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Resumo

O presente trabalho teve como objectivo proceder a avaliagdo da qualidade
nutricional de 20 variedades regionais de Phaseolus vulgaris L. e a andlise comparativa dos
parametros bioquimicos (nutricionais e anti-nutricionais) obtidos recorrendo as técnicas
analiticas convencionais por quimica molhada e de NIRS (Near Infra-Red Spectroscopy).

Uma tipificacdo das variedades regionais de feijdo foi realizada recorrendo a sete
parametros ou caracteres (traits) nutricionais compreendidos em humidade, proteina bruta,
lipidos totais, agucares sollveis, amido, cinzas e minerais. A faseolamina foi incluida na
tipificacdo do feijdo como parametro anti-nutricional enquanto inibidor de enzimas digestivas.

A variedade que apresentou uma melhor qualidade nutricional foi o feijdo vermelho
(ISOP 00724), enquanto gue o feijdo Filipe (ISOP 00478) apresentou uma maior actividade
inibitéria da PPA (amilase do péancreas suino), contribuindo de igual forma como uma
caracteristica de qualidade deste feijao.

A aplicacao de técnicas de quimiometria na quantificacdo dos varios parametros de
gqualidade nutricional, através da técnica de NIRS, permitiu o desenvolvimento dos modelos
PLS globais ap6s a coleccdo dos valores de referéncia e obtencdo dos respectivos
espectros de cada ISOP em analise. A analise comparativa dos parametros nutricionais,
recorrendo as técnicas analiticas convencionais por quimica molhada e de NIRS, permitiu
relacionar os parametros cinzas e proteina bruta como os principais critérios nutricionais
para distingdo das variedades regionais quanto a sua qualidade, ao diferirem
significativamente relativamente aos parametros restantes.

A partir destas duas técnicas, conclui-se que a espectroscopia NIR associada a
técnicas de analise multivariada consegue quantificar os parametros em estudo, permitindo
distinguir amostras das variedades regionais, quanto as suas caracteristicas nutricionais,
exigindo uma preparacdo reduzida da amostra, com consequente custo de andlise muito
reduzido.

Este trabalho representou o inicio de uma base de fenotipagem a partir de caracteres
nutricionais, estabelecendo-se um perfil das variedades regionais de feijdo e avaliacdo da

importancia dos caracteres na sua distingcéo e tipagem.

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris L.; caracteres (traits) nutricionais e anti-nutricionais;

quimica molhada; NIRS (Near Infra-Red Spectroscopy).
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Abstract

The aim of this study was to evaluate the nutritional quality status of 20 regional
varieties of Phaseolus vulgaris L. and proceed to comparative analysis of the results for
biochemical parameters (nutritional and anti-nutritional) obtained by wet chemistry using
conventional analytical techniques and NIRS technique (Near Infra-Red Spectroscopy).

A regional classification of varieties of beans was carried out using seven nutritional
parameters or characters (traits) comprehended by moisture, crude protein, total lipids,
soluble sugars, starch, ash and minerals. The phaseolamin was included in the classification
as a bean digestive enzyme inhibitor has an anti-nutritional trait.

The variety with the best nutritional quality was the vermelho’s bean (ISOP 00724),
while the Filipe bean (00478) had a highest inhibitory activity of PPA (Porcine Pancreatic
Amylase), contributing equally to the bean nutritional quality.

The application of chemometrics techniques to quantify the various nutritional
parameters, using the NIRS technique allowing the development of the global PLS models
after the collection of reference values and obtaining the corresponding ISOP’s spectra. The
comparative analysis of nutritional parameters, using the conventional analytical techniques
for wet chemistry and NIRS allowed to relate the parameters ash and crude protein as the
main nutritional criteria for distinguishing regional variety as to its quality, differ significantly in
relation to the remaining parameters.

From these two techniques, we conclude that NIR spectroscopy combined with
multivariate analysis can quantify the parameters under study and allows the distinction of
the regional variety, using nutritional traits, requiring a reduced sample preparation, with
subsequent analysis at very low cost.

This work represents the beginning of a phenotyping database from the nutritional
traits, establishing a profile of regional varieties of beans and assessing the importance of

character and distinction in their typing.

Keywords: Phaseolus vulgaris L.; nutritional and anti-nutritional characters (traits); wet

chemistry; NIRS (Near Infra-Red Spectroscopy).
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1. Introducéo

1. Introducéo

O Phaseolus vulgaris L. € a leguminosa de maior consumo a escala mundial devido
a sua composicao bioquimica e qualidades nutricionais. Mais comumente conhecido como
feijdo comum, este apresenta qualidades nutricionais consideradas benéficas para a saude
humana ao possuir caracteristicas hipocolesterolémicas, hipoglicémicas e elevado teor
proteico (Guzméan-Maldonado [1]; Rios [2]; Pujola [3]). A semente, nutricionalmente mais rica
do que a vagem, é a forma mais consumida do feijdo, embora as suas folhas sejam
igualmente consumidas como verdura (Broughton [4]).

O feijdo, domesticado na América, encontra-se amplamente distribuido por todo o
mundo como principal fonte proteica, actuando como substituto directo da proteina animal,
embora dependa de tratamentos térmicos para aumentar a sua palatibilidade e
biodisponibilidade nutricional (Granito [5]; Bonett [6]).

A agricultura tradicional tem vindo a decair em todo o mundo em prole do aumento
da producéo agricola intensiva, acarretando perda de biodiversidade e qualidade nutritiva de
praticamente todos 0s recursos genéticos para consumo. Em Portugal, as praticas agricolas
tradicionais tém persistido com a preservacao significativa de diversidade, sendo necessario
0 estudo das suas potencialidades agronémicas e nutricionais, por forma a valorizar a
qgualidade do produto agricola tradicional (Rodifio [7]). Algumas variedades de feijdo
possuem um mecanismo de defesa natural (faseolamina) contra a infestacdo por
coledpteros, mais propriamente por Callosobruchus maculatus F. e Callosobruchus
chinensis L., minimizando de alguma forma os prejuizos na sua produc¢édo. Por outro lado, a
faseolamina tem sido alvo de estudo como complemento dietético para controlo de peso e
eventualmente da diabetes (Schroeder [8]; Celleno [9]; Boniglia [10]; Obiro [11]).

O valor econémico das variedades tradicionais de Phaseolus vulgaris depende do
seu rendimento, taxa de maturidade, resisténcia a doencas, tamanho da semente, cor,
qualidade nutricional, tempo de cozedura, sabor e textura quando cozinhado. Na realidade,
o critério de seleccdo de uma cultivar baseia-se na sua resisténcia a doencgas e a stresses
abidticos, rendimento e taxa de maturacdo, mas raramente na qualidade nutricional,
saltando logo a vista que estes critérios encontram-se direccionados apenas para o lucro e
rentabilidade da cultivar e ndo para a qualidade e beneficios nutricionais (Shimelis [12]).

Desta forma, torna-se imperativo estudar as variedades de feijdo comum na Regido
Auténoma da Madeira (RAM), dado o isolamento geografico e orografia desta, de modo a
podermos valorizar estes recursos ao hivel nutricional e anti-nutricional destas mesmas
culturas. Apesar de existirem alguns trabalhos sobre landraces de feijao de Portugal
continental que envolvem a caracterizagdo do germoplasma portugués (Rodifio [7]; Martins
[13]; Stoilova [14]; Coelho [15]) ou Ibérico (Espanha e Portugal) (Rodifio [16]; Rodifio [17]),

este estudo é pioneiro em relagcdo a Madeira, em complemento ao estudo que tem vindo a
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ser realizado ao nivel bioguimico (faseolinas) e morfo-agronémico das variedades regionais
de Phaseolus vulgaris L.

Dado que o material para este estudo provém do banco de germoplasma ISOPIlexis,
responsavel pela prospecgéo, recolha, manuseamento e conservagdo desta cultura na
Regido Autonoma da Madeira (R.A.M.), é imperativo avaliar estes recursos genéticos. Deste
modo, este estudo permitird uma avaliagdo quanto a qualidade nutricional das variedades do
feijjdo comum, identificando aquelas que mais se adequardo ao mercado regional ou
nacional.

A andlise bioquimica (nutricional e anti-nutricional) seré realizada em amostras de
variedades regionais de feijdo comum, recorrendo a técnicas analiticas convencionais de
quimica molhada e de NIRS (Near Infra-Red Spectroscopy). Terd como objectivo avaliar o
conjunto de caracteres (parametros) e fazer seleccéo e distingdo entre amostras com base
na qualidade nutricional dos mesmos. Este estudo permitira ndo s6 uma valorizacao dos
recursos de feijdo da regido, como facultard a validacdo da técnica NIRS, técnica essa que
se encontra na vanguarda da analise nutricional e do controlo de qualidade, proporcionando
desta forma uma avaliagdo e comparacao da sensibilidade e reproducibilidade de ambas as
técnicas.

Esta dissertacdo encontra-se dividida em capitulos, que incluem a introducdo, com
uma revisdo bibliografica de modo a situar a importancia deste estudo na abordagem da
cultura e dos recursos genéticos ao nivel regional e mundial, seguindo-se o material e
métodos, descricdo e analise dos resultados, finalizando com a sua discussdo e

apresentacao de conclusdes.
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2. Reviséo Bibliogréfica

2.1. Recursos genéticos e variedades de feijdo da M  adeira

Acompanhando a tendéncia mundial, a produgéo de feijdo em Portugal tem vindo a
decrescer devido as modificacdes nos sistemas de producdo agricola e nos habitos de
consumo e alimentacdo da populacdo portuguesa. Porém, as praticas agricolas tradicionais
em Portugal ainda continuam a ser realizadas pelos agricultores, mantendo o cultivo das
suas proprias variedades (landraces) ao longo de geracdes (Rodifio [7]).

No arquipélago da Madeira, a agricultura tradicional ainda tem um grande peso,
permitindo uma agricultura sustentada. Devido a orografia da ilha, a agricultura é
condicionada a sistemas agricolas confinados a pequenos terrenos (poios) distribuidos
desde o nivel do mar até os 700 a 800 metros de altitude, em vales isolados e de grande
inclinagdo, com declives médios compreendidos entre 0s 16 e os 25% (Pinheiro de Carvalho
[18]). O solo vulcanico possui condicbes edaficas especificas que se pressupdem ter
reflexos nas caracteristicas nutricionais das variedades locais de feijdo (Pinheiro de
Carvalho [18]). As praticas agricolas tradicionais, a introducdo de material de propagacéao
originario de diferentes partes do mundo e o isolamento geogréafico deram origem a uma
grande diversidade de recursos genéticos entre as diversas culturas praticadas na ilha. Esta
diversidade permite a realizacdo de estudos morfo-agronémicos, moleculares, bioquimicos e
nutricionais, com o objectivo de avaliar a diversidade de recursos genéticos e identificar
caracteres (traits) que permitam a sua valorizagdo (Rodifio [7]). A cultura do feijao no
arquipélago baseia-se predominantemente no cultivo do feijoeiro comum (P. vulgaris) e na
feijoca (P. coccineus) (Turland [19]).

Os recursos genéticos locais sao designados por variedades de conservacdo ou
landraces. Segundo Camacho Villa [20], landrace é uma populacdo ou conjunto de
populacdes dindmicas de uma espécie agricola que tem uma origem histérica comum com
identidade distinta e ndo melhorada, conferida por um conjunto de caracteres especificos,
diversidade genética e adaptabilidade as condicdes agro-climaticas locais, estando
associada a sistemas tradicionais de cultivo.

As landraces, deste modo, sdo recursos agricolas muito importantes, visto o seu uso
em pequena escala pelos agricultores minimizar os riscos de perda de diversidade genética
e qualidade nutricional da cultura, relativamente a producéo em larga escala que promove a

produtividade em detrimento da qualidade (Rodifio [7]; Coelho [15]).
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2.2. A cultura do feijdo comum

O feijdo comum (P. vulgaris) é uma das espécies agricolas mais antigas em todo o
mundo. Desde a sua domesticacdo até a actualidade, esta cultura conseguiu ser a base da
alimentagdo humana em varios paises, possuindo uma grande importancia econémica. O
lugar ocupado na alimentagcdo torna-o objecto de investigacdo quanto as suas

potencialidades para a saude humana.

2.2.1. Origem do feijdo comum ( Phaseolus vulgaris L.)

Dados arqueolégicos e andlises por datagdo com carbono catorze realizadas no
Peru, Estados Unidos e México, no século XIX, confirmaram a origem Mesoamericana e
Andina do P. vulgaris. Estes dados puseram fim a especulacdo de Linnaeus, no século
XVIII, que considerava a Asia o local de origem do feijao comum (Gepts [21]; Bewley [22]).
Estudos conjecturam que o feijdo comum sofreu véarios processos de domesticacdo, que se
reflectem na variabilidade genética e na distribuicdo das espécies parentes silvestres
(CWRs) ao longo da América Central. A domesticacdo do feijao remonta a 5000 anos a.C.,
em simultdneo com a domesticacao do milho (Gepts [23]; Gepts [21]; Langer [24]; Pickersgill
[25]; Brink [26]).

O feijdo comum chegou a Europa no século XVI, introduzido pelos Portugueses e
Espanhdis, ap6s a descoberta do continente Americano, disseminando-se por todo o
continente (Langer [24]; Rodifio [16]; Brink [26]). Cristovdo Colombo e Cortés terdo sido
possivelmente os responsaveis pela sua introdugéo na Europa, a partir da América Central e

do México, respectivamente (Rodifio [16]).

2.2.2. Taxonomia do Género Phaseolus

Linnaeus (1753) definiu o género Phaseolus, situando-o na subtribo Phaseolinae,
tribo Phaseolae, subfamilia Papilionoidae, familia Fabaceae (Leguminosae) e classe
Dicotiledoneae (Hidalgo [27]; Freytag [28]; Brink [26]).

Este género compreende cerca de cinquenta espécies, originarias
predominantemente do continente Americano, das quais apenas cinco foram domesticadas:
o P. coccineus; P. lunatus; P. vulgaris; P. acutifolius e P. angularis (Hancock [29]; Brink [26];
Coelho [15]).

O P. vulgaris é vulgarmente conhecido como “feijdao” ou “feijoeiro” (feijao comum),
derivado do latim faseolum ou phaseolum (Graham [30]; Rodifio [7]; Brink [26]). O nome
vulgar feijao é também atribuido a espécies pertencentes a géneros distintos. IniUmeras

designacdes vulgares pelas populac6es para identificar as formas por si cultivadas, podendo
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diferentes espécies ou variedades apresentar o mesmo nome vulgar (home vernaculo) ou
mesma espécie ou variedade apresentar designacdes diferentes consoante a regido ou
localidade em que se cultiva. Esta arbitrariedade na atribuicdo dos nomes pelos agricultores
origina inumeros problemas na correcta identificagdo das espécies ou variedades, cuja
utilizagdo continuada origina o aparecimento de anténimos (antonimias) ou sindnimos
(sinonimias) (Ferrdo [31]).

Os nomes vulgares atribuidos pelos agricultores geralmente ndo coincidem com as
variedades botéanicas ou landraces da espécie agricola, sendo estas atribuidas com base
numa caracteristica ou qualidade particularmente apreciada pelo agricultor. Lowe [32]
relatou a existéncia de grande diversidade de nomes para identificar os feijdes cultivados na
Madeira, tais como “Amarelo”, “Dourado”, “Menino”, “De-bala” e “De-lisboa”, etc.

Actualmente, o Banco de germoplasma ISOPlexis possui uma colecgéo de referéncia
dos recursos genéticos de feijao, tendo procedido a identificacdo das landraces regionais
desta cultura, utilizando descritores morfo-agronémicos na avaliacdo de cinquenta
populacdes representativas da diversidade de feijdo na regido, permitindo a correcta
identificacdo de 15 clusters de feijdo, passiveis de serem consideradas de variedades
(Freitas [33]).

2.2.3. Caracteristicas da semente de feijao

O feijdo tem um periodo de formacdo e amadurecimento da semente que varia entre
60 a 270 dias, ap0s a sementeira. A semente apresenta externamente um revestimento
espesso (tegumento), hilo e micrépilo; internamente possui dois cotilédones que envolvem o
embrido formado pela radicula, hipocétilo, epicétilo e plumula (Hidalgo [27]; Bewley [22];
Russell [34]).

A semente apresenta tamanhos, formas e cores muito diversificadas de acordo com
as variedades cultivadas. A forma e tamanho da semente poderd ser oval, cilindrica,
redonda ou em rim, apresentando um peso médio de cem sementes que varia entre as 15 e
100 gramas (Hidalgo [27]; Bewley [22]).

A coloracdo da semente tem uma ou vdrias tonalidades, que varia quanto a
distribuicdo da cor, variando entre o uniforme, as manchas, listado ou pintalgado e a
conjugacéao de padrdes, existindo padrées brancos, amarelos, creme, castanhos, vermelhos,

roxos e até pretos (Bewley [22]).

2.2.4. Importancia econémica e mundial

As leguminosas como a ervilha (Pisum sativum L.), grdo-de-bico (Cicer arietinum L.),

lentilhas (Lens culinaris Med.), feijdo (Phaseolus vulgaris L.), entre outros, sdo geralmente
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ricas em nutrientes, podendo ser consumidas tanto a fresco (vagem) como a seco
(semente), fundamentando o enorme consumo mundial de leguminosas (Costa [35]).

O feijdo comum é leguminosa mais cultivada no mundo a seguir ao grao-de-bico,
com uma producdo entre os 18 e 23 milhdes de toneladas, sendo cultivada em
aproximadamente 100 paises (Broughton [4]). Esta espécie contribui para cerca de 95% da
producdo mundial de feijdo, devido a sua grande variabilidade morfolégica e adaptabilidade
a diferentes ambientes (Tharanathan [36]; Bonett [6]; Mesquita [37]). Em Portugal
continental e ilhas, a producdo de feijdo rondou as 4000 toneladas (t) no ano de 2007,
embora alguns valores apresentados pela FAO englobem outras espécies do género
Phaseolus nesta estatistica (FAO [38]). Em 2010, a RAM produziu 1.120t de feijdo maduro
em 75ha e 1.610t de feijdo verde em 90ha de &rea (INE [39]). Sendo a agricultura na RAM
condicionada devido a sua orografia e limitagdes em termos de area agricola, a producéo
anual desta cultura consegue ser extremamente competitiva relativamente a producdo em
Portugal continental, evidenciando uma importante competitividade em termos de producéo
e rentabilidade em termos econdmicos desta leguminosa.

O feijdo possui um valor nutricional que torna lucrativo o seu cultivo pois, por razdes
econdmicas ou religiosas e culturais, constitui muitas das vezes a principal fonte de proteina
na dieta alimentar da populacdo mundial (Bonett [6]; Mesquita [37]). Langer [24] refere que o
feijdo contribui em 18 a 25% para a substituicAo de proteinas animais nos paises da
Ameérica Latina e Africa, onde o consumo de proteina animal (carne) é economicamente
mais limitado (Costa [35]; Shewry [40]). Outros autores referem a contribuicdo com um teor
de 18 a 35% de proteina bruta, essencialmente na forma de faseolinas (Sgarbieri [41];
Hillocks [42]). O feijdo, enquanto fonte de proteina, é mais rico do que as dietas a base de
cereais, como arroz, cevada e milho, que podem contribuir com 5,8 a 7,7%, 8 a 15% e 9 a

11% das necessidades diérias de proteina, respectivamente (Shewry [40]).

2.3. Propriedades nutricionais e anti-nutricionais do feijdo comum

A confeccdo de vegetais, essencialmente leguminosas, permite um maior
aproveitamento nutricional em relacdo a outros alimentos, visto 0 grédo ou semente serem
consumidos integralmente (Hillocks [42]; Blair [43]).

O feijdo contém alguns factores anti-nutricionais, essencialmente ao nivel da casca,
que podem comprometer a qualidade nutricional do grdo na auséncia de processamento
térmico. Estes factores reduzem a qualidade nutricional da dieta ao comprometerem a
biodisponibilidade de proteinas, minerais e hidratos de carbono (Granito [5]). Desta forma a
presenca de algumas substancias toxicas, como os inibidores de tripsina e a presenca de
hemaglutininas (lectinas), ou o défice de aminoacidos (metionina) e o tipo de

armazenamento sdo os causadores directos da fraca digestibilidade do feijao (Kakade [44];
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Berrios [45]). Apesar disso, a cultura do feijdo tem vindo a ser fomentada em paises
desenvolvidos, ndo s6 devido ao seu teor proteico, mas também devido a sua riqueza em
fibras alimentares e minerais (essencialmente Ferro), com efeitos benéficos para a saude
humana (Guzman-Maldonado [1]; Rios [2]; Pujola [3]).

Outro constituinte do feijdo que se encontra em estudo é a faseolamina (inibidor da
a-amilase), que se caracteriza por conferir resisténcia a pragas, mais propriamente de
bruguideos do feijdo, com a introducéo deste tipo de resisténcia em ervilhas transgénicas
(Schroeder [8]; Huesing [46]). De momento, a faseolamina encontra maior aplicagdo como
suplemento dietético para controlo da digestdo dos hidratos de carbono, sendo uma mais
valia para o controlo do peso e de uma forma indirecta, da diabetes (Lajolo [47]; Celleno [9];
Boniglia [10]; Obiro [11]).

Vérios estudos tém sido realizados com o objectivo de desenvolver novos produtos
alimentares a base de farinha de feijdo, com aplicacBes distintas na panificacdo, dado as
suas propriedades nutricionais e auséncia de glaten na sua composicdo, ao contrario da
farinha de trigo (Kaur [48]; Siddig [49]), no melhoramento de produtos a base de carne e
como complemento nutricional proteico e dietético (Dzudie [50]; Duranti [51]; Celleno [9];
Boniglia [10]; Obiro [11]).

Estes e outros aspectos serdo abordados de seguida de forma mais detalhada,

focando algumas das propriedades do feijao de maior interesse para este trabalho.

2.3.1. Propriedades nutricionais

Os legumes, de um modo geral, caracterizam-se pelos teores elevados de proteina,
minerais e baixo indice glicémico e lipidico, com efeitos benéficos no controlo de doencas
cardiovasculares, diabetes, doencas do tracto digestivo e controlo de peso/obesidade. De
todos os parametros estudados no feijdo, a proteina é sem duvida o parametro nutricional
de maior importancia, devido a sua constituicdo e propriedades nutracéuticas (Duranti [51]).

A composicdo quimica da semente de feijdo tem sido estudada pelos beneficios
nutricionais relacionados com o teor de proteina, de hidratos de carbono e fibras solaveis,
de modo a identificar as variedades com maiores potencialidades nutracéuticas (Sathe [52]).
Sathe [52] publicou um trabalho de revisdo sobre a funcionalidade da proteina do feijao,
bem como um levantamento onde compara o feijdo comum com outras espécies quanto a

sua composicdo quimica.

2.3.1.1. Minerais e Cinzas

Os legumes séo considerados superiores aos cereais enquanto fonte de minerais

considerando o feijao como uma boa fonte de fésforo, magnésio, manganés, ferro, zinco,
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célcio e cobre. O feijao é considerado a melhor fonte de ferro (seguido da carne),
contribuindo com 23 a 30% de dose diaria recomendada por refeicdo (Shimelis [12]). O
conteudo dos minerais consegue ser preservado durante o processamento devido a
presencga do tegumento no feijao, fornecendo diariamente cerca de 20% das necessidades
do organismo em relacdo a estes nutrientes (Broughton [4]; Blair [43]).

Os minerais, elementos essencialmente inorganicos, desempenham um papel
fundamental na estrutura de varias hormonas e enzimas do organismo. Estes dividem-se
principalmente em macro e micronutrientes, sendo obtidos através da alimentacdo, embora
apresentem biodisponibilidade limitada nos alimentos ingeridos. Os ultra-micronutrientes s&o
minerais necessarios no organismo em quantidades vestigiais, mas potencialmente
indispensaveis ao seu normal funcionamento e saude (Navarra [53]).

Os principais minerais obtidos na dieta, alguns com func¢des vitais no organismo,

* Macronutrientes

- Célcio (Ca): é o elemento mais abundante no organismo humano, 99% do
seu contetdo esta presente na constituicdo dos ossos e dentes, sendo o
restante distribuido pelo sistema circulatorio. O calcio € essencial na
prevencdo de osteoporose, trombose, controle da pressdo arterial, no
funcionamento dos nervos e na contracgdo muscular. A deficiéncia deste
nutriente pode conduzir & osteoporose ou a uma maior sensibilidade
muscular e consequentemente a caimbras. Quando presente em excesso
no organismo, podera conduzir & formag&o de pedra nos rins e actuar como
interferente na absorcdo de ferro e zinco por parte do intestino (Navarra
[53]). Em média, um adulto deverd consumir diariamente 800mg de célcio
derivado de produtos lacteos e legumes (Decreto-Lei n.° 54/2010 [54];
Navarra [53]).

- Potassio (K): apresenta funcdo ao nivel muscular, na contraccdo do
musculo esquelético; participa na conversédo da glucose em glicogénio para
fins de armazenamento energético no figado; participa na transmissao de
impulsos nervosos no Sistema Nervoso Central (SNC) (Navarra [53]).
Encontra-se essencialmente nos legumes, graos, vegetais, cuja dose diaria
recomendada (DDR) para um individuo adulto situa-se nas 2 gramas
(Decreto-Lei n.° 54/2010 [54]). O défice de potassio provoca diarreia e
vomitos a curto prazo, arritmias cardiacas e consequentemente falhas

cardiacas (fatal) a longo prazo. Os teores toxicos podem provocar
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hipercalemia com consequente fraqueza muscular e eventual falha cardiaca
(Navarra [53]).

- Magnésio (Mg): com uma recomendacdo diaria de 375 mg para individuos
adultos, este torna-se essencial para o normal funcionamento de musculos
e nervos, estando directamente relacionado com o relaxamento muscular e
transmissdo de impulsos nervosos no SNC (Decreto-Lei n.° 54/2010 [54];
Navarra [53]). Cerca de 40% deste elemento encontra-se nos musculos e
nos tecidos moles do organismo, enquanto que apenas 1% se distribui no
sistema circulatério e esquelético. Participa na sintese proteica e na
conversdo de hidratos de carbono, proteinas e lipidos em energia. Este
elemento existe em alimentos ndo processados, mais propriamente em
nozes, legumes, bananas, entre outros. Em caso de deficiéncia, o
organismo sofre tremores musculares, espasmos, anorexia, nauseas,
vomitos e uma diminui¢do nos reflexos dos tenddes. Quando presente em
excesso no organismo, tem um efeito laxativo (Navarra [53]; World Health

Organization [55]).

