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1. INTRODUCAO

O ferrc & um elemento gue estd em todas as ceélulas do or
ganismoc e suas funcdes estdo, na sua grande maioria, relaciconadas
20s processos de respiracdc celular. Considerando gue © organismo
do individuo adulto contém cerca de guatro gramas de ferro, este e
lemento coﬁstitue o metal mais importante para os mamiferos (Forth
& Rummel, 1973). A maioria deste ferro se encontra na forma de com
plexos ligados & proteina, tanto como grupo ferroporfirina, princi
palmente na forma de hemoglobina (60 - 70%) e também como mioglobi
na e certas enzimas, ou como compostos nfo "heme" ligadeos & protel
na tais como ferritina {ferrc de reserva), transferrina (mo plasmal
e enzimas ferroflavoproteinas. 0O ferro idnico estd presente no orga

nizmo em guantidades irrelevantes {Underwood, 1977).

A demanda de ferro no organismo varia consideravelmente
durante as etapas da vida e o organismo apresenta grande habilidade
em adaptar-se & mudangas nestas necessidades. A deficiencia é& ferro
& consequéncia de um balango negativo entre o aporte & as necessida
des deste nutriente e determina a longo prazo, uma alteracdo na eritropoie
se, reduzindo os niveis de hemoglobina no sangue. A deficiéncia sisté

mica de ferro se processa no organismo humano de maneira gradual e
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progressiva, resultando tardiamente no aparecimento de anemia (Bran

dalise & Matsuda, 1986}.

A anemia ferropriva constitue um problema de saQde pibli
Ca, nac somente nos paises subdesenvolvidos como nagueles altamen
te industrializados, embora apresente maiocr prevalencia entre
as populacdes do terceiro mundo (Baker & Demaeyer, 197%, Florentino
& Guirriec, 1984, Fossi et al , 1987). A anemia por deficieéencia de
ferro, a mais comum entre as anemias, permanece como © malor proble
ma nutriciconal em todo o mundo, atingindo especialmente criangas e
mialheres em idade fértil. Sem duvida, as principais causas desta dg
ficidneia nutricional sdo a reduzida ingestao de ferro, associada
ao consumo de ferro de baixa gqualidade, isto &, pouco biodisponi
vel {Finch & Coock, 1984, Gordon & Godber, 198%). A Organizagio Mun
dial de Saude (1975} constatou, em diferentes partes do munde, que
21 a B0% das gestantes sdo anémicas e 40 a 99% delas apresentam al

guma deficiéncia de ferro.

A maior incidéncia de anemia ferropriva ocorre entre os
seis meses e trés anos de idade, sendo particularmente preva
lente em lactentes e pré-escolares, em virtude do rapido crescimen:
to corporal, gue acarreta grandes necessidades de ferro {Brandalise
5 Matsuda, 1986). Entretanto a introducdo de uma dieta pobre em fer
ro associada & reduzida capacidade deste ser aproveitado pelo orga
nismo, determinam uma elevada prevaléncia &e‘deficiéncia de ferro
entre os seis meses e um ane de idade, principalmente nos paises
subdesenvolvidos {Anderson et al , 1979, Fossi et al , 1987,Halberg
1981c). Margo et al (1977}, pesquisandc a prevaléncia e tipo de
anemia nutricional em 344 criangas de Johannesburg {Africa do Sulj},
constataram que 23% das criancas de um ano de idade apresentavam a4

nemia ferropriva e gue 53% tinhem evidéncias biogquimicas de deficién
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cia de ferro. Por outro lado, Bailey & Cerda (1988) relatam que
5 a 15% das criancas americanas de 9 a 36 meses de idade sdo ang
micas (por deficiéncia de ferro} e gue a nutrigdo do lactente pa
rece ser o fator mais importante na determinacadc do aparecimento

de anemia nesta fase,

No Brasil, a anemia ferropriva constitue um dos prin
cipais problemas nutricionais de safide piblica, demonstrado por
diversos trabalhos (INAN, 1984, Roncada & Szarfarc, 1875, . Szar
farc,1985). Sigulem et al (1978} constataram uma elevada preva
léncia de anemia ferropriva {22,7%) em criangas de 6 a 60 meses
do municipio de Sao Paulo, com maior fregueéncia entre criangas
menores de 2 anos de idade. Aranjo et al {1987) também encontra
ram uma situagdo semelhénte em pré-escolares da cidade de  Belo
Horizonte - 21,5% de criangas anémicas. Registros sobre a ocor
réncia demanemia ferropriva em cinco estados do Brasil revelam
uma prevaléncia gque varia de 20 a 80%, tratando-se portanto, de
um guadro sem dGvida relevante (INAN, 1984) . Monteiro {1988} ,pes
gquisando a nutrigdc das criangas do mﬁnicipio de 830 Paulo, en
controu gue a anemia ocorre com grande frequéncia sobretudo nos
dois primeiros anos de vida (53,7 a 58,1 %) e que nenhuma das 4i
etas dos lactentes (primeiro ano de vida) atingiu as recpmenda
coes de ingesta & ferro., O autor conclue gue a anemia constitue
a deficidnecia nutricional mais comum entre as criangas de Sao

Pauloc.

0 organismo depletado em ferro apresenta uma série
de comprometimentos. Estudos com agricuiteres evidenciam a influ
éncia negativa gue a anemia ferropriva exerce sobre a capacidade
fisica para o trabalho (Hallberg, 1981c). Ohira et al {1381} tam
hém constataram esta relaciAoc em ratos machos adultos, concluindo

gue a concentracao de hemoglobina & o maior determinante do con



04.

sumo total de oxigénic e da capacidade de trabalho nestes ani
mais. Por outro lado, individuos anémicos apresentam doengas in
fecciosas mais f:equentemente e mais graves (Vyas & Chandra, 1984,
Kuvibidila, 1987). Ainda, a deficiéncia de ferro tem sido rela
cionada com redugdo da capacidade cognitiva, fadiga e mudancas
comportamentais em geral (Beaton et al, 1989, Vyas & Chandra '

1984} .

0 ferro & um elemento gue estd largamente distribul
do na natureza e existe em guantidades relativamente grandes na
maioria dos alimentos consumidos pelo homem. Mesmo assim, a defi
ciBncia de ferro continua a ser o malor problema nutricional em
todo o mundo, como J& relatado. Isto pode ser explicade pelo fa
to de gue o homem tem grande dificuldade em absorver este nutri
triente através da mucosa intestinal, © gue por sua vez estd bas
tante relacionado com a forma gquimica em que o ferro se encontra
nos alimentos e as interagdes que podem ocorrer entre ele e ou
tros constituintes da dieta (Hallberg, 1981b, Stekel et al,1983).
Assim, o contelido total de ferro em um alimento ou dieta nao in
dica a guantidade do mesmo que esta metabélidamante disponivel
e portanto, ndo & suficiente para avaliar sua adegquagdo nutricig
nal {Amine et al, 1972). Para conhecer a guantidade de ferro pg
tencialmente disponivel dos alimentos é necessério, portanto,nao
somente saber a guantidade de ferro aportada, mas sua natureza
quinica e a composgigao da refeicido com a gual ele & consumido
{(Monsen et al, 1978}. De acdrdo com o mecanismo de absorgaoc,o fexr
ro dietético se apresenta sob duas formas quimicas principais: a

forma "heme”™ e a forma "“nac heme”.

0 ferro "heme” & encontrado nos alimentos de origem
animal sob a forma de hemoglobina e mioglobkina e corresponde em

média a cerca de 40% do ferro total presente nos tecidos animais
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incluindo predutos ‘cadrnecs, figados, aves e peikes. O tipo de re
feigio tem pouca infludncia na absorgdo do ferro “"heme” porgue
ele permanece dentro do complexo porfirina até ser absorvido pe
la célula da muccsa. Stekel et al (1983}, estudando a absorcio
do ferro "“heme", utilizaram pd concentradc de hemoglcobina marcada
intrinsicamente ccm_SSFe(de sangue bovino) na fortificacao de lel
te, arroz e bolo de farinha de trigo. Os resultados de taxa de
absorcaco, calculada pela radicatividade incorporada nas células
vermelhas, revelaram gue a absorgao do ferro d&a hemoglobina foi e
levada, uniforme e inéependente dos consgtituintes dos alimentos
Portanto, © ferro "heme" & bem absorvido e, dependendo do "status"
nutricicnal de ferro'do organismo, sua absorgio pode variar de
cerca de 15% em individuos com estogues repletos a 35% naqueles
com baixas reservas de ferro (Clydesdale, 1983}, sendo sua absor

cio média de 23% ({(Herbert, 1987, Monsen et al,l9878}).

0 ferro "nAoc heme" & encontrado nos alimentos de ori
gem vegetal, oOvOSs, leite e derivados, carnes {cerca de 60% do
ferro total) e em alimentos industrializados fortificados com
sais de ferro. A absorgdo do ferro de origem vegetal {"nao heme"
& bem menor do que a do ferro "heme" (cerca de 1 a 5%) e Dbastan
te vulnerdvel A presenca de varios fatores dietéticos que melho
ram {Acido ascdrbico, tecido animal} ou vloqueiam (oxalatos, fi
bras, fitatos, taninos, entre putros) & disponibilidade do ferro
para absorg¢ao, por alteracdo de sua solubilidade no trato gastrin

tegtinal {Cook, 1983, Hazell, 198%).

A disponibilidade do ferro "nao heme" para absor¢ao,
de um modo geral, depende da propor¢ae relativa dos fatores due
promovem ou inibem a liberagdc do ferro na mucosa do trato gas
tro intestinal. Um dos fatores mais efetivos no aumento da absor

cio do ferro "ndo heme” & © dcido ascoOrbico, cuia agao tem sido
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claramente demonstrada por diversos trabalhos {Hallberyg, 1%8lc,
Hallberg et al , 1989, Lynck & Cook, 1380j. O ferro estd presen
te nos alimentos de origem vegetal predominantemente na forma de
complexos férricos, de baixa biodisponibilidade {Lee & Clydesda
le, 1979). O &acide ascOrbico promove a redugaoc deste ferro aoc es
tado ferroso gue & mais soltvel {poder redutor) e também pode for
mar quelato com ions férricos (ferro-ascorbato) em pH acido
que permanece solivel com o aumento do pH no intestino delgado
proximal. Este efeito & observado somente guando o &cido ascdrbi
co & ingerido simultaneamente com ¢ ferro e gquando ndo esta am
sua forma nxidada, gue tem menor poder redutor (Mousen, 1988y .
Cook & Monsen (1977} cbservaram um aumento de 1,7 a 2,6 vezes na
absorgao do ferro {de baixa biodisponibilidade} de uma refeigao
semi~sintética, proporcional & adicfio de doses crescentes de aci
do ascdrbico entre 25 e 1000 mg. A influéncia do dcido ascorbico
& particularmente importante em dietas contendo apenas ferro"nao
heme"™, como dietas vegetarianas ou de populagdes de baixo nivel
sdoio-econbmico, onde o consumo de alimentos ricos em acido  as
cérbico, tais como frutas citricas, caju, goliaba e MAMA0 , PO
de aumentar em até seis vezes a absorc¢do do ferro, conforme rela
tado por Hallberg (1981b}. Além disso, a fortificagio de alimen
tos com Acido ascdrbice parece ser mais efiaienté para combater
a deficiéncia de ferro nestas populagbes, do que a fortificacao

com sais de ferro {(Cook, 1877}).

Os tecidos animais tambdm promovem a absorgio do fer
ro "p3o heme™, além de contribuir com ¢ ferro "heme" no aporte
total de ferro da dieta. O efeito melhorador da carne, peixe e 2
ves foi relatado primeiramente por Layrisse et al {1968) e esta

sbhbservacao tem sido confirmada tanto em refeicbes semi-sintéticas
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{Cook et al,1972) guanto em alimentos,conforme sumariza Hallberg
{1981b). Como no caso do acido ascdOrbico, o efeito facilitador
que a carne exerce sobre a absorgio do ferro "ndo heme” esta re
lacionado com a guantidade de carne presente na refeigho, mas o
mecanismo exato desta agldc nao estd totalmente elucidado. Tep~
se proposto que este efeito seja provocado por um fator presente na
carne {("meat factor") gue pode ser tanto aminoacidos ou polipep
tideos liberados na digestdo das proteinas, formando quelatos so
ltveis com 0 ferroc "ndo heme®” da dieta {Conley & Hathcock, 1878,
Xroe et al, 1963, Monsen, 1988). Hurrell et al (1988} sugerem
gue estes produtcs de digestdo podem ser mais especificamente
peptideos ricos em cisteina. No entanto, varios pesquisadores a2
creditam que este efeito ndoc & uma propriedade da proteina em sk
comp descreve Hallberg (1981b) e Morris (1983). Recentemente,Gor
don & Godber (1989) demonstraram a influéncia do "meat factor'em
ratos, através da estimativa do Valor Bioldgice Relative do fey
ro [RBV %) do farelo de arroz, gue mudou de 46 para 75% guando a
lactoalbumina foi substituida por carne (isenta de ferro) como
fonte protéica na.ﬁieta dos animais. £ importante ressaltar ain
da que o tecido animal apresenta efeito promotor semelhante tan
to na absorcho do ferro "ndoc heme" quanto do ferro "heme", visto
que a absorcgho do ferrc “heme" pode ser reduzida 2 50% na ausén

cia de carne {Hallberg, 1581a}.

A Organizagéao Mundial de Safide (WHO, 1%70) reconhece
a importdncia da proteina de origem animal na utilizacao biologi
ca do ferro guando submete a recomendacao deste nutriente A& guan
tidade da referida proteina presente na dieta. Assim, para a mn
ilher adulta, a OMS recomenda o aporte de 28 mg de ferro/dia guan
do a proteina de origem animal contribuilr com menos de 10% das

calorias totais da dieta e, apenas 14 mg de ferro/dia guando
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mais que 25% das calorias forem derivadas das proteinas de  ori
gem animal. No entanto, estas recomendacgdes precisam ser revisa
das pois sabe-se que somente o tecido animal apresenta o efeito
melhorador sobre a absorgio do ferro. Outras proteinas de origem
animal como albumina sérica e proteinas do ove, leite e queijo,
nao demonstram este efeitosy ao contrarie, comprometem a absorgao
do ferro {(Callender et al, 1970, Hurrell et al, 1988, Stekel et

al, 1983}).

0 efeito melhorador da carne sobre a absorcac do fer
ro "nic heme" tem sido comparado com agquele apresentado pelo aci
do ascbrbico para estimar a biodisponibilidade do ferro de refei
ces, considerando-se que 100 g de carne equivale a aproximadamen
te 100 mg de aAcido ascérbico (Morris,1983). Monsen et al (1978},
propem um método de estimativa da biodisponibilidade do  ferro
baseado nas reservas de ferro do organisme ¢ na ingesta de carne
e Acido ascodrbico. Assim, guando os estogues de ferro do indivi
duo estio totalmente depletados e a ingestdo de acido ascOrbico
& menor que 25 mg ou de carnes, menor que 30 g, a biodisponibili
dade do ferro serd de 5%. No entanto, guando a dieta apresenta
mais gque 75 mg de acido ascorbico ou mais gue 20 g de carnes, ©

aproveitamento do ferro sera bem maior, isto £, cerca de 20%.

Hallberg & Rossander (1984} estudaram a influéncia
da carne e aAcido ascorbico na absor¢ao do ferro de uma refeigdo
tipica Latinoamericana, composta de milho, arroz e feijao preto,
Os resultados obtidos em 48 individucs, sob diferentes métodos ,
revelaram um aumento significativo na absorc¢do do ferro "nao he
me® que mudou de 0,17 para 0,45 mg guando foi adicionado 75 g de
carne e, aumentou para 0,58 mg quando a refeigac fol suplementa

da com couve-flor como fonte de acido ascbrbico (65 mgl.
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Qutros fatores dietéticos tem sido indicados como fa
cilitadores da absorgio do ferro "ndo heme" tais como &cidos or
ginicos de baixo peso molecular (acido citrico, acido latico)
frutose e certos aminocdcides (histidina, lisina e cisteina), a
través da formagdo de guelatos soliveis com o ferro, tornando-o
disponivel  para as células absortivas da mucosa intestinal (Ha

zell, 1985, Pabon de Rozo et al, 1986, Van Campen, 19731},

A absorcao do ferro "nao heme” depende também da in
fludneia de componentes da dieta que inibem sua absorgic atraves
da Fformac3o de guelatos insoliveis ou macromoléculas de baixa bi
odisponibilidade. O efeito das fibras sobre a abéargéo do ferro
tem sido mostrado através de resultados conflitantes -~ alguns in
vestigadores tém_demonstrado uﬁ efeito inibidor, eﬁquante outros
nio tem constatado efeito algam (Garcia-Lopez & Lee, 1983). Pare
ce gue este efeito depende nBo somente da guantidade de fibra
mas também da fonte e tipo de fibra consumida. Assim, fracdes de
fibras purificadas geralmente nao apresentam a mesma agao come
no alimento intacto (Morris, 1283}. Fernandez & Phillips {1982}
constataram que fracdes de lignina e hemicelulose exibiram uma
capacidade de ligagao ao ferxro do sulfate ferroso_muito maior
do que a celulose ou pectina. Por outro iado, Gordon & Chao{l%84)
demonstraram em ratos andmicos, um aumento significative da bio
disponibilidade do ferro (sulfato ferroso) de uma dista purifica
da guando suplementada tanto com celulose, fitato ou oxalato.Por
tanto, os diferentes relatos de literatura sobre o assunto podem
seyr exglicadoé também pelo modelo experimental utilizado nas pes

gquisas "in vivo".

