01°
A3 0,15+ 0,01* 0,94 +0,01¢ 0,04 £ 0,00°
A4 0,11 +0,00* 1,99 £ 0,02* 0,04 £ 0,00°
A5 0,14 +0,00* 1,03 £ 0,04¢ 0,03 £0,01°

A2 - feijao comum; A3 - feijao comum e tomate; A4 - feijio comum e arroz; e A5 - feijao
comum, arroz e tomate; “média de trés repetigoes + desvio padrao; e “letras diferentes nas
colunas indicam diferenca estatistica entre as amostras (p < 0,05).

Tabela 2. Teor de dcido ascorbico encontrado nas amostras.

Amostras' Acido ascérbico (mg.100 g™')
A2 9,9 +2,0%*
A3 15,87 £2,1°
A4 8,78+ 0,0°
A5 19,43 £2,1*

A2 - feijao comum; A3 - feijao comum e tomate; A4 - feijdo comum e arroz; e A5 - feijao
comum, arroz e tomate; *média de trés repetigdes £ desvio padrao; e *letras diferentes nas
colunas indicam diferenca estatistica entre as amostras (p < 0,05).

Tabela 3. Teor de ferro e porcentagem de ferro dialisavel nas amostras
de carne, feijao, arroz e tomate.

Amostras' Teor de ferro (ug.g!)  Ferro dialisavel (%)
Al 8,86 +2,0% 8,78 +£0,1°
A2 17,11 £4,7° 6,23 £0,0°
A3 12,02 £5,1° 7,78 £0,1%
A4 17,45 £ 5,0° 5,73 £0,0°
A5 6,99 + 3,4° 13,61 0,5

Al - carne bovina; A2 - feijao comum; A3 - feijjio comum e tomate; A4 - feijao comum e
arroz; A5 - feijao comum, arroz e tomate; média de trés repeti¢oes + desvio padréo; e *letras
diferentes nas colunas indicam diferenga estatistica entre as amostras (p < 0,05).
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Quanto ao acido fitico foram encontrados valores de
0,94 21,99 mg.g”', como mostrado na Tabela 2. Essa substancia
se liga aos metais, especialmente ao ferro. Isso demonstra que
possui agdo antioxidante e anticarcinogénica devido a formagao
de quelato com esse mineral. Porém é comprovado que minerais
como o ferro, célcio, zinco e cobre em presenca de acido fitico
tém absorgdo reduzida, formando complexos menos soluveis
(SILVA; SILVA, 1999).

Brigide e Canniatti-Brazaca (2006) encontraram 9,55 mg
de 4cido fitico por grama de amostra de feijao e verificaram que
a coc¢do e tratamento térmico ndo alteram o indice de fitatos
contidos no feijao, no entanto, a maceragdo por 12 horas reduz
o teor de fitatos em 31% e a maceragio por 24 horas reduz em
16%. Oliveira et al. (2003) encontraram 14,7 mg de 4cido fitico
por grama de feijdo cru. Os dados sdo superiores aos encon-
trados na Tabela 1.

A quantidade de acido oxalico encontrado no estudo
(Tabela 1) foi um valor préximo ao encontrado por Proulx
et al. (1993).

Fernandez-Ruiz et al. (2004) encontraram variagdo de
0,027 a 0,258% de acido oxalico no tomate, porém nao houve
influéncia na quantidade encontrada devido a pequena pro-
porgao de tomate nas amostras. O feijao foi o alimento que
mais influenciou na quantidade de acido oxélico nas amostras
(Tabela 1), a amostra s6 com feijao apresentou o maijor valor
de acido oxalico.

Para a vitamina C nota-se que em A2 e A4 os valores fo-
ram iguais, indicando que o arroz néo interferiu na vitamina C
existente na amostra. Em A3 e A5 encontrou-se valor maior de
acido ascdrbico, pois sdo as duas amostras que contém tomate.
De acordo com dados encontrados na tabela USDA (2005), ha
19,1 mg de acido ascorbico em 100 g.

Os teores e as porcentagens de ferro dialisavel encontrados
nas amostras podem ser vistos na Tabela 3.

Considerando os alimentos de forma isolada, pode ser
observado que o feijio (A2) apresentou menor porcentagem
de ferro dialisdvel que a carne (A1) (Tabela 3). Brigide e
Canniatti-Brazaca (2006) e Mechi e Canniatti-Brazaca (2006)
encontraram valores de 5,33 e 1,40% para feijao carioca e feijao
preto. A menor porcentagem de didlise do ferro em feijao preto
provavelmente se deve a maior quantidade de polifenois.

A porcentagem de ferro disponivel em A3 néo apresentou
alteracdo em relagao a A2, mesmo A3 com adi¢do de vitamina C.
O mesmo ocorreu para a adigdo de cisteina na A4. Entretanto
para A5 houve aumento significativo na disponibilidade de ferro
em relacdo as demais misturas. Este resultado estd de acordo
com o encontrado por Moura e Canniatti-Brazaca (2006), e
indica que a presenga de cisteina e vitamina C promove aumento
da didlise, independentemente da origem do nutriente, cujos
comportamentos foram semelhantes. As misturas que contém
substancias que interferem negativamente na disponibilidade de
ferro nio sofreram inibicao devido, provavelmente, aos baixos
teores dessas substancias (Tabela 1).

Estudos mostram que os aminodcidos e os peptideos
influenciam na absorgdo do ferro e realcam a ag¢do da cisteina
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neste processo (HURREL etal., 2007). A cisteina aumenta a so-
lubilidade do ferro quando adicionada a uma solugdo contendo
ferro insolivel. Mas este efeito ¢ diferente do provocado pela
vitamina C, que deve ser combinada com o ferro tornando-o
solivel em pH 2 (pH do estdmago) para reduzi-lo e solubiliza-lo
e, para que este possa ser absorvido no intestino (COSTA etal.,
2001; GLAHN, 1997).

4 Conclusoes

A quantidade de antinutricionais encontrada em A2, A3,
A4 e A5 ndo exerceu efeito inibitério na biodisponibilidade de
ferro dessas amostras se comparado com a carne (Al). Porém,
notou-se que os acréscimos de cisteina e vitamina C presentes
no arroz e no tomate, respectivamente, resultaram em aumento
significativo na disponibilidade de ferro ao compararmos com
A2. Contudo, a adi¢do de vitamina C do tomate em A3 e de
cisteina do arroz em A4 ndo ocasionou aumento significativo
na biodisponibilidade do ferro.
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