- Fésforo (P): € o segundo mineral mais abundante no organismo, sendo um
dos maiores componentes dos 0ssos e dentes (1P:2Ca), encontrando-se
cerca de 85% deste elemento no esqueleto. O fosforo existe praticamente
em todo o tipo de alimentos, embora a caréncia deste mineral no sistema
conduza a perda 6ssea, fraqueza, anorexia e dores, enquanto que em
excesso havera uma consequente diminuicdo dos niveis de célcio no
sangue (Navarra [53]). Sdo necessarias cerca de 700 gramas para
satisfazer as necessidades diarias deste mineral num adulto (Decreto-Lei n.°
54/2010 [54]).

e Micronutrientes
- Cobre (Cu): é um elemento metalico essencial, que se acumula no figado,
cérebro, coracdo, rins e cabelo. Este elemento desempenha um papel
essencial na utilizagcdo do Fe na sintese da hemoglobina, e participa no
metabolismo da vitamina C, na formacéo de pigmentos na pele (melanina),
na recuperacdo da mielina dos nervos, entre outros. O Cu existe
essencialmente em legumes, cereais, mariscos e 0Orgdos animais, mais
propriamente no figado. Quando em défice ou na presenca de algum
interferente na sua absorcdo (ex. Vitamina C) pode originar anemia,

formacdo Ossea pobre e um crescimento reduzido. Praticamente nédo
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existem registos da existéncia de cobre em excesso no organismo (Navarra
[53]). Um adulto devera consumir diariamente 1 mg de Cu de modo a
conseguir suprir a caréncia deste no organismo (Decreto-Lei n.° 54/2010
[54])

Ferro (Fe): cerca de 30% do ferro presente no organismo € armazenado no
figado, baco e medula, sob a forma de ferritina e hemosiderina,
indispensaveis a formagdo da hemoglubina humana, citocromo e co-
factores de outras enzimas essenciais a vida. O Fe tem participacdo activa
no transporte de oxigénio nos tecidos e em reacc¢des de oxidacdo nas
células (World Health Organization [55]). Devera ser consumido diariamente
cerca de 14mg deste elemento, onde 0 encontramos essencialmente nas
carnes vermelhas e leguminosas (Decreto-Lei n.° 54/2010 [54]). Quando em
défice, d4d-se uma reducdo na quantidade e tamanho dos eritrGcitos e

hemoglobina, provocando a anemia (World Health Organization [55]).

Zinco (Zn): componente de vérias vitaminas antioxidantes e suplementos
minerais com funcdo na sintese proteica e divisao celular. Cerca de 70% do
zinco é ingerido através da alimentacdo a base da carne, figado, ovos,
apresentando maior biodisponibilidade nestes do que em alimentos a base
de grao (Navarra [53]; World Health Organization [55]). Um adulto devera
consumir diariamente cerca de 10 mg deste elemento (Decreto-Lei n.°
54/2010 [54]). Quando em défice, ocorre a perda de apetite, anemia, perda
de cabelo, fotofobia (sensibilidade a luz), enquanto que em excesso da-se
uma reducdo dos niveis de cobre podendo conduzir a origem de
microcitoses (células sanguineas de menor tamanho que o normal) (Navarra
[53]; World Health Organization [55]).

+ Ultra-micronutrientes

Boro (B): é um elemento ndo-metélico vestigial ndo-essencial, cuja funcéo
no corpo e na dieta humana permanece desconhecida. Alguma evidéncia
aponta para a diminuicdo dos niveis de Boro em mulheres na pds-

menopausa, aumentando o risco de osteoporose (Navarra [53]).

Manganés (Mn): é um elemento metdlico essencial na sintese de algumas

enzimas. No organismo, o Mn localiza-se na pituitéria ao nivel mitocondrial,
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figado, pancreas, rins e ossos (Navarra [53]). E recomendado a adultos

uma dose diaria de 2mg deste elemento (Decreto-Lei n.° 54/2010 [54]).

A diminuicdo de consumo de legumes na dieta podera levar ao défice de Fe e Zn,
afectando essencialmente o crescimento e o sistema imunitario (Gelin [56]; Blair [43]), entre
outros. Estes micronutrientes sdo definidos como elementos vestigiais e fazem parte de
vitaminas necessarias ao funcionamento e a saude do organismo, sendo requeridos em
pequenas quantidades, as quais sdo obtidas através da dieta alimentar (Blair [43]). Estes
elementos encontram-se essencialmente ao nivel da casca e, ao serem consumidos sem a
remocdo desta, a digestibilidade do feijdo fica comprometida de modo que torna-se
imperativo o tratamento térmico (cozedura) do feijdo, antes do consumo. Consoante o
tratamento térmico submetido na coccdo, a digestibilidade do feijdo pode aumentar de
68,58% para 75,49% (Bhatty [57] ; Broughton [4]).

Os minerais sdo essencialmente determinados por incineragdo a 550°C, que leva a
destruicdo dos compostos organicos deixando apenas 0s minerais sob a forma de cinzas.
Esta técnica apresenta algumas limitacbes, pois na realidade da-nos um valor aproximado
do valor real do teor de minerais total, onde:

- hdo se inclui 0 azoto contido nas proteinas, mas inclui-se o fésforo e enxdfre das
proteinas e lipidos;

- a presenca de carbonatos por parte da decomposicdo da parte organica da
amostra;

- a perda de elementos volateis da amostra (ex: ferro, fésforo, zinco) (DeMan [58]).

De acordo com a bibliografia, no Anexo 1 encontram-se compilados os dados da
composicdo inorganica mineral do feijdo comum. Para tal, considerou-se os dados
referentes ao teor de minerais do feijdo, como parte do teor de cinzas, que ndo foram
submetidos a qualquer tipo de processamento fisico que modificasse a sua composicao
(cozedura, colocar de molho, etc), de modo a ser comparavel com os dados obtidos no
nosso estudo. Segundo alguns dos autores citados e de um modo geral, o feijao apresenta
um teor de cinzas situado entre os 2,0 e os 4,9 g/100g de matéria seca, com contribuicao
diaria recomendada de macronutrientes (>100mg) e micronutrientes (<100mg) (DeMan [58]).
Em complemento, Siddiq [49] e Kaur [48], registaram um teor de cinzas em farinha de feijao
superior, obtendo valores méaximos na ordem das 5,0 g/100g MS e 6,0 g/100g MS,
respectivamente.

Na maior parte dos trabalhos de referéncia, as cinzas geralmente sdo utilizadas
basicamente para a quantificacdo do teor de minerais em bruto sem realizar uma analise
refinada dos minerais propriamente ditos, visto ser representativa de praticamente toda a

matéria inorganica da amostra.
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2.3.1.2. Proteinas

O feijdo é considerado uma excelente fonte de proteina, embora o teor de proteina
disponivel seja inferior ao da carne, devido ao facto das proteinas das leguminosas serem
pobres nutricionalmente sem tratamento térmico prévio (Baudoin [59]).

A biodisponibilidade proteica nas leguminosas € limitada essencialmente pelo(a):

1) Armazenamento dos legumes secos por longos periodos de tempo, expostos a
condi¢des de calor e humidade, torna-os mais dificeis de cozinhar, requerendo um maior
tempo de cozedura de modo a amaciar o cotilédone, impondo um maior gasto energético e
consequente diminuigédo da sua qualidade nutricional (Berrios [45]).

2) Presenca de compostos fendlicos geralmente existentes na casca que, quanto
maior for a pigmentagéo existente, maior sera a dificuldade de digestdo da proteina (Nielsen
[60]; Baudoin [59]).

Outros condicionantes como a composicdo aminoacida e a presenca de alguns
factores anti-nutricionais na propria semente, fazem com que o feijdo apresente baixo valor
nutricional na auséncia de processamento térmico, o que Ihe confere uma resisténcia aos
ataques proteoliticos das enzimas digestivas (por parte dos mamiferos) (Nielsen [60];
Baudoin [59]).

As proteinas de reserva sdo armazenadas maioritariamente nos tecidos durante o
desenvolvimento da semente, ao nivel dos cotilédones (96% proteina total), embrido e
casca sob a forma de globulinas (70% proteina total), gluteninas (10-20%) ou albuminas (10-
20%) (Baudoin [59]). Estas séo classificadas de acordo com a sua solubilidade, possuindo
um alto peso molecular e fraca solubilidade em &gua, podendo por vezes diferir
significativamente na sua composi¢édo aminoacida (Baudoin [59]; Pujola [3]):

— Albuminas — sollveis em agua (1,6S — 2,0S)

— Globulinas — soltuveis em solugdes salinas (7,0S — 13,0S)

— Prolaminas — sollveis em solucdes de etanol aquoso

— Gluteninas — de dificil solubilizacdo, apenas solUveis em solu¢des alcalinas,

acidas fracas ou SDS (detergente dodecil sulfato de sodio) (Sathe [52]; Duranti
[51]; Pujola [3]).

As globulinas séo as proteinas de reserva existentes em maior abundancia no feijao,
sendo esta fraccdo constituida por duas proteinas Vicilina (7S) e Legumina (11S) (Sathe
[52]; Duranti [51]). As globulinas de 7,0S e 11,0S (Vicilina e Legumina) tendem a ter baixo
teor de aminoacidos com enxdfre (metionina, cisteina e triptofano) na sua composicao,
enguanto que por sua vez 0s cereais geralmente apresentam falta de lisina, treonina e
triptofano, complementando-se deste modo cereais e leguminosas em respeito ao teor de
lisina, metionina e cisteina (Duranti [51]; Pujola [3]). O feijao apresenta limitacbes quanto a

presenca de metionina, seguido da leucina e triptofano, sendo estes mais limitados devido a
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sua biodisponibilidade (Bressani [61]). A metionina € 0 aminoacido que se encontra em
menor teor na proteina do feijdo, visto este ser o intermediario na biossintese da cisteina e
cistina, sendo estes aminoacidos ndo essenciais igualmente limitativos no feijao (Sgarbieri
[41]).

O papel nutricional das leguminosas € inquestionavel, no que respeita a presenca de
macro e micronutrientes, onde a proteina desempenha sem duavida um papel da maior
importancia na nutricdo, tendo em conta a sua composicdo aminodcida que pode ser
facilmente ponderada na dieta (Duranti [51]). As proteinas dos cereais e das oleaginosas
sdo mais equilibradas que as proteinas das leguminosas, quanto a sua cOmposicao
aminoacida (Pujola [3]).

Regra geral, as proteinas de reserva ndo apresentam actividade catalitica ou
enzimética, ou mesmo qualquer funcéo estrutural no tecido do cotilédone, tendo apenas
como fungéo o fornecimento de azoto e enx6fre durante a germinagéo (Mandal [62]; Duranti
[51]). As proteinas de reserva sdo armazenadas em vacuolos de reserva (sintese via
Aparelho de Golgi) ou corpos proteicos (sintese via Reticulo Endoplasmatico Rugoso (RER)
— leguminas e gluteninas do arroz) ao nivel dos cotilédones, e conseguem sobreviver a
periodos prolongados de dissecagdo durante a maturagéo da semente (Mandal [62]; Duranti
[51)).

No cotilédone, as albuminas sdo as proteinas mais ricas em aminoacidos com
enxofre e outros aminoacidos essenciais do que as globulinas, enquanto que os factores
anti-nutricionais (inibidores de proteinases) presentes no tegumento contém uma quantidade
consideravel de cisteina e metionina, podendo representar 30 a 40% da cisteina total da
semente (Baudoin [59]).

Baudoin [59] observou uma diminui¢éo nos valores de lisina e cisteina fornecendo a
semente um ligeiro aumento de azoto, embora algumas sementes ainda continuem a
apresentar uma quantidade consideravel de enxéfre (metionina e cisteina) (Fischer [63]). A
adicdo de metionina como suplemento nutricional directamente no feijdo, aumenta o racio de
eficiéncia proteica, mas néo a digestibilidade da proteina em si (Bressani [61]). Por isso, o
feijdo geralmente é conjugado com outros alimentos, podendo ser complementado com
carne. A conjugacdo com proteina animal faz com que haja uma suplementacdo de
metionina livre proveniente da carne, aumentando a sua biodisponibilidade na dieta (Bhatty
[57]). Outros complementos ao feijdo podem ser baseados em dietas a base de cereais,
raizes, tubérculos de algumas culturas e banana, de modo a compensar a deficiéncia em
lisina e amino&cidos com enxbéfre (Baudoin [59]; Hillocks [42]).

Véarios métodos sao utilizados na determinacédo do teor de proteina nos alimentos,
incluindo o método espectrofotométrico UV/Visivel de Biureto (1849) e Lowry (1951), método
por combustdo de Dumas (1831) e o método de Kjeldahl (1883) que envolve digestao,

destilacdo e titulometria da amostra, entre outros (Simonne [64]; Owusu-Apenten [65]). Na
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analise alimentar, os métodos Biureto e Lowry sdo pouco praticos e sensiveis devido a
presenca de misturas complexas de proteina com outros componentes, sendo nestes casos
mais indicado os métodos de Dumas e Kjeldahl (Simonne [64]; Owusu-Apenten [65]). Na
determinag&o do teor de proteina em amostras bioldgicas, € muito corrente a utilizagéo da
técnica de Kjeldahl (1883) que basicamente mede o azoto organico e inorganico contido na
amostra (Sy — sample nitrogen — N(g) por 100g amostra) sob a forma de amodnia, sendo
posteriormente convertido para proteina bruta (cP — crude protein) através de um factor de

conversao (Fy — Kjeldahl factor — Proteina (g) por N (g)) (Owusu-Apenten [65]).
cP(%) =S, xF,

O factor de conversdo para a proteina animal (Fx = 6,25) é distinto da proteina
vegetal (Fx = 5,7), 0 que poderd conduzir a uma sobrestimacdo do teor de proteina,
assumindo que estas conttm em média cerca de 16% e 17,5% de azoto (N),
respectivamente (Owusu-Apenten [65]). Idealmente deveria ser calculado um factor de
conversao para cada tipo de amostra a partir do racio entre o peso dos aminoacidos totais e
aminoacidos azotados da mesma (Hui [66]).

Estudos realizados com diversas variedades de P. vulgaris na determinacdo do teor
de proteina bruta por Kjeldahl, utilizando um factor de conversdo Nx6,25, registaram valores
de proteina entre os 17,6 e 0os 32% em MS (Bhatty [57]; Onwuliri [67]; Shimelis [12]; Shimelis
[68]; Mesquita [37]; Pujola [3]; Coelho [15]; Shiga [69]; Saha [70]). Para suprir 98% da
necessidade diaria proteica em individuos adultos, estes necessitam de uma dieta que
contenha entre as 46 e 56g de proteina (Institute of Medicine (U.S.) [71]). O feijao podera
contribuir entre 34 a 61% da necessidade diaria total em fonte proteica, isto se tivermos em
conta os teores proteicos que o feijdo apresentou nos varios estudos acima referidos.
Porém, o seu valor biolégico torna-se menor do que 0 esperado para a sua constituicdo
aminodcida e proteica, pelas razbes anteriormente descritas sobre a sua biodisponibilidade
(Sgarbieri [41]).

Mandal [62] refere que os factores ambientais, tais como a temperatura, nutrientes e
hormonas, podem alterar a composicdo e quantidade de proteina na semente. A limitacédo
de nutrientes como o enxdfre e azoto, leva a que haja uma diminuicdo de proteinas ricas em
enxbfre e um menor estimulo de producdo de proteinas de reserva nos cotilédones de
varias cultivares de feijao, em comparacdo com outras proteinas derivadas de leguminosas
e cereais (Singh [72]; Mandal [62]; Andrade [73]).
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2.3.1.3. Hidratos de Carbono

Os hidratos de carbono — ou carbohidratos — séo substancias com uma estrutura
molecular compreendida por C.(H,O),, amplamente distribuidas na natureza. Os hidratos de
carbono sdo importantes na alimentagdo, por serem a principal fonte energética no
metabolismo humano, como por exemplo o amido, com DDR compreendida nas 130g para
individuos adultos (Institute of Medicine (U.S.) [71]; Izydorczyk [74]; Liu [75]).

Os hidratos de carbono encontram-se nos tecidos animal e vegetal, e possuem
funcdes de reserva (amido, glicogénio, frutanos), estrutural (celulose, xilano), protectora
(polissacarideos que induzem sintese de proteinas) e de reconhecimento celular
(glicoproteinas, glicolipidos) (Izydorczyk [74]).

Os hidratos de carbono podem ser divididos em dois grupos: carbohidratos sollveis
ou aclcares (mono-, di- e oligossacarideos) e polissacarideos (por exemplo o amido,

glicogénio, celulose), como podemos observar na figura 1.

Carbohidratos
Actcares
|} ] L)
Monossacarideos Dissacarideos Oligossacarideos Polissacarideos
(CyH,,044) (Cg Hyo04) 340 (Cy Hys04) ,
.8 l}afim:nc c.g Amido
}‘,"'Nu"“‘ Celulose
] Verbascoss Hemicelulose
Pentoses Hexoses Redutores Nio-redutores Pectinms
(Cg Hio04) (Cy H,04) ez Lactose .8 Sacarose
Maltose

Aldoses Cetoses

e.g Clucose ¢.g Frutose

Figura 1. Classificacéo de carbohidratos  (adaptagéo de Kadlec [77]).

Os monossacarideos sdo os aclUcares de estrutura mais simples que ndo sofrem
hidrélise, sendo os mais abundantes a glucose e a frutose (Izydorczyk [74]). De acordo com
a estrutura do seu grupo carbonil, o0s monossacarideos obtém a designacdo de aldeidos
(polihidroxi-aldeidos) ou de cetonas (polihidroxi-cetonas). A classificacdo do agucar é dada
de acordo com o numero de carbonos na cadeia monossacaridea (geralmente entre 3 a 9):
trioses (C3), tetroses (C4), pentoses (C5), hexoses (C6), etc. (Figura 1).

O teor de acgUcares soluveis nas sementes de feijdo geralmente € reduzido,
apresentando variagao entre os 2,0 e 0s 9,6 g/100g MS (Kozlowska [76]).

As leguminosas sdo uma boa fonte de oligossacarideos, tais como a-galactésidos

(rafinose, estaquiose e verbascose), sendo estes os factores causadores de flatuléncia
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caracteristica da ingestéo de feijdo (Granito [5]). Os a-galactosidos séo formados por 1-3
unidades de galactose com ligacdes a-1,6 a sacarose e, como as ligacdes a sacarose nao
sdo hidrolisadas no tracto gastro-intestinal devido a auséncia da enzima a-galactosidase,
da-se a fermentacdo de acuUcares pela microflora intestinal com producdo de gases

flatulentos, dor abdominal e diarreia (Aguilera [78]).

2.3.1.3.1. Amido

O amido € a maior reserva energética de hidratos de carbono nas plantas, sendo
sintetizado durante a fotossintese, envolvendo processos biolégicos complexos e
armazenado sob a forma de granulos (relativamente densos e insolUveis em agua) nos
cloroplastos (folha) ou amiloplastos (parénquima de raizes, tubérculos, endosperma ou
cotilédones de sementes) (Liu [75]; Amaral [79]). As principais fontes de amido s@o os
tubérculos (inhame-90%), raizes tuberosas (batata-doce-75%), cereais (trigo-67%; arroz-
89%; milho-57%) e leguminosas (feijao-42%) (Liu [75]).

O amido € um homopolimero composto por varias unidades de a-D-glicopiranosil, ou
seja, por varias moléculas de glicose (monossacarideo, aldohexose) ligadas entre si por
ligacdes glicosidicas (Sajilata [80]). O amido nos vegetais é constituido por duas frac¢oes
moleculares, mais propriamente pela amilose (polissacarideo de cadeia linear de estrutura
amorfa, ou seja, sem estrutura definida) e a amilopectina (polissacarideo de cadeia
ramificada de estrutura cristalina) (Sajilata [80]; Sinnott [81]). De um modo geral, 0 amido é
constituido por 25% de amilose e 75% de amilopectina. O feijdo contém um teor médio de
amido total situado entre os 37 e os 50 g/100g MS (Sawazaki [82]; Kozlowska [76]; Rodifio
[7]; Rodifio [16]; Pujola [3]; Eyaru [83]).

A amilopectina é a principal fraccdo do amido, e dada a sua estrutura cristalina e
densamente ramificada, esta dificulta a solubilizacdo do amido em agua, conferindo-lhe uma
menor digestibilidade (Kadlec [77]; Amaral [79]). Durante a confec¢ao térmica dos legumes,
ocorre um processo de gelatinizagdo do amido, que torna a sua estrutura mais susceptivel a
accao hidrolitica da a-amilase (Eyaru [83]). O amido é hidrolisado em maltose (dissacarideo)
pela accdo da a-amilase do péncreas, que por sua vez € hidrolisada em glucose
(monossacarideo) pela actividade da maltase (EC 3.2.1.20) (Kadlec [77]; Amaral [79]). No
entanto, nem todo o0 amido presente nos alimentos é completamente digerido e absorvido no
intestino delgado (Vargas-Torres [84]).

De acordo com a sua estrutura e digestibilidade pela a-amilase do pancreas, o
amido divide-se em trés classes: amido de répida digestibilidade (RDS), amido de lenta
digestibilidade (SDS) e amido resistente (RS) (Chung [85]). De acordo com Chung [85] e
Eyaru [83], o teor de SDS e RDS no feijdo é relativamente baixo, contrariamente ao RS que

representa 35% dos 41,6% de amido presente na semente. Este elevado teor de amido
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resistente é benéfico no controlo e reducéo do indice glicémico devido ao facto do amido no
feijdo n&o-processado encontrar-se no interior de granulos, tornando-o praticamente
indigerivel devido a acessibilidade limitada das enzimas hidroliticas (Chung [85]; Eyaru [83]).
O RS ¢é resistente ao processo digestivo no intestino delgado (devido a estrutura
essencialmente cristalina) servindo de substrato para as bactérias fermentativas do intestino
grosso, com producédo de pequenas cadeias de acidos gordos (Chung [85]). Outros factores,
tais como inibidores enzimaticos, polifendis, acido fitico, lectinas e faseolaminas presentes
nas sementes de leguminosas contribuem para a inibicdo da hidrdélise do amido, diminuindo

igualmente o indice glicémico (Sajilata [80]).

2.3.1.3.2. Glucose

A glucose é um monossacarideo que constitui a base dos hidratos de carbono, mais
propriamente os carbohidratos solUveis, caracterizando-os como acucares sollveis totais
(Izydorczyk [74]).

A reaccdo dos hidratos de carbono, com solu¢des de antrona-acido sulfdrico (Roe
[86]) ou fenol-cloroformio (Dubois [87]), é utilizada para quantificar o amido e agucares
soluveis, tais como glucose e frutose nas amostras. O método de Dubois [87] é mais
indicado do que o método de Roe [86] na determinacéo de polissacarideos que contenham
na sua constituicdo mais do que um tipo de acucar, embora o fenol seja cancerigeno. Na
determinagdo dos hidratos de carbono constituidos por glucose (dextrinas, amidos), o
método de Roe afigura-se o mais indicado (Laurentin [88]).

O uso de antrona (9,10-dihidro-9-cetoantraceno) em acido sulfdrico concentrado na
deteccdo de hidratos de carbono foi introduzido por Dreywood em 1946, para as mais
diversas aplicacdes (Bailey [89]; Beck [90]; Colvin [91]; Brooks [92]). A reducdo da
antraquinona por acc¢édo do 4cido cloridrico, permite obter a antrona (forma ceto) ou antranol

(forma enol) (1).

O (0] OH
Il I\ |
N2 YOO — OO0
NN\ NN\ NN\ NS 1)
(6] H H H
Anthraquinone Anthrone (keto) Anthranol (enol)

Beck [90] cita vérios autores que postularam a possibilidade da formacgdo de anéis
entre hidratos de carbono e derivados de hidratos de carbono na presenca de acidos fortes.

Como tal, a glucose (I) ao reagir com o &cido sulfdrico sofre um processo de desidratagao
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(n, 1y até a formagédo de um derivado furaldeido designado de 5-hidroximetil-2-furaldeido

(V) (2).

HC=0 H(l?=0 HC=0
| ]
HCOH COH

C
' ’ ’ HC—CH H
HOCH _go ¢H _pgo $H J-mo '

I il /
| el | ——— —— p
HCOH HCOH HCOH HOE/CC_

(2)

\
|

. . 0
HCOH H'COH HC
H.COH H.COH H.COH

(1) (1) (111) v

O desenvolvimento e intensidade da cor verde-azulada na reaccdo da antrona
depende da presenca do 5-hidroximetil-2-furaldeido (IV), onde 3 moles de antrona reagem

com 1 mole de glucose (3).

3 C14H100 + CeH1206 - Cy7H30035 + 5 H,O + CH,0 (3

Segundo Dreywood [93], este método consegue detectar aproximadamente 1 parte
de amido em 900 000 partes de agua, mostrando-se extremamente sensivel na
guantificacdo colorimétrica de hidratos de carbono. Porém, este método apresenta
limitacbes quanto ao prazo de validade do reagente de antrona em acido sulfarico
concentrado, que exige a preparacdo diaria, e devido a fotossensibilidade do reagente
quando exposto a luz e ao ar (Colvin [91]).

O feijdo apresenta na sua constituicdo, segundo Vvarios autores, um teor relativo de
acucares soluveis entre os 3,8 e 6,5% (MS), com registos maximos nos 9% (MS), e valores
médios nos 5% em MS (Sawazaki [82]; Kozlowska [76]; Rodifio [7]; Rodifio [16]; Altamirano-
Hernandez [94]).

2.3.1.4. Lipidos

A maior parte dos lipidos presentes em produtos como pdo, farinha, produtos
animais e lacticinios encontra-se ligado a proteinas e hidratos de carbono, cuja extraccao
directa recorrendo a solventes apolares mostra-se ineficiente, visto que apenas os solventes
organicos (ex. cloroférmio, alcool, éter, hexano) conseguem solubilizar os lipidos, sendo
estes completamente insolUveis em agua (Pomeranz [95]). Estes lipidos tém de sofrer uma
extraccao prévia por hidrélise acida ou outro tipo de método, como também se podera
recorrer a um processo de secagem antes da extraccdo, consoante o teor de humidade da

amostra (Pomeranz [95]). Os solventes s@o geralmente escolhidos consoante a amostra e 0
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método a empregar dado que, por exemplo, o método de Soxhlet (1879) geralmente utiliza o
hexano, o método de Folch [96] e Bligh [97] usam cloroférmio/metanol/agua (Wrolstad [98]).

Folch [96] desenvolveu um método rapido de isolamento e purificacdo de lipidos a
partir de tecidos animais, com uma simplificagdo do mesmo em 1959 por Bligh [97] com o
intuito de economizar o método sem alterar a sua eficiéncia, mantendo a capacidade de
recuperacao minima de 95% dos lipidos (lverson [99]; Shahidi [100]). De tal modo, o método
Bligh [97] continua a ser o mais recomendado para extrac¢do dos lipidos totais em tecidos
animais, vegetal ou mesmo em amostras bacterianas. Um homogenato da amostra é
misturado com cloroféormio e metanol, com posterior diluigdo em agua, permitindo a
formacédo de duas fases: cloroférmio com lipidos solubilizados na parte inferior e o metanol
com a fase néo-lipidica solubilizada a superficie. O extracto puro contendo os lipidos é
obtido a partir do isolamento da camada de cloroférmio (Pomeranz [95]; Smedes [101]).