0 papel dos fitatos na absorcido do ferro "naoc heme”

ainda nao estd muito bem esclarecido, como NG Caso das fibras. Q
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fitato monocférrico, forma em gue 60% do ferro & encontrado no
trige, & altamente sollvel sendo este ferro bem absorvido,enqguan
to o complexo calcio-ferro-fitato, formado na presenca de célcio,
é relativamente insoliivel e seu ferro & pouco biodisponivel (Ha
zel, 1985, Morris & Ellis, 1976). A interagdo entre fitato e fi
pras pode explicar o efeito inibidor dos farelos sobre a absor
cio do ferro (Morris, 1983). No entanto, a forma em que o fita
to se encontra nos alimentos, o pH {gquanto mais elevado, malor a
finidade dos fitatos pelo ferro) e o modelo experimental utiliza
do {ratos ou humanos) sio alguns dos fatores que podem determi

nar o nodo de acdo dos fitatos sobre a absorgdo do ferro "nac he

me" {Hallberg et al , 1989).

Os polifendis, tals como o tanino, apresentam acao
:inibidora da absorcio do ferro “nio heme" j& bastante comprovada
0 chd & um potente inibidor da absorcao do ferro, atraves da for
macio de guelatos insollveis de ferro-tanato {Disler et al,1975).
Uma chicara de cha pode reduzir a absorcdc de ferro nas refei
cbes a cerca de um tergo {(Hallberg, 198l1c). 0 café, gue  também
contém compostos polifendlicos, inibe a absorgao do ferro {Mon
sen,l988) . Alguns dos alimentos mais ricos em taninos SAC O SOI

go, tamarindo, cha, soja e trigo.

O efeito dos oxalatos scbre a absorgac do ferro "nao
heme" & ainda mais controvertido do gue o das fibras ou fitatos.
Existem relatos de literatura gque o indicam como potente inibi
dor (Forth & Rummel, 19?3}, de efeito neutro {Hallberqg, 1981b} ,
ou ainda, como um agente promotor da absorcio do ferro {Gordon &
Chao, 1984). Gordon & Chao guestionam a afirmativa de que a bhai
%xa biodisponibilidade do ferro do espinafre seja devido aco seu
alto contetudo em oxalatos e recomendam a realizagdo de mais estuy

dos sobre o assunio.
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Nao somente substancias como fibras cu fitatos podem
reduzir a biodisponibilidade do ferro,mas também certos alimen
tos tais como fareleos de cereais, produtos de soja, oveo e lelte
de vaca (Callender et al, 1970, Cook et al, 1981, Morris, 1883,
Stekel et al, 1983). Com relacio aos produtos de soja, este efej
to ndc tem sido comprovado através de estudos a longo prazo (Mon
sen, 1988). Neste grupo também estdo incluidos o chd e o cafe

conforme ja8 relatado.

Minerais como o calcio, f&sforo, zinco e cobre podem
interferir na absorcio do ferro, embora de forma limitada, tanto
pela competicdo por ligantes ou pelo mesmo mecanismo de absorg¢ac
no entanto, estas interacdes tem sido pouco esfu&adas {Amine &
Hegsted, 1971, Chausow & Czarnecki-Maulden, 1888, Garcia~Lopez &
Lee, 1985, Snedeker et al , 1982). Em relagdc aos macronutrien
tes, a proteina & o finico gue tenm efeito significativa comprova
do sobre a absorcdo do ferro “nao heme", segundo Cook (1883). En
tretanto, tem-se observado em ratos um aumento na biodisponibi
lidade do ferro em dietas com elevada'concentragéc de gordura @
com maicr teor de acidos graxos saturados (Johnson et al, 1887 .,
Mahoney et al, 1980)}. No gaso dos carboidratoes, Fritz et al
{1978} constataram uma utilizacio bioldgica do ferrc semelhante
em ratos andmicos alimentados com dietas contendo sacarose e ami
do ou apenas glicose. A substituigdo de glicose por frutose ou

59

lactose amentou a absorcio e retencao do Fe em ratos anemlcos,

conforme relatado por Pabdn de Pozo et al (1986}).

O balanco metabdlico do ferro, ao contrario do gue o
corre com ocutros minerais, € mantido pela regulaciaoc da ahsorgao
do ferro dietético, devido & capacidade limitada do organisme om
exoretar este elemento (Bi8rn~Rasmussen, 1983). Assim, © ferro

endbgenc vai sendo reciclado de tal forma gue a excregdo & sen
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pre minima (0,6 a 1,0 mg/dia) e a meia vida do ferro hematinico’
é de aproximadamente oito anos. Portanto, a homeostase no metabo
lisme do ferro depende primariamente da absorgao e ndo da excre
cao (Underwood, 1977). Isto evidencia a importancia do conheci
mento dos fatores que determinam a absorgac deste nutriente, Os
mecanismos de absorg¢ido sdc complexos e o grau em que o ferro po
de ser assimilado pelo organismo varia grandemente intra e inter
individuos {Amine & Hegsted, 1974, Fairweather-Tait, 19887, Ols
zon et al, 1978).8endo assim,0s estudos scbre © assuntoc envolvem

o uso de modelos experimentais dificeis de serem definidos e a

interpretacio dos resultados & complicada.

A guantidade de ferro a ser absorvido em uma refel
gao depende da quantidade e natureza gquimica do ferro da dieta,
da presenga € concentracio de fatores dietéticos gue melhoram !
cu inibem sua absorcdo,e das reservas de ferro do organismo (Hal
berg, 198la). Com relacdo & natureza quimica do ferro, o "heme"e
o "nido heme" sdo absorvidos por caminhos independentes na mucosa
intestinal (Finch & Cook, 1984). O ferro "heme" & solfvel nas
condicoes do intestino delgado, sendo abzorvido diretamente para
dentro do enterdcito como um complexo ferro-porfirina intacto .
Dentro da calula da mucosa o ferro & liberado pela acéd da enzi
ma heme-oxigenase, como ferro idnico, sendo entido incorporado ao
"pool® do ferro "ndo heme" (Thannoun et al, 1987). Devido a es
te mecanismo absortivo e scolubilidade elevada no pH intestinal,o
forre "heme" nio & afetado pelo meio quimico ou por nenhum dos

fatores dietéticos que alieram pronunciadamente a disponibilidade

do ferro "nao heme" {Rianchi, 1988).

Para ser absorvido o ferro tem gue estar em uma for
ma solivel (ionizado ou complexado). No meio acido do estémago

as ions ferrcsos e férricos estdo na forma hidratada. Com a eleg
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vacao do pH no intestino delgado, os ions férricos formam ma
cromoléculas de hidréxidos férricos que se precipitam e ndc sao
absorvidas {(Smith, 1983}. Segundo Forth & Rummel (1973} o ferro
& absorvido em duas fases - rapida {(nc ducdenc} e lenta (no jeiu
no e ileo) e sua absorcédo € regulada por fatores intraluminais
{(pH, tipo e concentragio de substincias ligantes), humorais {eri
tropoietina, transferrina) e por fatores da mucosa {presenga e
concentragio de ligantes na borda em escova e nos espagos intra

celulares, presenca de agentes redutores e saturagac de farro

nos tecidos}).

A transferéncia do ferro do lumen inestinal para o
sangue envolve duas etapas. A primeira compreende a captagao do
ferro do liumen e passagem através da borda em escova com  Conse
quente absorgio do ferro idnico para dentro do enterdcito. O fer
ro {ionizado ou ligado} €& captado na mucosa por ligantes gue paa.”
ticipam do sistema de transporte de ferro, geralmente proteina,e
depende de energia (Forth & Rummel, 1973). Segundo Clydesdale
{1983) existem dois caminhos diferentes para absorgac do ferro
"nao heme®, de acordo com a valéncia: os ions férricos podem ser
solubilizados pela complexagdo antes de serem absorvidos e oS
ions ferrosgos podem ser absorvidos nae complexados. Os ions fer
rosos sBoc mais soliveis e mais disponiveis para absorgdo que os
jons férricos. A segunda etapa envolve a transferéncia de parte
do ferro presente no enterdcito para o sangue, pPor um processo que
provavelmente ndo reguer energia e envolve ligagdo a transferrina
para transporte no plasma. O ferro remanescente volta ao ltmen quando as

celulags da mucosa sao descamadas do vilus {Dinder & Munmro,1%77) . Faltam
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esclarecimentos com respeito ac mecanismo de transferéncia do  ferro

do limen para os espagos intracelulares e corrente sanguinea.

Além da natureza guimica do ferro (“hemé“ ou "nac he
me"} , das interacdes que podem ocorrer entre o ferro "n3oc heme®
e ligantes no lumen intestinal, o "status"de ferrc do individuo po
&e;kﬁﬁrminar grandes variacgles nas taxas de absorcadc do ferro.
Agsim, 0 organismo depletado em ferro pode absorver de duas a
trés vezes mais do gue o organismo normal, fato bastante compro
vado tanto em humanos {(Cook, 1877, Layrisse et al,'1968} guanto
em ratos {Buchowski et al, 198% , ballman et al, 1982). © ferro
dietético & utilizado em média de 5 a 10%, no caso de individuos
com estogues regulares de ferro {500 mg}l e de 15 a 20% gquando o
organismo esta com baixas reservas de ferro - menos de 100 mg
{Herbert, 198?}. A absorcac do ferro é regalaﬂa ac nivel da célu
la da mucosa em resposta a mudangas no "status”de ferro do orga
nismo. No entanto, ndo se conhece o mecanismo exato pele qual o
enterbcito & informado sobre os estogues de ferro (Bjbrn - Ras
mussen, 1983} . Este & um mecanismo de controle a longo prazo, ja
que mudancas nas reservas de ferro sao relativamente lentas. Wri
ght et al (1989) sugerem gue existe um controle da absorgao do
ferro a nivel de mucosa em resposta ao "status"de ferro das célu

las da mucosa, isto &, um mecanismo de controle a curto prazo.

A proporcdo em gque o ferro € absorvido em um alimen
to ou refeigioc por vezes tem sido empregada para definir sua bio
disponibilidade. Deste modo, considera-se gue ¢ ferro absorvido
representa ¢ ferro retido no organismo e gue as perdas endogenas
s8o insignificantes, visto gue o metabolismo deste elemento & re
gulado pela absorgae, como 14 mencionado. Devido a isto, estudos
da influéncia relativa dos fatores que promovem ou inibem a ab

sorcho do ferro sfc mais relevantes como subsidios para estimar
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sua biodisponibilidade, do que as interagles gue ocorrem Com €3
te nutriente a nivel metabdlico. Sabe-se que © conceito de  bio
disponibilidade, para todos os nutrientes, & a medida da propor
gdo do total do nutriente consumido gue € retide ou utili
zado pelc organismo. No caso do ferro, o termo biodisponibilida-
de tem sido empregado para expressar diferentes medidas tais co
mo absorcio verdadeira ou retencdc na forma de ferro hematinico
{(Pairweather - Tait, 1987, Mahoney et al, 1985). Van Campen {13983
revisando as técnicas usadas para estimar a utilizacdo bioldgica
do ferro, relata que ndo existe conceito universal para biodispo
nibilidade, isto &, dois procedimentos podem medir coisas comple
tamente diferentes e o resultado de ambos ser expressado COmo

biodigponibilidade.

Desde a década de trinta, tém-se realizado estudos pa
ra avaliar a biodisponibilidade de ferro ., conforme descrevem
Amine & Hegsted {(1971). No entanto, as maiores degcobertas foram
realizadas somente no final da década de sessenta, atraﬁés de es
tudos com isétopos radiocativos, em humanos {Hallberg, 198lc, Lay
risse et al, 1968 & 1369). A descoberta mais importante destes
trabalhos foi a de gue o ferro dos alimentos de origem animal e
absorvido em proporgdes consideravelmente maiores do gque © dos
vegetais, dande origem acs conceitos de ferrc "heme" e ferro”nac
heme®. Outra descoberta relevante foi a de que o ferro radioati
vo de um alimento marcado intrinsicamente & absorvido na mesma
extensio e proporcgio gue o "pool® de ferrc "ndoc heme" marcado X
trinsitamente, para a maioria dos alimentos. Desde entdo, tém-se’
conduzido estudos em humanos, utilizando-se — refeigdes marcadas
extrinsicamente com isdtopos radicativos do ferro {geralmente

556 e °?Fe) sendo a biodisponibilidade do ferro estimada atraveés

da contagem da radicatividade total do organismo {"Whole body coun
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ter"),da incorporacgac do isdtope radioativo nos eritrécitos oy
da monitorizac@o do ferrc radioative eliminado pelas fezes (Bibrn

Rasmussen et al, 1973, Consaul & Lee, 13983, Cook et al, 1972).

Por outro ladeo, o rato tem sido tradicionalmente uti
lizado para predizer a biodisponibilidade do ferro, atraves de
metodologias menos sofisticadas, mais baratas e portanto,de gran
de significado pratico. Neste grupo estdo incluidos os trabalhos
classicos de Fritz et al {1970, 1974, 1975, 1978) e Amine & Hegs
ted {1972 = 1974), gue consistem no uso de doses crescentes de
ferro na recuperacio de ratos anémicos e os resultados sac rela
tados como Valor Biologico Relative do ferxo (RBV %) da fonte
teste em relacdo a um padr@o {geralmente sulfato ferroso}, Mais
recentemente, tem-se utilizado esta metodolegia modificada, com
alteracic das variaveis envolvidas na estimativa do RBV {Chao &
Gordon, 1083, Gordon & Chao, 1984, Gordon & Godber, 1989). Além
disso, Mahoney et al (1974, 1980, 1985, 1987) tém preconizado o
uso da proporgae do ferro ingerido que & retido na forma de fer
ro hematinice {HRE %), como medida para predizer a biodisponibi
dade do ferro, através da recuperagido de ratos anémicos tratados
com uma unica dose de ferreo.hAtualmente, este grupoe de pesguisado
res tem sugerido a utilizaclo do rateo como modelo para  predizer
a biodisponibilidade do ferrc em humanos através do uso de meto
dologias semelhantes aguelas empregadas em estudos com humanos
isto &, utilizacho de ratos adultos normais, tratados com doses

hem slevadas de ferro,marcado extringicamente {Buchowski et al,

1989} .

Sabe~se gque a biodisponibilidade do ferro nos dife
rentes alimentos varia grandemente,sendo multo mais elevada para
o ferro dos alimentos de origem animal (varia de 11 a 22%, para

o peixe e carne respectivamente} que para o ferro ancontrado nos



vegetais {(de 1% para o arrmi até 6% para a sojal), conforme obser
vado por Layrisse et al {1969). Entretanto, sA0 0§ alimentos de
origem vegetal gue contribuem com & maior proporgac do aporte de
ferro das dietas - cerca de 9%0% do ferrc ingerido nos paises de
senvolvidos e até 100% nagueles subdesenvolvidos (Hallberg,1381q
Zhang et al, 1985). Além disso, a anemia ferropriva & mais comum
entre as populagdes que subsistem consumindo alimentos de origem
vegetal como cereais e leguminosas, gue podem fornecer guanti
dades moderadas de ferro, porém de baiza disponibilidade
{Acosta et al, 1984, Clydesdale, 1983, Fossi et al, 1987). Por
tanto, conhecer a guantidade e biodisponibilidade do ferro de
fontes vegetals tem uma importincia pratica consideravel (House

& Welch, 1987}).

G feﬂjéo & reconhecidamente um alimento fonte de fer
ro & de consumeo generalizado em ROSSO meic {Desai et al, 1%8B0 .
Sgarbieri et al, 1979, Sgarbieri, 1989}. Segunde Dutra de 01i
veira {1973}, nos paises da América Central e do Sul, as leguming
sas (especialmente os feijles comuns}.fazem parte da dieta tipi
ca destas populagbes e sdo consumidas diariamente, em  quantida
des gue variam de 50 a 100 g. De acordo com os dados do inguéri
to realizado pelo IBGE (1977}, o feijdo contribuia com cerca de
30% do aporte total de ferro das familias estudadas, sendo gue
em algumas regides do pais este indice atingia 36%. No entanto,
pouco se conhece sobre a qualidade nutricional do ferro de fei

ides, especlalmente dagueles cultivares mais consumidos no Bra

sil.

Estudos sobrea biodisponibilidade do ferxo de fel

jGes sd0 €s8CAass0s € geralmente foram conduzidos em humanos, uti

1izando marcacae isotdpica, somente com feijoes pretos, sendo en
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contradas taxas de absorgdo reduzidas - de 0,84 a 3,2% {Cook et
al, 1972, Layrisse et al, 1968 e 1369, Lyhch et al, 1984}). Lay
risse et al (1968) encontraram uma absorc¢ac média mais elevada
{(7,1%), gquando utilizaram individuos deficientes em ferro. Segun
do Lynch et al (1984), a biodisponibilidade do ferro de legumino
sas nac tem sido estudada suficientemente, Com excegdo para a so
ja, sendo escassos os dados scbre outras leguminosas tais COmo

o feijao.

Nas sementes de leguminosas o ferro estd distribuido
atraves do cotilédone, com maior concentragido na periferia onde
haA bastante substincia protéica. Nos feijdes, a maior parte do
ferro esta presente come formas insoluveis {(dols tercos), cerca
de 30% como ions ferrosos e o rastante como ions férricos e fex
ro complexado (Hazell, 1985}. Por outro lado, as sementes de fei
ies contBm substincias tais como fibras, polifendis e fitatos que
podem reagir com o ferro, inibindo sua absorcio. Todavia, ndo se
conhece exatamente o papel destes compostos sobre a biodisponibi

lidade do ferro de feiijdes (Sgarbieri, 1989).

