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EXTRATO

CHIARADIA, Ana Cristina Nascimento, D.S., Universidade Federal de Vicosa,
junho de 1997.Determinacdo da estrutura de pigmentos de feijao e
estudo da sua acdo na qualidade protéicaProfessor Orientador: José
Carlos Gomes. Professores Conselheiros: Paulo César Stringheta e Dilson
Teixeira Coelho.

Objetivouse com este trabalho identificar as estruturas quimicas dos
pigmentos presentes no feijao-preto adquirido na regido de Vigosa. Etanol 70%
acidificado com 0,5% de HCI foi utilizado como solvente extrator. ApGs a
obtencdo do extrato bruto, foram testadas diversas fases moveis para
cromatografia descendente em papel. BFW (n-butanol - acido férmico - agua) na
proporcao 15:2,5:2,4 apresentou o0os melhores resultados e possibilitou a
separacdo das seis fracbes de antocianinas presentes. Através de reacdes
quimicas especificas e métodos espectrofotométricos e cromatograficos
identificaram-se as trés principais fracbes isoladas. S&o elas: delfinidina 3-
glicosideo, cianidina
3-glicosideo e malvidina 3-glicosideo. Avaliou-se, através de ensaios bioldgicos,
o efeito da retirada do tegumento e das antocianinas e de outros polifendis na
qualidade das proteinas do feijdo. Foram analisados PER, NPR, NPU e

digestibilidade. Os resultados obtidos mostram que a retirada do tegumento do
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feijdo cozido reduz seu valor protéico, provavelmente pela eliminacdo simultanea
de aminoéacidos sulfurados e lisina provenientes de proteinas presentes nessa
parte dos gréos. A extracdo de pigmentos de feijdo ndo provocou o aumento da
qualidade protéica, como se esperava. Esse resultado se deve, provavelmente, a
migracao de polifendis dos tegumentos para os cotilédones durante o processo de
extracdo desses compostos. Esta migracdo proporciona a interacdo destes

polifendis com proteinas, tornando-as indisponiveis.



ABSTRACT

CHIARADIA, Ana Cristina Nascimento, D.S., Universidade Federal de Vicosa,
June 1997Determination of the structure of bean pigments and study of
its action in proteic quality. Advisor: José Carlos Gomes. Committee
members: Paulo César Stringheta and Dilson Teixeira Coelho.

The objective of this work was to identify the chemical structures of
black bean pigments from Vigosa, Minas Gerais, Brazil. The extraction solvent
was anagueous solution of ethanol 70% acidified with 0,5% HCI. After the
acquisition of crude extract, several mobile phases for descendent paper
chromatography were tested. Best results were obtained with BFW (butanol-
formic acid-water) 15:2,5:2,4, which allowed the isolation of six anthocyanins
fractions could be separated. Through specific chemical reactions and
spectrophotometric and chromatographic methods, the three main fractions were
identified: delfinidin 3-glucoside, cianidin 3-glucoside and malvidin 3-glucoside.
The effect of removal of tegument, anthocyanins and other polyphenols from
beans in the protein quality were evaluated by biological assays. PER, NPR,
NPU and digestibility were determined. The results indicated that removal
tegument of cooked bean, reduced its protein value, probably due to
simultaneous elimination of sulfur aminoacids and lysine from proteins present

in the tegument. The extraction of anthocyanins did not increase the protein
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quality of beans as expected. Possibly, this result was due to the migration of
polyphenols from bean tegument to cotyledons during the extraction process,

where polyphenols may interact with proteins making them not available.
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1. INTRODUCAO

As antocianinas sao pigmentos naturais bastante conhecidos, pois
determinam a coloracdo caracteristica de uma grande variedade de vegetais,
incluindo aqueles usados na alimentagcdo humana, podendo ser citado o exemplo
do feijdo Phaseolus vulgaris

O feijdo é a leguminosa mais consumida na América Latina, fornecendo
quantidades significativas de proteinas e calorias, dentre outros nutrientes
(COELHO, 1991).

A identificacdo dos constituintes de um alimento tdo consumido é de
suma importancia para o esclarecimento de seu real valor nutritivo.

Em razdo do teor elevado de proteinas nos seus grdos e da composicao
aminoacidica complementar a das proteinas dos cereais, essa leguminosa
contribui para melhoria do valor protéico das dietasgdende numero de
individuos, especialmente nos paises laimzricanos, onde dietas compostas
predominantemente de leguminosas e cereais constituem a base da alimentacdo
diaria (KAKADE e EVANS, 1965; LIENER, 1979).