Iverson [99] compara os métodos de Folch [96] e Bligh [97] em tecidos de peixe e
concluiram ndo existir diferencas nas amostras com composicao lipidica inferior a 2%.
Porém, este método tem a desvantagem de em teores de lipidos superiores a 2% registar-
se uma sub-estimacdo exponencial do teor lipidico real da amostra visto a quantidade
utilizada de solventes organicos ser inferior em relacdo ao Folch (lverson [99]).

O feijdo possui valores extremamente baixos de teor lipidico (aproximadamente 2%),
sendo aplicavel o método de Bligh [97]. Os lipidos extraidos da semente de feijao séo
constituidos maioritariamente por triacilgliceréis e fosfolipidos, enquanto que os ésteres,
acidos gordos livres e diacilgliceréis existem em menor quantidade (Yoshida [102]; Yoshida
[103]). De um modo geral, e segundo Vvarios autores, o teor de lipidos em farinha de feijéo
varia entre os 0,67 e os 4,3% (MS), predominando nos 1,5% (Sawazaki [82]; Bhatty [57];
Rodifio [7]; Marzo [104]; Sathe [52]; Rodifio [16]; Shimelis [12]; Shiga [69]).

Durante a ultima década, o 6leo extraido da semente de feijdo tem vindo a ser alvo
de estudos devido a elevada presenca de &cidos gordos poliinsaturados da série 6mega,
nomeadamente os acidos linoléico (18:2n-6) e linolénico (18:3n-3), sendo estes os
precursores dos acidos gordos altamente insaturados. Estes estudos tém o intuito de
analisar os efeitos preventivos e terapéuticos do feijdo nas doencas corondrias (Yoshida
[102]; Yoshida [103]).
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2.3.2. Propriedades anti-nutricionais

As propriedades anti-nutricionais do feijao estdo relacionadas essencialmente com a
actividade téxica de algumas proteinas de leguminosas ou da sua acg¢do na reducdo da
biodisponibilidade dos nutrientes, directamente relacionados com problemas de baixa
digestibilidade proteica e disponibilidade de minerais (Burbano [105]; Rios [2]).

As proteinas do feijdo podem apresentar baixa digestibilidade devido a presenca de
lectinas, taninos e inibidores de proteases, como € o caso da tripsina (quando crd ou mal
cozinhado), sendo necessério recorrer a sua inactivacdo por tratamento térmico de modo a
ndo comprometer a integridade nutricional do feijdo e a melhorar a sua palatibilidade
(Antunes [106]; Genovese [107]; Mejia [108]; Bonett [6]). A toxicidade das lectinas leva ao
aparecimento de necroses e Ulceras no epitélio intestinal, comprometendo a absorgdo de
nutrientes, enquanto que as lectinas do feijdo sdo praticamente fitohemaglutininas com
propriedades hemaglutinantes (Boniglia [10]).

O inibidor de tripsina reduz a ac¢éo desta protease ao nivel da hidrélise de proteinas,
reduzindo a biodisponibilidade das proteinas na dieta e conduzindo a limitagdes ao nivel do
crescimento (Mejia [108]; Shi [109]; Boniglia [10]).

A faseolamina, o principal factor anti-nutricional do feijao, € uma proteina inibidora da
actividade da a-amilase durante a digestéo e absor¢cdo de hidratos de carbono ao nivel do
intestino. Esta revelou-se de extrema importancia em produtos dietéticos de tal forma que
concentrados de feijdo comum tém vindo a ser processados de modo a inactivar as lectinas
e inibidores de tripsina, e a preservar a actividade da faseolamina (Boniglia [10]). Por outro
lado, a faseolamina confere alguma resisténcia contra insectos da familia Bruchidae, sendo
utilizadas no controlo de pragas na cultura do feijdo (Huesing [46]; Schroeder [8]; Mattar da
Silva [110] e Svensson [111]).

2.3.2.1- Faseolamina - Inibidor de enzimas digestiv  as (a-amilase)

A faseolamina (a-Al) é uma glicoproteina oligomérica que tem por fungéo a inibigcdo
da actividade da a-amilase (a-AMS), através da formacdo de um complexo enzima-inibidor
(Le Berre-Anton [112]; Gibbs [113]; Lee [114]; Mosca [115]). A a-amilase ((1-4))-a-D-
glucan-glucanohydrolase, EC 3.2.1.1) € a enzima que catalisa a hidrolise das ligacdes
(1 - 4)-a-D-glicosidicas do amido, originando a libertacdo de produtos maioritariamente sob
forma de a-D-maltose (duas unidades de glucose) e a-dextrina, como produto intermediario
(Smith [116]; Desseaux [117]; Xie [118]).

A faseolamina encontra-se apenas na semente, ao nivel do embrido e cotilédones,
sendo sintetizada pelo Reticulo Endoplasmatico Rugoso (RER), juntamente com outras

proteinas, como as faseolinas e lectinas (Moreno [119]; Nasi [120]). Esta é considerada uma
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proteina vacuolar pois, apds processamento proteolitico e glicosilacdo no aparelho de Golgi,

€ transportada para vacuolos de reserva, sendo armazenada sob a forma de polipéptidos

com 15 a 18 KDa.
Na natureza existem sete formas moleculares de a-Als com sequéncias aminoacidas

e estruturas tridimensionais semelhantes (Svensson [111]). O Phaseolus vulgaris L. possui

uma ou mais faseolaminas, embora pouco se conhega acerca da sua estrutura e

propriedades, assim como do respectivo mecanismo de inibicdo (Le Berre-Anton [112]; Lee

[114]). Segundo Svensson [111] e Valencia-Jiménez [121], existem pelo menos duas

isoformas da faseolamina (aAl) no feijdo comum: a aAl-1 e aAl-2. Estas isoformas

apresentam diferentes especificidades quanto a enzima alvo:

* 0Al-1 —inibe a a-amilase presente na saliva humana (HSA), no pancreas suino (PPA) e
em insectos, como o Callosobruchus maculatus F. e Callosobruchus chinensis L.
(Coleoptera: Bruchidae) (Mattar da Silva [110]; Svensson [111]; Valencia-Jiménez
[121)).

. 0Al-2 — apenas actua em insectos, especificamente em Zabrotes subfasciatus
(Coleoptera: Bruchidae), sendo incapaz de inibir a a-amilase do pancreas suino (PPA)
(Mattar da Silva [110]; Svensson [111]; Valencia-Jiménez [121]).

A aAl-1, obtida a partir de extractos de feijdo é uma proteina oligomérica de
conformacdo a,B, (43kDa), composta por subunidades glicopeptidicas, das quais duas
subunidades a (7,8kDa) e duas subunidades B (14kDa) encontram-se ligadas entre si por
ligacbes glicosiladas n&o-covalentes (Le Berre-Anton [112]; Le Berre-Anton [122];
Santimone [123]). A aAl-1 e arcelina (Arce) apresentam uma homologia da estrutura
proteica com as lectinas (phytohemagglutinin, PHA), pertencendo ambas a mesma familia
de genes, com sequéncias genéticas semelhantes — lectin-arcelin-aAll — sendo deste modo
codificadas pela mesma familia de genes das lectinas (Huesing [46]; Lee [114]; Svensson
[111]; Santimone [123]).

A lectina (PHA), constituida por cinco tetrdmeros diferentes formados por duas
cadeias polipeptidicas (PHA-E e PHA-L), apresenta propriedades hemaglutinantes devido a
conexdo de ambos os polipéptidos ao terminal do residuo de galactose das glicoproteinas
animais. A PHA-E apresenta propriedades eritoaglutinantes, enquanto a PHA-L apresenta
propriedades leucoaglutinantes (Nasi [120]). A PHA-L, homéloga da faseolamina (aAl-1),
nao apresenta actividade inibitoria similar a aAl-1 devido a existéncia de dois loops extra em
relagdo a estrutura da aAl-1, que actuam como uma barreira na funcéo de ligagdo a enzima
alvo, a a-amilase (Figura 2) (Santimone [123]).

No entanto, tendo em consideracdo os tipos de lectinas presentes na semente do
feijdo, a PHA-E e PHA-L, é altamente improvavel a faseolamina ser considerada uma

lectina, embora apresente homologias com a sequéncia aminodcida da PHA-L (Pueyo
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[124]). Com base neste pressuposto, Nasi [120] aponta estudos realizados com a a-Al e
Arce, considerando-as como formas inacabadas da PHA, dado a faseolamina ndo ser
exactamente uma lectina devido a auséncia de loops, impossibilitando a ligacdo a hidratos
de carbono, mais propriamente aclUcares, ndo apresentando a toxicidade transmitida pelas

propriedades hemaglutinante das PHA para os mamiferos.

Figura 2. Diagrama de protdmeros da faseolamina ( a-All), Arcelina (Arce-1) e Lectina (PHA-L).
Representacdo de dois loops de conexdo para formagdo do complexo entre (a-All) e PPA (*); representagéo de
loops extra (**) — um loop (Arce-1) e dois loops (PHA-L) — que impedem a activagdo destas como substrato da

PPA, respectivamente (adaptagédo de Santimone [123]).

No entanto, a faseolamina apresenta um modo de accdo tipica de uma lectina
relativamente ao mecanismo de defesa da semente para com insectos. Huesing [46]
demonstraram que a lectina (PHA) ou isolectinas ndo sdo toxicas em relacdo ao
Callosobruchus maculatus (Fabricius, 1775) (Insecta, Coleoptera, Bruchidae), citando outros
autores que apoiavam o ponto de vista contrario. Huesing [46] constataram que a toxicidade
apresentada pela PHA sobre o C. maculatus provinha da contaminacdo do PHA comercial
por aAl-1 aquando a sua preparacdo. Assim a presenca da aAl-1 na semente possui uma
funcdo protectora, conferindo resisténcia a escaravelhos (Coleoptera: Bruchidae) devido ao
seu caracter toxico que inibe a a-AMS do tubo digestivo das larvas (Le Berre-Anton [112];
Broughton [4]; Mattar da Silva [110]). Logo, a aAl-1 confere um maior controlo de pragas,
como os escaravelhos na semente de feijao durante o seu armazenamento (Huesing [46];
Schroeder [8]; Mattar da Silva [110] e Svensson [111]).

A activagdo da faseolamina, o inibidor da a-AMS, seguido da sua acg¢ao no sitio activo
da a-amilase, deve-se ao processamento proteolitico da cadeia polipeptidica do oAl-1, ao
nivel do aminoacido Asparagina - residuo Asn77, com alteragdo da conformagcéo inicial da
proteina, originando duas cadeias a com os residuos 1-77 e 3 com 0s residuos 78-223,
respectivamente (Pueyo [124]; Santimone [123]). Porém, de acordo com Le Berre-Anton

[122] e Santimone [123], existe uma terceira isoforma de a-Al, isolada do Phaseolus vulgaris
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cv. Rico 23 (aAl-3 ou 0Al-L), que ndo apresenta qualquer tipo de inibicdo sobre a a-amilase,
sendo considerado um intermediério das PHA, Arce e oAls. O a-AlL e a arce-1 possuem na
sua estrutura o residuo Asn77, mas nao sofrem processamento proteolitico, 0 que impede a
sua activacado como inibidores da a-AMS, sendo estes incapazes de se ligar a enzima alvo
(Le Berre-Anton [122]).

Segundo Svensson [111], Le Berre-Anton [112] e Koukiekolo [126], o complexo aAl-
1/PPA forma-se através de dois sitios activos (representados por dois loops na Figura 3) e

do mecanismo de inibigdo ndo-competitiva.

Figura 3. Complexo entre aAl-1 e PPA (RCSB PDB code 1 DHK); (*) sitio activo da faseolamina (adaptacéo
de Santimone [123]).

Leonor Michaelis e Maude Menten propuseram um modelo simples para a inibicao
nao-competitiva em 1913, onde a ligacdo entre substrato (S) e o inibidor (I) da-se em
simultdneo com a enzima (E), em vez destes competirem pelo mesmo local de ligacdo, uma
vez que o | liga-se a um local alostérico da E e deixa livre o sitio activo desta (Arnaut [127]).
A ligacédo El reduz a actividade enzimatica, mas ndo altera a capacidade da ligacdo ES.
Desta forma, a inibicdo ndo-competitiva € uma forma de inibicdo mista onde o inibidor tem
igual afinidade para com a E e enzima-substrato (ES) cuja extencdo da inibicdo depende
apenas da concentracdo do inibidor (Koukiekolo [126]). A equacdo de Michaelis-Menten

abaixo representa a velocidade da reaccéo para a inibicdo mista ndo-competitiva:

Ve
1+ ) +[S|1+*-
kbl h
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onde: Vi € a velocidade maxima (saturacdo) da reaccdo que representa a concentracao
maxima do substrato; K, € a constante de Michaelis que representa a concentracdo do
substrato onde a velocidade da reaccao é metade da V. ki € a constante de dissociacéo
do complexo El e ki é a constante de dissociacdo do complexo ESI. Numa inibi¢do néo-
competitiva, k; é igual a ki, o valor de V.« diminui pelo factor de (1+[I]/K;), e o valor de K,
mantém-se constante, cujos valores baixos de K correspondem a complexos ES fortes.
(Arnaut [127]).

A interaccao entre o inibidor (aAl-1) e enzima (PPA) realiza-se através de ligacbes de
hidrogénio entre os residuos cataliticos, ocorrendo a formacéo lenta dos complexos El e
ESI. O processo de inibicdo da enzima pela a-Al ocorre exclusivamente quando a enzima
(PPA) é incubada juntamente com o inibidor antes de ser adicionado o substrato (amido)
com formacdo do complexo enzima-inibidor (El) durante a incubacao (Santimone [123]). Ao
adicionarmos o substrato (S) a reaccao pré-incubada de PPA (enzima, E) e a-Al (inibidor, I),
o complexo ESI é formado néo pela ligacdo do inibidor ao complexo ES, mas a partir da
ligacdo lenta do inibidor a enzima antes da ligacdo rapida do substrato ao complexo El
(Koukiekolo [126]). A hipétese de ataque mdltiplo do inibidor & PPA parece explicar o
comportamento da enzima que permanece ligada apdés o primeiro ataque por parte do
inibidor até surgir uma nova redugdo da cadeia glicosidica, que altera a sua actividade e
liberta as moléculas de maltose antes do complexo enzima-inibidor se dissociar, sendo que

este mecanismo ainda ndo estd completamente explicado (Desseaux [117]).
A 0Al-1 é conhecida como um bloqueador de amido (oligossacarideo complexo), e

vem sendo aplicada em suplementos dietéticos com o intuito de inibir a ac¢cdo da a-amilase
na hidrélise deste em glucose (monossacarideo) (Celleno [9]; Boniglia [10]; Obiro [11]).
Consequentemente, ha diminuicdo dos aguUcares absorvidos pelo organismo ao nivel do
intestino delgado (tanto no Homem como em animais), conferindo propriedades
nutracéuticas, embora limitadas, essencialmente anti-diabéticas e anti-obesidade (Layer
[128]; Le Berre-Anton [112]; Celleno [9]; Chokshi [129]; Obiro [11]).

Com a cocgédo do feijdo, os inibidores de proteases, lectinas e faseolaminas séo
potencialmente inactivados, existindo evidéncias de que permanecera ainda alguma
actividade residual, ndo se sabendo ao certo quanto e quais permanecem activos (Sgarbieri
[41]). A actividade inibitéria da faseolamina sobre a a-amilase pode variar entre os 2,3
(Marzo [104]) e os 9,0 AIU/Kg (Mosca [115]; Boniglia [10]).
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2.4. NIRS - Espectroscopia na Regido Proxima do Inf  ravermelho

A técnica de Espectroscopia na Regido Proxima do Infravermelho (Near Infra-Red
Spectroscopy — NIRS) foi descoberta em 1881, apds a descoberta da radiacdo na regiao
proxima do Infravermelho (NIR) para além da regido do visivel, com o registo de espectros
de compostos organicos que evidenciavam a presenca de atomos de hidrogénio na sua
estrutura (Workman [130]). Desde entdo, esta técnica tem vindo a desenvolver-se desde
meados de 1912, sendo utilizada na determinacdo da humidade atmosférica, andlise do teor
de agua em gelatinas (1938), progredindo até aos combustiveis e 6leos vegetais (1940)
(Burns [131]). Em 1949 a técnica NIRS é aplicada na industria alimentar por Karl Norris da
USDA (United States Department of Agriculture), na classificagdo de ovos (Workman [130]).
Em 1962, o NIRS foi utilizado pela primeira vez em aplicagbes agricolas por Norris, Hart e
Glumbic, com a determinacdo da humidade em extractos de sementes em metanol, e em
1968 a determinacdo da humidade e da concentracdo de proteina em cereais em grao por
Ben-Gera & Norris (Burns [131]; Workman [130]). Em 1966, o NIRS foi utilizado na industria
farmacéutica no estudo das ligacdes de hidrogénio das aminas e amidas, bem como em
analises quantitativas destes grupos funcionais em soluces (Workman [130]). Esta técnica
tem vindo a ser utilizada na determinacao de inUmeros parametros em amostras bioldgicas,
desenvolvendo-se numa técnica espectroscopica de alta precisdo com calculos
computacionais complexos envolvidos em analises multivariadas (Schimleck [132]). Até a
década de sessenta, esta regido do espectro electromagnético raramente foi utilizada por se
considerar conter informacao estrutural irrelevante, como a auséncia de picos definidos,
sobreposicbes multiplas das bandas de absor¢do e combinacdes das vibracdes
moleculares, dificultando a atribuicdo de bandas (Schimleck [132]). No inicio dos anos
setenta comecgou-se a determinar o teor proteico em alimentos. Desde entdo, esta técnica
tem progredido de modo a permitir uma andlise dos mais variados parametros em
simultaneo, como a humidade, lipidos, amido e fibra (Burns [131]).

A técnica NIRS, em relacdo as técnicas de quimica molhada, apresenta inUmeras
vantagens ao nivel da rapidez, confianca e versatilidade, facilidade na preparagdo da
amostra e multiplicidade de determinagces numa Unica operagdo com andlise né&o
destrutiva, podendo ser aplicada na andlise de frutos, vegetais e grdos (Schimleck [132];
Hacisalihoglu [133]). Esta técnica demonstrou ser extremamente importante na &area
nutritiva, devido ao valor econémico dos produtos a ser determinado pelo contetdo proteico
e peso seco, como € o caso do trigo, feijdo e graos. Comparativamente as técnicas de
quimica molhada, estas ultimas sdo menos rentaveis devido aos custos elevados, elevada
producdo de residuos e sua morosidade (Workman [130]). As previsfGes da técnica de NIRS
sdo altamente reprodutiveis, apresentando exactiddo analoga em relacdo aos testes

analiticos de referéncia para cada constituinte em analise, sendo esta a sua maior limitacdo
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técnica, depender de métodos referéncia por vezes menos precisos (Osborne [134];
Hacisalihoglu [133]).

A técnica NIRS insere-se na utilizagdo de um equipamento dispendioso, mas tendo
em conta a rapidez de analise e precisdo dos resultados obtidos, torna-se extremamente
compensatoria devido ao facto de ndo haver dispéndio de tempo e dinheiro associados a

utilizacdo de reagentes quimicos em cada analise.
2.4.1. Origem do espectro NIR

O espectrofotémetro NIR possui uma fonte policromética que envolve a absor¢éo de
frequéncias especificas das transicbes moleculares vibracionais (sobreposicdo e
combinacdo) na amostra (Siesler [134]). A zona espectral corresponde as mdultiplas bandas
de absorgdo que se devem principalmente a transicdo molecular vibracional, resultando em
sobreposi¢céo e combinacdo das vibragdes de deformagdo axial ou estiramento (stretching)
dos grupos funcionais XH, (O-H, N-H, C-H e S-H), encontrando-se compreendida na zona
entre 0s 1200 e os 2500 nm (Siesler [135]; Schimleck [132]; Hacisalihoglu [133]). Esta € a
zona essencial do espectro electromagnético no que respeita a regido NIR, por exemplo
para material biologico, visto que esta ocupa uma gama que varia entre os 800 e 2500 nm
da regido do infravermelho (700-10° nm), como podemos observar na Figura 4 (Siesler
[135]; Schimleck [132]). Se esta zona se encontrar abaixo dos 1200 nm, ocorre uma baixa
absorcdo de bandas, dificultando os registos por reflectancia, enquanto que a acima dos

2500 nm, as bandas tornam-se demasiado intensas (Schimleck [132]).
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Figura 4. Localizacdo das principais bandas de absor¢éo na regido NIR (Osborne [134]).

A sobreposicdo de bandas no espectro deve-se a anarmonicidade da vibracdo de
estiramento. O movimento de estiramento da molécula faz com que esta se desforme a

Y

medida que estica, impedindo-a de regressar a sua posicao original. Este movimento
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representa 10 a 1000 vezes menos intensidade que uma vibragdo fundamental (Siesler
[135]). Como tal, quanto maior for o desvio da vibracéo resultante da ligagdo quimica entre
0s atomos de uma molécula, maior serd a intensidade das bandas de sobreposicao, ou seja,
maior sera a anarmonicidade das ligacdes quimicas entre um atomo mais leve (Hidrogénio)
e um atomo mais pesado (Carbono, Azoto ou Oxigénio) (Osborne [134]; Workman [130]).

A espectroscopia na regido NIR utiliza algoritmos de modo a interpretar os dados
registados de absorvancia das amostras, relacionando a absorvancia da amostra () num
comprimento de onda especifico com a concentracdo do analito, utilizando a lei de Lambert-

Beer:
x=&exdxy

A diferenca entre a transmisséo e a reflexdo deve-se a diferenca do percurso 6ptico
percorrido pela luz. Na regido dos 1100 aos 2500 nm, da-se dispersdo do feixe de luz
fazendo com que este seja incapaz de penetrar em amostras com mais de 1 cm em modo
de transmitancia. Deste modo, grande parte da radiacdo incidente é reflectida, onde
estamos perante uma radiacdo de reflectancia difusa (R) empiricamente relacionada com a
concentracao ()) da substancia na amostra. A absorvancia y pode ser descrita pelo log (1/R)
= ky onde k é o factor que incorpora tanto a absortividade molar (& de cada amostra como o
percurso optico da radiacdo (d), no modo de reflectancia (Figura 5) (Osborne [134]). A
dispersdo da radiacdo oscila consoante as variacdes no conteudo de 4gua, tamanho da
particula e temperatura, fazendo com que quanto maior for a radiacdo absorvida,

consequentemente maior serdo os valores de log (1/R) (Berzaghi [136]).
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Figura 5. Analise de uma amostra de farinha em Reflectancia Difusa (adaptacéo de Osborne [134]).
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A complexidade dos constituintes organicos dos alimentos e amostras bioldgicas
conduz a picos de absorvancia largos, havendo necessidade de recorrer & quimiometria por
regressdes lineares multivariadas (MLR) de modo a calibrar o espectro NIR, relativamente a
composicao quimica, evidenciando uma maior complexidade nos espectros obtidos no NIR

em relagao ao IR (Infravermelho) (Osborne [134]; Hacisalihoglu [133]).

2.4.2. Quimiometria

A gquimiometria € uma aproximagdo matematica aplicada as ciéncias quimicas de
modo a desenvolver um modelo que defina a média e o desvio padréo de cada tipo de
amostra em estudo num espago multidimensional, de modo a testar e identificar
posteriormente o grupo a que uma amostra desconhecida pertence (Osborne [134]). O pré-
tratamento espectral, o aperfeicoamento dos métodos quantitativos e qualitativos a utilizar, a
seleccdo de amostras para o conjunto de calibracdo e validacdo com exclusdo de outliers
sdo procedimentos efectuados a base de quimiometria para robustez do modelo de
calibracdo (Siesler [135]). O desenvolvimento dos modelos de calibracdo no NIRS baseia-se
em quatro passos de calibracao:

- analise das amostras de calibracdo a partir de valores de referéncia de

modo a obtencédo de valores para cada parametro da amostra;

- obtencdo do espectro NIR correspondente a cada calibracdo da amostra;

- determinacdo do modelo matemético entre os espectros NIR e valores de

referéncia correspondentes para cada parametro;

- validacdo da calibragdo com amostras independentes de modo a envolver

ambas as técnicas de referéncia e NIRS, permitindo verificar se ambas
estéo estatisticamente correlacionadas (Burns [131]).

O desenvolvimento de um modelo de calibracdo depende da complexidade dos
espectros criados no NIRS, havendo a necessidade de recorrer a uma série de correcgdes a
base algoritmos para redugédo da complexidade do modelo de calibragcdo, tornando-o mais
linear para uma interpretacdo simplificada (Siesler [135]). De seguida ser&o abordados cada
um dos procedimentos e métodos utilizados na obtengéo dos dados pela técnica de NIRS

através de pré-tratamentos e de analise multivariada.
2.4.2.1. Pré-tratamento espectral
Na pratica, o pré-tratamento facilita o processo de calibracédo reduzindo, eliminando

ou padronizando as variacfes e oscilacdes espectrais provenientes da dispersédo da luz da

amostra e das interaccdes intermoleculares entre componentes, adicionando a distor¢céo
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espectral procedente do hardware do espectrémetro, desde efeitos da nao-linearidade e
ruidos do detector, difusdo da luz e modificacdo dos comprimentos de onda (Siesler [135]).
O pré-tratamento consiste na reducdo de potenciais interferentes como o tamanho
das particulas (por Correc¢do de Difusdo Multiplicativa ou Variacdo de Padrdo Normal),
ruido (smooth), linha de base (detrend) e melhoria da definicdo de picos sobrepostos (por
sistema de derivadas), de modo a nao influenciar a informacao espectral necessaria para a

realizagcdo da andlise preditiva da amostra (Siesler [135]).

2.4.2.1.1. Correccao de Difusdo Multiplicativa

O método de correcgdo de difusdo multiplicativa (Multiplicative Scatter Correction —
MSC) permite a simplificacdo do modelo de calibragdo através de correc¢gBes ao nivel da
dispersdo da luz. Este método é o mais utilizado na normalizacdo das leituras de
reflectancia difusa com mdultiplas variacdes espectrais causadas pela dispersédo da luz em
amostras soélidas ou emulsdes, com inducéo de um determinado erro amostral. O MSC cria
um espectro alvo através da média dos pontos do conjunto de calibracdo, expresso como a
soma da diferenca dos quadrados, entre os dados do espectro transformado e o espectro
alvo, o que permite a utilizacdo de uma regressao linear para estimar os parametros do
espectro a ser corrigido. Desta forma aumenta a linearidade simplificando o modelo
matematico, embora a aplicacdo deste método implique a escolha do espectro alvo mais
apropriado que represente correctamente a composicao da amostra (Siesler [135]; Nicolai

[137]).

2.4.2.1.2. Variagcao de Padréo Normal

A variagdo do padréo normal (Standard Normal Variate — SNV) melhora a preciséo
dos resultados minimizando o erro amostral relativo a diferenga de densidade e tamanho
das particulas da amostra. Desta forma, este algoritmo de normalizacdo assemelha-se ao
modelo MSC, mas ndo permite simplificacdes do modelo matematico nem reducao
significativa das interferéncias sistematicas. O SNV centra cada espectro em torno de zero
por subtrac¢cdo da média, com posterior divisdo de cada sinal pelo desvio padrdo de todo o
espectro, sem requerer uma informacéo adicional quanto ao produto analisado (Siesler
[135]).