£ de fundamental importancia, portantoe, estudar a u
tilizacio bioldgica do ferro de feilijdes,uma vez que constitue
gum alimento basico de nossa dieta e a principal fonte de ferro
para as populacdes de baixa renda, onde a prevaléncia de anemia
ferropriva & mais elevada. Nestas populacdes ressalta-se uma mail
or preval@ncia entre as criancgas de até um ano de idade {lactentes).
Neste caso, o feijfo entra como alimento de desmame e importante
fonte de ferro {Brandalise & Matsuda, 1986, Monteiro, 1988}. Se
gundo Saarinen & Siimes (1979}, a introdugdo de alimentos de ori
gem vegetal neste periodo, reduz a biodisponibilidade do ferro do

leite materno.
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Considerando estes fatos, decidiu-se trabalhar com
ratos andmicos para estimar a utilizagdo biclégica do ferro do
feijfo, na forma de farinha do feijao integral e farinha da papa
do feiilo, como usualmente preparada para alimentacado de desma
me. O cultivar escolhido para este estudo foi o 'Carioca 80 S.H'
{sem halo) ou 'I.A.C. Carioca'’, desenvolvido pelo Instituto Agro
némico de Campinas, proveniente do cruzamento do cultivar 'Cario

ca' com a variedade 'Cornell 49-242' (Pompeu & Roston, 1988).

Selecionou-se este feijao por apresentar vantagens

agrondmicas {Pompeuw & Roston, 1988}, por ser o mais cultivado no

Estado de S3c Panlo e ainda, por demonstrar melhor valor protéi
co gque o de diferentes variedades de feijoes consumidas em nosso

meio (Tezoto & Sgarbieri, 1290).



2, OBJETIVOS

A presente investigacae foi conduzida no sentido de

alcancar os seguintes objetivos:

~ Estimar ¢ teor de ferro do feijdo 'Carioca 80 S.H.' e seu Va

lor Bioldgico Relativo, em ratos anémicos.

- Determinar o conteido e Valor Bioldgico Relativo do ferrxo da
papa de feijfo, na forma wutilizada como alimento de desmame,
e comparar estes resultados com aqueles opbtidos para o feijao

integral.

- Comparar os valores de utilizacao bioldgica do ferro obtidos
através de duas metodologias: Valor Bioldgico Relativo {RBVE),
sequndo Association of Official Analytical Chemists {AQAL,
1984) e Indice da Eficiéncia de Regeneracao da Hemoglobina

{HRE %}, preconizado por Mahoney et al {1974).

- Estimar a utilizacio bioldgica do ferro do feijac 'Carioca BO
S.H.' ao nivel de 36 mg Fe/kg de ragio, semelhante aos regue
rimentos deste nutriente para o rato {(National Research Coun

cil, 1879), e sua eficiéncia em recuperar a anemia 4os ani

mais neste nivel,



3, MATERIAL E METODOS

3.1. MATERIAL

2.1.1. Animais

Poram utilizados no experimento 130 ratos (Raftus non
vegicus) machos, linhagem Wistar, var. Albinos {Rodentic mammalial,

S.P.F. {Specific Pathogen Free), recém desmamados, pesando an

tre 42 e 55 g, provenientes da criacic do Biotério Central do

Campus da Universidade Estadual de Campinas. Os 72 animais ané

micos selecionados para a fase de replecdo da hemoglcobina, apre

sentavam ac desmame, peso médio de 48,7 + 0.5 g.

3.1.2. Ragoes
3,1.2.1. Ragac basal, pobre em ferro

A racgdo basal foi formulada segundo as especifica
ches da AOAC (1984, p. 880}, modificada por Fritz et al (1978},

cuja composi¢dc percentual estid apresentada na tabela 1.

Nas tabelas 2 e 3 estio contidas as composicbes da

mistura mineral (isenta de ferro) e vitaminica utilizadas na xa

cAo basal, conforme recomendacdes da ACAC {1984 , p. 880-881l}.
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Devido ao grande volume de racao basal nacessaria
ao experimento (fase de deplegdo - 130 ratos mantidos por 35 di
as), confeccionou~se esta ragao em lotes de 7 kg cada. Apds ©
preparc de cada lote, determinou-se a concentragao protaica e ©

reor de ferro {contaminantel.

TABELA 1 - COMPOSICAC PERCENTUAL DA RACAO BASAL, POBRE EM FERRO

(5 ~ 7 ppm).
INGREDIENTES QUANTIDADE
3
Sacarose 46,25
Amido de milho 23,13
caseina’ 20,00
Olec de soja 5,03
Fosfato monossodico 2,00
Carbonateo de caleio 2,00
Cloreto de potassio 0,50
sal icdado 0,50
Mistura mineralgf 6,27
Mistura vitaminica® 0,10
Cloreto de colina 0,1%
4L, - Metionina 0,10

1/ Caseina de boa procedéncia, baixzo teor em ferro, teor protéi

co = 90 %.

2, 3/ Composicao das misturas nas tabelas 3 e 4 ,respectivamente
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TARELA 2 ~ COMPOSICAQ PERCENTUAL DA MISTURA MINERAL {ISENTA DE

FERRQO)

SALS QUANTIDADE
%
gulfato de magnésio 73,8160
Sulfato de zinco 19,6570
Sulfato de manganes 5,7330
sulfato de cobre 06,7315
Iodeto de potassio 0,0625

TABELA 3 -~ COMPOSICAO PERCENTUAL DA MISTURA DE VITAMINAS

VITAMINAS QUANTIDADE
%
Vitamina é 500.000 UIl/g 1,00
Vitamina D, 200.000 UI/g 0,75
acetato tocoferol 5,00
Menadiona a,04
Tiamina 0,30
Riboflavina 0,30
Piridoxina 1,00
pantotenato de calcio 1,00
Niacina 3,00
Acido folico 6,10
Vitamina Blz 0,1% em gelatina 2,00
Sacarose 85,51
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2.1.2.2. Ragdes padrdes: racao basal adicionada de

sulfate ferroso

As racdes padrdes foram elaboradas adicionando sulfa
to ferroso EFe804.?H20f, grau analitico, receém adquirido no = co
mércio) A dieta basal pronta, em guantidades tals que forneces
sem 6 mg, 12 mg, 24 mg e 36 mg de ferro elementar por guilograma
de racic. Na tabela 4 estdapresentada a composicdo das racSes  ba

sal e padrdes em g/kg de cada ingrediente utilizado.

Apds o preparo das ragbes padroes, determinou—~se 08

reores de protelna e ferro.

3.1.72.3. Ragbes experimentais: ragdc basal adiciona
da de farinha de feijao integral e de fari

nha de papa de feijao:

As racOes experimentais foram preparadas seguindo
a mesma composigac da racao basal, sendo apenas suplementadas
com doses crescentes de ferro na forma de farinha de feijao. As
farinhas foram introduzidas nas racdes & custa de amido de miiho
e caseina, de forma a manter a Composigao guimica basica das mesg
mas. Portanto, as racOes ficaram isocalbricas, isoprotéicas e &

presentavam O Mesmo grau de dogura.

0 feijdc utilizado no experimento foi o cultivar 'Ca
rioca 80 S.H.' {sem halo} {Pompeu & Roston, 1988), proveniente &2
um mesmo lote de grios produzidosna Faznda Experimental Santa Elisa,
Tnstituto Agrondmico de Campinas. Apds ser adguirido, o© feiijio
foi armazenado sob refrigeragao, em local apropriado, até ser u

tilizado no preparo das farinhas, gquando entao contava Com um
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tempo de estocagem pds-colheita de nove meses. O cozimento do
feijdo foi feito segundo técnicas de Elias & Bressani (1876} e
Gimez Brenes et al (1973),como mostra a figura 1. Nesta figura tam
bém esté'apresentado esguematicamente como foi obtida a farinha
do feijdo e a farinha da papa do feijin. Todos os recipientes e
equipamentos utilizados neste processo foram previamente higie
nizados com aAgua desionizada sendo usado somente agueles de ma
terial plastico, vidro ou ago inoxidavel. Toda Agua necessaria

i obtencao das farinhas foi destilada e em sequida,desionizada.

As farinhas prontas foram acondicionadas em sacos
plasticos e armazenadas em freezer, até serem utilizadas no pre
paro das racdes experimentais. Determinou-se a composigac cente

simal e o teor de ferro destas farinhas.

1.1.2.3.1. Racdes experimentais com farinha de fei

jdo integral

A partir da farinha do feijdo integral, foram en
tao preparadas as racoes FI6, FILE' F124 e FIBS’ COoOm A mesma
composicao da racio basal, substituindo apenas amide de milho
pela farinha do feijBo, em guantidades tals que fornecessem 6,
12, 24 e 36 mg de ferro por gquilograma de racdo, respectivanmen
te. A gquantidade de caseina utilizada foi aquela necessaria pa
ra completar o teor de proteina nas ragdes, de forma gue ficas
sem com o mesmo nivel daguele da ragdoc basal {aproximadamente
19 8). Na tabela 5 estdo apresentads as diferentes gquantidades
{em g/kg} da farinha do feijéo integral, caseina e amido de mi
1ho, necessarias para atingir os niveis desejados .de ferre e
proteina em cada ragdo. Nesta tabela observa-se também gue a

guantidade de sacarose foi mantida igual para todas as ragoes,
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exceto para a FI36, onde a adigido de uma maloy guantidade de fa
rinha de feijdo foi compensada a custa também de sacarose.0 mesg
mo nivel de sacarose desta ragdo fol utilizade na formulacdo da
racido Padrdo 36, para gue as duas ragles apresentassem o Mesmo

grau de docura (tabelas 4 e 5).

3.1.2.3.2. Racbes experimentails com farinha de papa

de feijao

Utilizou-se a farinha da papa do feijdo 'Carioca BOS.H
para a confecgido das ragoes FPe. FP,, € FPsus de modo gque a fa
rinha fornecesse os seguintes niveis de ferro: 6, 12 e 24 myg por
gquilograma de racdo, respectivamente. Os niveis de proteina fo
ram corrigidos com a caseina, para atingir teores semelhantes
aos da ragao basal e, a8 quéntiﬁades de amido suficientes para
completar 100 g..ks guantidades dos demais ingredientes foram
mantidas idénticas as da racdo basal, conforme pode ser observa
do na tabela 5.

Apds o preparo das ragdes experimentais, determinoy

se as teores de proteina e ferro.



TABELA 4 ~ FORMULACRO Das RACOES BASAL E PAURDES

INGREDIENTES BASAL PADROES -/
Pg P12 Payg P3¢
g/kg

sulfato Ferroso Heptahidratado 2/ - 46,0299 0,0597 0,119% 0,1792
Sacarose 3/ 462,5  462,5 462,5 462,5 367, 2
Amido de milho © 231,33 231,3 231,2 231,2 326,4
caseina &/ 200,0  200,0 200,0 200,0 200, 0
Oleo de soja 50,0 59,90 56,0 50,0 50,0
Fosfate monossddico 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0
Carbonato de calcioe 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0
‘Cloreto de potassio 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
Sal icdado 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
Mistura mineral 2.7 2,7 2,7 2,7 2,7
Mistura vitaminica 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Cloreto de colina 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5
dL - Metionina 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
L/ Ragbes padrdes com 6, 12, 24 e 36 mg Fe/kg.

2/ gulfato ferroso heptahidratado, grau analitice, Merck.

3/ peor de sacarose igual para todas as ragdes, com excegdo da Py, cuja quantidade &

igual & da racdo experimental Fl,. {tabela 5}.
4/

27 caseina de boa procedéncia, baixo teor de ferro, com aproximadamente 90% de proteina,



ZH.
GRAOS DE FEIJEO
CROS

Escolbha e lavagem

REMOLHO
{12 horas)

COCCAQ EM AUTOCLAVE
{Semn &m&t@e remolho)

10 min, 120eC, 16 1b.

RESFRIAMENTO
{rRapido}
TRITURACED
14 seqg.
PARSAGEM EM
PENEIRA
Pencira de
1.4 mm.
v .
LIOFILIZACRO LIOFILIZACAD
HOAGEM MOAGEM
{Peneira com 1,25 mm)
FARITNEA FARTWHA
{Peijao integral) {Papa de feijio)

FIGURA 1 - Esqguema do processo de obtengao das farinhas do feijac



TABELA 5 - FORMULACKD DAS RACDES EXPERIMENTAILS

INGREDIENTES FEIJAO INTEGRAL 1/ PAPA DE PEIJAC 2/
FIG inz F124 FI35 FP6 F?lz FP24
Sacarose 3/ 462,5 462,5 462,5 367,2 9/kg 462,5 462,5 462,5
Farinha de feijdo integral 75,9 151,9 303,8 455,7 - - -
Farinha de papa de feijdoc = = - - - 66,7 133,3 266,7
Anmido de milho 177:0 122.,4 13,6 - 184,3 137,2 43,2
Caseina 4/ 178,14 157,0 11.3,9 70,9 i80,3 16G,8 121 ,4
fleo de soia 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0
Fosfato monossodico 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0
Carbonato de célcic 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0
Cloreto de potassio 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
Sal iodado 5,90 5,0 5,0 5,0 5,0 5.0 5,0
Miztura mineral 2,7 2,7 2,7 2,7 2,7 2.7 2,7
Mistura vitaminiea 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Cloreto de colina i,5 1,5 1,5 1,5 1,5 i.5 1,5
dL - Metionina 1,0 < 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0

lfRacoes exper;meﬁtais com farinha de feijdc integral (FI) fornecendo 6, 12, 24 e 36 mg Fe/kg
de racgio, respectivamente, .

szaQoes experimentalis com farinha de papa de feljaa (FP} fornecendo 6, 12 e 24 myFe/kg de ra
cao, r&spectzvamente.
3/

Teor de sacarose lgual para todas as ragdes, com excegdo da FIl,., onde a adigdo da farinha
de feijao integral naoc pdde ser feita apenas a custa de amidd de milho.

ﬁKCase;na de boa procedéncia, baixo teor de ferro, com aproximadamente 30% de proteina.

e
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3.2. EETODOS

3.2.1. Determinacdes gquimicas

A composigdo centesimal das farinhas do feijao, ela

boradss conforme esquema apresentado na figura 1, foi chtida
segundo metodos preconizados pele Instituto Adolfo Lutz (IAL,
1985}, com exce¢do do nitrogénio total. O teor protéico foi de

terminado também na caseina e nas ragbes formuladas. Ainda, a
nalisou-se ¢ contelido de ferro nas farinhas e nas ragdes. Para

tanto, foram realizadas as seguintes determinagdes quimicas:
3.2.1.1. Umidade ou voldteis a 1059C

A determinagac da umidade foi realizada por gravime
tria, com secagem em estufa regulada a 1059C, até peso  constan

te (IAL,1985, p. 21-22),
3.2.1.2. Cinzas ou residuo mineral fixo

As cinzas foram determinadas por carbonizagio segui
da de incineracdo da matéria orgdnica em mufla a 5509C, por gra

vimetria {(IAL, 1985, p. 27-28}.
3.2.1.3, Extrato etéreo {lipidios)

Foram determinados por extracic com &ter etilico
{grau analitico), utilizando extrator intermitente de Soxhlet

(IAL, 1985, p. 42 - 43}.
3.2.1.4. Nitrogénio total {proteina bruta}

Foi determinado pelo método Kjeldahl, em escala semi,
micro {(AOAC, 1984, p. 156-157), e convertido em proteina bruta

usando os fatores 6,38 para a caseina e 6,25 para o feijao.
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3.2.1.5. Fibra

Foi determinada por digestdo Acida e alcalina, por

gravimetria (IAL, 1985, p. 54 - 56).
3.2.1.6. Fragio livre de nitrogénic {(carboidratos)

O contetdo de carboidratos foi calculado por dife
renca, considerando gue a soma de todos ©Os componentes do  pro

duto corresponde a 100%.
3.2.1.7. Ferxo

0 teor de ferro foi determinado pelo método de es
pectrofotometria de absorcac atdomica. As amostras foram prepa
radas utilizando digestdc lenta com &cido nitrico a frio {5 mb
g de amostra) e & quente (mais 5 mb/g de amostra), e com acido
perclorico (2 nlL/g de amostral 3 quente e, em seguida,diluigdo
dc material digerido a 50 mL com Agua desionizada, segundo Sar
ruge & Haag {1974). A leitura foi realizada em espectrofotdme
tro (Perkin-Elmer, mod. 360), eguipado com sistema Optico de du
plo feixe, lampada de catode oco, com sistema de correcac de
"hackground® e calibrado nas seguintes condicdes: regidoc ultra
violeta, comprimento de onda - 248,3 nm, fenda - 0,2 nm,em con
dicdes de pressao e fluxo de gases Jue permitiram obtengho da
chama oxidante. Como padrdo foi utilizado o sulfato ferroso
amoniacal, nas concentracoes 0,0 - 20,0 ug/mL. Os resultados
ram obtidos em absorbancia, em triplicata, e expressos em  pPpm

{mg/kg do preduto).
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Toda a vidraria e materiais em geral necessdrios a
preparagao da amostra e leitura no espectrofotdmetro, foram desg
contaminados cuidadosamente com Agua destilada, &cido cloridri
co a 25%, Agqua desionizada, Na, EDTA a 10% em pH 8 e finalmen

te, com agua desionizada.

3,2.2. Preparc das ragles.

Para a formulagdo das racgOes necessarias ao experi
mento, foram utilizados somente recipientes e ocutros utenaili
os de material plastice, vidro ou ago inoxidavel. Todo materi
al, antes de ser usado, foi previamenﬁe descontaminadoe com écg
do nitrico p.a. a 25% durante um periodo minimo de duas horas
{este banho era renovado a cada quatro vezes de uso} & em sSe
' guida, enxaguados abundantemente com agua desionizada e seCOs
3 temperatura ambiente, devidamente protegidos contra gualquer

contaminacac ambiental.

O0s ingredientes das ragbes eram misturados manual
mente, em recipiente plastico,tomando-se © cuidadec de acrescen
tar um a um, por ordem crescente de peso. Em segulda, amistura
formada era passada em penelra de plastico, de um recipiente a
outro, no minimo sete vezes. 0 material gue ficava retido na
peneira era triturado em graal de porcelana e novamente penei
rado. Apds acrescentar o Oleo vagarosamente, & racgdoc obtida

era passada em peneira por mais cinco vezes.