2.4.2.1.3. Derivadas

A derivacdo transforma o espectro NIR com o intuito de remocéo de oscilagdes na

linha de base e picos sobrepostos no espectro, permitindo melhorar a resolugdo dos picos
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originais, demonstrando maior eficacia na eliminacdo de efeitos aditivos e dos interferentes
relativos ao didmetro das particulas em relagéo as técnicas SNV e MSC (Nicolai [137]). Um
exemplo de sobreposicéo de picos encontra-se ilustrado na figura 6, com representacao de

espectros sintéticos, mostra-nos a melhoria de resolucao e correcta interpretacao espectral.

4

d’signal
oA?

b ]

wavelength [A]

signal

Figura 6. Melhoria na definicdo espectral através de derivada  s: linha sdlida representa o sinal original
composto por dois picos de curvas Gausseanas sobrepostos, e a tracejado encontra-se a segunda derivada do
sinal original (Siesler [135]).

7

De um modo geral, a primeira derivada € a mais utilizada para esse efeito,
salientando de uma forma mais clara os sinais menos proeminentes no espectro em relagéo
aos de maior intensidade, por amplificacdo do ruido espectral. A segunda derivada sé
devera ser aplicada em regifes restritas, devido a grande intensidade do ruido espectral que
se forma, sendo necessaria a utilizacdo de alguns filtros para alisamento (smoothing) dos
picos (Osborne [134]; Siesler [135]).

Cada derivada remodela o espectro com a transformacdo linear em termos
constantes, onde a segunda derivada tem a capacidade de transformacdo dos picos
mMaximos em minimos e vice-versa.

As derivadas de primeira e segunda ordem s&o as mais indicadas para previsao pelo
modelo PLS (Siesler [135]). O tratamento mateméatico aplicado as derivadas é-nos dado
através de pontos para o célculo da derivada e alisamento dos picos, sendo mais
comumente utilizado o (1, 4, 4, 1), representado pelo sistema (a, b, ¢, d), onde a é a ordem
da derivada, b é o numero de pontos no segmento para calcular a derivada (gap), ¢ é o
segmento de alisamento (smooth) dos picos e d é o segundo alisamento dos picos
(Ferndndez-Ahumada [138]).
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2.4.2.2. Andlise Multivariada

O modelo de regressdo por minimos quadrados parciais (Partial Least Squares -
PLS) e o modelo por regressdo por componentes principais (Principal Component
Regression - PCR) s&o algoritmos de regressédo quantitativos utilizados para dados lineares
(Williams [139]).

O PLS é usado para obter equagfes de calibragdo, indicado para a calibracdo de
amostras complexas e com baixo sinal de interferéncia entre o analito e as caracteristicas
do espectro. Ao contrario do PCR, o PLS inclui toda a informagdo durante os célculos ao
considerar os valores laboratoriais. Ambos os algoritmos detectam interferentes (outliers) na
amostragem global (Burns [131]; Siesler [135]). Os outliers sé&o definidos como amostras
gue apresentam diferencas significativas entre os valores de referéncia e os previstos pela
técnica NIRS (outliers T, com T > 2,5 pelo teste t-student) e distAncia de Mahalanobis (H)
elevada (H > 3) com desvio relativamente ao centro espectral do conjunto de calibracédo
(outliers H) (Gillon [140]).

A desvantagem do PCR centra-se na forma como as varidveis latentes (ou
componentes principais) sdo ordenadas, de acordo com a variancia espectral, onde os
primeiros componentes principais que sdo usados para o modelo de regressdo nao sdo os
mais elucidativos para a calibracdo (Nicolai [137]). O PLS foi introduzido como alternativa a
PCR, por basear-se num numero minimo de variaveis latentes a utilizar para a previsao,
ordenando-as de acordo com a sua relevancia, simplificando o modelo ao nidmero minimo
de variaveis latentes, tendo em conta as variaveis com informac¢do mutua, como € o caso de
dados obtidos a partir de espectros de material biol6gico, onde se verifica uma alta
correlagao entre estas (Nicolai [137]).

O PLS apresenta maior robustez, simplicidade e capacidade de previsdo que o
modelo por PCR, quando o nimero de termos é semelhante, isto é, quando o numero ideal
de factores para os diferentes constituintes minimiza o erro total entre os valores modelados
e de referéncia (erro padrdo da validacdo cruzada — SECV) € o mesmo (Burns [131]; Siesler
[135]). Porém um modelo modificado de regressdo por minimos quadrados parciais,
designado de MPLS, é frequentemente mais estavel e preciso do que o algoritmo padréo.

Um outro modelo, a rede Neuronal Artificial (Artificial Neural Network — ANN) também
tem vindo a ser utilizado como modelo de calibracdo para dados espectrais ndo-lineares
(Nicolai [137]; Williams [139]). A ANN, é constituida por redes neuronais provenientes de
célculos por dispositivos computacionais, torna-se menos acessivel do que as técnicas
lineares, por ser aplicada a uma base de dados extremamente robusta (minimo 2000
amostras), por ser de dificil compreenséo e apresentar maior dificuldade na visualizacéo e

interpretacdo dos resultados (Nicolai [137]; Williams [139]).
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A técnica de NIRS & uma técnica linear, sendo os modelos lineares a base de
algoritmos os mais indicados para esta técnica, por fornecerem aproximacdes lineares por

variaveis latentes para a previsao (Nicolai [137]).

2.4.3. Testes Estatisticos

O modelo calibrado para os parametros em analise permite relacionar os espectros
das amostras com os valores de referéncia obtidos em laboratério, através do varrimento de
novas amostras, que utiliza a calibracdo como referéncia da previsdo. O desempenho dos
modelos de calibracdo é submetido a um processo de validagdo, juntamente com o
processo de previsdo. Esta validacdo consiste primeiramente na avaliacdo das diferencas
espectrais entre os passos de calibracdo e previsdo, seguido do célculo dos parametros
padrdo de modo a corrigir as diferencas estimadas (Burns [131]). O processo de validacéo
pode ser variado. Geralmente os dados séo divididos em dois subconjuntos, de modo a
tornar o modelo mais robusto a variacbes do sistema, operador, condicbes ambientais,
temperatura da amostra: um subgrupo correspondente as amostras usadas na calibracéo e
outro subgrupo de amostras utilizadas na validacdo (validacdo externa). Utiliza-se a
validacao cruzada para a determinacdo do modelo e numero ideal de factores utilizados na
calibracdo, enquanto a validacdo externa geralmente é utilizada para aumentar a robustez
do modelo aplicado (Siesler [135]).

Quando o numero de dados é limitado, recorre-se frequentemente a validacao
cruzada por leave-one-out relativamente as amostras utilizadas na calibracdo. Numa série
de amostras utilizadas na calibracdo, € deixada sempre uma nova amostra de parte até
todas as amostras terem sido excluidas pelo menos uma vez. Assim, realiza-se a previsao
da concentracdo da amostra que nao foi usada na calibracdo, de cada vez que uma nova
amostra é retirada do conjunto de calibracdo. O modelo que prevalece serd aquele que
apresenta um menor erro de validagdo RMSECV (Root Mean Squared Error of Cross
Validation) ou, mais conhecido como SECV (Standard Error of Cross-Validation) (Siesler
[135]). A validag&o externa requer o uso de amostras independentes, isto é, desconhecidas

relativamente ao grupo de calibracdo, sendo utilizada quando o modelo deste é

-

suficientemente robusto (Burns [131]). A qualidade da calibracdo, previsdo e validacéo
determinada principalmente através de testes estatisticos padréo:

- Erro padrdo da calibracdo (SEC) € util para a seleccdo de um conjunto
especifico de comprimentos de onda a usar no desenvolvimento de uma
equacdo de calibracdo. O SEC € o desvio padréo dos residuos obtidos pela
diferenca entre os valores de referéncia (de bancada) e os valores previstos

pelo NIRS a partir da série de dados da calibragédo (Burns [131]).
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- Erro padrdo da previsdo (SEP) é-nos dado através da variabilidade na
diferenca entre os valores previstos e 0s de referéncia quando aplicada
uma equacdo em especifico a série de dados de validacdo, isto é, as
amostras que se encontram fora do conjunto de calibragcdo (Burns [131]).
Em algumas publicagbes o SEP é reportado ao invés do RMSEP (Root
Mean Square Error of Prediction) (Nicolai [137])

- Erro padréo da validagéo cruzada (SECV) é um algoritmo de repeti¢cdo, que
se baseia na variabilidade registada entre a diferenca de valores previstos e
de referéncia quando aplicada uma equagé&o a um subconjunto de dados do
conjunto de calibragdo. O SECV geralmente é utilizado em varias
equacdes, onde aquela equacdo que apresentar o valor mais baixo de
SECV é seleccionada como melhor calibragcdo (Burns [131]).

- O coeficiente de correlacdo ou de determinacdo mdltiplo (R%) permite
determinar a proporcao da variabilidade nos dados de referéncia a partir da
equacdo de regressdo. Quanto maior for a sua aproximagdo a uma
unidade, maior sera a capacidade de modelacdo dos dados dos modelos
de calibracéo (Burns [131]).

- A Bias, definida como a diferenca entre os valores médios previstos e os de
referéncia, permite o célculo de variacdes sistematicas de erros na previsao
e calibracdo através do erro padrédo corrigido pela Bias para a previsdo e
calibracdo, ou seja, SEP(C) e SEC(C), respectivamente (Burns [131];
Siesler [135]).

N&o existe uma regra absoluta que determine o nimero minimo ou maximo de
amostras para calibracdo, dependendo do método padréo utilizado e da complexidade dos
espectros. O uso de modelos de calibragcdo muito robustos, constituidos por centenas a
milhares de dados, € utilizado para prever as varias alteragdes que se poderdo verificar ao
nivel da amostra, o que podera levar a um longo periodo de andlise, requerendo um esforgo
consideravel além de custos elevados e atrasos. O modelo robusto apenas o é para um tipo
de variacdo especifico onde, por exemplo, uma correccdo do sinal multiplicativo pode
eliminar as diferencas entre espectros resultantes do tamanho da particula, mas é incapaz
de corrigir diferencas mais complexas, como é o caso da variagdo da temperatura (Burns
[131)).

A complexidade do modelo espectral aumenta & medida que as amostras divergem
guanto as caracteristicas quimicas em comum. Porém, esta amostragem terd de ser
representativa quanto ao tipo de material, com uma vasta gama de valores de referéncia
(Burns [131]). Na pratica, a exactidao esta correlacionada com a robustez do modelo, visto

que restringe-se a variacdo espectral para obtencdo de uma equacdo de calibracdo mais
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exacta, tendo em conta a variabilidade espectral de modo a obter uma equagdo com
variabilidade espectral estendida e aplica-la a material espectralmente diverso (Gillon [140]).

Na andlise da semente de feijdo, as calibracdes e posteriores previsdes foram
efectuadas utilizando farinha fina, obtida com recurso a moinho. Hermida [141] utilizou
farinha na determinacdo de humidade, amido, proteina e lipidos, enquanto que
Hacisalihoglu [133] efectuou previsdo do teor de proteina, amido e peso em sementes

intactas, sem recorrer a alteragéo fisica da amostra.
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3. Material e Métodos

Neste estudo foram utilizadas amostras de germoplasma de variedades regionais de
feijdo, provenientes da coleccdo do ISOPlexis, cuja prospecc¢éo e recolha foi efectuada junto
dos produtores e posteriormente multiplicadas sob as mesmas condi¢cdes ambientais, no
campo de ensaios (localizagdo 32°39'52” N, 16°55'44” W a 159 m de altitude) da
Universidade da Madeira. Utilizou-se 27 acessos de feijdo, dos quais 20 provieram dos
ensaios agrondmicos de 50 acessos representativos da diversidade de feijdes madeirenses,
com o objectivo de identificar as variedades regionais, e restantes 5 sdo cultivares padréo e
2 cultivares comerciais (feijao Catarino e feijao Preto) (Tabela I). Os padrdes de feijdo
provieram do Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC) da Galiza, e os
comerciais de um supermercado local.

Dos 20 acessos de feijao regional, 17 foram seleccionados por serem as amostras
mais proximas dos centréides de cada cluster varietal identificado no estudo de
caracterizacdo morfoldgica dos recursos genéticos de feijdo comum da regido (Freitas [33]).
Os clusters e agrupamentos obtidos a partir desse estudo separam-se quanto ao tipo de
crescimento (determinado - feijdes andes e indeterminado - feijées de trepar) e por um

conjunto de caracteres morfo-agronémicos.

3.1. Preparacéao das farinhas

As sementes das amostras sofreram um processo de desidratacdo em silica-gel até
possuirem uma humidade relativa inferior a 8%, de acordo com as normas de
IPGRI/Biodiversity International (Hong [142]), de modo a garantir a sua preservagéo no
banco de germoplasma (Rao [143]).

Na preparacdo da amostra para andlise, retirou-se o tegumento e o embrido de 50
sementes com auxilio de um bisturi, triturou-se os cotilédones recorrendo a um moinho de
café e macerou-se num almofariz até a obtencéo de farinha com granulagéo fina (200 mesh
— 74um).

A farinha foi acondicionada em tubos hermeticamente fechados, abrigados da luz e &

temperatura ambiente, até a realizacdo das andlises.
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Phaseolus vulgaris L.) utilizados no estudo.

ISOP Nome Vernacular T_|po Local de recolha Origem
crescimento
00460 Vergalheiro Trepador Santana
00478 Filipe Trepador Santana
00480 Preto Trepador Santana
00505 Corno de Carneiro Trepador Santana
00508 Milheiro Trepador Santana
00534 Vaginha Trepador Santana
00670 Branco Rasteiro Rasteiro S. Vicente
00712 Vaginha Trepador S.Vicente
00713 Vaginha Grossa Trepador S. Vicente
00722 Agores Trepador S. Vicente
Regional

00724 Vermelho Trepador S. Vicente
00726 Vassoura Rasteiro Rasteiro S. Vicente
00731 Rasteiro (Vassoura) Rasteiro Rib. Brava
00743 Feijao Rasteiro S. Vicente
00755 Valinho Trepador Porto Moniz
00757 Feijao Trepador Porto Moniz
00798* Riscado de Vara Trepador Calheta
00828 Amarelo Trepador S.Vicente
00980* Barbinha Trepador Santa Cruz
01944* Manteiga ou Meia Lua Trepador Faial
00876 Contender MBG CODE:PHA-0947 PI CODE: PI- Rasteiro Galiza

474218
00877 Sanilac MBG CODE: PHA-0948 PI CODE: PI- Trepador Galiza

549695
00878 Tendergreen MBG CODE: PHA-0949 Pl CODE: PI- Rasteiro Galiza

549633 Padrao
00879 Pampa MBG CODE: PHA-0950 Pl CODE: PI- Rasteiro Galiza

306156
00880 Boyaca MBG CODE: PHA-0951 PI CODE: PI- Rasteiro Galiza

306156

- Catarino Rasteiro -
Comercial
- Preto Rasteiro -
* Nota: ISOPs utilizados apenas como meio de validagdo da técnica NIRS, ndo fazendo parte do grupo de

centréides regionais previamente estabelecidos, com contribuicdo independente para a base estatistica.
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3.2- Composicao centesimal por método convencional

A analise da composicdo centesimal foi efectuada em triplicado para todos os

parametros analisados no presente estudo.

3.2.1. Humidade relativa

A humidade das farinhas foi determinada utilizando um medidor de humidade Kern
(MRS 120-3), através da desidratacdo de 1 g de peso fresco de amostra (PF) a uma
temperatura situada entre os 100 e 105°C, até a obtencdo de um peso constante (RS -
Residuo Seco) (AOAC 925.10 [144]).

Na equacdo abaixo, o teor de humidade é expresso em matéria seca (MS), cuja
percentagem obtida de perda de peso foi expressa em ¢g/100g de MS (Rao [143]; AOAC
925.10 [144])),

%MS = (PF-RS/RS)*100

onde: PF é o peso fresco da farinha de feijdo; RS é o residuo seco, ou seja, peso da

farinha de feijdo desidratada.

3.2.2. Cinzas

As cinzas foram obtidas por incineragdo de 1 g de amostra em cadinhos de
porcelana (30ml) calcinados a temperatura de 550+10°C num forno Mufla Vulcan (3-550),
durante 5 horas. Arrefeceu-se os cadinhos num exsicador até a temperatura ambiente e
determinou-se gravimetricamente a quantidade de residuo obtido numa balanca analitica
Sartorius (RC 210 P). Os resultados foram expressos em g/100g MS (NP 518:1986 [145]).

3.2.3. Lipidos

A extraccdo da fraccado lipidica da amostra foi realizada ap6s a solubilizagdo do
amido presente em 200 mg de amostra, através do método de Humphreys [146], utilizando
acido perclorico a 7M. O teor de lipidos presente nas farinhas de feijao foi determinado pelo
método gravimétrico de Bligh [97], apds a sua extraccdo numa solucdo de MeOH:CHCI;:H,O
na proporcdo de 2:1:1 (V/VIV), respectivamente, com evaporacdo do cloroférmio numa

estufa a 35°C durante 48h. Os resultados obtidos foram expressos em g/100g MS.
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3.2.4. Acucares soluveis totais

Os acucares soluveis foram extraidos de 100 mg de farinha de feijao, com etanol a
80%, e quantificados pelo método proposto por McCready [147], com adaptagbes segundo
Bailey [89], fazendo reagir os agucares com uma solu¢éo de Antrona a 0,02% (em &cido
sulfarico a 70%). Os extractos foram incubados em banho-maria (100°C, durante 7min), de
modo a provocar a ruptura das ligagbes glicosidicas e desidratagdo dos monomeros de
glicose, com producéo de derivados furfurais. Estes derivados, ao reagirem com a solucdo
de Antrona, produzem uma coloragdo azul-esverdeada, cuja intensidade é determinada no
espectrofotometro UV/Vis (2401 PC, Shimadzu) a 620nm, com software UVProbe. A
quantidade de agucares sollveis na amostra de feijao foi determinada usando uma recta de

calibracdo de glucose (dos 0 aos 100ug/ml) e expressa em g/100g MS.

3.2.5. Amido

Apbs a extraccdo dos aglcares soluveis de 15 mg de amostra com solucao etandlica
a 80%, procede-se a extraccdo acida do amido, adicionando-se HCI a 1,1% ao residuo
obtido por centrifugacdo, com posterior incubacdo em banho-maria (100°C, durante 30min).
O amido é desta forma hidrolisado em glucose no meio acido e na presenga de calor, onde
0s mondémeros de glucose sdo desidratados e convertidos em compostos hidroximetil
furfural. A antrona preparada em acido sulfarico (72%) foi adicionada ao extracto, numa
proporgao de 1:5 (V/V), e incubou-se a mistura novamente em banho-maria a 100°C durante
11min, com obtencdo de um produto com coloragdo esverdeada, produto da reaccédo da
antrona com os furfurais presentes na amostra. O doseamento foi efectuado no
espectrofotdbmetro UV/Vis (2401 PC, Shimadzu) a 630nm com software UVProbe, tendo por
base a recta de calibragdo de amido (0 a 10mg/10ml). O método aplicado foi de Hodge

[148], com os resultados expressos sob a forma de g/100g MS.

3.2.6. Proteina bruta

O teor de proteina bruta foi determinado pelo método Kjeldahl AOAC 945.18-B [149],
digerindo primeiramente 1 g de amostra a 420°C no digestor Velp Scientifica DK 8S Heating
Digester, juntamente com catalisador (sulfato de potassio e selénio), acido sulfarico a 96% e
peréxido de hidrogénio a 35%.

No decorrer da digestdo, o azoto presente na matéria orgénica reage com o acido
sulfurico, libertando carbono sob a forma de CO,4 e o hidrogénio sob a forma de agua (4). O
azoto orgéanico é fixado sob a forma de sulfato de amédnia que, durante a destilacdo, &

neutralizado pela adicdo de base em excesso (NaOH) de modo a converter NH; em NH; (5),
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sendo posteriormente condensada num frasco com solucdo de acido bérico e indicadores
colorimétricos (verde de bromocresol e vermelho de metilo) para ser titulado com uma
solucdo de HCI (0,2N) e quantificado (6), no aparelho de destilacdo e titulagdo da Velp
Scientifica UDK 152 (Corporation [150]).

N orgénico + H,SO4 — (NH,4),SO,4 + H,O + CO,4 + outros produtos (4)
(NH4),SO, + 2NaOH — 2NH3 + Na,SO, + 2H,0 (5)

NH3 + H3803 — NH4+ + HQBO_g (6)

A concentracéo de proteina bruta foi expressa em g/100g MS, apds a converséo de

azoto presente na farinha multiplicando-o pelo factor 6,25.

3.2.7. Minerais

O conteudo de minerais foi determinado no laboratério de Analises de Solos e
Plantas (DRADR/DSLAA, Camacha).

3.2.6.1- Determinacéo Azoto
O azoto foi determinado por digestdo em acido sulftrico, com deteccdo/quantificacao
por colorimetria (Skalar Sanplus System). Os resultados foram expressos em ¢g/100g MS
(Temminghoff [151]).
3.2.6.2- Determinacédo do Fésforo e Boro
As cinzas, obtidas num forno Furnace Termolyne Type 48000, foram solubilizadas
em acido cloridrico para o Fosforo, ou &cido sulfarico tratando-se do Boro, com posterior
deteccao/quantificagdo por colorimetria (Skalar Sanplus System). Os resultados foram
apresentados sob a forma de g/100g MS (Temminghoff [151]).
3.2.6.4- Determinacao do Calcio, Magnésio, Ferro, C  obre, Zinco, Manganés e Potassio
Solubilizacdo das cinzas em &cido cloridrico com posterior detec¢ao/quantificacao

por Espectroscopia de Absorcdo Atdmica (Perkin Elmer Instruments, AAnalyst 800). Os

resultados foram apresentados sob a forma de g/100g MS (Temminghoff [151]).
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3.3. Composicao centesimal por NIRS

Os espectros dos parametros de composicdo centesimal (Residuo Seco, Proteina,
Lipidos, Acucares solaveis, Amido, Cinzas e Minerais) foram determinados no FOSS
NIRSystems 5000. O aparelho operou em modo de reflectancia num intervalo espectral de
1100-2500 nm, com leitura de dados a cada 2 nm para a criagdo de espectros com 700
pontos. Todas as amostras foram analisadas em triplicado. A andlise das farinhas foi
efectuada recorrendo ao software WINISI IlI, versdo 1.5, com registo dos valores de
absorvancia como log1/R, onde R é a reflectancia da amostra. Apds obteng&o dos espectros
NIR, efectuou-se o pré-tratamento espectral baseado na correcgdo por SNV, MSC e por
detrend na criagdo de modelos por regressdo PLS e MPLS, usando a 12 derivada do
espectro e o numero de factores utilizados por esta técnica para calibragcdo do modelo. O
desempenho das diferentes calibracdes foi avaliado por SEC (com valor de T (cross
validation residuals) fixo a 2,5 e valor de H fixo a 10,0), SECV e R? para o conjunto de

calibracdo. No conjunto de validac&o usou-se o SEP, R? e Bias.

3.4. Faseolamina (inibicdo da PPA)

A actividade catalitica da a-amilase (Amilase Pancreéatica Suina Tipo I-A, 27mg
proteina/ml, 1325 U/mg, Sigma), ou da PPA, foi determinada na presenca e auséncia de
extracto de feijdo. Os resultados foram utilizados para determinar a presenca e a actividade
inibitéria da faseolamina nos extractos de feijao. A a-AMS ou PPA hidrolisa o amido em
acucares redutores, essencialmente a maltose. A quantidade de maltose libertada depende

da concentracdo de enzima na amostra.

Amido 0 17"5 - Maltose+ Maltotriose+ Dextrina

Uma recta padrdo da maltose foi construida e, utilizada para proceder ao calculo da
actividade da a-AMS, considerando uma unidade de actividade catalitica a quantidade de
enzima necessaria para promover a libertacdo de 1 pumol de grupos redutores (calculados
como maltose)/min a partir do amido solGvel, a temperatura de 37°C, pH 7,0 e na auséncia
de inibidores.

O extracto de feijdo foi obtido a partir de 1g de amostra em farinha dissolvida em
10ml de &gua destilada, durante 12h a 4°C, sob agitagdo magnética com posterior
centrifugacdo a 7000 rpm para separacdo do sobrenadante (Makkar [152]). A accgédo
inibidora do extracto sobre a actividade da a-AMS foi determinada pela variacdo na
formacdo do complexo entre a maltose e o &cido 3,5-dinitrosalicilico, usando 0,50 ml de

amido soluvel a 1% como substrato (Bernfeld [153]; Makkar [152]). A maltose produzida pela
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accdo da a-AMS, reage com o &cido 3,5-dinitrosalicilico reduzindo-o o &cido
nitroaminosalicilico, produto com uma coloragéo castanho-alaranjada.

O extracto de semente de feijdo foi avaliado quanto a sua capacidade de inibitéria
sobre a a-AMS, pela diferenca entre a actividade da enzima na auséncia (controle da
enzima) e presenca do inibidor (teste de inibicAo com extracto), apés 30 min de incubagédo a
temperatura de 37°C. Dois brancos foram utilizados: um com extracto na auséncia da
enzima (branco de inibicdo) para despiste da actividade das amilases endégenas do
extracto; e outro apenas com tampao fosfato (0,2 M) (branco da enzima), para subtrair as
leituras a cor residual da mistura reagente (Makkar [152]). A percentagem de inibi¢cdo foi
calculada, através da formula,

_100-(Ti—Bi)
~ Ce-Be

| x100

onde Ti € o teste de inibicdo (0,25 ml tampéao fosfato (0,2 M) + 0,25 ml PPA + 0,25 ml
extracto de feijao); Bi € o branco de inibicdo (0,25 ml tampdao fosfato (0,2 M) + 0,25 ml
extracto de feijao); Ce é o controle da enzima (0,25 ml tampé&o fosfato (0,2 M) + 0,25 ml
PPA) e Be é o branco da enzima (0,25 ml tampé&o fosfato (0,2 M)).

Na modelacdo da actividade da PPA, variou-se a concentracdo de amido e a
guantidade de extracto de feijdo, com porcdo de PPA constante (0,25 ml) em quatro
conjuntos de teste de inibic&o (Ti):

Ti (1): SO1 101, SO1 102, SO1 103

Ti (2): SO03 101, S03 102, S03 103

Ti (3): S06 101, S06 102, S06 103

Estes testes foram incubados a 37°C, durante 30 min trés conjuntos de testes de
inibicdo (Ti) cada, com o volume respectivamente de 0,10 (101), 0,20 (I102) e 0,30 (I03) de
extracto de feijao, e um branco de enzima (Be). Apds 30 min incubacdo do Ti e Be
adicionou-se 0,5 ml de amido a 0,292 mM para o Be e 0,1 mM (S01), 0,3 mM (S03) e 0,6
mM (S06) a cada conjunto de inibicdo (Ti) e deixou-se reagir, durante 30 min. Adicionou-se
2ml de DNSC, incubou-se em banho-maria a 100°C, durante 10 min e arrefeceu-se num
banho de gelo, durante 5 min. Adicionou-se 10 ml de &gua destilada e determinou-se a
absorvancia da mistura reagente, contra o Be, nos 540 nm, tendo por base a recta de
calibragéo da maltose (0 a 0,100 mg/ml).

A solucdo enzimatica de PPA foi preparada diariamente em tampé&o fosfato (0,2 M;
pH = 7,0) e pré-incubada, durante 3 min a temperatura de 37°C, antes do inicio da
experiéncia.

Todos os ensaios (Ti, Bi, Ce e Be) foram realizados em duplicado para o célculo da
inibicdo expressa em “percentagem média de inibi¢do” + “desvio padrao dos resultados para
Ti".
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3.5. Tratamento e andlise estatistica dos resultado s

Na analise dos dados obtidos em laboratorio para todos os parametros em estudo,
recorreu-se a testes estatisticos calculados a partir de programas IBM SPSS Statistics
(Statistical Package for the Social Science) versédo 19.0 for Windows, MVSP (Multi-Variate
Statistical Package) versao 3.1 for Windows e SigmaPlot versdo 11.0 for Windows.

As andlises descritivas para cada parametro e respectivas amostras foram
calculadas, testando-se a linearidade relativamente aos dados através do teste néo-
paramétrico de Kolmogorov-Smirnov. Utilizou-se One-Way Anova com testes F para a
andlise de variancia e Tukey HSD para analise de médias ao nivel de significancia de 5% de
probabilidade, bem como correlacdes por Pearson para detectar a existéncia de
associacOes entre as variaveis analisadas. A andlise multivariada por PCA (Principal
Components Analysis) foi realizada para determinar a disposicao espacial das amostras e
detectar a existéncia de clusters, utilizando Kaiser’s rule e transformacéo logaritmica log e. A
analise discriminante por SPSS foi utilizada para avaliar os grupos obtidos, utilizando o
coeficiente de Fisher, a distancia de Mahalanobis, a identificacdo leave-one-out e funcbes
Wilks’ lambda, para avaliacdo da significancia da funcéo discriminante.

Para a andlise estatistica dos dados obtidos por previsdo pela técnica NIRS, foram
utilizados testes do software WinISl 1l v1.5 do equipamento FOSS NIRSystems 5000.

A analise cinética foi abordada pelo programa SigmaPlot v.11 com extencdo em
farmacologia para a construcdo de gréficos lineares na determinagdo do tipo de inibicao
presente, através da criacdo de modelos de inibicdo Michaelis-Menten pelo médulo de

Cinética Enzimatica.
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4. Resultados e Discussao

O principal objectivo deste trabalho consistiu na avaliagdo nutricional dos recursos
genéticos de 17 variedades regionais de feijdo comum. Para tal, um total de 24 acessos foi
avaliado, dos quais 17 foram seleccionados por serem o0s centroides das variedades
regionais, previamente identificadas por Freitas [33], 5 cultivares padrdo provenientes da
Galiza e 2 comerciais. Utilizou-se 3 acessos adicionais (00798, 00980 e 01944) para
validacdo na técnica de NIRS, com contribuicdo independente para a base estatistica,
perfazendo-se um total de 27 acessos em estudo (Tabela I).

Para uma maior facilidade da leitura, os resultados e a discussdo encontram-se
divididos em quatro partes, iniciando-se com a abordagem dos resultados das propriedades
nutricionais do feijao (residuo seco, proteina bruta, lipidos, acUcares sollveis, amido, cinzas
e minerais) obtidos pelas técnicas analiticas convencionais de quimica molhada, seguindo-
se como segunda fase andlise e discussdo dos resultados da previsdo dos parametros
nutritivos obtidos pela técnica NIRS, comparando-se os resultados desta técnica com as
técnicas convencionais utilizadas. Numa terceira fase insere-se o estudo da faseolamina
como parametro bioquimico anti-nutricional, finalizando-se com andlise estatistica dos
resultados por comparacdo multipla e andlise de variancia dos parametros nutricionais e

anti-nutricionais.

4.1. Propriedades nutricionais da semente do feijao comum

O estudo das propriedades nutricionais de feijdo (proteina bruta, lipidos, agucares
soluveis, amido, cinzas e minerais) refere-se aos dados obtidos pelas técnicas analiticas

convencionais por quimica molhada.

4.1.1. Variacao dos parametros nutricionais nas sem  entes de feijao comum

Os parametros nutricionais sédo obtidos pela primeira vez para variedades regionais
de feijdo comum, uma das mais importantes culturas horticulas da RAM. Os dados obtidos,
seguidamente apresentados, referem-se as técnicas analiticas convencionais por quimica
molhada, cujos teores encontram-se representados em peso por 100 gramas de matéria
seca, ou seja, em g/100g MS ou mg/100g MS.

O estudo das propriedades nutricionais foi realizado através da analise dos teores de
residuo seco, proteina bruta, lipidos, aclUcares soluveis, amido, cinzas e minerais dos 24
acessos de feijdo e do conjunto de validagdo NIRS (Tabela I). O conjunto de validacdo é
representado por 3 acessos regionais, de regeneracfes distintas, sendo desta forma

independente do grupo dos 17 acessos regionais em estudo. Este conjunto actua apenas
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como um elemento de avaliacdo da constru¢cdo do modelo de calibragédo por PLS na técnica
NIRS (ponto 4.2.), como amostras externas ao sistema, com contribuicdo independente para
a base estatistica. Na Tabela Il, encontram-se os valores médios essencialmente referentes
a composicao centesimal individual dos 24 ISOPs em estudo e conjunto de validacdo no

NIRS, determinados por quimica molhada.

Tabela Il. Valores médios dos ISOPs por parametro dete  rminados por quimica molhada (g/100g MS).

Parametro
Agupares Amido Cinzas Lipid_os Proteina Residuo
sop sollveis totais bruta Seco
00460 3,73+0,08 37,22+1,98 | 4,74+0,16 2,32 £0,60 27,21 +0,07 90,84 £ 0,82
00478 3,11+ 0,03 42,71 £0,18 4,61 +£0,01 2,07 +£0,19 24,41 +0,16 90,13 + 3,57
00480 4,02 £0,02 37,83+3,56 | 5,32+0,02 2,86 + 0,09 20,13+ 0,04 91,68 +1,44
00505 4,45 + 0,03 37,39+3,76 | 5,36 +0,05 2,34 £0,34 24,02 £ 0,06 91,55 + 0,40
00508 3,82 £0,07 39,95+1,47 | 4,65+0,00 2,42 £0,08 21,57 £0,03 89,19 +0,21
00534 3,59 £ 0,04 42,67 +1,46 | 4,61+0,02 1,61+0,10 20,04 +0,28 89,60 * 2,45
00670 4,73 £0,03 49,06 + 3,63 | 4,07 +0,04 1,64 +0,31 19,30+0,24 92,63 + 0,49
) 00712 5,35+ 0,02 52,65+ 2,18 4,54 +0,01 2,09 £ 0,22 18,55 +0,17 92,74 +0,11
g 00713 2,97 £0,09 36,00 +2,10 | 4,97 +0,03 1,60 +0,23 23,33+0,10 9135+0,16
§ 00722 3,27 £0,07 40,42 +0,31 | 4,40+0,02 1,57 +0,54 20,02 +0,16 91,07 £0,95
00724 3,99 £ 0,09 42,36 +1,81 | 5,55+0,03 1,44 +0,16 29,69 + 0,06 93,55 0,51
00726 4,44 +0,32 41,99+3,81 | 4,82+0,08 1,80 + 0,36 21,51+0,12 90,90 + 0,14
00731 4,31 +0,07 35,34+1,82 | 4,86 +0,02 1,97 £ 0,45 20,87 +0,24 92,20+1,21
00743 4,30 £0,24 26,91+1,48 | 3,82+0,03 2,40 £0,25 21,67 +0,21 92,64 £1,22
00755 3,44 £ 0,03 4551 +3,16 | 4,36 +0,01 2,06 £0,14 25,76 +£0,10 92,42 £ 0,26
00757 3,80 £ 0,05 29,33+0,88 | 4,43+0,05 2,03 +£0,06 22,49 +0,04 91,94 +1,09
00828 4,80+0,11 35,73+0,89 | 4,54+0,02 1,48 + 0,27 23,47 £ 0,09 91,61 +0,16
00876 4,13 +0,10 46,98 +3,48 | 4,10+0,04 1,90 + 0,06 19,24 +0,36 92,65 1,01
" 00877 3,567 £0,06 45,14 +2,35 | 4,66+0,11 2,10 £0,12 22,30 +0,15 92,87 £,018
é 00878 3,70 £ 0,04 23,40+0,45 | 4,79+0,02 2,12 +0,32 23,33+0,17 91,02 + 0,82
g 00879 3,30 £ 0,08 46,33+1,50 | 5,43+0,03 1,57 £0,29 24,95 + 0,05 90,05 +1,30
00880 4,63 +0,09 47,10+1,93 | 4,96 +0,16 2,22 £0,20 20,49 +£0,20 89,81+ 0,88
Catarino 4,19 + 0,07 30,08 +3,57 | 4,89+0,01 1,69 +0,76 20,58 £ 0,50 92,75 + 0,46
Z)' Preto 3,82 +0,09 38,30+1,94 | 5,67+0,01 2,06 + 0,29 23,93+ 0,09 92,07 £ 0,66
) 00798 5,18 £ 0,09 33,66 +2,01 | 4,88+0,02 1,48 + 0,03 27,13 +0,37 89,50 £ 1,74
g’ 00980 5,51 +0,26 28,27 +0,62 | 524+0,04 1,26 + 0,05 24,24 + 0,36 89,26 + 1,49
z 01944 4,12 +0,34 29,83+3,26 | 5,19+0,03 0,95 £ 0,04 24,73 +0,10 89,36 +1,76

Nota: valores apresentados em matéria seca sob a fo rma de média *+ desvio padrao de trés determinacdes
independentes.

*C. — ISOPs comerciais.

*NIRS — Conjunto de validagcdo do modelo de calibrag  ao por PLS na técnica NIRS (ponto 4.2.), n&o fazendo parte
do grupo de centréides regionais previamente estabe lecidos, com contribuicdo independente para a base

estatistica.
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As Tabelas Ill e V apresentam os valores médios e a variacdo sumaria dos
parametros nutricionais e minerais, em teor de matéria seca (MS). Em termos médios, o
feijdo contém um teor de 3,98 g/100g MS em agucares soluveis, 39,60 g/100g MS de amido,
4,76 g/100g MS de cinzas, 1,97 g/100g de lipidos, 22,45 g/100g de proteina e 91,55 g/100g
de residuo seco (Tabela III).

Tabela Ill. Analise descritiva da composicao centesimal do feij ao comum (g/100g MS de farinha)

,Piarémetros Agﬂ,car_es Amido Cinzas Lipidps Proteina Residuo
Estatistica soluveis totais bruta Seco
N 24 24 24 24 24 24

Média 3,98 39,60 4,76 1,97 22,45 91,55
Erro Padrao 0,12 1,47 0,10 0,07 0,55 0,24
Moda 2,97 23,40 3,82 1,44 18,55 89,19
Desvio Padréo 0,58 7,21 0,47 0,36 2,70 1,18
Variancia 0,34 51,98 0,22 0,13 7,31 1,39
Minimo 2,97 23,40 3,82 1,44 18,55 89,19
Maximo 5,35 52,65 5,67 2,86 29,69 93,55
Variacéo 2,38 29,25 1,86 1,42 11,14 4,36

N — nimero de amostras em triplicado

Ao considerarmos um agrupamento das variedades de feijado de acordo com a sua
origem ou de acordo com o seu tipo de crescimento, conseguimos observar alterac6es na

sua constituicdo nutricional (Tabela IV).

Tabela IV. Composicéo centesimal média do feijdo comum em agrupamentos distintos, em MS de farinha .
Grupos Agugares Amido Cinzas Lipidos Proteina Residuo
Soluveis totais bruta Seco

Feijao total 3,98 + 0,58 39,60+7,21 | 4,76+0,47 | 1,97+0,36 | 22,45+2,70 | 91,55+1,18
Feijao c omercial 4,01 0,26 34,19+581 | 5,28+055 | 1,87+0,26 | 22,25+2,37 | 92,41 +0,48
Cultivares padréo 3,86+0,52 | 41,79+10,31 | 4,79+0,48 | 1,98+0,26 | 22,06+2,26 | 91,28 +1,43
Feijao r egional 4,01+0,64 | 39,59+6,39 | 469+045 | 1,98+0,40 | 22,59+2,97 | 91,53+1,16
Regional rasteiro 445+0,20 | 38,33+945 | 4,39+0,53 | 1,95+0,33 | 20,84+1,08 | 92,09 +£0,82
Regional trepador 3,87 +0,68 39,98+561 | 4,78+0,40 | 1,99+0,43 | 23,13+3,18 | 91,36 +1,23

Agrupando todas as variedades de feijdo quanto ao tipo de crescimento, o feijao

trepador possui em média um teor proteico superior (23,13 g/100g MS) e um menor teor em
acucares solaveis (3,87 g/100g MS) relativamente ao feijao rasteiro (20,84 g/100g MS e 4,45
0/100g MS, respectivamente). Quanto ao agrupamento das variedades de feijao regional,
comercial e padrdo em conjuntos distintos, houve uma maior variagdo no teor de amido e

cinzas para o feijdo comercial relativamente ao regional e ao padrao (Tabela IV).
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O teor de cinzas é constituido por elementos minerais, cuja determinacdo média da
sua composi¢ao encontra-se representada por cinco macro e cinco micronutrientes (Anexo
2). O feijdo contém um teor médio em azoto com 3,50 g/100g MS, fésforo com 0,43 g/100g
MS, potéssio com 1,57 g/100g MS, célcio com 0,02 g/100g MS e magnésio com 0,16 g/100g
MS como macronutrientes. O feijdo contribui igualmente em micronutrientes como o ferro
com 6,33 mg/100g MS, cobre com 1,13 mg/100g MS, zinco com 3,14 mg/100g MS,
manganés com 1,54 mg/100g MS e em boro com 1,60 mg/100g MS (Tabela V).

Tabela V. Analise descritiva da composi¢do mineral do feijao comum em MS de farinha.

Macronutrientes (g/100g) Micronutrientes (mg/100g)
Estatistica Azoto Fosforo Potassio Calcio | Magnésio Ferro Cobre Zinco Manganés Boro
N 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24
Média 3,59 0,43 1,57 0,02 0,16 6,33 1,13 3,14 1,54 1,60
Erro Padrédo 0,10 0,01 0,02 0,00 0,00 0,24 0,03 0,10 0,12 0,04
Moda 3,67 0,43 1,55 0,02 0,17 6,00 1,00 3,10 1,50 1,70
Desvio Padréo 0,47 0,06 0,11 0,00 0,02 1,20 0,15 0,55 0,57 0,21
Variancia 0,22 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Minimo 3,00 0,30 1,30 0,01 0,12 4,50 0,90 2,30 0,90 1,20
Méaximo 4,83 0,58 1,80 0,02 0,18 10,00 1,40 5,00 3,80 2,00
Variagéo 1,83 0,28 0,50 0,10 0,06 5,50 0,50 2,70 2,90 0,80

N — nimero de amostras em triplicado

A cultivar regional apresenta um maior teor em azoto, contribuindo para um maior
teor em proteina bruta relativamente as cultivares comerciais e padrdes. Os feijoes
pertencentes a variedade comercial apresentaram um maior teor em ferro do que os
restantes padrfes e regionais. O feijdo trepador possuiu, em média, um maior teor em
azoto, potassio, ferro, cobre e manganés do que o feijéo rasteiro (Tabela VI).

O contetdo nutricional em MS variou entre os 18,55 e os 29,69 g/100g para a
proteina bruta, entre os 23,40 e os 52,65 g/100g para o amido, entre os 2,97 e os 5,35
0/100g para os agucares soluveis, entre os 1,44 e os 2,86 g/100g para lipidos totais e entre
0s 3,82 e 0s 5,67 g/100g para as cinzas. O amido e a proteina bruta foram os parametros
nutricionais que apresentaram uma maior variancia entre os 24 ISOPs, com uma variagao
relativa nos 29,25 g/100g MS e nos 11,14 g/100g MS, respectivamente (Tabela Ill).

Quanto a macronutrientes, o conteudo mineral variou entre os 3,00 e os 4,83 g/100g
MS em azoto, entre os 0,30 e os 0,58 g/100g MS em fosforo, entre os 1,30 e os 1,80 g/100g
MS em potassio, entre os 0,01 e os 0,02 g/100g MS em célcio, entre os 0,12 e os 0,18
0/100g MS em magnésio. Micronutrientes como o ferro situaram-se entre os 4,50 e os 10,00
mg/100g MS, o cobre entre os 0,90 e os 1,40 mg/100g MS, o zinco entre os 2,30 e os 5,00
mg/100g MS, o manganés entre os 0,90 e os 3,80 mg/100g MS e o boro entre os 1,20 e os
2,00 mg/100g MS (Tabela V).
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Tabela VI. Composi¢cdo mineral média do feijao comum em agrupam entos distintos, em MS de farinha.

Macronutrientes (g/100g)

Grupos Azoto Foésforo Potassio Célcio Magnésio
Feijao total 3,569 +0,47 0,43 +0,06 1,57 £0,11 0,02 + 0,00 0,16 £ 0,02
Feijao c omercial 3,25 +0,35 0,47 £0,07 1,65+0,14 0,02 £0,00 0,17 £0,02
Cultivares padréo 3,60 +0,38 0,48 £ 0,07 1,56 £0,15 0,01+£0,01 0,16 £0,02
Feijao r egional 3,62 £0,51 0,41 +0,05 1,56 £0,10 0,02 £ 0,00 0,16 £0,01
Regional rasteiro 3,52 +0,45 0,44 +0,06 1,56 £ 0,15 0,02 +0,01 0,17 +£0,01
Regional trepador 3,63+0,49 0,42 +0,07 1,57 £0,09 0,02 + 0,00 0,16 £ 0,02

Micronutrientes (mg/100g)
Grupos Ferro Cobre Zinco Manganés Boro

Feijao total 6,33 +0,00 1,13 +£0,00 3,14 + 0,00 1,54 £0,00 1,60+0,00
Feijao c omercial 7,00 £0,00 1,05 £ 0,00 2,90 £0,00 1,55 +0,00 1,70 £ 0,00
Cultivares padréo 5,40 +0,00 1,06 + 0,00 3,56 + 0,00 2,26 +0,00 1,60+0,00
Feijéo r egional 6,52 + 0,00 1,16 + 0,00 3,02 + 0,00 1,33+0,00 1,64 +0,00
Regional rasteiro 5,90 + 0,00 1,07 £0,00 3,12 £ 0,00 1,51 +0,00 1,64 £0,00
Regio nal trepador 6,64 £ 0,00 1,17 £0,00 3,12 + 0,00 1,56 £ 0,00 1,64 £0,00

Estudos sobre o valor nutricional do Phaseolus vulgaris demonstram que este pode
apresentar diferengas entre as variedades. Factores como variedade vegetal, hormonas,
temperatura, solo e adubagao (nutrientes) podem influenciar directamente a composicéo
centesimal do feijao (Mandal [62]; Kokuszka [76]). Para evitar a influéncia destes factores, e
cingir a variagdo dos parametros nutricionais apenas a origem varietal das amostras, todos
0s ISOPs utilizados neste estudo foram multiplicados nas mesmas condigdes no campo de
ensaios, minimizando a interferéncia ambiental no desenvolvimento das amostras. Como as
amostras se desenvolveram nas mesmas condi¢des, as diferengas observadas nos
parametros nutricionais entre ISOPs nao deverao resultar de factores ambientais, mas sim

das propriedades genéticas inerentes a cada amostra (Mandal [62]; Kokuszka [76]).

4.1.1.1. Residuo Seco

O residuo seco € o primeiro parametro de qualidade da semente de feijdo. A amostra
de feijao foi desidratada em silica gel, segundo as normas de IPGRI/Biodiversity
International (Hong [142]), de modo a controlar o teor de humidade na semente. A humidade
representa o teor de dgua presente na semente, sob a forma livre ou ligada aos hidratos de
carbono e proteinas. Apds este processo, a semente devera ter uma humidade relativa
inferior a 8%, sendo permitido um maximo de 12% de humidade, e um residuo seco superior
a 92%, sendo admitido até um minimo de 88% (Hong [142]).

Este pardmetro indica-nos o indice de humidade presente na amostra, servindo de

controlo da taxa de deterioragéo das sementes e preservacao do material de propagagéo no
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banco de germoplasma, dado que a presenca de 4gua afecta a sua conservacdo (Rao
[143]). Por outro lado, este parametro € tido em consideragdo na avaliagdo nutricional da
semente, através da conversdao dos dados em matéria seca. Os dados da amostra,
convertida em residuo seco, € contabilizada tendo em conta apenas a amostra desidratada.

O valor da matéria seca da amostra foi determinado, através da desidratacdo de 1g
de amostra, obtendo-se um valor médio de 91,55 g/100g MS, ou seja, 91,55 g de matéria
seca/100g de farinha (Tabela Ill). Os valores obtidos para as amostras analisadas variaram
entre os 89,19 e os 93,55 g/100g MS. De acordo com Hong [142], as amostras em analise
encontravam-se em bom estado de conservagdo, mantendo a sua qualidade durante a
conservacao no banco.

O valor de 89,00 ¢g/100g MS corresponde aproximadamente aos ISOPs 00508,
00534 e 00880 com menor teor de MS (Tabela Il), indicando que possuem uma maior
propor¢cdo de dgua na sua constituicdo. Este valor encontra-se em concordancia com Eyaru
[83]), que apresentou teor idéntico no estudo da digestibilidade no feijdo comum vermelho.
O maximo de 93,55 g/100g MS foi registado para o ISOP 00724. De um modo geral, o teor
de matéria seca registado nos ISOPs em estudo encontra-se em consonancia com a
literatura, embora os valores obtidos sejam mais elevados relativamente a alguns autores.
Rodifio [7] e Rodifio [16] utilizaram feijdo comum portugués com um teor de MS que variou
entre os 86,00 g/100g e os 90,00 g/100g MS, mostrando-se inferior aos registados (Tabela
[l). De igual forma, Shimelis [12] e Shimelis [68] apresentaram valores inferiores aos
registados, entre os 88,61 g/100g e os 91,00 g/100g MS para o feijdo comum africano.
Sawazaki [82] obteve um valor substancialmente mais baixo que o registado no presente
trabalho e relativamente a outros autores, num estudo do feijdo comum durante o
armazenamento, com a MS a variar entre os 85,9 g/100g e os 87,3 g/100g MS. Apenas
Onwuliri [67] apresentaram valores superiores de MS do feijdo, em relagdo a este trabalho,
situados entre os 95,58 g/100g e 95,77 g/100g MS. Aparentemente, a origem das amostras
ou variedades e as formas de armazenamento do feijdo comum influenciam o r4cio final
entre a matéria seca e o teor de humidade das sementes.

A matéria seca ou residuo seco das amostras de feijdo foi utilizada em vertentes
distintas do estudo das variedades regionais de feijdo: na analise nutricional que englobou a
determinacdo do teor dos parametros nutricionais da composicdo da semente, incluindo o

teor de cinzas com a respectiva analise de minerais.
4.1.1.2. Hidratos de Carbono
O amido e glicidos (hidratos de carbono) sollveis, para além das fibras, constituem

pouco mais de 50% da composi¢do bioquimica ou nutricional do feijdo. A percentagem de
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amido no feijdo situa-se perto dos 42%, enquanto que os hidratos de carbono sollveis

(glucose) atinge apenas os 5% (Kozlowska [76]; Altamirano-Hernandez [94]).

4.1.1.2.1. Amido

O teor médio de amido nos feijdes analisados é de 39,60 g/100g MS, variando entre
0s 23,40 g/100g MS e os 52,65 g/100g MS (Tabela Ill), cujo teor minimo equivale ao acesso
00878 e 0 maximo ao acesso 00712 (Tabela Il). Comparativamente com outros parametros
da composicdo centesimal, este foi aquele que apresentou maior variagdo entre ISOPs
(Tabela lll).

Confrontando os resultados obtidos para o amido com dados bibliogréficos, detecta-
se alguma consisténcia, muito embora os valores médios de amido sejam inferiores aos
valores da literatura. Granito [5] obteve um teor médio de 37,06 g/100g MS de amido em
farinha de feijdo, consistente com o teor médio obtido neste trabalho. Eyaru [83] relatou um
teor médio de amido a rondar os 41,6 g/100g MS, num estudo sobre a digestibilidade do
amido em feijdo comum. Rodifio [7] e Rodifio [16] registaram valores médios de amido em
acessos portugueses e ibéricos, situados nos 41,75 ¢g/100g MS e 44,8 ¢g/100g MS,
respectivamente.

Composicdes mais elevadas de amido foram obtidas por Pujola [3], no estudo da
composicao proteica e amido em feijdo comum, e por Kozlowska [76], no estudo do valor
nutricional de feijao preto, com valores de 48,35 e 55 g/100g MS, respectivamente.

Da bibliografia consultada, apenas Sawazaki [82] apresentou valores de amido
inferiores ao valor minimo obtido, com 24 g/100g MS, num estudo sobre as alteracdes da
semente de feijao durante o armazenamento.

Tendo em conta a metodologia adoptada para a determinacdo de amido neste
estudo, constata-se que o método de Hodge [148] mostrou grande sensibilidade na
guantificacdo colorimétrica do amido, com a utilizacdo do reagente de antrona, segundo
Dreywood [93]. Este método mostrou-se relativamente sensivel, rapido e menos dispendioso
comparativamente com técnicas cromatograficas por HPLC (High-Performance Liquid

Chromatography) utilizada por Pujola [3] ou enzimaticas por Eyaru [83].
4.1.1.2.2. Agucares sollveis

Quanto aos acucares sollveis nos ISOPs analisados, apresentaram um valor médio
de 3,98 ¢g/100g MS, variando entre os 2,97 e os 5,35 ¢g/100g MS, com teor minimo para o

ISOP 00713 e maximo para o ISOP 00712 (Tabela Ill). O teor médio de aclUcares nos

acessos de feijdo em estudo encontra-se ligeiramente acima aos valores obtidos por
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Altamirano-Hernandez [94] com 3,63 ¢g/100g MS num estudo sobre a influéncia dos
acucares soluveis na qualidade do feijdo comum.