Todos os componentes das ragbes foram selecionados
de modo a apresentarem © minimo de contaminacao com ferro. As
ragbes prontas foram armazenadas el SACOS plasticos e conser

vadas em freezer.
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3.2.3. Ensaio bioldgico: deplecdo e replecac da hemcglobi

na

% metodologia empregada para avaliar a utilizagao
biolbgica do ferro das farinhas do feijdo, fol a recomendada pe
ia Associafion of Official Analytical Chemists (AOAC, 1284, p.
880-881), conforme Fritz et al (1974}, gque consiste na recupera
cio dos niveis de hemoglobina em ratos anémicos, tratados com do

ses crescentes de ferro na ragao.

Este modelo experimental indicade para estudar a big
disponibilidade do ferro de alimentos, em ratos, & um modelo cu
rativo e portanto, compreende um ensaio bioldgico com duas fa
ses: a primeira, a fase de obtencao de ratos anemicos {deplegao)
e a segunda, a de reposigac dos niveis de hemoglobina dos ani
mais”(repleg&o}, conforme delineamento experimental apresentado

na figura 2.

3.2.3.1. Primeira fase - deplecdo da hemoglobina

dos ratos

Nesta fase, ratos machos recem—-desmamados foram <o
iocados em gaiolas individuais, de ago inoxidavel, em condigdes
ambientais controladas: temperatura - 220C; umidade relativa do
ar - em torno de 70%; ciclo de 1uz - 12 horas no claro e 12 he
ras no esguro, e com ventilagdo adequada. Foram alimentados ¢om
racio basal, pobre em ferro (5-7 ppm} e agua desionizada "ad 1i

bitum® durante 35 dias. Diariamente era efetuada a troca de &
gua e ragao. A limpeza das gaiclas e do suporte era realizada

sempre que necessario. Os ratos foram pesados semanalmente.

Zo final deste periodo, o sangue de cada animal foix

coletado através da seccio de um pequeno segmento da cauda,para

a determinacgao da concentracao de hemoglobina gsangfinea. Os ra
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tos foram considerados anémicos guando © nivel de hemoglobina

estava ao redor de 6 g/dL de sangue.
3.2.3.2. Sequnda fase ~ replecio da hemoglobina

Na segunda fase, 72 animais depletados (anémicos},
obtidos na primeira fase, foram selecionadoes para compor 12 gru
pos de & ratos cada um. pevido & grande variabilidade dos para
metros peso e hemoglobina entre oS animais, a distribuigac dos
ratos por grupo foi efetuada através da formacioc de blocos <@
sualizados (Pimentel Gomes, 1987, p-. 56-~76), segundc os dados
de pesc {g)/hemoglobina (g/dL) de cada rato. Assim, obteve-se
a menor variagio possivel intra e inter grupos, sendo gue to
dos os grupos formados apresentaram valores médios do coefici

ente peso/hemoglobina similares (32,2 % 0,4}).

Nesta fase, cada grupo de animal recebeu um tipo
diferente de racao {(conforme distribuicio aleatdrial) e agua de
sionizada "ad libitum”, durante 14 dias. Deste modo, foram  for

mados og segulintes grupos:

Grupo Controle Negativos grupo constituideo por & a

nimais gue permaneceram recehendo ragdc basal {(pobre em ferxrc).

Grupo Padrac: grupo constituido por 24 animais que
consumiram racio basal adicionada de sulfato ferroso em  dife
rentes niveis (6, 12, 24 e 36 mg de ferro por qguilograma de xa

caol}.

Grupo Experimental: grupo congtituido por 42 ani
mais gue consumiram ragaoc basal contendo as farinhas do feijdo

como fonte de ferro, em diferentes niveis.
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purante as duas semanas de replecdo, diariamente,
ne periodo da manha, realizava-se a limpeza nas gaiolas e su
porte {se necessario} e, no periodo da tarde, a troca de agua
¢ racao. O congumo de racdo foi controlado e o8 ratos foram pe
sados semanalmente. Todas as pesagens necessarias foram reali
sadas em balanca digital eletrdnica (Acatec!Tecnaif mod. BED
1000), com precisdo de 0,0lg. Apds este pericdo, o sangue dos
ratos foi coletade da cauda novamente, para a determinacgdoc da

concentragio de hemoglobina.

3.2.4. Dosagem de hemoglobina

No inicio e final do periodo de replecédo foram co
jetadas amostras de 20 ul de sangue dOS animais, para a deter
minacio da concentragaoc de =hemgglebina'{gramgf&L), conforme
o método de cianometahemoglobina (Crosby et al , 1954)., O san
gue foi coletado da cauda dos ratos através da secgdo do menox
segmento possivel, a fim de minimizar o "stres® do ani
mal e evitarx sangramentos'posteriores. pPara o sangue fluir com
maior facilidade, antes da coleta, a cauda do animal era colg
cada imersa em agua aquecida (em torno de 500C), durante A&l
guns instantes e massageada com algodéde embebido em dlcool e,
se necessaric, também com pomada ¥ilocaina {lidocaina}. Uma
vez realizada a coleta, o0 sangue era transferido rapidamente
para um tubo contendo 5 nl. de solucdo de Drabkin (AOAC, 1984,
p. 881}). A leitura das amostras foli realizada em espectxofot§
metro {Incibras, mod. DF 208), na regido do visivel, compri
mento de onda - 540 nm. Os resultados obtidos em absorbincia fo
ram convertidos em g Hb/dL através do produto da absorbincia por
um fator, estimado a partiyr de um padrdo de hemoglobina  con

concentracio igual a 10 g/dL.



RATOS MACHOS RECEM DESMAMADOS
130 RATOS

RACAD BASAL
Pobre em Ferro

35 dias
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PAPA DE FEIJAO (FP)
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FIGURA 2 - Delineamento experimental.
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3.2.5. Determinacgdo da utilizacae bicldgica{Biodisponibi

lidade %} do feryo

A partir dos dados obtidos no ensaio biolégico de
terminou-se a bicdisponibilidade (%) do ferro, atraves dos se

guintes métodos:

- RBV (%): Valor biolbgico relative ou biodisponi
bilidade relativa, a partir da regressao linear da concentra
¢50 de hemoglobina ao final do periodo experimental em fungao
do nivel de suplementagio de ferro, estimado pela taxa de in
clinacac da reta, conforme descrito por Hegsted et al {1968} e
amine et al (1972). Para tantc, efetuou-se & regressdc linear
por tratamento, atilizando~se os valores correspondentes . aos
diferentes niveis de suplementaqéo testados {0, 6, 12 e 24 mg
Fe/kg de racao), segundo AOAC£1984; p. 881} .RBV, partanté, fol
caleulado cono a taxa de inclinacdo 8a curva dose-resposta das
ragbes experimentais em relagio & inclinagdo da curva das ra

cdes padrdes (sulfato ferroso como referéncial .

- HRE (%): Eficiéncia de regeneragdo da hemoglobi
na ou porcentagem de retencao do ferro dietético na forma de
ferro hematinico, segundo Mahoney et al (1974). O calculo des
te indice & feito dividindo-se o ganho de ferro hematinico (mg}
pelc total de ferro ingerido (mg) durante © pericdo de reple
¢io e multiplicando-se este gquociente por 100. Os valores de
HRE foram entdoc calculados para cada animal, de acgordo com &

formula abalxo:

mg Hp-Fe {final} - mg Hb-Fe {inicial)} x 100

HRE (%}=
mg Fe ingerido

Sendo gue Hb-Fe = ferro da hemoglobina ou ferre he

matinico, estimado utilizandc—se O peso {g} & a concentragio
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sangliinea de hemoglobina {g/dL) dos animais, no inicio e final
do pericdo de replecdo. Para isso, considerou-se gue © volume
total de sangue do rato corresponde a 6,7% do seu peso corpe
ral e que 1 g de hemoglobina contem 3,35 mg de ferro (Thannoun

et al, 1987), conforme o segulnte esqguema:s

mgHb-Fe = Peso do " 6,7 mL sangue

gHb % 3,5 mgFe
rato (g)

x
100 g de peso 100 mLde sangue g Hb

HRE (%) foi determinado para o ferro suplementado
ac nivel de 24 e 36 mg/kg de ragao (P24 P P36: F124 e FI35;
FPzé). Determinou—-ge tamhém a eficiéneia relativa ou biodispo
nibilidade relativa ao sulfato ferroso {HRE do Fe804 = 100 %},

para o ferro do feijAo integral e da papa do feijao.

3.2.6. Metodologia estatistico~experimental

Na presente investigac&c, © delineamento experimen
tal utilizado foi o de blocos casualizados, contendo doze tra
tamentos e seis repeticoes, como 34 mencicnadc. Os resultados
obtidos estho expresscs na forma de média *+ erro padrdo da mé
dia. Ouando necessario, os dados foram submetidos 3 analise de
variincia e Teste FP. Para testar diferengas entre médias utili
zou-se o Teste de Tukey. Fara verificar a influéncia da dose
de ferro sobre diferentes variaveis estudadas, efetuou-se a &
nilise de regressdo linear, pelo método dos guadrados minimos.
No caso da determinagic do Valor Biolégice Relative do feryo

{(RBY %}, utilizou—-se a inclinagac da reta de regressio (b} da
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fonte de ferro +testada, em relagao a inclinacgac da reta do pa
drao (F8504}. Empregou~se o Teste t para testar a significan
cia dos coeficientes de regressao (b} e compara~los entre si

{(Pimentel Gomes, 1985, Stell & Porrie, 1960}.



4, RESULTADOS

4.1. CoMPOSICAC QUIMICA DAS FARINHAS DO PEIJEO E DAS RACOES

Na tabela 6 est@o apresentadas as composigbes cente
simais e os teores & ferro das farinhas de feijdo. Comoc pode ser
observade, a composicao gquimica das duas farinhas & semelhante,
iste &, contém aproximadamente 24% de proteina; 1,5% de 1lipi
dios e cerca de 3% de cinzas. Constatou-se diferencgas nos teg
res de fibra - 3,19 e 2,45%, e de forro — 7,80 & 9,03 mg/l00 g
pafa feijdc integral e papa de féijdc, respectivamente. Nesta
tapela estd apresentada tambem a composigido guimica das fari
nhas ajustada a valores de umidade igual a 10%, para facilitar

a comparacado com dados de literatura.

As concentragdes protéicas e teores d& ferro das ragdaes
formuladas estio contidas na tabela 7. Observa-se gque todas
as racbes apresentam teores protéicos semelhantes {cerca de
1933, conforme © esperado, sendo sncontrado um valor minime de

ig,46% (ragao FP6} e maximo de 20,37% {racac FPlz).
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PABELA 6 - COMPOSIQDES CENTESIMAIS £ TECRES DE FERRO DAS FARINHAS

DO FEIJEO 'CARIOCA BO S§.H.' (COZIDO E LIOFILIZADO}

COMPONENTES MATERE?IJEO INIRERAS 1/ mgggz;ﬁmﬂ FELR0
OMIDA RASE 10~ GMIDA BASE 10
g%
Umidade 4,60 14,00 5,10 10,00
Proteinas 24,22 22,85 24,57 23,30
Lipidios 1,41 1,33 1,70 1,61
Fibra 3,19 3,01 - 2,45 2,32
Cinzas 3,13 2,85 2,89 2,74
Carboidratos 63,45 59,86 63,29 60,03
Ferro (mg/l00 g) 7,90 7,45 9,03 8,57

1/ valores percentuais das amostras ajustados para 10% de umi

dade.

A racio basal apresenton um contefide médioc de fexr
ro (conptaminante) de 5,7 mg/kg de ragao. A composigan em ferro
(mg/kg} das ragoes padrdes estd de acordo com a quantidade de
farro elementary adicionado & ragao basal, na forma de sulfato
ferroso. Assim, encontrou-se 12,00; 18,70; 31,70 e 41,30 ng
Fe/kg para aé ragoes PG’ Plz’ P24 e Pgﬁ, respectivamente. Da
mesma forma, ©08 teores de ferro das ragoes experimentais estdo
dentro dos limites esperadoé, isto &, niveis de 5. 12, 24 e 36
mg Fe/kg de ragdo adicionados na forma de farinha de feijldo,
mais a guantidade de ferm hasal — em torno de 5,7 mgikg. Cons
tatou~se um teor de ferro um pouco menor na ragac FIBG em rela
¢io ao da ragao Pig (40,00 e 41,30 mg Fe/kg. respectivamentae} »

ambas com a mesma guantidade de feryo adicionado, variando apg
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nas a fonte - farinha de feijdo integral e sulfato ferroso, res
pectivamente. Por outro lado, as ragoes FIlZ = F124 apresenta
vam um tecr de ferro um pouco mais elevado do gue dagueles das
ragbes padrdes e experimentais (FP} correspondentes, 1isto &,

e FP e FP

12 54 conforme pode ser observado na tabe

Pypr Poy
1a 7.
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TPARELA 7 - COMPOSICAO QUIMICA (PROTEINA E FERRO) DAS RACDES U

TILIZADAS NO EXPERIMENTO

FERRO
RACOES PROTEINA ADICIONADOC DOSADO
g % mg/kg ragao
Basal 19,68 0,00 5,70
Padrées&f
PG 18,71 6,00 12,00
PlZ 19,33 12,00 ig,7¢0
P24 19,53 24,00 31,70
P36 19,91 36,00 41,30
Feijao integralgf
Flﬁ 19,36 6,00 11,70
Fllz 19,34 12,00 20,30
FI,, 20,24 24,00 33,70
FIBG 20,15 36,00 44,600
Papa de feijémii
FP6 18,46 &, 00 12,30
FPlz 20,37 12,060 18,30
FP24 19,24 24,00 32,00

1/ Ragbes padrdes contendo 6,

pectivamente.

2/ Ragdes experi

nacendo 6,

3/ Racde

necendo 6,

12, 24 e 36 mg Fe/kg, respectivamente.

i2 & 24 mg Fe/kg, respectivamente.

12, 24 e 36 mg Fe (FeSO4}ng,re§

mentais com farinha de feijfo integral {¥I)for

s experimentals com farinha de papa de feijdo (FP) for
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4.2. ENSBIO BICLOGICO

4.2.1. Fase de deplegao

No inicio do experimento realizou-se determinacio
da concetracio de hemoglobina em uma amostra de 30 ratos re
c5m desmamados, selecionados ao acaso, encontrando-se niveis

médiocs de 13,79 + 0,33 g Hb/4L de sangue.

0s dados de peso durante a fase de deplecao,
dos 72 animais selecionados para a segunda fase do experimen
to, estdo contidos na tabela 8. Nesta tabela também se encon
tram os pesos médios semanais de uma amostra de sels ratos
gue receberam racio comercial de biotério (racao para ratos
Labina, da Purina), durante ¢ mesmo periodo, mantidos sob as
mesmas condicoes experimentais. Apesar deste grupo de animais
nioc estar incluido no método de deplecdo e replegaoc de hemo
globina utilizado na presente investigagéar ele foi introduzi
Ao para fornecer mais informacdes sobre a influéncia do ferxro
na taxa de crescimento dos ratos e assim, obter-se mais ele

nentos para a discussdo dos resultados.

Obgerva-se na tabela 8, uma diferenga entre o5 pe
sos médios dos dois grupes j& na primelira semana, gue vai se
intensificando até chegar a ser de 43,4 g ao final do periodo
{diferenca significativa para p = 0,05}, guando entdo os ani
mais se encontravam com aproximadamente 56 diags de idade. As
curvas de regressio relativas a estes dados estdo  apresenta

das na figura 3.



4.2.2. Pase de Replecdo

0s resultados obtidos no pericdo de recuperagac dos
niveis de hemoglobina (14 dias) estio apresentados na tabela 9
(pesoc inicial, final e ganho e, hemoglobinas inicial, final e
variacho) e na tabela 10, gue mostra O CONSUMC de vragao e 08
resultados dos calculos referentes ac ferro ingerido, ganho de
hemoglobina total e de ferro hematinico dos 12 grupos de ani

mais estudadoes.

Na tabela 9 observa-se Jque Q8 valores médios de pe
so e hemoglobina iniciais nio apresentaram diferengas significa -
rivas entre =i (p £ 0,05}, com excecao para 0 peso inicial do
grupo padrdo & (208,2 * 10;8 q), maior gue os do grupo padraoc
36 e FIS {168,2 + 5,8 ¢ 81166,2 + 7,2 o, respectivamente), embo
ra essas diferengas ndo sejan significativas ao nivel de 1% de
probabilidade. O menor ganho de peso no periodo foi o do grupo
basal (33,6 + 3,1 g} e o maior foi o do grupo padrac 36-87,5 %
5,0 g {diferenga significativa para p = 6,08). O peso médic 8
concentragio média de hewoglobina no inicio do periodo de regg
neracio foi de 188,0 + 2,8 g e 5,88 + 0,10 g/dL, respectivamen
te, para os 72 animais utilizados no experimento. O grupo pa
drfo 36 apresentou um ganho de hemoglobina de 9,41 + 0,50 g {(he
moglobina inicial de 5;?0 + 0,40 e final de 15,18 + 0,70 g} ;gue
& estatisticamente maior gue o de todos os demals grupos de ratos
{p £ 0,05). O grupo basal apresentoun uma reducic de 0,63 + 0,22
g/dL nos seus niveis de hemoglobina. Os grupos padroes apresen
taram ganhos de hemoglobina maicres do gue dagqueles dos Ygrupos
experimentais, em todos os niveis de suplementagéa de ferro eg
rudados (diferenga significativa somente para O grupo padrac

36, ac nivel de 5% de probabilidade} . Os ganhos de hemoglobina
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foram semelhantes entre ©s grupos experimentais, para cada dose
de ferrc testada. Todos os dados de peso e hemoglobina estac ex

pressos graficamente nas figuras 4 e 3, respectivamente.