Em regra geral, os valores de referéncia para os agucares sollveis sao ligeiramente
superiores aos obtidos neste estudo, por exemplo Rodifio [16] obteve teores entre os 3,8 e
0s 6,5 g/100g MS, Rodifo [7] entre 4,19 e 6,20 g/100g MS e Sawazaki [82] entre 6,30 e 6,60
0/100g MS. Kozlowska [76] registou uma maior variagdo nos valores de hidratos de carbono
solluveis em leguminosas, entre 2,0 e 9,6 g/100g MS, em relacéo aos trabalhos citados e ao
presente estudo.

A comparacdo de resultados com a literatura permite aferir que o método
colorimétrico por McCready [147], com adaptacdes segundo Bailey [89], mostrou-se sensivel
na deteccdo dos acucares solUveis pela reaccdo do reagente de antrona para com a
glucose. Este método permitiu obter resultados comparaveis com a determinacdo dos
aclcares soluveis em amostras de feijdo com GC-MS (Gas Chromatography — Mass
Spectrometry) no trabalho de Altamirano-Hernandez [94], com um resultado de 5,00 g/100g
MS.

4.1.1.3. Lipidos Totais

Na andlise deste parametro, houve a necessidade de realizar a extrac¢ao prévia do
amido na amostra, pois interferiam na determinagéo da fraccéo lipidica que se apresentava
sobreavaliada e contaminada por este componente. Pomeranz [94] referem que os lipidos
encontram-se geralmente ligados as proteinas e hidratos de carbono, como é o caso do
amido, dificultando a extraccao lipidica.

O teor médio de lipidos totais obtidos para as amostras de feijdo em estudo
situaram-se nos 1,97 g/100g MS, com valor minimo de 1,44 g/100g MS no ISOP 00724 e
maximo de 2,86 g/100g MS no ISOP 00480 (Tabela Ill). Estes valores de lipidos s&o
inferiores aos valores apresentados por Bhatty [57] e Sathe [52]. Bhatty [57] relatou a
presenca de 2,45 g/100g MS em amostras controlo num estudo sobre a melhoria do valor
nutricional do feijdo comum, através da suplementacéo a base de carne. Sathe [52], denotou
uma variacao lipidica entre os 1,0 e os 4,3 g/100g MS num trabalho de revisdo acerca da
funcionalidade proteica do feijao.

Por outro lado, o teor lipidico nos ISOPs estudados é relativamente superior a alguns
valores bibliograficos, nomeadamente entre os 0,67 e 1,19 g/100g MS por Shimelis [12],
entre 1,02 g/100g MS e 1,22 g/100g MS por Onwuliri [67], entre 0,94 e 1,80 g/100g MS por
Rodifio [7], entre 1,0 e 2,0 g/100g MS por Rodifio [16], entre 1,25 e 2,12 g/100g MS por
Antunes [106], entre 0,6 e 2,38 g/100g MS por Kaur [48], entre 1,7 e 2,4 g/100g MS por
Sawazaki [82], entre 0,53 e 2,55 g/100g MS por Mesquita [37] e entre 3,14 e 3,62 g/100g

MS por Siddiq [49], respectivamente. Dois estudos sobre a andlises da qualidade nutricional
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(Marzo [104]) e fisico quimica do feijao cozido (Shiga [69]) permitiram obter valores médios
para a fraccao lipidica entre os 1,35 e os 2,0 g/100g MS para os grupos controlo (feijédo cru),
respectivamente. Granito [5] registou um teor intermédio situado nos 1,60 g/100g MS. O teor
médio da fraccdo lipidica respectivamente aos ISOPs em estudo € consistente com o0s
valores dos trabalhos anteriores.

Neste estudo utilizou-se o método de Bligh [97] para a determinacdo dos lipidos
totais na farinha de feijdo, que demonstrou ser comparavel a técnica de Soxhlet (1879)
utilizada pela maioria das referéncias bibliograficas. Dado que o material em analise
apresenta baixo teor lipidico, este método mostrou ser eficiente e sensivel no estudo de
amostras de feijdo, como previra Iverson [99], que recomendaram a sua utilizacdo em

amostras pobres em lipidos.

4.1.1.4. Proteina Bruta e Azoto

Entre os parametros nutricionais estudados no feijdo, a proteina € aquele que tem
maior importancia, devido aos seu teor, composicdo aminoacida e propriedades
nutracéuticas (Duranti [51]). Porém, Baudoin [59] indicam que as proteinas das leguminosas
sdo nutricionalmente pobres sem tratamento térmico prévio. Como tal, embora o teor de
proteina bruta seja relativamente abundante nos ISOPs analisados (Tabela Ill), este possui
uma biodisponibilidade condicionada.

O teor médio de proteina bruta registado foi de 22,45 g/100g MS, com valores
maximos registados para os ISOP 00724 (Vermelho) com 29,69 g/100g MS e 00460
(Vergalheiro) com 27,21 g/100g MS, respectivamente (Tabelas Il e Ill). Os teores mais
baixos de proteina situaram-se nos 18,55 g/100g MS para o ISOP 00712, seguido de 19,24
0/100g MS para o ISOP 00876 e 19,30 g/100g MS para o ISOP 00670 (Tabela II).

Os valores proteicos obtidos encontram-se de acordo com a literatura, apresentando
variagdo quanto aos teores minimos e maximos publicados. O teor de proteina bruta foi
superior ao valor obtido nos seguintes trabalhos: estudo de variedades de feijao africano
com valores situados entre os 17,96 e os 22,07 g/100g MS (Shimelis [12]; Shimelis [68]);
analise do valor nutricional de 4 cultivares de feijao brasileiro com registo de valores entre os
23,37 e os 25,77 ¢g/100g MS (Antunes [106]); estudo da variabilidade genética em 20
landraces portuguesas de feijdo com uma variacdo do teor proteico entre 17,96 e 27,45
0/100g MS (Coelho [15]). Ao mesmo tempo os resultados obtidos estdo em concordancia
com os dados compilados por Sathe [52] e Bhatty [57] com 20,43 g/100g MS; Granito [5]
com 22,43 g/100g MS; Shiga [69]; Siddig [49] com 23,9 g/100g MS; Saha [70] e Kaur [48]
com variacdo entre os 16,00 g/100g e os 26,00 g/100g MS. Em contrapartida, acessos de

feijdo portugués (Rodifio [7]; Rodifio [16]) e africano (Onwuliri [67]) apresentaram valores de
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proteina bruta superiores (30 g/100g MS) aos obtidos no presente estudo, cujo valor maximo
corresponde ao trabalho de Pujola [3] com o registo de 32,0 g/100g MS em feijéo.

A limitacdo de nutrientes, como é o caso do azoto e enxbfre, condiciona
directamente o estimulo na producdo de proteinas de reserva ao nivel dos cotilédones das
mais variadas cultivares de feijao (Singh [72]; Mandal [62]; Kokuszka [76]). O principal factor
que influencia o contetdo de azoto nos gréos é o adubo. A absor¢édo de azoto na planta da-
se apods a conversdo de azoto organico em azoto mineral pela prépria (Andrade [73]).

O método de Kjeldahl utilizado para a determinacdo do teor de proteina bruta em
farinha de feijdo é idéntico a metodologia utilizada pelos véarios autores referidos, embora
com algumas adaptacbes quanto a técnica. O principal inconveniente nesta técnica reside

na producao de residuos em excesso, além dos seus custos relativamente elevados.

4.1.1.5. Cinzas

As cinzas, obtidas por incineracdo da amostra, sado o residuo mineral representativo
de praticamente toda a matéria inorganica da amostra (DeMan [58]). O método na obtencéo
de cinzas € similar ao da literatura, a partir de incineragcdo da amostra a 550°C durante 5
horas.

O conteudo de cinzas neste estudo variou entre os 3,82 g/100g MS, valor minimo e
0os 5,67 g/100g MS, valor maximo, relativo aos acessos 00743 e Preto (comercial),
respectivamente. O valor médio para as amostras de feijdo em estudo foi de 4,76 g/100g MS
(Tabela lll).

Kaur [48] obteve um teor mais elevado de cinzas através da analise de propriedades
estruturais e fisico-quimicas de 50 acessos de feijdo, obtendo uma variagéo entre os 3,0 e
6,0 g/100g MS. Siddiq [49] através do estudo das caracteristicas e funcionalidades do feijao,
obteve um contetdo em cinzas muito proximo de 5 g/100g MS. O valor maximo de cinzas
registado por Siddiq [49] foi igualmente observado num acesso de feijao preto, apesar de
inferior ao obtido no presente estudo. Bhatty [57], Mesquita [37], Granito [5], Saha [70] e
Shimelis [12] obtiveram valores de cinzas relativamente proéximos e concordantes com o teor
obtido neste trabalho, registados entre os 3,00 e os 5,00 g/100g MS. Onwuliri [67]
registaram um menor teor em cinzas, com 2,86 ¢g/100g e 3,11 g/100g MS em duas

variedades de feijdo comum melhoradas da Etiépia.
4.1.1.5.1. Minerais
Os residuos solidos (cinzas) obtidos para as variedades de feijdo foram analisados a

partir de técnicas colorimétricas e espectroscépicas de absor¢cdo atdbmica em 10 elementos
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minerais distintos. Foram identificados 10 elementos minerais no residuo soélido das
amostras de feijdo, onde 5 sdo macronutrientes e 5 sdo micronutrientes (Anexo 2).

Os elementos minerais que compdem as cinzas das amostras de feijdo comum em
estudo encontra-se dividido em macro e micronutrientes (Anexo 2), com comparacao do seu
teor médio em relacdo a outros trabalhos (Anexo 1) e respectiva analise descritiva desses
mesmos minerais (Tabela V), de modo a facilitar a discussédo dos resultados obtidos.

Os macronutrientes consistem em 5 elementos minerais como o azoto, fdsforo,
potéssio, célcio e magnésio, brevemente abordados de seguida.

O teor médio de fosforo obtido foi de 0,43 g/100g MS e varia entre os 0,30 g/100g os
e 0s 0,58 g/100g para os ISOPs 00722 e 00879, respectivamente. Estes valores encontram-
se em concordancia com os valores de referéncia de varios autores, embora alguns deles
apresentem valores relativamente superiores aos obtidos para o fésforo. Como tal, Granito
[5] no estudo para melhoria na qualidade nutricional em farinha e semente de feijao por
fermentacdo natural registou um teor de 0,44 g/100g em fésforo e Saha [70] com estudo da
variabilidade nutricional em 35 acessos, registou valores entre os 0,36 e os 0,49 g/100g.
Oomah [154], no estudo mineral em 10 variedades de feijdo canadiano, apresentou teores
de fosforo mais préximos dos obtidos neste trabalho, com 0,50 a 0,66 g/100g registados. O
trabalho de Mesquita [37] obteve um maximo de 0,72 g/100g no estudo da composi¢ao
guimica de 21 linhagens de feijao comum.

Relativamente ao potassio, outro macronutriente importante na composi¢do mineral
do feijdo, apresentou um teor médio de 1,57 g/100g MS e uma varia¢éo entre os 1,30 e 0s
1,80 g/100g MS para os ISOPs 00670 e 00879. Os valores do teor de potassio obtidos séo
inferiores aos obtidos pelos autores citados (Anexo 1). Apenas Saha [70] obteve um teor de
potassio inferior ao do presente trabalho, entre 0,98 e 1,29 g/100g. Mesquita [37] determinou
o teor mais elevado para o potassio, situado entre 1,51 e 2,48 g/100g.

Quanto ao calcio, este apresenta valores reduzidos nas amostras das variedades
regionais de feijdo. O teor minimo de calcio situa-se nos 0,01 g/100g, comum a Varios
ISOPs: 00713, 00731, 00878, 00879, 00880, sendo o teor maximo 0,02 g/100g MS para o0s
restantes ISOPs (Anexo 2). Este teor de calcio é comparativamente inferior em relacdo aos
resultados apresentados por Mesquita [37], entre os 0,03 e 0,28 g/100g (Anexo 1). Shimelis
[12] com um estudo que envolveu 8 variedades de feijdo melhorado da regido da Etiépia,
Onwuliri [67] com um estudo de 2 variedades de feijao comum e como o trabalho de Oomah
[154], apresentaram aproximadamente teores entre os 0,08 e os 0,20 g/100g de calcio,
superiores aos registados. Guzman-Maldonado [1] no estudo do teor mineral e proteico
entre 70 acessos de feijdo selvagem e Granito [5] no estudo de 2 cultivares obtiveram
valores igualmente superiores aos registados, com 0,19 g/100g em calcio. Os baixos valores
de calcio nas variedades regionais de feijdo pode ser uma consequéncia das condi¢cdes

edéfico-ecoldgicas do arquipélago da Madeira.
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O magnésio apresenta um teor médio de 0,16 g/100g, variando entre os 0,12 g/100g
para o ISOP 00877 e os 0,18 g/100g para os ISOPs Catarino, 00460, 00508, 00670 e
00879, respectivamente. Estes valores sdo similares aos apresentados por outros autores,
nomeadamente Oomah [154] com valores entre 0,15 e 0,21 g/100g, e Granito [5] com 0,16
0/100g, respectivamente. Mesquita [37] apresentaram valores bem superiores aos obtidos,
dado que o valor minimo deste corresponde ao maximo obtido neste ensaio (0,18 g/100g).

Quanto aos microminerais, consistiram em 5 elementos minerais como o ferro,
cobre, zinco, manganés e boro. Estes apresentam teores bastante inferiores em relacao aos
macrominerais, sendo a sua necessidade na dieta alimentar didria de apenas 1lmg a
50mg/100g de alimento (World Health Organization [55]). Estes micronutrientes séo
brevemente abordados de seguida.

O ferro é a principal fonte mineral obtida em leguminosas, tendo um importante peso
na escolha da variedade que melhor contribua com este micromineral na alimentacéo diaria
(World Health Organization [55]). No presente trabalho obteve-se algumas diferencas na
composicado deste mineral entre ISOPs, variando entre 4,50 mg/100g (ISOPs 00878 e
00880) e 10,00 mg/100g (ISOP 00755) (Anexo 2), com uma meédia de 6,33 mg/100g (Tabela
V). Como tal, o teor de ferro em estudo encontra-se dentro dos valores de referéncia, com
um teor superior relativamente aos trabalhos efectuados por Oomah [154] com 2,83 a 6,66
mg/100g e Shimelis [12] com 6,23 a 8,40 mg/100g. Onwuliri [67] detectou uma maior
diferenca entre amostras relativamente ao teor de ferro, em relagdo aos outros autores e ao
presente estudo, com uma variagéo entre as 8,46 mg/100g e as 35,10 mg/100g de amostra.
De igual forma, Onwuliri [67] apresentaram valores acima da média para o ferro, denotando-
se uma grande divergéncia nos valores que se situaram entre os 8,46 e os 35,10 mg/100g
(anexo 1).

O cobre é um mineral que existe essencialmente em legumes, pelo que o seu teor
obtido foi evidentemente superior nos acessos de feijdo em estudo do que nos
referenciados. Com um teor médio de cobre nos 1,13 mg/100g de amostra e uma variagao
desde os 0,90 mg/100g (ISOPs 00724 e 00876) e os 1,40 mg/100g (ISOPs 00534 e 00722)
nos ISOPs em estudo, a proporcéo deste micromineral é superior a obtida por Oomah [154]
e Saha [70] com 0,01 a 0,88 mg/100g e 0,18 a 0,75 mg/100g, respectivamente. Os valores
de cobre obtidos encontram-se em consonancia com os dados de Mesquita [37], com teores
entre 0s 1,14 e os 1,77 mg/100g.

O zinco, sendo um micromineral igualmente presente em grdo de leguminosas,
variou desde os 2,3 mg/100g (ISOP 00828) aos 5,00 mg/100g (ISOP 00722), com um teor
médio de 3,14 mg/100g de farinha de feijdo. O teor de zinco apresenta maior proximidade
relativamente ao trabalho de Saha [70], com um maximo de 4,48 mg/100g. Os restantes
autores obtiveram um valor inferior aos obtidos, com excepcdo de Mesquita [37] que

apresentou um maximo de 6,99 mg/100g.
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Quanto ao manganés e ao boro, sendo estes dois Ultimos micronutrientes
caracterizados de ultra-microminerais, apresentam valores médios de 1,54 mg/100g e 1,60
mg/100g, respectivamente. O teor de manganés mostrou-se consistente com os dados de
Mesquita [37] e Saha [70] com 2,89 g/100g e 3,94 ¢g/100g como teores mMAaximos,
respectivamente. Os Unicos dados conhecidos para o teor de boro indicam a presenca de

0,9 a 1,34 mg/100g de feijdo, embora inferior ao obtido no presente estudo (Oomah [154]).

4.2. Avaliacdo da composicdo centesimal da semente de feijao por NIRS

Apdés a analise centesimal das amostras em estudo, por técnicas analiticas
convencionais e recolha dos dados relativos aos teores de cada parametro (no ponto 4.1.1.),
procedeu-se a avaliacdo nutricional das variedades regionais de feijdo, com recurso a
técnica de absorcdo espectral na regido perto do infravermelho (NIRS). Para o efeito, os
resultados anteriores foram utilizados na elaboracdo de modelos de calibracdo, através de
construcdo de equacdes de calibracdo por analise multivariada PLS. O objectivo consistiu
na criacdo de uma base de dados da composicdo bioquimica do feijdo que possibilite a
analise recorrente de amostras bioldgicas.

Para tal, criou-se um projecto designado de Feijao no software WinlISI 1.5 de modo a
proceder & introducdo dos respectivos ficheiros necessarios a calibracdo, previsdo e
avaliagdo dos modelos adoptados. A partir daqui desenvolveu-se equagdes de calibracdo a
base de quimiometria, onde a base de qualquer analise por NIRS comeca pela
determinacgéo do erro dos métodos de referéncia (SEC) no desenvolvimento dos modelos de
calibragdo. Segundo Williams [139], o desenvolvimento e a precisdo do modelo de
calibracdo por PLS dependera das analises de referéncia para verificagdo dos resultados
previstos pela técnica de NIRS.

Testou-se dois modelos de regressdo por MPLS e PLS e, a partir dos dados
produzidos de cada um deles, obteve-se os respectivos modelos de calibracdo. O modelo
por PLS foi aquele que demonstrou possuir menor valor residual entre os valores da
calibracéo e previsdo, e menor erro associado a calibracdo, pelo que procedeu-se a escolha

do modelo PLS para apresentacdo dos resultados obtidos pela técnica NIRS.

4.2.1. Desenvolvimento do modelo de calibracdo PLS

O desenvolvimento do modelo de calibracdo PLS no NIRS iniciou-se com a
introducdo de espectros NIR na constru¢cdo de um conjunto de calibracdo, utilizando os
valores de referéncia determinados analiticamente. Para tal, criou-se um ficheiro de
calibracéo (.cal) e introduziu-se os valores de bancada (referéncia) dos 24 ISOPs em estudo

(Tabela I) num total de 72 doseamentos (andlise em triplicata).
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Adicionalmente utilizou-se 3 ISOPs como conjunto de validacdo externa do modelo
de calibracdo PLS construido, sendo estes 0 00798, 00980 e 0 01944. Deste modo obteve-
se um conjunto de espectros NIR, correspondendo cada espectro a calibracdo individual
para cada amostra, através do registo de absor¢des significativas produzidas pelas suas

vibracdes intermoleculares em radiacéo de reflectancia difusa (R) (Figura 7).
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Figura 7. Representacao global dos espectros NIR do conjunto de calibracdo, em Absorvéancia (Log (1/R))
Vs Comprimento de Onda. a partir dos dados obtidos d a analise centesimal do feijdo por técnicas

analiticas convencionais.

A principal regido do espectro situou-se entre os 1100 e os 2498,2 nm,
aproximadamente, estando de acordo com Hermida [141]. A area de interesse foi escolhida
com base no maior factor de correlacdo (R? ou menor erro de previsdo. O modelo
matematico dos espectros NIR obtidos foi determinado a partir de equagfes de regressao
por PLS e dos valores de referéncia correspondentes a cada parametro, efectuando-se uma
série de pré-tratamentos a base de quimiometria. O pré-tratamento espectral consistiu numa
optimizacéo pelo software WinISI Il por correccdo a base de algoritmos por Variacdo de
Padrdo Normal (SNV), com o objectivo de minimizar o erro amostral relacionado com a
densidade e tamanho das particulas na amostra, eliminar os efeitos de deslocamento da
linha de base espectral (detrend (DET)) ou eliminar os picos sobrepostos e alisamento
destes pelo uso da primeira derivada (1,4,4,1) (Figura 8). De modo a avaliar as diferentes
calibracBes obtidas pelo pré-tratamento, recorreu-se ao SEC, SECV e R? para o conjunto de

calibracéo e Bias, SEP e R? para o conjunto de validacao interna.
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Como o numero de dados iniciais era limitado para a construcdo de um modelo
robusto, usou-se a validacdo cruzada segundo Burns [131], Hermida [141] e Hacisalihoglu
[133], uma vez que 0 numero de amostras ndo é suficiente para a separacdo em dois
conjuntos (calibracdo e validacdo). O modelo apresentado desta forma n&o apresenta
robustez de dados em termos de amostras utilizadas na calibracdo, na ordem das centenas,
mas o0 presente modelo é representativo do tipo de material em analise com uma vasta
gama de valores de referéncia, em termos de variacdo dos parametros nutricionais, segundo

Burns [131].

o
>
=1
®
>
‘=
O
[m)]
-
7]
—

1802
Wavelengths

Figura 8. Representacao global de e spectros NIR do conjunto de calibragédo, apés tratamento matemati co
por SNV, DET e 12 derivada (1,4,4,1).

A validacdo cruzada é um meio de validagdo do modelo de calibracdo e
determinagdo do numero de factores ideais, complementada pela validagdo externa de
modo a testar a robustez do modelo final. A validacdo da calibracio com amostras
independentes é denominada de validacdo externa. Deste modo envolveu-se ambas as
técnicas de referéncia e NIR, permitindo verificar se ambas estdo estatisticamente de acordo
(Burns [131]). Os ISOPs 00798, 00980 e 01944, conforme referido, foram utilizados como
amostras independentes para validacdo externa do modelo de calibracdo, enquanto os
dados analiticos dos restantes 24 ISOPs compuseram o grupo de calibracdo. A tabela VII
sumaria os valores de referéncia utilizados, registados sob a forma de média, variacdo entre
minimos e maximos e o desvio padrdo relativamente a cada parametro, considerando cada
triplicado uma amostra distinta, que compdem o conjunto de calibracdo de 72 amostras (N =
72) e validacao externa de 9 amostras (N = 9), respectivamente. Do conjunto de calibracéo,
varias amostras foram eliminadas (outliers), num todo de 72 amostras, por apresentarem

diferencas significativas entre valores de referéncia e previstos (Tabela VIII).
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Tabela VII. Valores da composicdo da farinha de feija o0 nos conjuntos de calibragdo e validacao

determinados por gravimetria ou espectrofotometria, em g/100g MS (ou % MS).
Conjunto Calibrag&o (N = 72) Conjunto Validagdo Externa (N = 9)

Parametro Média Variagéo SD Média Variagéo SD
Residuo Seco 91,55 86,56 - 94,05 1,50 89,37 87,46 - 90,93 1,45
Proteina 22,45 18,40 - 29,75 2,67 25,37 23,82 - 27,56 1,37
Lipidos 1,97 1,04 -2,99 0,44 1,23 0,92 -1,50 0,23
Aclcares 3,98 2,86 - 5,37 0,58 4,94 3,73-575 0,66
Amido 39,60 22,89 - 54,77 7,37 30,59 26,10 - 35,27 3,09

Cinzas 4,76 3,79 - 5,68 0,47 5,10 4,86 - 5,28 0,17

N = nimero total de amostras; SD — Desvio Padréo relativamente a N.

O numero de outliers foi determinado consoante o erro SECV, diminuindo o niumero
de factores PLS utilizados. O numero de factores PLS, automaticamente escolhido pelo
software, foi seleccionado de modo a apresentar o menor erro na validacdo cruzada,
situando-se entre 6 a 8 factores para a previsdo dos parametros de qualidade. A Tabela VIII
mostra-nos o numero de factores PLS e outliers na calibra¢cdo, bem como valores de SEC,

SECV e R? para os 6 parAmetros determinados no conjunto de calibragao.

Tabela VIII. Dados estatisticos para o conjunto de ¢ alibragéo

Componente H T F SEC (%) R? SECV (%)
Residuo Seco 0 2 6 0,98 0,231 1.14
Proteina 0 3 8 0,15 0,995 0.19
Lipidos 0 2 8 0,28 0,410 0.33
Aclcares 0 0 7 0,25 0,651 0.30
Amido 0 3 8 3,15 0,694 3,83
Cinzas 0 3 8 0,20 0,809 0,24

T e H — outliers ; F — nimero de factores PLS usados na calibracao

A eliminacdo dos outliers no conjunto de calibracéo torna a calibracdo mais robusta
maximizando a variabilidade na composicdo amostral e o leque de espectros, com o intuito
de evitar outliers H no conjunto de validacéo.

Como tal, obteve-se valores baixos para o erro padrao da calibragdo cruzada
(SECV), sem registos de outliers H no conjunto de calibracdo e validagao interna, indicando-
nos de que a calibracéo foi bem efectuada. Porém, por obtermos baixa incidéncia de outliers
e valores de erro (SEC e SECV) relativamente baixos, ndo foram suficientes para executar
uma calibragdo satisfatoria para o residuo seco e lipidos totais, com baixo coeficiente de
correlacdo (R?) entre eles. O nimero limitado de dados e a variabilidade de cada parametro

pode originar uma recta de calibragdo pouco robusta, com valor de R? distante da unidade,
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como observamos para o residuo seco (R? = 0,231), lipidos totais (R? = 0,410), aclcares
soltveis (R® = 0,651) e amido (R* = 0,694), sendo aceitavel para os Ultimos dois parametros
(Tabela VIII). Por outro lado, a proteina bruta e cinzas apresentaram dados suficientes para
a construcéo de uma recta de calibracéo fiavel, com R* = 0,995 e R* = 0,809 (Tabela VIII),
respectivamente.

Contudo, ao compararmos os valores obtidos na previsdo por NIRS relativamente
aos dados de referéncia, denotamos semelhancas entre as duas técnicas. Estas
apresentaram um erro padréo (SED(C)) e desvio padréao (SD) baixos, indicando-nos de que
a calibracdo pelo método PLS tornou-se eficiente (Tabela IX) para o conjunto de calibracéo
pouco robusto.

O amido foi o Unico parametro que mais se distanciou na previsdo por NIRS,
subvalorizando o registo de valores previstos relativamente aos de referéncia, apresentando
um maior erro padrdo associado as duas técnicas. Uma possivel explicacdo € a
variabilidade relativamente ao méaximo (54,77 g/100g MS) e minimo (22,89 g/100g MS)
obtidos por bancada (Tabela VII), apenas com a deteccdo de 3 outliers (Tabela VIII),
sugerindo que a calibracdo requer novas modificagbes ou entdo os valores foram
considerados imprecisos pela técnica NIRS, dada a limitacdo de dados. Um outro factor que
poderd estar relacionado, segundo Williams [139], é a seleccdo do comprimento de onda
durante o desenvolvimento do modelo de calibragdo. Embora as amostras apresentem
espectros semelhantes no geral (Figura 8) durante a calibracéo, o software poderéa favorecer
algumas amostras de acordo com o espectro, enquanto que outras amostras que defiram

ligeiramente nos valores de absorvancia irdo apresentar diferencas na previsao.