O consumo médio de ragido e de ferro fol malor guan
to mais elevada a dose de ferro recebida por cada grupo, confor
me pode ser observado na rabela 10, com excegaoc do grupo FIB&
gue consumiu menor guantidade de racio do gue o grupo Fl,,
{260,2 + 5,4 g e 264,0 + 9,2 g, regspectivamente). De acordo com
o esperado, constatou-se um menor consumeo de racdo e de ferro
no grupo basal (145,0 + 5,2 ge 0,83 + 0,02 mg, respectivamentd
e um consumo mais elevado noc grupoc padrdo 36 (315,3 * 13,3 ¢ e
13,02 * 0,5% mg, respectivamente). 0 ferro ingerido fol calcy
iado uptilizando-se os dados de consumo de racic e teor de ferro
dosado em cada racio (tabela 7). As diferencas observadas na in
gestao de ferro em cada tratamento sao significativas {p = 0,05
0s dados de ganho total de hemoglobina foram estimados a partir
dos valores de concentracio de hemoglobina {g/dL) e do v lume
rotal de sangue do rato (6,7% do seu peso corporal), no inicio
e final do periodo de replegdo. A partir destes dados calculon
se o ganho de ferro hematinico no perilodo, considerando-se dJue
1 g de hemoglobina contém 3,35 mg de ferro. Os valores encontra
dos para estes calculos estho contidos na tabela 10. Dbserva
se que o ganho total de hemoglobina e de ferro hematinice & tan
to maior quanto mais aelevado o teor de forro & racdo, com ex
cegao do grupo FI36 gque, da mesma forma gue para O consumoe de
ragao, apresentou um ganho de 1,30 #+ 0,06 g Hb e de 4,37 + 0,20
mg de ferro hematinico, menor 4o gue dagquele do grupo FI24“1,35
+ 0,11 g Hb e 4,53 + 0,36 mg Fe hematinico (diferengas nao 8ig

nificativas para p £ 0,05). O maior ganho de hemoglobina total
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foi de 1,97 + 0,15 g e de ferro hematinice, 6,59 + 0,49 mg, an

bos relativos ac grupo padrao 36.

‘A tabela 11 apresenta os resultados das analises de
varidncia {guadrados medios & coeficientes de variacac para al
gumas das variaveils encontradas nas tabelas 9 e 10. Observa-se
gque em todos 0s casos foram constatadas diferencas sigpificati
vas ao nivel de 1% de probabilidade, para o efeito de tratamen
tos.0 menor coeficiente de variacio encontrade fol para o ferro
ingeride (9,75%) e o malor para variacdo na concentragac de he

moglobina (27,35 %).



TABRELA & ~ PEBO MEDIC (+ ERRO PANRAO DA MEDIA) DE ANIMAIS SEGUNDO O TEMPO (SEMANAS) B TIPO

DE RACAD CONSUMIDA, DURANTE A FASE DE DEPLECAC

N DE SEMANAR
RACAQ
ANIMAIS 0 1la 2a 3z 48 5a
Basal {pobre 72 48,7+0,5 79,8+0,9 110,4+1,2 137,6+1,6 163,3+2,2 188,Ui2,8a
em Fe)
Comercial 6 48,4+1,2 82,6+41,9 121,5%3,3 153,7+4,0 193,2+4,7 231,4+6,6°

a, b} Valores estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey {(p = 0,05).

BV
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PESO E HEMOGLOBINA DE RATOS ANEMICOS ALIMENTADOS DURANTE A FASE DE REPLECED {14 DIAS)

TRBELA & =
COM RACOES BASAL (POBRE EM FERRO}, PADROES - P (SULEATO FERROSO COMO FONTE DE  PERRO) E
EXPERIMENTALS CONTENDO FEIJAC INTE4RAL (FI} OU PAPA DE FEIJAD (FPP COMO FONTE DE FERROiigK
PESO HEMOGLOBINA
RACOES INTCIAL FINAL VARIACAD INICIAL FPINAL VARIACAC
q g/dL.
Basal 201,9+4,5%°  235,5+5,8%%  33,643,17 6,23+0,48%  5,60+0,28°  -0,5340,22%
Padries
Fe 208,2+10,6%  251,0+11,7%0  42,813,8%F 6,30+40,36%  8,34+0,38%¢  2,2840,25°F
Py, 205,647,1%°  257,859,7%°  52,243,6°%®  §,2000,34%  10,7820,40%% 4,5340,45%
Py 203,2+15,5%P  269,8417,7% 66,743,470 §,2240,34% 13,74+0,79%°  7,4240,85%P
Py 168,2+5,8%  255,849,4%%  g7,6¢5,0% 5,70+0,40%  15;18+0,70%  9,41+0,50°
Feijdo Integral
FI, 166,247,2°  216,2020,6°  50,0¢3,0%%%  5.6200,38%  6,9440,39%7  1,3240,27%%9
FI,, 189,046,5%°  247,9+6,7°%  58,043,07°%%  5,7730,29% . 9,0030,35%  3,2330,56%
FIy, 188,246,3%°  258,744,7%%  70,542,9%P°  5,6940,28° 11,93+0,85°° 6,2440,54°C
&
FI,, 170,3+5,2%° | 243,044,9%°  72,623,0%F 5,67+0,372  11,99+0,50°° 6,3240,34°C
Papa de feljao
FB, 169,3+410,2%P 221,049,3°  51,743,5%T  5,7450,40%  &,6640,42°F  0,93+0,20%9
vP,, 108,655,7%%  245,347,9%°  s50,744,6%8F  5,7700,20°  8,3320,52%°  2,56+0,30%%F
FB,, 191,146,6%°  257,545,8%°  66,443,90°°%  5,7040,24®  11,7040,59° 6,010, 72PC
17
yalpres médios + erro padrdeo da média para seis animais.
27

valores em cada coluna sequides da mesma letra ndo diferem entre si, pelo Teste de tukey {p £ {,08},
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ou papa de feijdo. As hemoglobinas iniciais estao na
parte inferior de cada barra e as hemoglobinas finails
na parte superior {média para 6 animais). Barras con
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gue nao diferem estatisticamente entre si (Teste de Tu
key, p %= 0,05). Para O grupo basal, a primeira barra
corresponde a hemoglobina inicial e a segunda, hemo

globina final.



531—

TABELA 10 ~ coNSUMO DE RACAD, FERRO THGERIDO, VARIACAG NA HWEMOGLOBINA TOTAL E NO FERRC sEMaTL

NICO DE RATOS AREMILCOS ALIMENTADOS DURANTE 2 FASE DFE REPLECAC COM RACUES BASAL (PO

sgE EM FERRO), PADROES (FeS0,) E EXPERIMENTALS (FELJAC INTEGRAL B PAPA DE  FEZ
4 feal
saor 222
3/ 4/
RACOES CONSUMO DE RACAO  FERRO INGERIDO Aup TOTRL" Asp-re
: g mg g mg
é e n® f i £
 Basal 145,0 + 5,2 0,83 + 0,02 0,12 + 0,02 0,40 + 0,07
- padrio (FeS0,}
op 261,6 + 6,7°% 2,96 4 0,08° 8,57 + 0,069 1,90 + 0,21%¢
Py, 287,6 + 4,2°°° 5,38 % 0,08% 1,00 + 0,087 3,36 + 0,260
Py 295,8 + 11,9%° 9,38 % 0,38 1,70 + 0,21%° 5,69 + 0,692
Pss 315,3 + 13,3% 13,02 % 9,55% 1,87 + 6,157 6,5 + 0,4%"
. feiifio Integral
Fi, 230,6 + 8,4° 2,70 + 0,18° 6,37 + 0,03° 1,28 % o,13%
FI,, 2a1,8 + 11,3% 4,91 % 0,23% 5,76 + 0,09°° 2,56 + 0,28°°
FI,, 264,0 + 9,2°°% 8,90 + 0,317 1,35 + 0,117 4,53 + 0,36
FIqg 260,2 + 5,4°°% 10,41 % 0,22° 1,30 + 0,06°° 4,37 + 0,20°°
papa de Feijdo
TP 220,2 + 7,3° 2,95 + 0,09% 0,34 + 0,08% 1,13 + 0,12°
FPy, 248,7 + 10,0°0 4,55 % 0,182 5,61 + 5,089 2,05 + 0,16%¢
Py, 259,3 + 9,874 8,30 3 0,31° 1,29 + 0,12°° 4,34 + 0,41%°

1/

= yalores sio médiag t erro padric da média pa

21

~ galores em gada colun

bl

3/
4/

variagie da hemoglobina ptal dos animais no

Yariagice no ferro hematinico.

a seguides da mesna letra nic diferem entre g5y

ra seis animais.

periodo {14 diasji.

pelo Teste de Tukey (p £ 0,05h



TABELA 11 - ANALISE DE VARIANCIA PARA GANHO DE PESO {g), HEMOGLOBINA FINAL {g/dL},

CENTRACAQ DE HEMOGLOBINA {g/dL) .

E VARIAGCAQ NO FERRO HEMATINICO {mg)},NA FASE DE REPLECAO (14 dias}

VARIACAOD NA COH

VARIACKO NA HEMOGLOBINA TOTAL {g) ,FERRO IMGERIDO {(mg)

FONTE DE QUADRADOS MEDIOS

G.L, A FEEO Ho A )
YARTACKO FINAL i ééﬁgL FERRO 1IN AHb-Fe

GERIDO,

Tratamentos 11 1310,44*% 52,17%% 52,75%F 1,70%* 71,10%* 19,11%%*
Residuo 60 84,41 1,57 1,27 0,06 0,43 0,64
Total 71 - - o - - -
COEFICIENTE DE
VARIACAO (%) - 15,66 12,56 27,35 23,490 9,75 23,40

*%) Gignificativo ao nivel de

1% de prcbabilidade,pelo Teste F.

A



£.3. UPILIZACAO BIOLOGICA DO FERRO

4.3.1. RBV (%) ou valor bipldogico relativo

Os resultados encontrados para RBV ou biodisponibi
tidade relativa ao sulfate ferroso {= 100%)}, estimado a partiy
do método recomendado pela AOAC (1984),  encontram-se na tabe
1az 12. Conforme pode ser cobservado, o RBV do ferro da papa de
feijdo & um pouco mais elevado do que O do ferro do feijao inte
gral - 77,1 + 4,4% e 73,7 + 1.0 %, respectivamente {diferengas
nag significativas ao nivel de 5% de probabilidade, pelo Teste
£} . Nesta tabela +ambém estio apresentados os valores dos coefici
entes de determinacgao (rz} e das inclinacdes (b} das retas esta
belecidas a partir da regressic linear dos dados de hemoglobina
final e nivel de suplementacao de ferro, por tratamento. A re

presentagdo grafica destas retas esta na figura 6.

4.3.2. HRE (%) ou eficiénecia de regeneracac da hemoglobina

para estimar a utilizacdo biolbgica do ferro a par
rir da eficiéncia de regeneracdo da hemoglobina, calculou-se os
valores de HRE segundo método preconizado por Mahoney et al’
{1974). Nos grupos de animais gque receberam suplementacao de
ferro na racBo ac nivel de 24 ng/kg, encontrou-se para o pa
drio, feijdo integral e papa de faijdo, os seguintes valores:
60,4 + 6,5%; 50,8 + 3,2% e 52,7 i_5,7%,respectivamente {tabe
1a 13). Conforme constatado també&m nos resultados de RBV relata
dos em 4.3.1., o HRE da papa de feijdo ficou um pouco mais ele
vado que o do feijdo integral (HRE relative de 87,3 + 2,4% e
84,1 + 5,.3%, respectivamente) , embora sejam diferengas nao sig

nificativas (p € 0,05). No casc 408 grupos suplementados com
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36 mg Fe/lkg de ragao, observou-se uma reducaep na eficiéncia de
retencac do ferro em relacac a dagueles do nivel 24, tanto para
o padrdc guanto para o feidjao integral (50,6 + 3,1% e 41,9+1,4%
respectivamente) . Embora +enha ocorrido esta reducao, © HRE
relative do feijfo integral permaneceud semelhante nos %ois ni
veis (84,1 + 5,3% para Fi,, @ 82,8 + 2,8% para FI, }, como moOg

+ra a tabela 13.
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PABELA 12 ~ PARAMETROS DE REGRESSAO E VALOR BIOLOGICO RELATIVO DO

FERRG (RBV %) SEGUHDO METODO DA AGAC

NIVEL DE PARAMETROS DE REGRESSQO 2/
FONTE DE FERRO SUPLEMER FiggL CORPICIENTE DE BV
MENTACAD INCLINACAO
1 BT
By (¥) DETERINACAO (b + 5,)
{r}
mg/kg g/dL %
Basal 6,00 5,60 - - -
Padrao (Fesog)
P 6,30 8,34
P 13,00 10,78 60,9744 80,3077 100,0
12 3/
o +0,0354%7
24 26,00 13,74
Feiijdo Integral
FI, 6,00 6,94
FI, 14,60 9,00 0,9996 0,2268 73,7
+5,0030%  +1,0.
FI,, 28,00 11,93
Papa de feijao
FP, 6,60 6,66
FP
12 12,60 8,33 60,9936 0,2373 77,1
+0,0135% +4,4
FP,, 26,30 11,70

1/ cerro real adicionade (ferro dosado = +abela 7, menos o ferra ba
sal = 5,7 mg/kqg}.

2/ Taxa de inclinacdo da reta da fonte de ferro testada {varidveis
de regressao = concentracdc final de hemoglobina/nivel de suple

mentacdo) relativa 3 inclinacao da reta do padrao (F6504 = 100%

3 yatores sequidos da mesma letra nio diferem entre si, pelo Teste

t {p = 0,05},
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TABELA 13 ~ FERRO INGERIDO (mg), GANHO DE FERRO HEMATINICO (mg) B EFICIENCIA DE REGENERACAO
Dos NIVEIS DE HEMOGLOBINA (HRE %) ESTIMADO A PARTIR DO METODO DE MAHONEY et a1/

SEGUNDO SUPLEMENTACEQ DE 24 E 36 mg Fe/kg DE racA02/

FONTE DE Fe-

NIVEL DE SU FERRO INGERIDO Alb - Fe are2/ HRErif
PLEMENTACAQ.,

my %
24 mg Fe/kg
padrio 9,38+0,38 5,69+0,69 60,4+6,5° 100,0
Feijdo integral §,90+0,31 4,53+0,36 50,8+3,2°7 84,1+5,3
papa de feijdo §,30+0,31 4,34+0,41 52,745,720 87,3+9,4
36 mg Felkg
padrio 13,02+0,55 6,59+0,49 50,6+3,1%° 100,0
Feiijio integral 10,41+0,22 4,37+0,20 41,9+1,4° 82,8+2,8
1/
= ypps = AHp-Fe/Fe ingerido x 100.
iiValares sic médias + erro padrdo da média para 6 animais.

Valores seguidos da mesma letra nio diferem entre si, pelo Teste de Tukey (P £ ©,05)
4/

~ mficiéncia relativa ao sulfate ferroso (HRE do sulfato ferroso = 100 %) .



5, DISCUSSAD

5.1. COMPOSICAO QUIMICA DAS FARINHAS DO FEIJRO

As diferencas na composigdo guimica das duas - fari
nhas utilizadas no experimento sdo minimas {tabela &). NoO entan
to, a farinha da papa de feijao apresenta teores um pouco mais €
levades de lipidios e ferro, e concentracbes menores de fibra e
cinzas, o que pode ser explicado pelo procegsamento utilizadoc na
elaboracio desta farinha. O feijao cozido foi triturado em 1i
guidificador e peneirado para a obtencido da papa, sendo agsim
desprezada grande parte do tegumento dos grios, determinando a
reducio do conteiddo de fibra e cinzas, em comparacdo ac da fari
nha do feijdo integral. Constatou-se um baixo teor de umidade
nas farinhas (4,6 e 5,1 %), em relacio & umidade encontrada em
farinhas de um modo geral, devido ac processo utilizado para a
secagem dos feijbes cozidos, isto &, liofilizagdo. Tanto  este
procedimento guanto as técnicas empregadas para o cozimento do
feijdo (segundo Ellas & Bressani, 1976}, foram selecionados com

o objetive de preservar ao miximo o valor nutritivo do produto.

Como pode ser observado na rabela 14, a composigaoc

quimica da farinha do feijdo integral & semelhante 5 de diferen
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tes variedades de FPhaseofus vulganis descritas na literatura.Nes
ta tabela destaca-se a composicao dos feijbes 'Carioca’ {(Moraes
& Angeluceci, 1971) e tCaricca 80' {Tezoto & Sgarbieri,1890), va
riedades mais prdximas geneticamente do cultivar utilizado na
presente investigagdo. Apesar das diferengas metodoldgicas gque
limitam a comparacidc entre os dados apresentados, o teoY de fer
ro do feijdo 'Carioca B0 S.H.T & maior gue o dos demails feijoes
e o contetido de fibra bruta & um pouco menor. Isto pode indicar
uma provével superiocridade deste novo cultivar em relacac a ou

tras variedades de feijao consumidas em NOSS0 meic, como fonte

de ferro.



TABELA 14 -~ COMPOSICQAQ QUIMICA DE DIFERENTES VARIEDADES DE FEIJOES {Phaseolus mﬂ@am&déf
VARIEDADE COMPOSICAD QUIMICA
E/OU  CUL
TIVAR. UMIDADE PROTEINA LIPIDIOS FIBRA CINZAS CARBOIDRATOS  FERRO FONTE
g% mg/100 g
Diversos 11,02/ 23,54 1,12 4,46 3,53 56,35 3,55 (2)
{crus) (10,4-11,7) {21,5-28,3} (0,35-1,99) (3,52-5,09) {3,20-4,04) - (2,76-5,76}
Diversos 11,7 23,63 1,46 4,78 3,84 62,83 5,265/
(crus e cozidos) (9,0 -18,0) 18,12-29,00) 0,35-4,30) 3,40-7,00 (2,30-5,11) (47,70-76,18) (3,13-6,82} (b}
Diversos 10,0 - - - - i 5, 26§j {c)
{(2,59-7,14)
Carioca {(cru) 10,6 22,60 1,44 3,52 3,52 58,32 3,44 (a)
Carioca 80 10,0 21,80 1,23 5,20 3,48 - - (e)
carioca 80 S.H. 10,0 22,85 1,33 3,01 2,95 59,86 7,45 (£)

1/ Quando nao indicado,
2/ Valores médios e limites de variagac entre parée

3/ Valores originaig ajustados para 10% de

{a) Moraes & Angellucci, 1871.