Tabela IX. Previsdo por NIRS dos parametros de compos icao centesimal a partir dos dados de referéncia
(bancada) em g/100g MS.

Amostras de Calibracéo
Variagdo Bancada (g/100g MS) Variagdo NIR (g/100g MS) Regresséo por PLS

Parametro Min Max Média Min Max Média p® sD® SED(C)° (%)
Residuo Seco 86,56 94,05 91,55 89,84 94,20 91,69 0,97 0,89 1,48
Proteina 18,40 29,75 22,45 18,33 | 29,70 22,47 1,01 2,65 0,25
Lipidos 1,04 2,99 1,98 1,32 2,59 1,95 0,96 0,32 0,44
AcUcares 2,86 5,37 3,98 3,08 4,97 3,98 1,00 0,50 0,40
Amido 22,89 54,77 39,60 23,88 49,28 38,69 0,85 5,88 4,98
Cinzas 3,79 5,68 4,76 3,95 5,60 4,78 0,92 0,39 0,32

®B - Inclinac&o da recta de calibragéo ( slope ); SD — Desvio Padréo da previsao;
°SED(C) — erro padrdo da diferenca entre valores de re feréncia por bancada e previstos por NIRS corrigido

por Bias

Partindo das amostras e parametros acima descritos, nos pontos seguintes

encontram-se os modelos de calibracdo PLS dos 72 espectros, com analise entre os
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métodos de referéncia por bancada e previsdo por NIRS para a validagéo interna, com
respectivos dados estatisticos.

Encontram-se igualmente representados os dados da validacdo externa
relativamente ao método de calibracdo em uso. O conjunto de validacdo externa, como ja foi
anteriormente referido, consistiu num grupo de 3 amostras independentes ao grupo de
calibracdo (ISOPs 00798, 00980 e 01944), com a leitura em triplicado por NIRS-PLS,
conferindo 9 analises de previsdo relativamente a cada um dos parametros em analise por

esta técnica.
4.2.1.1. Residuo Seco

Para a previsdo do teor de residuo seco (ou matéria seca) nos ISOPs em estudo,
englobando variedades regionais, comerciais e padrdes, obteve-se um coeficiente de

correlacéo (R%) de 0,318 para a regresséo a partir dos métodos de referéncia versus analise

por NIRS, erro padrdo de previsdo (SEP) de 1,24% e valor de Bias de -0,14 (Figura 9).

Previsao do Residuo Seco por NIRS (g{100g MS)

94.87

92.61

90.34

Slope: 0.965
88.08 RSQ: 0.318
SEP: 1.240
+ BIAS: -0.139
SEP(C): 1.240

Residuo Seco.nir - valores previsao

85.81
89.42 90.50 91.59 92.67 93.75

Residuo Seco.cal - valores referéncia (g{100g MS)

Figura 9. Recta de calibragdo para a previsdo do Residuo Sec o obtida pelo modelo PLS

Observou-se alguma dispersdo dos dados de referéncia e previsdo que compdem a
recta de calibracdo do modelo avaliado. O teor médio de matéria seca registado na previsao
por validacdo cruzada situou-se nos 91,69 g/100g (Tabela IX), correspondendo a 8,31
g/100g de humidade nas amostras de feijdo. No espectro de calibracdo foram identificadas
duas bandas de absorcdo de agua, situando-se a primeira entre os 1788 e 0s 1796 nm e a
segunda entre os 1936 e 0s 1946 nm.

Os valores da matéria seca previstos a partir dos dados da calibracdo interna,

registaram alguma divergéncia entre as duas técnicas, provavelmente devido a alteracao do
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teor de humidade da amostra, durante o periodo de tempo entre a analise convencional e a
leitura no NIRS. Hermida [141] determinou o teor de humidade em 121 amostras de farinha
de feijdo distintas, com construgdo de um modelo robusto para a previsdo deste parametro
(R* = 0,94) e com erro de previsdo baixo (SEP = 0,39%).

Comparando os resultados de residuo seco (g/100g MS) com as amostras do
conjunto de validagéo externa obtidos pelos métodos AOAC 925.10 e NIRS-PLS, os valores
previstos por NIRS apresentaram-se ligeiramente superiores aos obtidos por bancada

(Tabela X), observando-se um valor residual negativo de 1,97 g/100g MS.

Tabela X. Previsdo por NIRS do teor de Residuo Seco de  amostras externas a calibracdo, a partir do

modelo de calibracdo por PLS, em g/100g MS.

Conjunto validagdo externa (N = 9)
Variacado Bancada (g/100g MS) Variacdo NIR (g/100g MS)
Parametro Média Variacéo SD Média Variacéo SD Residuo
Residuo Seco 89,37 87,46 -90,93 | 1,45 91,34 | 90,30-92,08 | 0,78 -1,97

Dado que o valor de referéncia médio registou-se nos 89,37 g/100g MS e a previsao
por NIRS-PLS nos 91,34 g/100g MS, a diferenca entre estes dois métodos é considerada
baixa dada a habilidade de previsdo do modelo (pouco robusto) e coeficiente de correlacéo

relativamente baixo (R* = 0,32).

4.2.1.2. Proteina Bruta

No espectro NIR (Figura 8), observa-se essencialmente duas zonas de absorcdo
proteica, na regidao correspondente aos 2050 — 2066 nm e dos 2178 — 2186 nm. A previsao
do teor proteico no feijdo manteve-se semelhante ao teor de referéncia, rondando os 22,40
g/100g MS (Tabela IX). A calibracdo deste parametro demonstrou uma boa exactiddo na
andlise por NIRS, com valor de Bias neutro, R* nos 0,996 e baixo erro associado & previséo
(SEP = 0,18%), como podemos observar na Figura 10. O facto do erro associado a técnica
analitica por Kjeldahl (SEC = 0,15%) apresentar-se baixo, fez com que a previsdo do
modelo e a validacdo apresentassem valores de erro igualmente reduzidos, aumentando a
precisdo do modelo neste parametro (Tabela VIII).

Registou-se, embora com menor nimero de amostras em analise, um modelo de
calibracdo com melhor capacidade de previsdo do que relativamente ao trabalho de
Hermida [141], onde obtiveram um modelo com coeficiente de correlacdo de 0,94 e um erro
padrdo para a previsdo de 0,56 em amostras de farinha de feijdo usando o modelo de
regressdo por minimos quadrados parciais modificado (MPLS). Hacisalihoglu [133]

determinou igualmente o teor proteico em 91 acessos de semente de feijdo pelo modelo
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PLS, e obteve igualmente um menor coeficiente de correlacdo (R?> = 0,86) e um erro de
previsdo significativo (SEP = 1,40%).

.§ Previsao da Proteina Bruta por NIRS (gf100g MS)
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Figura 10. Recta de calibracédo para a previsao da Pr  oteina Bruta obtida pelo modelo PLS.

Comparando os resultados da proteina bruta (g/100g MS) obtidos pelos métodos de
Kjeldahl e NIRS-PLS para as amostras do conjunto de validacdo externa, observou-se um
valor residual de apenas 0,98 g/100g MS entre ambas as técnicas (Tabela Xl). Desta forma,
0 modelo mostrou ser suficientemente robusto, tornando a previsdo consistente com o0s

valores de bancada registados para as amostras externas em analise.

Tabela Xl. Previsao por NIRS do teor de Proteina Bruta  de amostras externas a calibragdo, a partir do

modelo de calibrac@o por PLS, em g/100g MS.

Conjunto validagéo externa (N = 9)
Variagdo Bancada (g/100g MS) Variagé@o NIR (g/100g MS)
Parametro Média Variagcao SD Média Variagéo SD Residuo
Proteina Bruta 25,37 23,82 - 27,56 1,37 24,39 22,99 - 26,41 1,59 0,98

4.2.1.3. Lipidos totais

A determinacdo do teor lipidico por NIRS obteve um valor de Bias praticamente
neutro (Bias = 0,027), conduzindo a um erro de previsao relativamente baixo (SEP = 0,30%)
e coeficiente de correlacdo moderado (R* = 0,53) para a validacdo interna, como podemos
observar na Figura 11. Embora o erro associado aos dados de referéncia obtidos
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analiticamente para a calibracdo seja reduzido, (SEC = 0,28%, Tabela VIIl), ndo foi
suficiente para obtermos um coeficiente de correlacdo suficientemente robusto. Como na
extraccao por quimica molhada os lipidos encontraram-se ligados a moléculas de amido
gue, segundo Pomeranz [95], € normal estes encontrarem-se ligados a carbohidratos,
poderd de certa forma influenciar a previsdo a partir dos dados de referéncia. Dai que
podemos igualmente observar uma dispersao relativa das amostras ao longo do espaco,
relativamente as amostras de referéncia e previsao por NIRS.

Os lipidos totais foram a maior limitagcdo na previsdo por NIRS na construcdo do
modelo por PLS por Hermida [141], embora obtivessem um melhor registo na previsdo

lipidica relativamente ao presente trabalho.
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Figura 11. Recta de calibracédo para a previsdo dos  Lipidos Totais obtida pelo modelo PLS.

No teste do modelo de previsao por NIRS-PLS, observou-se uma ligeira diferenca
entre os dois métodos utilizados na determinacdo do teor lipidico no conjunto de validagao
externa (Tabela XlI). Dado que a previsdo do conteddo lipidico foi superior em 0,83 g/100g
MS comparativamente ao teor obtido por bancada, o valor residual proveniente dos dois
métodos ainda é consideravel, sendo consistente com o0s dados obtidos na validagéo

interna.

Tabela Xll. Previsédo por NIRS do teor de Lipidos Totai s de amostras externas a calibracdo, a partir do

modelo de calibracdo por PLS, em g/100g MS.

Conjunto validagdo externa (N = 9)

Variacao Bancada (g/100g MS)

Variacao NIR (g/100g MS)

Parametro Média Variagéo SD

Média

Variagéo SD

Residuo

Lipidos Totais 1,23 0,92 -1,50 0,23

2,06

1,36 -2,87 0,66
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4.2.1.4. Aclcares soluveis

A previsdo dos acucares soluveis por NIRS apresenta uma ligeira similaridade com
os dados de calibragdo, com um registo neutro da Bias (0,00) e SEP nos 0,23% (Figura 12).
O coeficiente de correlacdo para a previsdo rondou os 0,84, indicando-nos uma calibracéo
suficientemente robusta para um teor de acUcares sollveis relativamente baixo, obtendo-se
um teor médio equitativo para ambas as técnicas, situando-se nos 3,98 g/100g MS (Tabela
IX). Relativamente a determinacdo deste parametro noutros trabalhos, ndo se encontrou
referéncias para farinha de feijdo de modo a obtermos um termo de comparacdo

relativamente a calibragcéo efectuada.

o
s Previsao dos Aglicares Solliveis por NIRS (g/100g MS)
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Figura 12. Recta de calibracdo para a previsao dos  AcUcares Sollveis obtida pelo modelo PLS.

A comparacado dos resultados da previsdo dos acgucares soltveis (g/100g MS) com
as amostras do conjunto de validag&o externa obtidos espectrofotometricamente por Bailey
[89] e NIRS-PLS, permitiu determinar um valor residual de 0,91 g/100g MS (Tabela XIII).

Tabela XIlI. Previsédo por NIRS do teor de AcUcares sol  Uveis de amostras externas a calibracéo, a partir

do modelo de calibragéo por PLS, em g/100g MS.

Conjunto validagéo externa (N = 9)
Variacao Bancada (g/100g MS) Variacdo NIR (g/100g MS)
Parametro Média Variagéo SD Média Variacéo SD Residuo
Acucares sollveis 4,94 3,73-5,75 0,66 4,03 3,56 — 4,52 0,39 0,91

Os valores de previsdo foram inferiores aos valores de bancada, apesar dos dados

obtidos na calibracdo interna indica-nos uma calibracéo suficientemente robusta. Uma causa
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provavel para os valores de previsdo se distanciarem dos valores de bancada para as
amostras externas, deve-se ao facto dos valores de referéncia para os acglcares solluveis
utilizados na calibracdo serem inferiores aos valores do conjunto de validacdo externa
(Tabela VII).

4.2.1.5. Amido

A previsdo deste parametro foi a que registou uma maior discrepancia relativamente
aos dados de referéncia (Tabela 1X), visto apresentarem um erro relativamente significativo
(SEC = 3,15%) e, segundo Williams [139], a validagdo do modelo apresenta igualmente um
valor de erro significativo (SECV = 3,83%) (Tabela VIII). A Figura 13 apresenta um valor de
Bias proximo da unidade (Bias = 0,91), com um erro padrdo na previsdo superior ao da
calibragéo (SEP = 5,31%) e coeficiente de correlacdo de 0,50.

Hacisalihoglu [133] obteve valores similares para o coeficiente de correlacdo (R* =
0,56) e para o erro de previsao (SEP = 5,5%) num estudo que envolveu a determinacdo de

amido em sementes de feijao.
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Figura 13. Recta de calibracdo para a previsdo do A mido obtida pelo modelo PLS.

A previsdo do conjunto de validacdo externa apresentou um maior teor de amido por
andlise NIRS-PLS do que o método espectrofotométrico por Hodge [148]. Dado que o0s
valores analiticos e a valida¢do cruzada apresentaram um erro significativo na calibracéo do
método, a validacdo externa apresenta igualmente um erro associado a previsdo, com
previsdo média de 9,17 g/100g MS superior ao teor médio de bancada (Tabela XIV). Estes
factores podem estar associados a idade da farinha ou mesmo nas variagdes anteriormente

mencionadas. Estes dados indicam que a previsdo deste parametro requer novas
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modificagOes e optimizagdes para a calibragéo por regresséo PLS, dado que a amostragem
utilizada neste trabalho e segundo o trabalho de Hacisalihoglu [133], ndo foi suficiente para

alcancar uma determinacdo exacta.

Tabela XIV. Previséo por NIRS do teor de Amido de amos tras externas a calibragéo, a partir do modelo de

calibracdo por PLS, em g/100g MS.

Conjunto validag&o externa (N = 9)
Variacdo Bancada (g/100g MS) Variacao NIR (g/100g MS)
Parametro Média Variagcao SD Média Variacao SD Residuo
Amido 30,59 26,10 - 35,27 3,09 39,76 36,81 - 39,76 2,82 -9,17

4.2.1.6. Cinzas

As cinzas que estdo associadas ao teor mineral da amostra, costumam ser de dificil
deteccdo pela técnica NIRS, devido ao facto desta técnica apenas detectar grupos
funcionais XH, (O-H, N-H, C-H e S-H) presentes em material organico. Segundo Osborne
[155], a detecgéo das cinzas pela técnica NIRS efectua-se de um modo indirecto, através da
ligacdo dos minerais a complexos organicos (como lipidos, celulose) ou quelatos (iBes
metalicos ligados a compostos orgéanicos) por ligacdes de hidrogénio. O teor médio das
cinzas determinado por previsdo NIRS foi 4,78 g/100g MS o que é comparavel ao valor do
teor de cinzas por determinagdo analitica, 4,76 g/100g MS (Tabela IX). Na previsdo do teor
de cinzas nas farinhas das variedades regionais de feijdo, o erro associado a validacdo
interna do modelo PLS (SECV) foi de 0,24% (Tabela VIII), com um erro de previsdo (SEP) a
rondar os 0,23% (Figura 14).

Previs@o das Cinzas por NIRS (g/100g MS)
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Figura 14. Recta de calibracdo para a previsdo das Cinzas obtida pelo modelo PLS.
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O coeficiente de correlacdo na previsdo apresentou-se inferior (R> = 0,757) em
relacdo ao coeficiente de calibragéo (R* = 0,809).

Para o conjunto de validacé@o externa, obteve-se 0,35 g/100g MS de residuo entre os
valores de bancada e previsdo por NIRS-PLS (Tabela XV). Como tal, o modelo de
calibragéo por PLS foi capaz de realizar uma boa previsdo do teor de cinzas para os ISOPs

00798, 00980 e 01944, com o registo de um valor inferior relativamente aos de bancada.

Tabela XV. Previsdo por NIRS do teor de Cinzas de amostras exte  rnas & calibracéo, a partir do modelo de

calibracdo por PLS, em g/100g MS.

Conjunto validac&o externa (N = 9)
Variacado Bancada (g/100g MS) Variacao NIR (g/100g MS)
Parametro Média Variagéo SD Média Variagcao SD Residuo
Cinzas 5,10 4,86 - 5,28 0,17 4,75 4,33-5,04 0,32 0,35

Os modelos desenvolvidos por PLS apresentaram coeficientes de correlacdo
relativamente elevados para as cinzas e proteina bruta, com erros de previsdo baixos. Os
restantes modelos necessitardo de uma calibracdo mais robusta e de modificacdes quanto a
gquimiometria de modo a permitir a determinacdo dos parametros de qualidade com maior
rigor.

A espectroscopia NIR associada a técnicas de andlise multivariada consegue
quantificar todos os parametros em estudo, permitindo distinguir amostras das variedades
regionais, quanto as suas caracteristicas nutricionais, exigindo uma preparacao reduzida da

amostra, com consequente custo de andlise muito reduzido.
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4.3. Propriedades anti-nutricionais da semente dof  eijdo comum

O estudo da actividade anti-nutricional do feijdo baseou-se na determinacdo da
actividade inibitéria da faseolamina (a-Al). A presencga e quantidade de faseolamina foram
determinadas, através da sua acc¢ao sobre a hidrolise do amido pela a-amilase do pancreas
suino (PPA). A faseolamina esta presente nos extractos de feijdo, sendo a sua actividade
inibitéria um dos factores que diminui a disgestiblidade dos hidratos de carbono. Para efeitos
de quantificacdo da faseolamina, a actividade catalitica da PPA foi determinada, segundo
Obiro [11], na auséncia e presencga de extracto de feijdo, a fim de proceder & quantificacéo e

modelacéo da a-Al.

4.3.1. Variacéo de faseolamina ( a-Al) no feijdo comum

A reaccéo lenta (30min) e termicamente controlada (37°C) permite a formacédo de um
complexo ESI abortivo da faseolamina com a enzima e substrato, sendo responsavel pela
inibicdo de 80% da actividade da PPA, no caso do ISOP 00478, cujos ensaios se encontram
representados na Figura 15. O teste de inibicdo (Ti) apresenta uma coloracdo similar ao
branco de inibicdo (Bi) que contém apenas o extracto. Quanto maior o grau de inibicdo da
PPA, menos intensa € a coloracdo da mistura reagente, indicando uma menor producéo de
maltose a partir do amido (substrato), sob accdo da PPA. O processo inverso ocorre na
auséncia de inibidor (ensaio Ce), cuja coloracdo da mistura reagente é mais intensa do que
Ti. De acordo com Baks [156], quanto maior for a concentracdo de substrato presente na
mistura reagente, maior concentracdo de maltose sera produzida pela PPA conferindo maior

intensidade a coloracéo da mistura reagente.

b B

SR RIS S~

Ti = 00478 + PPA + [S] Ce =PPA +[S] Bi= 00478 +[S] ¢ Be = [S]

Figura 15. Teste de Inibicdo do a-Al do acesso 00478 sobre a PPA.
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Os resultados da variacdo da “actividade” de faseolamina sdo apresentados de
seguida, com a identificacdo da variedade regional, com maior teor de faseolamina. Entre as
24 amostras de feijao, a maior eficiéncia inibitéria da PPA foi detectada no acesso 00478
(feijao Filipe), com 80,24% de inibicdo, seguido do 00726 (feijao vassoura rasteiro) com
74,01% e do 00743 (feijao) com 73,65% (Figura 16). Por outro lado, a cultivar padrdo 00877
(feijao Sanilac) e as variedades regionais 00828 (feijao amarelo) e 00731 (feijdo rasteiro

vassoura) apresentam apenas 20,28%, 27,20% e 28,03% de capacidade inibitoria,

respectivamente.
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Figura 16. Grafico representativo da i nibicdo da PPA pelos ISOPs de feijdo comum em percentagem
média de inibicdo e respectivas barras de erro.

Os resultados demonstram a presenca e uma actividade significativa da faseolamina
entre as variedades regionais de feijdo. Tentou-se estabelecer o mecanismo de accéo,
competitivo ou ndo competitivo, através da modelacédo da sua actividade. Na presenca de um
volume constante de extracto, a accao inibitéria da faseolamina sobre a PPA pode ou nédo
depender da quantidade de amido (substrato) na solu¢cdo. Se a extencdo da inibicdo
depende apenas da concentracdo do inibidor (Koukiekolo [126]) esta tem um caracter nao-
competitivo. Por conseguinte, modelou-se a actividade do inibidor em todos os ISOPs em
estudo, optando-se por apresentar apenas os resultados obtidos para dois deles, visto serem
representativos da performance do extracto de feijao enquanto inibidor da PPA. Na presenca
de diferentes concentracdes de amido e volumes de extracto dos ISOPs 00726 e 00877,
observaram-se variagdes na formagao de maltose sob acgéo da PPA (Figura 17).

A inibig&o pela a-Al ocorre com a formacéo do complexo enzima-inibidor (El), durante
a incubacéo (Santimone [123]), onde a PPA é incubada juntamente com o inibidor antes de
ser adicionado o substrato. No conjunto dos ensaios de inibicdo Ti (1) variou-se o inibidor (1),
aumentando a quantidade de extracto (I) em 0,1ml para S01 101, em 0,2ml para S01 102, e
em 0,3ml para SO01 103, numa concentracdo constante de 0,1mM de substrato. O

procedimento foi adoptado nos restantes conjuntos Ti (2) e Ti (3), mas na presenca de
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concentra¢des constantes de amido de 0,3 e 0,6mM, respectivamente (Figura 17). Como a
mistura reagente apresentava um volume contante de enzima (PPA) e variando apenas a
guantidade de extracto (inibidor) e amido (substrato), ndo observou-se saturacdo na
formacédo dos complexos EIS. O aumento da formacédo de maltose foi proporcional a adicédo
do extracto nos diferentes testes de inibicdo (Ti) (Figura 17), o que nos indica que a
guantidade de extracto presente ndo inibiu totalmente a acc¢do da PPA, indicando a

ocorréncia de uma inibicdo nao-competitiva, de acordo com Koukiekolo [126] e Desseaux
[117].

Modelacao da actividade PPA com variagdo da [S] e [I]
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Figura 17. Representagdo grafica da modelagdo da ac tividade da PPA na presengca da a-Al do extracto
dos ISOPs 00726 e 00877, com representacdo da quantid ade respectiva de maltose libertada.

De igual forma, com o aumento da concentracdo de substrato, também se observa
um ligeiro aumento de maltose apds formagédo do complexo EIS. Porém, podemos observar
que em relagédo ao ISOP 00877, o ISOP 00726 continua a apresentar uma maior capacidade
de inibicdo da PPA, com menor formacdo de maltose em todos os conjuntos de ensaios de
inibicdo (Ti) (Figura 17).

Na modelagéo da cinética enzimatica, com ajuda do programa SigmaPIlot, obteve-se
um gréfico linear, onde o aumento da concentragcdo do inibidor na mistura reagente da-nos
informacg&o sobre o tipo de inibi¢cdo, através da representagdo linear das dependéncia da
Vmax € Kpn aparentes. Na Figura 18 encontra-se representada a modelacdo do
comportamento cinético de PPA na presenca do ISOP 478, em trés concentracdes distintas

de amido (eixo horizontal) e de a-Al (eixo vertical). A relacdo entre a variacdo da V. da
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enzima e a inibicdo pelo a-Al manifesta-se no decréscimo do parametro cinético, com o
aumento da quantidade de inibidor, sendo este comportamento caracteristico da inibicao
enzimética ndo-competitiva pela faseolamina.

Direct Linear Plot

1,0 4

0,8

0,4 1

Apparent Vmax

[
<)

),6 0,4 -0,2 0,0 0,2
Apparent Km

Figura 18. Interpretacdo linear directa das linhas definidas p  elo substrato e velocidade da reaccdo do
ISOP 00478, com interseccdes dessas linhas nos simbol o0s a preto e branco, e médias dessas
interac¢Bes em tons vermelhos.

Desta forma, o ISOP 00478 apresenta inibicdo n&do-competitiva, tal como todos os
ISOPs envolvidos neste estudo. Esta andlise cinética permitiu calcular o valor aparente de
Km (Apparent K,) para a reaccdo EIS. O célculo do valor médio de K, foi de 0,0428.
Segundo Arnaut [127] valores baixos de K, correspondem a complexos ES fortes, dada a
grande afinidade da PPA para com o substrato em estudo. A inibicdo ndo-competitiva da
amilase pela faseolamina diminui a digestibilidade dos hidratos de carbono e abre

perspectivas de utilizacdo destes feijdées no controlo do indice glicémico.
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4.4. Comparagéo e analise dos parametros nutriciona is e anti-nutricionais

Esta ultima parte corresponde a interpretacéo e discussao estatistica dos resultados
centesimais, minerais e anti-nutricionais obtidos convencionalmente nos pontos anteriores
para os feij0es regionais, comerciais e padrdes, com uma breve abordagem nos pontos que

Se seguem.

4.4.1. Correlacdo entre ISOPs nos diferentes pardme tros nutricionais e anti-

nutricionais

As principais interligacGes foram registadas nas cinzas, proteina e azoto com 0s
restantes parametros centesimais e minerais, correlacdes estas linearmente positivas.
Poucos séo os autores que realizaram correlacdes ao nivel dos parametros nutritivos, o que
torna limitativo em termos de comparacdo com a literatura acerca dos dados obtidos a este
nivel.

A proteina encontra-se significativamente correlacionada com o azoto, cinzas,
potassio, ferro e zinco. As cinzas apresentam uma correlacdo positiva moderada, embora
significativa (r = 0,45; p < 0,05) para com a proteina, o que indica que estas variaveis estdo
linearmente correlacionadas. O potéassio (r = 0,46; p < 0,05), o ferro (r = 0,55; p<0,01) e 0
zinco (r = 0,54; p < 0,01) apresentam uma correlacdo moderada positiva, com significancia
moderada a forte para com a proteina. O azoto apresenta uma correlagdo significativa
positiva forte (r = 0,79; p < 0,01) com a proteina, dado que o aumento de azoto esta
directamente relacionado com a sintese de proteina. A proteina bruta foi determinada
através do teor de azoto total presente na amostra, utilizando o factor de converséo do azoto
para obter a proteina total, o que faz pressupor estes se encontrem interligados. Saha [70]
apenas observou uma forte correlagdo negativa entre a proteina bruta e o potassio (r = -
0,43; p<0,01).

As cinzas encontram-se positivamente correlacionadas com o potassio (r = 0,49; p <
0,05) e zinco (r = 0,49; p < 0,05). Saha [70] também detectou uma correlacdo positiva
moderada entre cinzas e zinco.