{c} Sathe et al, 1984.

{e) Tezoto & Sgarbieri, 1990.

umidade .

oz dados sio relativos a feiides cozidos.

ntesas.

(b) Sgarbieri, 1989.

(f) Presente investigagdo.

{d) Moraes & Angelucci, 1971,

"Z9
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5.2. ENSAIO BIOLOGICO

5,2.1. Fase de deplegao

Nesta fase foram utilizados ratos recém - desmamnados
com niveis de hemoglobina no sangue em tornoO de 13,7930,33 g/dL e
peso médio de 48,7+0,5 g. 08 animais foram mantidos por 35 dias
consumindo uma ragdc pobre em ferro & Agua desionizada. A0 fi
nal deste periodo, os 72 ratos selecionados para a segunda fase
{replecho) , apresentaram uma concentragao de hemoglobina no sangue
de 5,88+0,10 g/dL (valores entre 4,41 e 7,05 g/dL} e peso mé
dio de 188,0+2,8 g. Esta reducdo drastica nos niveis de hemoglo
bina, configurandc um quadro de anemia severa nos animais,somen
re fol possivel devido aos baixos teores de ferro da ragac  ba
sél gtilizada no experimento {tabela 1} . Como ia relatado, a ra
cio basal foil formulada em lotes de 7 kg cada, sendo gue O con
tetido médio de ferro desses iotes foi de 5,7 mg/kg. Sabe-se gue
& inviavel a formulagao de uma racgao totalmente isenta de ferra
segundo Fritz et al (1978}, nas condicoes experimentais preconi
zadas pelo métode de deplecdo e replegdo de hemoglobina da AOAC
(1984), & possivel provocar anemia severa nos animais com  uma
ragdo contendo niveis de ferro em torno de 5 a 7 mg/kg. Os bai
xos teores de ferro da racao basal foram alcancados devido aos
cuidados dispensados na elaboragdo da mesma € nRa selegao crite
ripsa dos reagentes, & fim de evitar ao maximo a presenga de

ferro contaminante.

A racio basal recomendada pela ACAC contém ingredi
entes tais COMO gelatina e farinha de milho desgerminado gue nac
sio de uso comum em ragbes para ratos e podem gignificar fontes

consideraveis de ferrc contaminante. Por 1iss0, decidiu-se traba
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1har com wma raghAo basal semelhante 5 da AOCAC, porém substituin
do os itens relacionados acima por amido de milho, e glicose por
sacargse., Estas modificacbes foram propestas por Fritz et ai’
{1978}, gque encontraram respoestas semelhantes {para pesc ¢ hemo
globina) em ratos consumindo esta ragio em relagaoc a da ADAC

tanto na fase de deplegao guanto na fage de replegdo.

A anemia provocada pela ingestdo de uma dieta pobre
om ferro & relativamente dificil de ser pbtida em ratos recém
desmamados (Fritz et al , 1974). Isto se deve principalmente a
fatores relacionados com a dieta bhasal. A caseina comercial Pe
de ser um veiculo consideravel de ferro contaminante, pols c<©on
tribue com 20% do peso rotal da raclo [tabela 11. A& KOAC reco
menda o uso de caseina mails purificada (*vitamin free casein”},
o gue nao fdi possivel na presente investigagdo devido a difi
culdades de agquisigao da mesma em grandes guantidades e devido
ao seu custo elevado. Ainda, cuidades na formulacho, acondicig
namento e armazenamento das dietas sao importantes para evitar
s contaminacdo. Por outro lado, devem gsey observados uma seérie
de cuidades no manejo com OsS animais tais como descontaminacao
adeguada do ambiente, gajiolas e demais materiais necessarios
gque podem evitar a presenca e/ou reciclagem de ferro contaminan

te e portanto, contribuir para © desencadeamento de anemia nos

animais.

Mahoney et al {1985, 1987} propbem uma técnica mais
simplificada para obtencac de anemia em ratos recém-desmamados,
isto &, sangria dos animais associlada ao CONSURO de uma dieta
com baixo teor de ferro (entre 10 e 16 mg/kg). Desta forma ob
tem-se anemia mais rapidamente (7 a 10 dias), sem dispensar tan

-

tos cuidados na formulacio dasg dietas € no manejo com OS ani

mais. No entanitc, © sangramentc representa uma agresséo bioqué
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mica que pode introduzir varifveis nio controldveis ac  ensaio
{Rianchi, 1988). Flanagan et al (1980} constataram diferencas
significativas na absorgac do ferro em camundongos anémicos por
sangria ou por ingestdo de dieta pobre em ferro e conclaem gue
o consumo de uma dieta deficiente em ferrc estimula mais a ab
sorcho deste nutriente, sendo que a sangria ativa apenas parci

almente o mecanismo de absorcao do ferro.

A anemia severa apresentada pelos animais nesta fa
se influenciou de forma negativa na taxa de crescimento dos meg
mos. Como se observa na tabela 8, os ratos em deplecao inicl
aram.o periode com um peso médio semelhante ao do grupo utiliza
do como controle positivo, isto &, que recebeu racas comercial
de biotério durante © MESMO periodo (48,7+0,5 e 48,4+1,2 g, res
pectivamente) . RO entanto, apds 35 dias de deplegao, ©0S animais
sgtavam cOm 188,0+2,8 g, peso estatisticamente menor {(p € 0,05}
do gue ¢ do grupo controle {(231,4+6,6 g)}. Apesar do comprometi
mentoc no ganho de peso dos animais depletados, o crescimento
fni linear, em funcac do tenmpo, seguhdo o elevado coeficiente ée
determinacao da reta de regresséo estimada a partir destes da
dos (r2 = 0,9976), como mostra a figura 3. Observa-se gue as du
as curvas de peso apresentadas pnesta figura tém inclinagdes {b)
estatisticamente diferentes (p £ 0,01}, determinando uma diver
géncia significativa entre elas no decorrer 4o experimentc, 1is
to &, para cada unidade de tempo considerada {semanas) © ganho
de peso estimado foi de 27.8 g para o grupo basal, enguanto dque

para © grupo controle {(ragdc comercial}, foi de 36,5 ¢.

A constataclo do efeito da deficiéncia de ferro sg
pre o crescimento dos ratos recém-desmamados nesta fase € 1mpor
tante, tendo em vista © papel fundamental gue o ferro desemperha

sobre o aumento da volemia e oxigenagac 4os tecidos.
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5.2.2. Fase de replecao

5.2.2.1. Grupo basal {controle negativo}

O grupo de animais gue permaneceu consumindo a dig
ta basal {(pobre em ferrxco) durante a fase de recuperacac dosg ni
veis de hemoglcbina, serviu como un controle negativo, para as
segurar a nio contaminacdo com ferro nesta fase, o que invalida
ria os resultados do experimento. Conforme © esperado, © grupo
basal ndc apresentou ganho nNos Seus niveis de hemoglobina sangtil
nea,-ac contrario, houve uma reducao de 0,63+0,22 g/dL (hemoglo
bina inicial de 6,23+0,48 € final de 5,60+0,28 g/&L}, de acordo
com tabela 9. Nesta tabela observa—ge também gue apesar da a
nemia, esteg ratos continuaram crescendo, rendo sido constatado
um ganho de peso de 33,6+3,1 g durante 05 14 dias de replecaa,
mesmo oo a restrigaoc dietética de ferro {consumo médic de apenas
0,06 mg Fe/dia). O aumento de peso e conseguente expansac do ve
1ume sanguineo levou a um aumento minimo na hemoglobina total e
ferro hemoglobinico destes animais, isto &, 0,12+0,02 g e 0,40+

0,07 mg, respectivamente (tabela 10).
5.2.2.2. Ganho de peso.

Em todos og tratamentos constatou-se uma relacao
positiva entre o ganho de peso € nivel de suplementagao de fexr
ro na racdo (tabela 9}, sendo gue a regressac linear destes da
dos resultou nos seguintes coeficientes de determinagio {rai e de
regressac (b), respectivamente:? padrioc - 0,%9928 e 1,45; Feijao
integral - 0,%604 e 1,06 e Papa de feijde - 0,9407 e 1,13. Se
gundo 0s valores de b, os ratos que consumivam racio padréo&nmg

ceram mais, isto &, 1,45 g para cada ppm de Fe adicionado & ra
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cido {do sulfato ferroso}, em relagac ac crescimento de 1,06 g e
1,13 g/ppm Fe, estimado para 05 grupos experimentais {diferen
cas ndo significativas para p £ 0,05). BAs diferengas nos ga
nhos de peso dos grupos de animais estudados podem ser observa
das na figura 4, gue também mostra & significdncia estatistica

das mesmas.

Estes resultados evidenciam a influ@ncia da guanti
dade de ferro ingerido schre o crescimento dos animalis,como tam
bém constatado na fase de deplecac (tabela 8 e figura 3). No en
tanto, alteracdes no peso sao determinadas por inGmeras varia
veis. Sendo assim, esta medida, por si s6,ndo constitue um pari
metro sensivel para estimar a untilizagado bicldgica do ferro .

Amine et al , 1972}.

5,2.2.3. Consume de ragas

Todas as racoes utilizadas no experimento foram ela
horadas de forma a apresentarem a mesma composi¢fo quimica, va
riando apenas a fonte e guantidade de ferro adicionado. hs ra
¢bes padrdes (Pgy Py, Poy @ P,g) POssuem a mesma formulagao da
ragao basal, com excecio do sulfato ferroso gue foi adicionado
como fonte de ferro referéncia. No caso das ragoes experimen
tais (FI e FP), a adigao das farinhas dc feijao como fonte de
ferro levou a uma alteragaoc na formulacdo da racao basal,de for
ma a assegurar uma composicac guimica idéntica para todas as ra
coes (tabelas 4 e 5). Como pode ser observado na tabela 7,todas
ag racoes apresentaram teores protéiaaa semelhantes (aproximada
mente 19 %), conforme o esperado, visto gue as racgbes foram for
muladas de acordo com a concentracio de proteina da ragdo basal

gue contem 20% de caseina {ACAC, 1984). A gualidade das protel
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nas dag dietas também foi mantida, através da suplementacac com
metionina, em quantidades suficientes para garantir uma utiliza
gdo protéica adequada, tanto nas racies contendo somente casel
na como fonte de proteina (padrdes}), guanto naguelas em que as
farinhas do feijdc também contribuiram no teor protéico das mes
mas {experimentais). Tanto a guantidade guanto a gualidade da
proteina sdo fatores que desempenham um papel relevante na uti
lizacl3c biolégica do ferro (Araya Araya,1975, Beard et al,1984,
Cook, 1983, Sherman et al, 1985} . Estes fatores foram considera
dos no presente trabalho, como j& mencionado, a fim de nac pre
judicar © aproveitamento bioldgico do ferrc e assim, permitir
comparagoes entre aé respostas obtidas a partir das diferentes

fontes e niveis de ferro estudados.

Por outro lado, a guantidade de sacarose foi manti
da igual para todas as racbes, com a finalidade de nac interfe
rir no consumc das mesmas {(tabelas 4 e 5). Em todos os tratamen
tos constatou—-se uma relacgdc positiva entre O consumo de racgaoc
e a dose de ferro, apesar do ajuste da reta de regressio nac ex
plicar em grande parte estes dadog, conforme os seguintes wvalo
res dog coeficientes de determinacgao {rzﬁ encontrados: Padrao =
0,7184; Feijdo integral = 0,6740 e Papa de feijdo = 0,6039%9. Es
ta tendéncia em consumir maior guantidade de ragao a medida gue
aumentava-se © teor de ferrowig mesmas, pode ser explicada em
parte, Por um instinto do rato em ingerlr uma ragac mais balan
ceada & de acordo com suas necessidades. Segundo Mahoney et al
{1974), o consumo de ferro pode sexr afetado tanto pela aceitabi
lidade guanto pela concentracio de ferro nas ragtes. No trata
mento com feijdo integral, o grupc Fl,. nao consumiu maleor guan
tidade de racdo gue © grupo F124, (260,2+5,4 e 264,0+19,2, res

pectivamente}, COMO observado em todos os demais casos, referi
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dos acima. Isto pode ser devide ao fato de gue a ragéo F136 pos
sue maior guantidade de farinha do feijao integral (cerca de
46%} ,0 gque deve ter influenciado negati?amenta na sua palatabi
lidade. O consumo de racgdo padrfo foi mais elevado do gue o das
ragbes experimentais FI e FP, em todos o8 niveis de suplementa
cao estudados (diferengas significativas somente para padrdo 36
em relacao a FI36 {p £ 0,05), Novamente, estas diferencas pe
dem ser em parte explicadas pela melhor palatabilidade das ra
cBes contendo caseina a 20% (padrfes) em relagdo as  experimen
tais, gue além de apresentarem teores menores de cageina {cerca
de 7 a 18%), foram suplementadas com as farinhas do feijao, em

niveis gue variaram de aproximadamente 7 a 46% (tabelas 4 e 5).

5,2.2.4. VariacBo nos parfmetros hematologicos

0s grupos de animais iniciaram a fase de replecao
com concentracdes médias de hemoglobina entre 5,67+0,37 e 6,302
0,3%, o gque demonstra gue eleg estaﬁam anémicos {tabela 9}. Ob
serva-se gue ao final do experimento, todos 0s grupos apresenta
ram ganho de hemoglobina, com exceclo do grupo basal, conforme
34 relatado. Considerando-se que as raches padroes t&m CoOmMpOSi
cBo igual a da ragaoc basal, sendo apenas suplementadas com fer
ro iFesoé), pode-se concluir gue a anemia produzida nos animais

na fase de deplecao, fol por deficiéncia de ferxo.

% concentracho de hemogliobina final ou o ganho de
hemoglobina no periodo aumentaram em funcao do nivel de suple
mentacido de ferro das ragdes, embora as diferencas sejam signi
ficativas apenas para hemocglobina final quando ¢ teor de ferro
das racSes aumentou de 12 para 24 mg/kg, em todos oS tratamen

tos. Mo caso do ganho de Themoyglebina, verificou-~se diferencga’
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significativa também guando o nivel de ferro aumentou de 6 pa
ra 12 mg/kg na ragdo padrdo. As ragdes padroes determinaram va
lores de hemoblogina final e ganho de hemoglobina mails elevados
do que os das ragoes experimentais, para todos os niveis de su
plementacdc testados (diferenga significativa somente para Pag
em relagldo & FI36§, como pode ser observado na figura 5., Lstas
diferencas provavelmente foram determinadas mais pela gualidade
do gue pela guantidade de ferro ingerido, visto que naa foram
constatadas diferencas significativas {p £ 0,05} no ferro inge
rido para cada nivel de suplementag¢gac testado, entre os diferen
tes tratamentos, com excegio do nivel 36, como mostra a tabe

la 10.

A resposta linear de cada.txatamento {na forma de
hemoglobina final) em funcgac da dose de ferro suplementado ¢ &
melhor utilizacdo do ferro do sulfato ferroso, podem sex ”obseg
vadas na figura 6, através dos elevados coeficientes de determi
nacao (ra) e das diferencas nas inclinac¢des {(b) das retas esta
belecidas a partir destes dados. Assim, cada ppm de ferro adi
cionado na forma de sulfato de ferroc determinou um aumento de
0,31 g de hemoglobina/dL, contra 0,24 e 0,23 g/dL para o ferro
da papa de feijao e do feijdo integral, respectivamente {dife

rencas nac significativas para p £ 0,035}

Os valores de hemoglobina considerados normais para
ratos variam de 12 a 17,5 g/dL {média de 14,8 g/dL), verifican
do-se valores mais préximos do limite superior, com 0 aumento
da idade dos animais (Fritz et al , 1970). Sendo assim, a recy
peragac plena 4dos niveis de hemoglobina somente ocorreu nos ani
mais mantidos com ragdc padrdo 24 (13,74+0,79 g Hb/AL) e com pa
drdo 36 (15,18+0,70 g Hb/dL}, como pode ser observado na tabela
9. A racgio padrfc 24 contém uma concentragdo de fervo inferior

i recomendada para ratos {35 mg/ky, segundo o National Research
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Council,1979%9}. Neo entanto,ela promoveu o restabelecimento dos
niveis sangliineos de hemoglobina dos animais. Isto pode ser o rg
sultado de uma maior capacidade do organismo depletado em uti
lizar o ferro dietético, associada a gualidade do ferre suple
mentado na ragao (FeSOé, Merck, recém adquiride no comércio).
0 sulfato ferroso geralmente & usado como fonte de ferro refe
réncia, pois o ferrc nesta forma tem se mostrade mails bioedispo
nivel gue o de outros sais de ferro, conforme estudos experi
mentais em ratos (Amine et al, 1972, Amine & Hegsted, 1974,
¥Fritz et al , 1970). Por outro lado, a ragao suplementada com
ferro do feijdo integral ac nivel de 3% mg/kg nao foi capaz de
recuperar totalmente oé niveis de hemoglobina dos ratos, sendo
encontrado um valor médioc de hemoglobkina final igual a 11,92+
0,50 g/dL. Este valor & inferior aquele verificado nos animais
ac desmame (13,79+0,33 g/dL} e também ndo & compativel com a 1
dade dos ratos ac Tinal do experimento {cerca de 70 dias de i
dade}. HNeste casc, tantc a guantidade guanto & gualidade do
ferro ingerido podem ter prejudicado a recuperagao total da a
nemia. Com relagdo a quantidadé,o Grupo FIBS ingeriu em média
0,74 mg Fe/dia, menos gue o grupo padrao 36 (0,93 mg/dial, re
sultado de um menor consumo de ragac, Ccom menor teor de ferro
{260,2+5,4 g de racio, com 40 mg Fe/kg), em relagao ao grupo
padrdo 36 (315,3+13,3 g com 41,3 mg Fe/kg). As diferencas no
consumo de racio e de ferro destes grupos saoc significativas ao

nivel de 1% de probabilidade.

As respostag dos diferentes grupos de animais com
relacgac ao ganho de hemoglobina total e de ferro hematinico,de
monstraram um comportamento semelhante ac da concentragao £i

ral de hemoglobina. Assim, constatou-se uma relagadc positiva en
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tre estas medidas & © nivel de suplementacao de ferro, e wvalg
res mais elevados para os animais gue consumiram ragao padrao,
em relagio aos grupos experimentais, sm todos os niveis de su
plementagdo testados {tabela 10). O comportamento similar ve
rificado para esties parametros, em fungac da fonte e dose de
ferro estudados, pode ser explicado pelo fato de que o0s valo
res de hemoglobina total foram estimados a partir da concentra
¢io de hemoglobina no sangue e do peso dos ratos (inicial e final)
o qual nio variou significativamente entre os diferentes gru
pos de animais {tabela 9). O ganho de ferro hematinico,por sua
vez, foi estimado & partirdds valores de hemoglobina total {ini
cial e final), com a finalidade de ser utilizado no calculo do

fndice da Eficiéncia de Regeneracdo da Hemoglobina (HRE %) .

5.3. UTILIZACAD BIOLOGICA DO FERRO

0 método de deplegio e replegdo da hemoglobina, re
comendado pela ACAC {1984) para estimar a kiodisponibilidade &
ferro & do tipo curativo e compreende o tratamento de ratos a
némicos com doses criticas de ferro {0, &, 12 e 24 myg/kg de ra
cio). Estas condig¢des experimentails, associadas ao fato de gue
os ratos sAo jovens e portantc, estdc em pleno crescimento, de
terminam o maximo de utilizacdo bicldgica, favorecendo a dis
criminacio da gualidade nutricional do ferro de diferentes fon
tes {(Buchowski et al, 1389}, Na presente investigagao, além
dags doses de ferro preéanizadas pela ROAC, a farinha do feijao
integral e o sulfato ferroso foram testados ao nivel de suple
mentacio de 36 mg Fe/kg de ragdoc. O nivel 36 foi introduzidomm
ra verificar a utilizacio do ferro neste nivel, semelhante aos

regquerimentos do rato e para facilitar a comparacgao com dados
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de literatura. Sendo assim, © aproveitamento bioldgico do fer
ro do feijBo integral e da papa de feij@o foi avaliado através
de valores relativos do ferro de referéncia [métode AQAC) e de
valores absolutos, segundo a eficiénecia de retencao na forma de
ferro hematinico, estimada a partir de um Gnico nivel de suple

mentacac, conforme os indices apresentados a seguir.

5.3.1. Valor BiolGgico Relativo (RBV %}

Para a estimativa do RBV{%}, efetuou-se a regres
sic linear dos dados de hemoglobina final (varidvel dependentd
e nivel de suplementagac de ferro {ferro real adicionado}, para
cada tratamento (sulfatc ferroso, feijaoc integral e papa de
feijfo}. Os valores de RBV foram entdc calculados a partir ds
inclinacbes (b) das retas dos grupos experimentals em relacao
34 inclinacic da reta padrao (Fe804}, Observa—-se na tabela 12
gue o RBV do ferro da papa de feijfo é maior gue o do feijdoin
tegral, embora a diferenga entre esses dois valores seja mini
ma. Através das eguacbes das retas apresentadas na figura 6,po
de-se dizer gue para obter uma mesma resposta (¥} igual a 13,0
g Hb/AL (nivel de replegdo satisfatdrio} & necessé;io uma su
plementagio de cerca de 32 mg Fe/kg de racgao, a partir do fel
350 integral e da papa de feijdo, e de apenas 22 mg FPe/ky de

ragio, na forma de sulfate ferrosoc.

Valores de RBV para ferro de feijao sao praticamen
te inexistentes na literatura. Come ja relatado, os estudos dis
poniveis sobre utilizacdo biolbgica do ferro de feijao demons
tram uma baixa bicdisponibilidade deste faryro para humanos
{Cook et al , 1972, lLayrisse et al , 1968 e 1965, Lynch et al,

1984} . No entanto, os valores de RBV para o ferro do feijao en
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contrados no presente trabalho sao coerentes com dados de lite
ratura para RBV do ferro de outros alimentos de crigem vegetal
que, como o feijdo, sio indicados como fontes de ferro pougo
hiodisponiveis para humanos. Gordon & Chao (1984} utilizando fa
relo de trigo e espinafre como fonte de ferro suplementado a
um nivel de 25 mg/kg de racdo, encontraram valores de RBV de
112 e 76%, respectivamente, gquandc usaram o ganho de hemoglobl
na como variavel dependente =, valores de 112 e 67%, respecti
vamente, quando consideraram O ganho no produto da hemoglcbina
{g/dL} multiplicade pelo peso como parametro de resposta. Em
trabalhc recente, Gordon & Godber (198%) relatam valorss de
RBV de 46 e 91% para o farelo de arvoz e concentrado protéico
de soja, respectivamente, constatande um aumento significativo
no RBYV do farelo de arroz {75 %), guando lactoalbunina foi subg
tituida por carne (isenta de ferro} como fénta protéica da ra
¢io. Para o isolado protéice de soja, Chao & Gordon {1983} en
contraram valores de 84 e B81% guando consideraram come  Crité
rio de resposta o ganho de nemoglobina e ganho no produto da
hemoglobina (g/dL) multiplicada pelo peso, regpectivamente.Por
putro lado, Miller (1977) estudando o valor bicldgico do ferro
de paes a base de farinha de trige, suplementado em trés ni
veis (6,12 e 18 mg/kg de racao), encontrou valores menores, is
toc &, 45 e 53% para RBV calculado a partir da concentragao de
hemogleobina final e do ganho de hemoglobina como parametro de
resposta, respectivamente. O RBV do residuc do farelo de trigo
{sem fitato) fol de 71%, menor gue © do ferro do fitato mono
farrico isolado do farele de trigo, isto &, 9%, conforme rela

+a Morris & Ellis {18786}.

0 método oficial da ADAC (1984} para avaliar a big
disponibilidade do ferro pressupoe a utilizacio de trés niveis

de suplementagdo de ferro para cada fonte de ferro testada, e
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ainda, o nivel zero de suplementagho {grupo basal}. No entap
to, o método nadc especifica claramente guals as variavelils de
dose~resposta a serem consideradas na estimativa do RBV. Fritz
et al (1974), através deum estudo colaborativo, relatam os re
sultados obtidos em 8 laboratdrios diferentes para RBY de sais
de ferro, estimado a partirwﬁaconcentxagéa de hemoglobina fi
nal e nivel de suplementacac (dcose de ferroj . 0 protocolo ex
perimental usado neste estudo foil entic adotado como o método
oficial da ACAC. Em outro trabalho, Fritz et al {(1975) ndo ob
servaram vantagem no uso do ganho de hemoglcobina durante O pg
riodo de replecgdo, no lugar da hemoglobina final, como crité
rio de.resposta a suplementacdo de ferro. Outros pesguisadores
tamb&m t8m utilizado a hemoglobina final {Amine et al, 1972
Chawsow & Czarnecki-Maulden, 1988) ou o ganho de hemoglobina
no pericdo (Gordon & Chao, 1984, Morris & Ellis, 1976} como varil
iavel dependente para a estimativa do RBV. Além disso, Chao &
Cordon {1583}, Gordon & Chao (1984} e Gordon & Godber {1289 )tEm
proposto o uso da variagdo no produto do peso multiplicadc pe
la hemogiobina (g/4L} e o ferro ingeride, comd medidas de doseg
resposta para © caleulo do RBV. Segundoe os autores, a inclu
sapc do pesoc cono varifvel dependente elimina diferencas na he
moglobina total ({(inicial e final) dos animais, e ¢ ferrc inge
rido como varidvel independente, leva em consideracac as dife
rengas no consume de racao. Ainda, nastes ensaios o RBV & cal
culade a partir de uma Gnica dose de ferro da fonte teste,atra
vés da equacdo da reta do ferro referéncia,nfio sendc necessario
utilizar  varios niveis de suplementagdo para cada fonte  de

ferro testada.

Milier (1977) calculou diverses valeres de RBV, a

partir da taxa de inclinagac da reta construida untilizando
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diferentes varifveis como critério de resposta a quantidade
de ferro ingerido durante um periodo de replegac de 3, 7 ou 1l
dias de duracdoc. Foi constatada uma melhor resposta e - maior
precisdec nos valores de RBV guando estimado utilizando-se ga
nho de hemogleobina total como critério de resposta, durante um
pericdo de regeneragio de 11 dias. Comc pode ser observado, e
xistem muitas diferencas aire o5 protocolos experimentais,dificultan
do a interpretagio e comparacdo entre resultados de diferentes
relatos de literatura. Diferengas nAc somenbte nas variaveis de
regressic {gual varidvel & considerada independente e gual & a
varidvel dependente) como também nos niveis de suplementagao de
ferro, ou no nimero de animais por grupo, idade e"status” de
ferro dos animais, e ainda variacBes na duracdo do periodo de
deplegdo e/ou replecdo, podem levar & alteragoes significati

vas nos valores de RBV ({Amine & Hegsted,1974, Miller, 1977).

Em um mesmo experimento, a medida do RBV pode £i
car comprometida se ¢ consumc de ragac e taxa de crescimento
sho diferentes entre 08 grupos experimentais e o padrdo, para
cada nivel de suplementacdc de ferro testado. Diferengas no
consumo de ragio e portanto, no ferro ingerido determinam reg
postas diferentes, independente da gualidade do ferro testado.
Variagbes no ganho de peso, por sua vez, levam a diferengas no
volume sanguineo e conseguentemente,no ganho de hemeglobina to
tal, causando alteracbes na capacidade de regeneracgao 4dos ni
veis de hemoglobina dos animgis. Miller {1982} revisando os fa
tores que afetam a estimativa do RBV, propbe uma selegdo crite
riosa das varidveis consideradas como dose e resposta, de acor
do com a ingestdoc de ferro e taxa de crescimento dos animals ,
em cada nivel de suplementacdo estudado, e ainda, segundo O er

ro padrdo dos diferentes valores de RBV calculados (RBV com me



nor errc padric € mals preciso}. A avtora relata gue constatou
valores mais elevades de RBV guande utilizou ferro ingerido e
nao concentracio de ferro dietético como variadvel independente
{x} e ainda, guando usou o ganho de hemoglobina e nidc a concen

tragido de hemoglobina final como variavel dependente (y).

No presente trabalho o RBV fol éstimadu a partir
das varidveis concentragdao final de hemoglobina {(y) e nivel de
suplementacdo de ferro (x). Belecionou-se estas varidveis por
serem aguelas utilizadas no trabalho de Fritz et al (1374}, ado
+ado come método oficial da AQAC. Além disso, nac foram consta
tadas diferencas significativas {(p € 0,05} nos niveis de hemo
globina inicial (g/dL) e ganho de peso dos animais e nem na in
gestdo de ferro entre o grupo padrio e 0§ grupos experimentais,
para cada nivel de suplementacdo de ferro considerade (6,12 ou
24 mg Fe/kg de racao), conforme tahelas % e 10. Ainaa; oS da
das de concentracdo de hemoglobina final apresentaram peguenas
variacoes intra grupos, resultando em haixos valores de erro
padric das médias (tabela 8} e, © coecficiente de variagao desg
ta medida de resposta foi menor gue ¢ do ganho de  hemoglobina
(g/aL} ou do ganho de hemoglobina total {g), como mostra a ta
hela 11. Sendo assim, estes dados parecem ser hem reprasentati

vos e confiaveis.

Na tabela 15 estio apresentados os valores de RBV  pa
ra o feijdc integral e papa de feijao, estimados a partir de
diferentes pares de variaveis. Observa-se dJue OS valores encon
trados quando utilizou~-se o ganho de hemoglobina total (NHb to
+al} como varidvel dependente, foram semelhantes acsg estimados
a partir da concentracao de hemoglobina final, como considera
do no presente trabalho {tabela 12}. No entanto, constatou~-se

um aumento do RBY guando o ganho de hemoglobina {AHDb) foi  uti
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1izado como variavel dependente, e valores de RBV ainda mais
elevados guando as varidveis de regressao foram ganho de ferro
hematinico (AHb-Fe) e ferro ingerido, como também constatado
por Miller (1582}. Estas diferencas podem ser melhor visualiza
das na figura 7, gque inclue 08 intervalos de confianga de 95 %
para cada valoy de RBV calculado. Chserva—se gue em todos oS
casos, o RBV da papa de feijdo foi maior gque o do feijdo inte
gral, embora essas diferencgas sejam minimas. De acordo com O0S
valores de erro padrioc,o RBV mais preciso foi o calculado a
partir do ganho de hemoglobina total OHbR total) e nivel de sy
plementacio de ferro para o feijdo integral {73,1+0,6}, e no
caso da papa de feiijae foi aquele estimade considerando a vari
acio na concentracac de hemoglobina (AHL)} e nivel de ferro su

plementado (84,1+1,1).

A selegio das varidveis de regressdo para a estima
tiva do RBV depende, portanto, das condigdbes experimentais de
cada estudo. Entretanto,o ganho de hemcglobina total como cri
tério de resposta pode ser mails confiavel que a. concentragdo
de hemoglobina final (utilizada no método adotado pela  AOR()
porgue leva em consideracdoc diferengas na hemoglobina total i
nicial, bem como no ganho de peso &ao longe do experimento. POr
outrolado, o nivel de suplementacac de ferro pode ser usado co
mo variavel independente gquando ndo houver diferengas signifi
cativas no consume de racaoc e, portantc, no CONsSURO de ferro
entre o grupo padrac e 0s grupos experimentais, para cada ni

vel de suplementac@o de ferrc estudado.
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TABELA 15 =~ VALOR BIOLOGICO RELATIVO ~ RBV {%} ESTIMADC A PAR

TIR DE DIFERENTES PARES DE VARIAVEIS, PARA RACOES

CONTENDO FELJRO INTEGRAL OU PAPA DE P’EIJKO}j

FONTE RBV“PAR&M@ FARES DE VAR}&VEIS {yix)

DE TROS DE RE  AHb TOTAL/ A Hb/ Adb-Fe/
FERRO GRESSR&E‘:X NIVEL DE Fe NIVEL DE ¥Fe e INGERIDOD
Padrio "RRV 100,0 100,90 100,0

3/

b 0,0603% o,3018% 0,61322

r 08,9954 0,9688 60,9982
Feijio In  RBV 73,1+0,62/ 79,6+4,3 R4,4+2,4
tegral - b 0,0441° 0,2403% 0,5178°

r’ 0,9998 0,9942 60,9984
Papa de RBV 75,0+4,3 84,1+1,1 87,9+7;4
Feijdo b 0,0452"° 0,25382 0,5330%P

£ 0,9936 90,9996 0,9862

1/ RBV calculado a partir da inclinagdo da reta de regressao da

fonte

ta do padrao {Feso4}.

de ferro

testada em

relacdo a inclinagio da re

- 2
2/ Inclinacdo da reta (b} e coeficiente de determinacao {r },

/ Valores em cada coluna seguidos da mesma igtra naoc

entre si, pelo Teste £ (p € 0,05).

4/ RBV + erro padréo.

diferem
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5.3,2. Eficiféncia de Regeneragéo da Hemoglobina {(HRE %)

Para a estimativa da proporgdo do ferro ingerido gue
foi retido come ferro hematinico (HRE %), considerou-se os da
dos dos grupos de animais gue receberam ragac suplementada ao
nivel de 24 e 36 mg Fe/kg. Decidiu-se avaliar a retengio nestes
dois niveis para facilitar a comparagio com dados de literaturd
que geralmente estimam HRE utilizando dietas contendo ferrc sy
plementado em torno destes niveis, e porgue o nivel 36 & seme

ihante aos regquerimentos de ferro para o rato.

A retencac do ferro da papa de feijio suplementado
aoc nivel de 24 mg/kg de racdo, foi um pouco mais elevada que a
do ferro do feijdo integral, embora a diferenca seja minima,
conforme os valcres de HRE descritos na Tabela 13 (52,73+5,7 e
50,8+3,2%, respectivamente) . Por outro iado, a retengac relati
va ao sulfato ferroso (HRE relativo} foi de B87,3+9%,4% para a pa
pa de feijdo e de 84,145,3% para o feijao integral. Estes valo
res sio mais elevados do gque os obtidos através do RBY, isto &,
77,1+4,4 e 73,7+1,0%, respectivamente. O mesmo comportamento foi
observado por Forbes et al (198%) que atraves de um estudo cola
norative, encontraram valores mais elevados de HRE relativo{ao
sulfate ferroso}, do que de RBV { de acordo com AQAL) , para uma
mesma fonte de ferro, por exemplo, 86% e 77%, regspectivamente .,

para o ferro eletrolitico.