Entre os constituintes minerais das cinzas, o ferro apresenta uma correlacao
moderada positiva com o calcio, tal como o cobre com o boro e o0 zinco com 0 manganés,
comr = 0,41 e p £ 0,05, respectivamente. O potassio (r = 0,47; p < 0,05) e o zinco (r = 0,49;
p < 0,05) apresentam uma correlacdo moderada positiva para com o0 azoto, enquanto que o
boro (r = -0,56 e p < 0,01) encontra-se negativamente correlacionado com este. O

manganés (r = 0,55; p < 0,01) e o zinco (r = 0,45; p < 0,05) encontram-se positivamente

Carla Gouveia — 2° Ciclo Bioquimica Aplicada 72



4. Resultados e Discussao

correlacionados com o fésforo, enquanto que Oomah [154] apenas registou uma correlacéo
moderada negativa entre o pot4ssio e o zinco.
A faseolamina ndo encontrou-se linarmente correlacionada com qualquer outro

parametro em estudo.

4.4.2 Analise de variancia simples ( One-Way ANOVA) e comparacdo multipla

Os valores médios dos parametros centesimais e anti-nutricionais dos acessos de
feijdo foram utilizados na andlise estatistica para identificar quais aqueles que permitem
distinguir os acessos de feijdo em estudo, através do teste One-Way ANOVA na andlise de
variancia por distribuicdo normal. Para tal, testou-se a normalidade dos parametros
utilizando o teste ndo paramétrico de Kolmogorov-Smirnov, verificando-se que todos os
parametros em estudo apresentaram uma distribuicdo normal com valor de significancia (p-
value ou p) superior a 0,05 (Anexo 3).

Realizou-se o teste one-way ANOVA para todos os parametros em diferentes
agrupamentos de feijao, tendo em conta o tipo de crescimento e a origem deste (Tabelas IV
e VI). Nenhum destes agrupamentos apresentou diferencas significativas em qualquer um
dos parametros, com p > 0,05 e teste de F inferior a dezena. Tendo em conta o teor médio
de cada parametro, efectuou-se a analise ANOVA para cada acesso com obtencdo de
diferencas altamente significativas em todos os parametros, com valores de p < 0,01. As
cinzas e proteina bruta apresentaram uma maior variancia com teste de F correspondentes
a 190,07 e 620,59, respectivamente (dados ndo apresentados). Através do teste de Tukey
HSD na andlise de médias ao nivel de significancia de 5% de probabilidade, determinou-se
por comparacdo multipla quais os acessos que diferiram significativamente nos diferentes
parametros analisados em ANOVA (Anexo 4).

No residuo seco (ou matéria seca), praticamente ndo se detectou diferencas
significativas entre ISOPs, através do teste de Tukey. Em termos globais, apenas o ISOP
00724 (feijao vermelho) se distinguiu dos ISOPs 00508 (feijdo milheiro) e 00534 (feijao
vaginha), respectivamente; No amido, houveram diferencas estatisticamente significativas (p
< 0,05) entre os ISOPs estudados, ndo se verificando nenhum ISOP que se exceptue ou
isole num todo; Nos acucares, o ISOP 00712 (feijdo vaginha) foi o Unico acesso a isolar-se;
A andlise lipidica foi aquela que apresentou menor distingdo significativa entre ISOPs; A
variagdo da proteina bruta permitiu obter uma maior distingdo entre ISOPs, dado que
praticamente todos se distinguem significativamente entre si (p < 0,05). Os ISOPs 00724
(feijdo vermelho), 00460 (feijao vergalheiro), 00755 (feijao valinho) e 00712 (feijao vaginha),
foram os Unicos a diferenciarem-se significativamente (p < 0,05) ao nivel proteico entre os
restantes; Os valores de cinzas apresentam uma grande variacdo, com grande incidéncia de

diferencas significativas registadas entre ISOPs, onde apenas o 00743 (feijdo) conseguiu
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distinguir-se integralmente (p < 0,05), relativamente aos restantes ISOPs; Na faseolamina,
registou-se algumas diferencas estatisticamente significativas entre ISOPs, onde apenas os
acessos 00478 (feijao Filipe), 00726 (feijdo vassoura rasteiro) e o 00743 (feijao) isolaram-se

relativamente aos restantes (Anexo 4).
4.1.1 Andlise multivariada por componentes principa is (PCA)

Por andlise multivariada dos componentes principais (PCA), obteve-se a distribui¢cdo
espacial dos acessos com base nos valores médios obtidos para 0os parametros nutricionais
em analise, através do programa MVSP v3.1. A contribuicdo das caracteristicas nutricionais

para a separagdo espacial dos acessos de feijao encontram-se representado na Figura 19.
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Figura 19. Representacdo dos auto -valores que demonstram de que forma todos os parame tros

nutricionais contribuem para a distribuigdo espacia | dos ISOPs na analise PCA.

Os resultados mostraram que a variabilidade nutricional é explicada entre 6
componentes principais, sendo que apenas 0s 2 primeiros tém uma contribuicdo significativa
para a distribuicdo espacial dos acessos, explicando 37,85% da variabilidade total. O
primeiro eixo ou componente explica 22,84% e o segundo 15,00% de toda a variabilidade,
com auto-valores (eigenvalues) de 3,65 e 2,40 respectivamente (Figura 20). A andlise por
PCA permitiu-nos agrupar os acessos de feijao em 3 clusters, cuja andlise discriminante
revelou um agrupamento 95,8% bem classificado por validacdo cruzada. Observa-se que 0s

clusters formados ndo correspondem ao tipo de crescimento que agrupa as variedades
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regionais de feijdo em trepadores e rasteiros (Freitas [33]), dada a mistura de individuos

trepadores com rasteiros em cada cluster.
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Figura 20. Analise efectuada com os resultados da caracteriz  ag¢do nutricional dos componentes

principais (PCA). Delimitagdo em circulo de 3  clusters distintos.

O grau de dissimilaridade foi calculado usando a distancia generalizada de
Mahalanobis para os dois componentes principais, através do programa estatistico SPSS
v19. A 12 funcdo ou componente principal determinou a variagio maxima dos grupos
formados explicando 52,60% do total da variacdo, com uma correlacdo canénica de 0,87 e
um auto-valor de 3,12, de acordo com os valores do coeficiente de funcéo discriminante de
0,82 para o manganés. A segunda funcao explica 47,4% da variabilidade total, com uma
correlagdo canonica de 0,86, auto-valor de 2,82 e coeficiente da funcéo discriminante de -
1,08 para o amido, 1,18 para a proteina, -0,94 para o zinco e 1,28 para o boro.

Segundo o teste multivariado de fungBes Wilks’ lambda, temos a significancia da
funcdo discriminante. Obteve-se fung¢des altamente significativas (p < 0,00) para a divisdo
dos acessos em 3 clusters, com uma propor¢céo de 6,40% e 26,20% em variagdo nao-
explicada para a primeira e segunda funcéo, respectivamente. Dado o baixo valor de
significancia (p), o modelo apresentado na Figura 20 foi adequado para os dados
apresentados. Para cada um dos 3 grupos de acessos identificados na Figura 20,
representou-se a média de todas as variaveis no espaco multivariado (centroides) definido
pelas variaveis no modelo apresentado. Através da distancia generalizada de Mahalanobis
entre dois pontos do espaco definido por varidveis correlacionadas, discriminou-se

estatisticamente um centrdide para cada um dos 3 clusters de acessos formados pelos
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parametros em analise. Através da representacao grafica na Figura 21, podemos classificar
0S acessos mais proximos nutricionalmente dentro do grupo, que é onde a distancia de
Mahalanobis do acesso ao centroide & menor.
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Figura 21. Representacgéo gréafica das fungbes candnicas 1 e 2 para determinacéo dos centré ides de cada
cluster identificado na andlise PCA.

Desta forma, podemos aferir 0s acessos que sao representativos dos grupos em que
se inserem: no cluster 1, 0 acesso que mais se aproxima do centro do grupo é o feijao
trepador regional vaginha (ISOP 00534), no cluster 2 € o feijao rasteiro (ISOP 00743) e no
cluster 3 € o feijao trepador regional corno de carneiro (ISOP 00505). Através de
abordagens estatisticas multivariadas, identificou-se 3 clusters representativos de toda a
diversidade nutricional, cuja contribuicdo para a variabilidade através do teor de amido,
proteina, manganés, zinco e boro provieram essencialmente dos 3 acessos acima
mencionados.

Como os ISOPs em estudo se desenvolveram nas mesmas condi¢des, minimizou-se
a interferéncia ambiental no seu desenvolvimento. Desta forma, diferencas registadas entre
traits ndo deverdo resultar de factores ambientais, mas sim das propriedades genéticas
inerentes a cada amostra, segundo Mandal [62] e Kokuszka [76], dado que com os

resultados obtidos observou-se uma grande variabilidade nos parametros estudados.
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O feijao comum tem a maior importancia alimentar para os paises com maior
privacdo nutricional, como é o caso do continente Africano (Onwuliri [67]; Shimelis [12];
Shimelis [68]), como fonte de proteina alternativa a proteina alimentar. Em Portugal, o
estudo nutricional do feijdo tem vindo a ser realizado em complemento & avaliacdo de
germoplasma (Rodifio [7]; Rodifio [16]; Coelho [15]). Este estudo permitiu-nos comparar as
variedades regionais de feijdo com outros trabalhos semelhantes, constituindo um factor
indicativo na identificagdo de qual o acesso que mais se adequaria pela sua qualidade
nutricional ao mercado regional ou nacional.

O teste One-Way ANOVA permitiu detectar os parametros nutricionais que
apresentam maiores variacdes e diferem de si de forma significativa. Todos os acessos
apresentaram boas caracteristicas nutricionais, mas a proteina bruta e cinzas apresentaram
significativamente a maior varidncia entre 1SOPs, distinguindo-se estes dois parametros
como principais indicadores de qualidade nutricional, de acordo com Sathe [52].

De acordo com os dados estatisticos e segundo Duranti [51], o feijdo vermelho
(ISOP 00724) tem as melhores caracteristicas nutricionais, apresentando baixo indice
glicémico e lipidico, relativamente ao teor proteico e mineral (cinzas) abundante. Como
observou-se na Tabela Il, este possuiu 0 maior indice de proteina bruta (29,69 g/100g MS),
0 segundo maior valor em cinzas (5,55 g/100g MS), teor de amido relativamente abundante
(42,36 g/100g MS), contrastando com baixo teor em acgucares (3,99 g/100g MS) e lipidos
totais (1,44 g/100g MS). O feijao vermelho apresentou um menor teor de humidade, ou seja,
93,55 g/100g MS de residuo seco, evidenciando igualmente um caracter de qualidade (Hong
[142]). Os feijobes em estudo apresentaram valores de cinzas relativamente abundantes,
como os ISOPs Preto e feijao vermelho (ISOP 00724), com potencial importancia na
contribuicdo mineral na dieta humana.

O desenvolvimento do modelo de calibragdo PLS para a previsdao da composi¢géo
centesimal por NIRS demonstrou a fiabilidade dos resultados obtidos para a proteina bruta e
cinzas, tanto na validacdo interna ou externa. Os restantes parametros necessitam de
ajustes na calibracdo do modelo por PLS, principalmente na previsdo por NIRS do amido,
visto haver muitas variacdes quer ao nivel dos valores de referéncia como na calibracéo do
modelo, dada provavelmente a varia¢cdes fisicas na farinha utilizada na sua determinacao.

A analise comparativa dos parametros nutricionais, recorrendo as técnicas analiticas
convencionais por quimica molhada e de NIRS, permitiu relacionar os parametros cinzas e
proteina bruta como os principais critérios nutricionais para distincdo das variedades
regionais quanto a sua qualidade, ao diferirem significativamente relativamente aos

parémetros restantes.
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Na analise PCA, identificou-se 3 clusters distintos e avaliou-se discriminantemente
guais 0s acessos que mais se aproximariam do centro de cada cluster. O feijdo trepador
regional vaginha (ISOP 00534), o feijdo rasteiro (ISOP 00743) e o feijdo trepador regional
corno de carneiro (ISOP 00505) s&o nutricionalmente representativos dos restantes acessos
no mesmo agrupamento.

O feijao Filipe (ISOP 00478) apresentou a maior capacidade de inibicdo da PPA,
com cerca de 80% de actividade da faseolamina. De acordo a composi¢ao centesimal, este
feijdo podera ser igualmente recomendado para o consumo diario, visto ser o acesso com
maior capacidade de inibicdo da PPA, importante factor na saude relacionada com o
controlo da diabetes através da contribui¢cdo do baixo indice glicémico.

Os objectivos delineados neste trabalho foram cumpridos, através da andlise da
composi¢ao nutricional e anti-nutricional para a avaliacdo e tipagem dos centroides das
variedades regionais de feijdo que se adequariam as potenciais necessidades e procura no
mercado. A introducdo da técnica de previsdo por NIRS permite criar um banco de
informacdo nutricional e facultara rapidez e credibilidade nos resultados, através da

construcao de uma base de dados dos recursos genéticos locais.

Carla Gouveia — 2° Ciclo Bioquimica Aplicada 78



6. Perspectivas Futuras

6. Perspectivas futuras

Perspectivo, para futuro complemento do presente trabalho, o desenvolvimento e
construcdo de um modelo de calibragdo mais robusto por NIRS-PLS, para uma previséo
mais eficiente e exacta entre valores de referéncia e previstos. Para tal, alargar tanto o
numero de acessos regionais, como 0s parametros em estudo, de modo a melhor contribuir
para a difusédo da qualidade dos produtos regionais.

Devera igualmente ser efectuado um estudo que englobasse a contribuicdo da
faseolamina na alimentacéo, bem como incluir o teor de fibra alimentar ao presente estudo,
de modo a podermos integrar estas farinhas de feijdo em produtos para as mais diversas

confecgBes, como potencial enriquecedor nutricional de produtos alimentares.
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Anexo 1. Dados bibliograficos p ara cinzas e minerais em feijdo comum

Macronutrientes (g/100g)

8. Anexos

Micronutrientes (mg/100g)

Cinzas
Referéncia Estudo Fésforo Potassio Célcio Magnésio Ferro Cobre Zinco Manganés Boro
(g/100g MS)
] Composicdo quimica e digestibilidade
Mesquita [37] ) ] - 3,00-4,90 0,45-0,72 | 1,51-2,48 | 0,03-0,28 | 0,18-0,34 | 7,14-12,69 | 1,14-1,77 | 3,67-6,99 | 1,49-2,89 -
proteica de linhagens de feijao.
) Melhoria na qualidade nutricional de feijao
Granito [5] . 3,80 0,44 1,07 0,19 0,16 6,31 - 2,82 - -
pela fermentacdo natural.
Propriedades fisico-quimicas de
Shimelis [12] variedades melhoradas de feijao da 2,86-4,26 0,02 - 0,07-0,19 - 6,23-8,40 - 1,54-2,89 - -
Etiépia.
» Lipidos e outros constituintes do feijdo do
Onwuliri [67] - 2,00-3,10 0,25-0,36 | 1,96-2,32 | 0,09-0,18 | 0,18-0,30 | 8,46-35,10 | 6,20-32,50 | 2,46-2,75 | 0,09-1,50 -
norte da Nigéria
Acido fitico, fitase, minerais e actividade
Oomah [154] o - i - 0,50-0,66 | 1,62-1,95 | 0,08-0,20 | 0,15-0,21 2,83-6,66 0,01-0,88 | 1,80-2,83 | 1,08-1,94 | 0,94-1,37
antioxidante do feijao do Canada.
Guzman- Conteldo proteico e mineral de feijdo em
) ) - - - 0,18-0,19 - 9,30-10,90 - 1,66-1,74 - -
Maldonado [1] duas regides do México.
Variedade da qualidade nutricional e de
Saha [70] confeccéo do feijdo como funcéo do - 0,36-0,49 | 0,98-1,29 - - 7,94-13,76 | 0,18-0,75 | 2,51-4,48 | 1,11-3,94 -
gendtipo
Viséo global 2,00-4,90 0,015-0,72 | 0,98-2,48 | 0,03-0,28 | 0,15-0,34 | 2,83-13,76 | 0,01-32,50 | 1,54-6,99 | 0,09-3,94 | 0,94-1,37
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Anexo 2. Teor de macro e micronutrientes que compde

m as cinzas de feijdo comum

8. Anexos

(dados obtidos pelo nucleo de Analises de Solos e Plantas, Camacha).

Macronutrientes (g/100g) Micronutrientes (mg/100g)
ISOP Azoto Fosforo Potassio Célcio Magnésio Ferro [ obre Zinco Manganés Boro

460 3,83 0,42 1,70 0,02 0,18 6,00 1,00 2,70 1,20 1,60
478 3,67 0,41 1,55 0,02 0,17 6,00 1,20 3,00 1,60 1,80
480 3,00 0,35 1,70 0,02 0,17 6,20 1,30 3,30 1,40 1,80
505 3,67 0,50 1,55 0,02 0,17 6,50 1,30 3,50 1,50 2,00
508 3,33 0,51 1,50 0,02 0,18 6,80 1,30 2,80 1,60 1,70
534 3,17 0,44 1,60 0,02 0,14 5,50 1,40 2,90 1,10 1,90
670 3,00 0,43 1,30 0,02 0,18 6,40 1,30 2,50 1,50 1,70
712 3,00 0,35 1,40 0,02 0,17 6,50 1,10 3,00 1,00 1,80
713 3,83 0,41 1,55 0,01 0,17 5,00 1,00 2,80 1,30 1,50
722 3,17 0,30 1,45 0,02 0,15 8,50 1,40 5,00 1,50 1,40
724 4,83 0,41 1,65 0,02 0,17 6,50 0,90 2,80 0,90 1,70
726 3,50 0,37 1,55 0,02 0,17 7,00 1,00 3,40 1,30 1,70
731 3,50 0,37 1,55 0,01 0,17 5,50 1,20 3,10 1,40 1,40
743 4,33 0,43 1,60 0,02 0,15 6,00 1,00 2,70 1,50 1,20
755 4,17 0,44 1,55 0,02 0,15 10,00 1,00 2,60 1,50 1,40
757 3,67 0,44 1,65 0,02 0,14 6,50 1,20 2,90 1,00 1,80
828 3,83 0,35 1,65 0,02 0,17 6,00 1,10 2,30 1,30 1,50
876 3,17 0,43 1,40 0,02 0,15 5,50 0,90 3,30 1,60 1,60
877 3,67 0,52 1,50 0,02 0,12 6,50 1,10 3,80 3,80 1,60
878 3,67 0,46 1,50 0,01 0,17 4,50 1,00 3,60 1,90 1,30
879 4,17 0,58 1,80 0,01 0,18 6,00 1,10 4,00 2,20 1,70
880 3,33 0,43 1,60 0,01 0,17 4,50 1,20 3,10 1,80 1,80
Catarino 3,50 0,52 1,75 0,02 0,18 6,00 1,10 2,90 1,90 1,80
Preto 3,00 0,42 1,55 0,02 0,15 8,00 1,00 2,90 1,20 1,60
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8. Anexos

Anexo 3. Teste ndo-paramétrico de kolmogorov-Smirnov para ava liacdo da normalidade dos dados

centesimais e anti-nutricionais dos acessos em estu do, pelo programa SPSS v19.0.

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

agucares amido cinzas lipidos proteina

N 24 24 24 24 24
Normal Parameters®’ Mean 3,9767 | 39,6009 4,7560 1,9731 | 22,4526
Std. Deviation ,68445 [ 7,20999 ,46881 ,35564 | 2,70323

Most Extreme Absolute ,104 ,111 ,119 ,120 ,114
Differences Positive 104 ,073 119 120 14
Negative -,042 -, 111 -,0983 -,104 -,076

Kolmogorov-Smirnov Z ,510 ,543 ,5683 ,587 ,558
Asymp. Sig. (2-tailed) ,958 ,930 ,886 ,881 ,915

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

residuoseco Azoto Fosforo Potassio Calcio
N 24 24 24 24 24
Normal Parametersa'b Mean 91,5497 | 3,58375 ,42875 | 1,56667 ,01792
Std. Deviation 1,17862 | ,468251 | ,064560 | ,114841 | ,004149
Most Extreme Absolute ,111 ,135 ,181 ,151 ,484
Differences Positive ,094 135 181 141 ,308
Negative -, 111 -,106 -,136 -,151 -,484
Kolmogorov-Smirnov Z ,543 ,663 ,886 ,738 2,371
Asymp. Sig. (2-tailed) ,929 772 ,413 ,647 ,000

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Magnésio Ferro Cobre Zinco Manganés

N 24 24 24 24 24
Normal Parameters®’ Mean ,16333 ,006329 ,001129 ,003121 ,001542
Std. Deviation ,015788 | ,0011976 | ,0001488 | ,0005710 | ,0005717

Most Extreme Absolute ,330 ,235 ,182 ,181 ,251
Differences Positive 146 235 182 181 251
Negative -,330 -,142 -,124 -,106 -,131

Kolmogorov-Smirnov Z 1,618 1,151 ,893 ,888 1,230
Asymp. Sig. (2-tailed) ,011 ,141 ,403 ,410 ,097

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Boro inibicao
N 24 24
Normal Parametersa'b Mean ,001637 45,2138
Std. Deviation ,0001974 | 15,99748
Most Extreme Absolute ,166 ,237
Differences Positive 122 237
Negative -,166 -,110
Kolmogorov-Smirnov Z ,813 1,163
Asymp. Sig. (2-tailed) ,524 ,134

a. Test distribution is Normal.
b. Calculated from data.
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Anexo 4. Teste comparacao multipla Tukey em avaliag

8. Anexos

ao centesimal e anti-nutricional, por SPSS v19.0.

3 . Inibica
Parametro Aglicares Amido Cinzas Lipidos Proteina Residuo PnFlelgsgr
ISOP solaveis totais bruta Seco a-Al
3,73+0,08 37,22 +1,98 4,74+0,16 | 2,32+0,60 27,21 +£0,07 | 90,84 +0,82 65,95 0,2
00460 ;
cde cd fgh ab | abc hi
00478 3,11 +£0,03 42,71 +0,18 4,61+0,01 | 2,07+0,19 24,41 +0,16 | 90,13 + 3,57 80,24 +£5,93
a defgh def ab ij abc j
4,02 +£0,02 37,83 +3,56 532+0,02 | 2,86 +0,09 20,13+0,04 | 91,68 +1,44 45,50 £4,0
00480 .
efg de j b c abc fg
4,45 + 0,03 37,39+ 3,76 536+0,05 [ 2,34+0,34 24,02 +0,06 | 91,55+0,40 35,88 £4,38
00505 - - .
hij cd i ab hi abc bcdef
3,82 0,07 39,95 +1,47 4,65+0,00 | 2,42 +0,08 21,57 +0,03 | 89,19+0,21 45,72 + 2,37
00508
def defg efg ab e a fg
3,59 +£0,04 42,67 + 1,46 4,61+0,02 | 1,61+0,10 20,04 £0,28 | 89,60 +2,45 39,90 £0,22
00534
bcd defgh def a c ab cdef
4,73 +£0,03 49,06 + 3,63 4,07+0,04 | 1,64+0,31 19,30 +£0,24 | 92,63 +0,49 38,51+£1,76
00670 : .
ik hi b a b abc bcdef
5,35+ 0,02 52,65+ 2,18 4,54+0,01 | 2,09+0,22 18,55+0,17 | 92,74 +0,11 56,42 +1,84
00712 ;
I i cde ab a abc gh
2,97 £ 0,09 36,00 + 2,10 4,97+0,03 | 1,60+0,23 23,33+0,10 | 9135+0,16 28,03 £2,63
00713 ;
a bcd i a g abc abc
3,27 £ 0,07 40,42 +0,31 4,40+0,02 | 1,57+0,54 20,02+0,16 | 91,07 £0,95 37,14 £0,40
00722
ab defg c a c abc bcdef
3,99 £ 0,09 42,36 +1,81 555+0,03 | 1,44+0,16 29,69+0,06 | 93,55+0,51 34,73 £ 3,82
00724
efg defgh kl a m C bcdef
4,44 + 0,32 41,99 + 3,81 4,82+0,08 | 1,80+0,36 21,51+0,12 | 90,90 +0,14 74,01 £ 4,02
00726 " . N
hij defgh ghi a e abc ij
4,31+ 0,07 35,34 +1,82 4,86 +0,02 | 1,97 +0,45 20,87 +£0,24 | 92,20+1,21 65,89 £ 1,06
00731 . . )
ghi bcd hi ab d abc hi
00743 4,30 £0,24 26,91 +1,48 3,82+0,03 | 2,40+0,25 21,67 +0,21 | 92,64 +1,22 73,65 +2,13
ghi a a ab e abc ij
00755 3,44 £ 0,03 45,51 + 3,16 4,36 +0,01 | 2,06 +0,14 25,76 £0,10 | 92,42 +0,26 43,48 + 3,09
bc ghi c ab ki abc ef
3,80 £ 0,05 29,33 +0,88 4,43 +0,05 | 2,03+0,06 22,49 +0,04 | 91,94 +1,09 40,60 + 1,32
00757
def ab cd ab f abc def
4,80+0,11 35,73 +0,89 4,54 +0,02 | 1,48 +0,27 23,47 +0,09 | 91,61+0,16 27,20 +£4,34
00828
k bcd cde a gh abc ab
00876* 4,13 +0,10 46,98 + 3,48 4,10+0,04 | 1,90+ 0,06 19,24 £0,36 | 92,65+1,01 42,26 +2,59
fgh ghi b ab b abc def
. 3,57 +£0,06 45,14 + 2,35 4,66 +0,11 | 2,10+0,12 22,30+0,15 | 92,87 +,018 20,28 £0,80
00877
bcd efgh efg ab f bc a
. 3,70 £0,04 23,40 £ 0,45 4,79+0,02 | 2,12+0,32 23,33+0,17 | 91,02 +0,82 31,53+0,32
00878 ;
cde a fghi ab g abc abcde
00879 3,30 £ 0,08 46,33 +1,50 5,43+0,03 | 1,57+0,29 24,95 +0,05 | 90,05 +1,30 44,68 + 3,43
ab ghi jk a i abc fg
" 4,63 +£0,09 47,10 +1,93 4,96 +0,16 | 2,22+0,20 20,49 +0,20 | 89,81 +0,88 30,72 £0,62
00880 " . B
ijk ghi i ab cd ab abcd
Catarino™ 4,19 + 0,07 30,08 + 3,57 4,89+0,01 | 1,69+0,76 20,58 £+ 0,50 | 92,75 +0,46 42,13 +0,98
atarino .
gh abc hi a cd abc def
Preto** 3,82 +£0,09 38,30 +1,94 5,67 +0,01 | 2,06 +0,29 23,93+0,09 | 92,07 +£0,66 40,69 + 5,62
reto .
def def | ab hi abc def

a-p: médias com diferentes caracteres diferem signi

* Padrdes; ** Comerciais
Nota: valores apresentados sob a forma de média +d

esvio padrao de trés determinagdes independentes
ficativamente ao longo da coluna (p < 0,05)
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