Os resultados obtidos para a retengdo do ferro  do
sulfato ferroso na forma de HRE, foram de 60,4+ 6,5%, ao nivel
de suplementacao de 24 mg/kg ¢ de 50,6+3,1 para o nivel 36. Es
tes valores Sao compativeis com dados de literatura gue demonsg

rram, em ratos anémicos, uma elevada retencio do ferro do sulfa
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to ferrosc -~ cerca de 50% a 67% {(Mahoney et al , 1374, 1985 e
1887, Thannoun et al , 1987, Zhang et al, 1985). Constatou~se
uma relagdo inversa entre os valores de HRE e 0 nivel de suple
mentacio de ferro ou o ferro ingerideo, conforme tabela 13. ig
to ocorreu tanto para o padrdoc - HRE de 60,4%, com uma ingestéo
de 0,67 mg Fefdia e de 50,6%, com uma ingestio de 0,%3 mg Fe/di
a, como também no caso do feijao integral - HRE de 50,8% para &
ingestdo de 0,64 mg Fe/dia e de 41,9%%, para ingestao de 0,74 mg
Pe/dia. Buchoviski et alrQQBQ encontraram resultads semelhantes,ig
to &, HRE de 71% para o ferro padrac e de 47% para o ferro  de
uma mistura de fontes vegetails suplementados a0 nivel de 20 myg
kg de racdo, e para as ragtes contendo 35 mg Fe suplementar/kg
estes valores foram reduzidos a 67% e 27%, respectivamente. kg
te comportamento pode ser explicado pelo fato de qgue niveis de
saplementagéo de ferro semslhantes acs reguerimentos do rato
nio representam niveis criticos, onde a eficiéncia de utiliza

cdo do ferro & maior, cOmO OCOXreé no caso dos niveis 20 oun 24.

Rianchi {1988}, estudando a bicdisponibilidade do
ferro de produtos industrializados de soja, em ratos anémicos
mantidos por 14 dias consumindo ragbes contendg ferro suplemen
car ao nivel de 36 mg/kg, encontrou um valor de 44,9% para o
HRE do ferro da farinha de soja (HRE relativo= §5,1%). Estes re
sultados sao similares acs observados na presente investigacgao
para o ferro da farinha do feijAc (HRE = 41,9% e HRE relative =
82,8%), obtidos sob condicbes experimentals semelhantes, isto &,
idade e "status®de ferro 4os animais, nimerc de animails por gru
po, duragdo do experimento e nivel de suplementacao de ferro nas
ractes. Por outre lado, Dawocod & Sgarbieri {1988}, em um en
saio preliminar, investigaram a atilizacio do ferro do feijao

tearioca 80' em ratos com anemia moderada {concentracac de he
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moglobina em torno de 8 g/dLj), constatando uma retencd (na for
ma de ferro hematinico) de 34,7%. Este valor de HRE, menor do
gue o verificado para o feijdo 'Carioca 80 5.H.' no presente
trabalho,pode ser explicado pelas diferengas no grau de anemia
dos animais que, guanto menes severa, NEnOY 4 eficiencia de uti

lizacdo do ferro.

A literatura sobre a biodisponibilidade do ferrc de
fontes de origem vegetal, avallada atravées da retencadc na forma
de ferro hematinico {HRE %), & vasta,com exCegao para o feljao.
zhang et al {1985} relatam niveis de retengidc de 64% para o
ferro de ervilhas verdes, 53 % para o do farelo de cereals e
34% pam o ferro do espinafre, com valores de HRE relativos de
96%, 79% e 51%, respectivamente. Mahoney et al (1987) avalian
do a fortificagao de ferro em uma mistura de cereals, encontra
ram niveis de retencac de 40% e 45% (HRE relativos de 63% e 71%,
respectivamente} . 0 ferro do pio de trigo integral se mostrou
mais biodisponivel gue ¢ do pao comum enriguecido (HRE de 53% e
41%, respectivamente) conforme relata Thannoun et al (1987} .
Nos trabalhos descritos acima, 0s autores utilizaram ratos em
erescimento, anémicos, tratados com doses de ferro em torno de
20 mg/kg de racao. No entanto, a comparagao destes dados com 08
resultados da presente investigacdo & limitada devido as diver
géncias das condicdes experimentais. Em geral, a anemia nestes
estudos foi desencadeada mais rapidamente (cerca de 7 diasjatra
vés de sangria associada ao Cconsumo de uma dieta pobre em ferro,
e além disso, utilizande um periocdo de replegio menor (10 dias)
Conseguentemente, os valores de HRE foram obtidos em ratos bem
mais jovens, com demandas de ferro relativamente mais elevadas
configurando situacdes metabdlicas diferentes,o gue determinadi

fersncas na eficifncia de utilizacdo do ferro pelo organismo.
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Segundo Miller {1977}, ¢ HRE como medida de utiliza
cio de ferro apresenta as seguintes limitacdes: o caleulo deste
indice envolve duas constantes (para estimar o volume de san
gue do rato e o ferro hematinico), aumentando as fontes de erro
e, os valores de HRE nio sdo alterados {(independente do consumo
de ragho e ganho de peso dos animais), somente para uma inges
tio entre 0,12 e 0,5 mg Fe/dia, segux Mahoney et al (1974).Por
ocutro lado, Buchoviski et al . {1989}, investigando a biodisponi
hilidade do ferro em condigdes experimentais diferentes dague
1as tradicionalmente usadas para a estimativa do HRE, isto &, a
eraves de ratos adultos, anémicos e ndo anémicos, tratados com
doses alevadas de ferro, constataram valores de HRE semelhantes
As taxas de absorcio aparente, para uma mesma fonte de ferro,tes

tada em varios niveis de suplementagac.

5.4. LIMITACDES DO USO DO RATO COMO MODELO EXPERIMENTAL PARA

PREGIZER A BIODISPONIBILIDADE DO FERRO

Na tabela 16 estfo contidas algumas das diferengas
na utilizacdo do ferro entre ratos e humanos, conforme dados de
jiteratura. Observa-se gue 0 metabolismo do rato & mantido prin
cipalmente pelo ferro dietdtico, particularmente na forma de
ferro "mAo heme®, apresentando maiores perdas basais deste ele
mento (Bidrn-Rasmussen, 19283), Dallman et al, 1982}, Sendo as
sim, o rato ndo absorve o ferro nas mesmas proporgoes gue 0s
humanos e, dependendo do statug" de ferro, essas diferengas po
dem ser maiores ou menores. De acords com diversos relatos, es
sas diferencas sio principalmente gquantitativas, sendo gue a ab
sorcdo do ferro pelo rato é em média, duas vezes maior gue a do

homem (Amine & Hegsted, 1974, Gordon & Chan, 1984,8chricker et



al , 1981). No entanto, o rato anemico, recebendo doses criti
cas de ferro,pode absorver este nutriente em proporgdes muito
mais elevadas, isto &, cerca de 40 a 70%, de acorde com a fonte

de ferro testada, como demonstra Buchoviski et al (1988).

0 rato como modelo experimental para avaliar a big
disponibilidade do ferro é geralmente empregado em condigbes me
+abdlicas de maxima utilizacio (fase de crescimento, aneéemico
tratado com peguenas doses de ferro), revelando taxas de absor
gdo do ferro "nido heme" de aproximadamente 50%, como constatado
atraves dos valores de HRE obtidos no presents irabalho. No en
tanto, os estudos em humanos sio conduzidos em condigdes experi
mentais totalmente diferentes, isto &, utilizam-se individuos
adultos, eutroficos, recebendo doses de ferrc muito acima de seus
regquerimentos. Isto determina gﬁandes diferencas entre as taxas
de absorcioc de ferro obtidas a partir de cada um destes modelos
experimentais. Sabe-se gue o organismo humano normal absorve em
média 10% do ferro dietdtico, podendo utilizar até 35% do ferro
"heme" e 20% do ferro "nao heme®, dependendo dos estogues de
ferro e de fatores da dieta que promovem ou inibem a absorgan
do ferro "nioc heme™ (Monsen et al , 1978). Estas taxas podem s
ainda mais elevadas se o individuo estiver em fase de crescimen
to (Saarinen & Siimes,1979). Buchoviski et al {1989} sugerem
gque, para obter resultados de absorcao do ferrc em ratos, simi
lares & absorcio em humanos, € necessario utilizar condigbes ex
perimentais semelhantes, isto &, ratos adultos, ndo anémicos , inge

rindoc doses elevadas de ferro (bem acima dos requerimentos).

Apesar das diferen¢as na proporgac do ferro ingeri
do gue é absorvido pele rato e pelo homem, © rato tem se mostra

do como um bom modelo para predizer a biodisponibilidade do ferro
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de diferentes fontes, através de dados relativos & utilizacgao &
uma fonte de ferro referéncia, geraimente o sulfato ferrosoc (Ma
honey & Hendricks, 1984, Miller, 1982, Schricker et al,1981) .
Forbes et al (1989) através de um trabalho colaborativo, compa
raram a utilizacdo bioldgica do ferro de uma mesma fonte,avaliada
atraves de metodos "in vitro®, em ratos {REBV% < HRE%) e em huma
nos {marcacdo extrinsica dupla). Os autores constataram vaia%es
de BBV (relative ao sulfato ferrosc) obtidos em ratos (método
da AOAC} semelhantes agueles obtidos em humanos e recomendam O
método de deplecdoc e replegdo da AOAC para predizer a biodispo

nibilidade do ferro em alimentos.

Por outro lado, o modele curativo {deplecao e reple
gao de hamoglobiﬁa) tem se revelado mais eficiente para estimar
a biodisponibilidade do ferro em ratos, do gue ¢ ensaic profila
rico (Amine & Hegsted, 18974, Miller, 198Z}. No entanto, modifi
cacdes nos protocolos experimentais dificultam =z comparagac en
tre diferentes relatos de literatura. Estas modificacBes incluem:
idade dos animais ao inicio do experimento, duracao do pe
ricdo de deplecgac (e metodo de obtengio de anemia) e do periodo
de replecdo, variaveis dietdticas (formulacdc da dieta basal e
niveis de suplementacdo de ferro}, parametres utilizados para
expressay a biodisponibilidade do ferro, entre outrag,. Sendc as
sim, a avaliaclo critica das diferengas nas condigbes experimen
tais & fundamental para a interpretagido e comparacac dos dados
de literatura. Sequndo Van Campen (13983}, nenhuma técnica ou
sistema € perfeito, cada um tem seu potencial para somar infor
magdes sobre a biodisponibilidade do ferro, desde gue conduzido

propriamente e interpretado cuidadosamente.



TABELA 16 - DIFERENCAS NA UTILIZAGCAO DO FERRC PELO HOMEM E PELO RATO

FATORES

HOMEM

RATC

REFERENCIA

Maior fonte de ferro para metabolis

mGK
Perdas basals de fexro

Absorgao do ferro "heme"

Absorcac do ferro "ndo heme”
Absorgan dos ions ferrosos em rela
cao acs ions férricos

Bfeito da carne e acido ascérbico
sobre a absorcio do ferro "nan he
me"”:

Efeito de fitatos e tanincos na ab

sorcio do ferro "nao heme"

Absorgac do ferro no organismo  de

pletado {com anemia)

Ferro enddgeno

Menores

Maior

Menor

Diferente

Aumenta

Diminue

Aumenta ateé 3

vezZes

Farro dietético

Maiores

Menor

Maior

Igunal
Nenhum efeito

Aumenta

Aumenta

Diminue
Aumenta ate 7

vezaes

Dallman et al , 1982
Flanagam et al , 1980
Bidrn~Rasmussen, 1983
Forth & Rummel, 1973
Fritz et al , 1979
Gordon & Godber, 19289

Pritz et al , 1970

Schricker et al, 1981
Chao & Gordon, 1883
Gordon & Godber, 1989
Gordon & Chao, 1984
Morris & Ellis, 1976
Disler et al , 19753
Mahoney & Hendricks, 1984

Buchowski et al , 1989 «
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5.5, CONSIDERACDES FIRAIS

A farinha da papa de feijdo foi processada de forma
a conter menor guantidade de tegumento 4o gue a farinha do fei
iAo integral. Isto poderia determinar uma melhor utilizagao do
ferro da papa em relacdo ac do feijdc integral, visto gue o tegu
mento do feijlo & rico em fibras e compostos polifendlicos. No
entanto, nie foi constatado diferencas significativas na biodis
ponibilidade do farrq das duas farinhas, conforme os valores de

REV e HRE descritos no presente trabalho.

O ferro das farinhas do feijdo foil bem utilizado pe
los ratos, isto &, cerca de 74 a 77% {(pelo método da AQAC) e de
83 a 87% {pelo método de Mahoney et al}, em relacac ao aproveita
mento do ferro do sulfato ferroso. be acordo com 08 da&cs de
HRE %, aproximadamente a metade do ferro consumido pelos ratos &
1imentados com racdes suplementadas com as farinhas 4o feijao,
foi utilizado para a sintese de hemoglobina. Estes dados tem va
ior relativoe importante na discriminacio da gualidade nutricio
nal de diferentes fontes de ferro de origem vegetal. No entanto,
s3c necessarios estudes para investigar a utilizacado do ferro des
to novo cultivar de feijfo em refeigdes contendo alimentos de con
sumo rotineiro em nosso melo, bem CORe +oasta~lo como alimento de
desmame e compara-lo com outras variedades de feijdes, como fon

+a de ferro.



6. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos no presente trabalho,

podem ser estabelecidas as segquintes conclusOes:

- O feijdo 'Carioca 80 S5.H.' na forma de farinha do
feijio integral e de farinha da papa do feijao {cozide e liocfili
zade}l apresentaram um contendo de 7,45 e 8,57 mg Pe/100 g,respec
tivamente, valores compativeis com dados de literatura para fei

i8es com cerca de 10% de umidade.

- 0 valor Biolbgico Relativo {(RBV %) do ferro do fei
jdo "Cariocca 80 S.H.' foi de 73,7% para O feijdco integral & de
77,1% para a papa de feijao.

-~ A uptilizacdo bioldgica do ferro das farinhas do
feijdc em relagao ac sulfato ferroso, estimada através do indice
da Eficiéncia de Regeneracao da Hemoglobina (HRE %) foi de 84,1%
para © feijdo integral e de 87,3% para a papa de feiijdo, valores
um pouco mais elevados do gque os obtidos através da metodologia
preconizada pela AOAC (RBV 3}.

< NZo foram constatadas diferencgas significativas
{p £ 0,05) na utilizacio bioldgica do ferro do feijao integral
em relacdc ac da papa de feijfo, tanto na forma de RBVE ou de

HRE %.
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- 0 feijdo 'Carioca 80 S.H.' como fonte de ferro, su
plementado na racao basal ac nivel das recomendacgoes de ingesta
deste nutriente para o rato {36 mg/kg), nac foi capaz de recupe

rar totalmente a anemia dos animais, durante os 14 dias de expe

rimento.



7. RESUMO

A anemia por deficiénecia de ferro permanece como O
maior problema nﬁtricional em todo o mundo, atingindo particular
mente criancas entre seis meses e trés anos de idade. O obietivo
do presente trabalho foi avaliar a utilizacao do ferro de um no
vo cultivar de feijde, ‘*Cariocca 80 §.4.', na forma de farinha do
feijdo integral e da papa do feijdo, como usualmente  preparada

para alimentagio de desmame.

A biocdisponibilidade do ferro foli avaliada atraves
do método de deplegdo e replecdo de hemoglobina (AORC, 1984} . Pa
ra isso foram utilizados ratos machos albinog, wWistar,recém des
mamados que foram mantidos com uma racao basal, pobre em ferro
durante 35 dias (fase de deplecdo). ApOs este periodo, os ratos
anémicos {hemoglobina ao redor de 6 g/dL) foram divididos em 12
grupos de 6 animais cada. O sulfato ferroso (ferro referéncia) e
a farinha do feijao integral foram suplementados a ragao basal
ac nivel de 6, 12, 24 e 36 mg Fe/kg e a farinha da papa do fei
j80, ao nivel de 6, 12 e 24 mg Fel/kg de racio. Um grupo de  ani
mais permaneceu durante a fase de replecaco (14 dias} com ragao
basal {controle negative). A biodisponibilidade do ferro foi es

timada através do Valor Bicldégico Relativo ou RBV % (AQAC) ;a par



rir da taxa de inclinacae da curva dose-resposta (concentragao fi
nal de hemoglobina/nivel de suplementacac de ferro), e através do
Indice &a Eficiéncia de Regeneracgaoc da Hemoglobina (HRE %}, de a

cordn com Mahoney et al (13874).

Foram encontrados valores de 73,7% & 77,1% para e
RBV do ferro do feijdo integral e da papa de feijaoc,respectivamen
te. Os valores de HRE relativos foram um pouco mais elevados -
84,1 % para o feijdo integral e 87,3% para a papa de feiijdo. Nao

foram constatadas diferencgas significativas entre o RBVE% ou HREY

do feijdo integral em relacdo a papa de feijao.



8. SUMMARY

Tron deficiency anemia remain as a major nutritional
problem around the world affecting mainly children in the age
range of six months to three years of age. The objective of the
present work was to evaluate iron biocavailability in a new  cul
+ivar of bean ('Carioca 80' S8.H.)in the form of integral flaur and of a

partially decorticated fiour after passage through a nylon sieve.

Iron bicavailability was determinated with rats by the
method of depletion and repletion of hemoglobin (ACAC, 1984} . Ma
le weanling rats of the Wistar strain were kept on a basal ration
very poor in iron for 35 days {depletion phase). Then the anemic
rats (6 g/dL hemoglobin}) were divided into 12 groups each of six
animals. Basal ration was supplemented with fercus sulfate {refe
rence iron) and with integral bean flour to provide iren to the
levels of 6, 12, 24 and 36 mg Fe/kg of ration. A group of animals
remained throughout the repletion phase {14 days} on the  pasal
ration {(negative control). The bicavailability of iron by this
procedure known as Relative Biological Value (RBV 2} was calcula
ted by the slope of the dose-response line obtained with the bean
fiour iron (plot of hemoglobin concentration x iron supplementa
ripn level) relative to slope of dose~response line generated

by the ferous sulfate iron. Iron utilization was also estimated
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by the Hemoglobin Regeneration Efficiency Index (HRE %) accord

ing to Mahoney et al (1974},

Encountered RBYV values were 73.7% and 77.1% for the
integral flour and partially decorticated bean flour iron, reg
pectively. The HRE values relative to ferrous sulfate were 84.1%
for the integral flour iron and 87.3% for the partially decorti
cated flour iron. No significant differences could be demonstra
ted between the RBV % or HRE % for the rat utilization of iron

from the twoe types of bean flours,
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