Entretanto, suas proteinas apresentam algumas limitacbes quanto a
qualidade, pelo fato de serem deficientes em aminoacidos sulfurados, triptofano e

por conter fatores antinutricionais que interferem no desempenho protéico



nutricional, seja na digestibilidade ou na absorc¢éo (LIENER, 1979; SAO JOSE et
al., 1986).

Dentre os fatores antinutricionais presentes nas leguminosas, os que tém
maior interesse sao os polifendis, as lectinas e os inibidores de tripsina. O papel
destes fatores antinutricionais sobre o desempenho nutricional das leguminosas
poderia ser explicado pela formacdo de complexos entre os polifendis e as
proteinas, os quais sao insoluveis e de baixa digestibilidade por monogastricos,
podendo modificar a estrutura do epitélio intestinal, levando a inibicédo
irreversivel e, dessa forma,midnuindo a capacidade absortiva do organismo
(BLANCO e BRESSANI, 1991; VILLANHUEVA, 1987). Estudos indicam que
os polifendis séo, dentre os fatores antinutricionais, 0s que mais contribuem para
a baixa digestibilidade do feijao (BRESSANI e ELIAS, 1984; BRESSANI et al.,
1991).

A maior concentracdo de polifendis € encontrada em cascas de sementes
coloridas e a menor, na casca de sementes brancas ou em outra parte anatdmica
da semente (BRESSANI et al., 1991).

A digestibilidade das proteinas decresce com o0 aumento da pigmentacao
do tegumento da semente. Os pigmentos sdo, geralmente, compostos fendlicos,
gue podem interagir com as proteinas do feijdo, decrescendo a sua digestibilidade
e utilizacdo (BRESSANI et al., 1991).

A elucidacéo da real participacdo dos polifendis na qualidade protéica do
feijdo, bem como o estudo das possiveis acdes desses compostos contra doencas
cronicodegenerativas, é de grande importancia, visto que trabalhos recentes tém

apontado os beneficios destes compostos.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Antocianinas

2.1.1. Extrag&o das antocianinas

Existe, na literatura, descricdo de varios processos e solventes utilizados
para a extracdo de pigmentos de vegetais. A extracdo de antocianinas é
necessariamente o primeiro passo para a determinagao total e individual de
antocianinas em qualquer tecido de planta (FULEKI e FRANCIS, 1968). Estes
autores afirmam que o melhor método de extracdo serd aquele em que uma
guantidade de interferentes, bem como a perda de antocianinas devido a
mudancas enzimaticas e ndo-enzimaticas, seja minima.

Segundo STRACK e WRAY (1989), a extracdo de antocianinas é
comumente acompanhada pela maceracdo da parte vegetal com metanol ou
etanol acidificado com HCI (0,1 a 1,0%). Em certos casos, dependendo da parte
da planta, esses autores aconselham a adicdo de agua (10 a 50%) para se
conseguir uma completa extracao.

JURD (1964) prop06s extrair antocianinas de tecidos de plantas utilizando
SO, como solvente extrator. Segundo este autor, apenas 50 ppm seria suficiente
para manter estaveis as antocianinas, bastando manter o pH do meio em valores
préximos a 1. Palamidis e Markakis (1975), citados por MARKAKIS (1982),



relataram que a solucdo aquosa dg &600ppm foi mais eficaz que a agua para

a extracdo de antocianinas de casca de uva e que a antocianina extraida com
solucdo de S©Ofoi mais estavel como corante em uma bebida carbonatada.
Trabalhando na extracdo de antocianinas a partir de cascas détisvar(ifera

L.; cv. Cabernet), através do método do diferencial de pH, DONDERO e
BADILLA (1983) utilizaram trés solventes extratores: agua, agua com 500ppm
de SQ e etanol 95% com 0,01% (p/v) de acido citrico, encontrando como melhor
solvente, apods seis extracdes, o etanol 95% com 0,01% de aciay citric

obtendo-se 356,90 mg/100g, seguido da agua com 247,37 mg/100g e da agua
com 500ppm de SO com 243,11 mg/100g de casca. Ahmed et al. (1977),
citados por MARKAKIS (1982), comprovaram a eficiéncia de extracdo entre
SO, a 350ppm e metanol acidificado, em repolho vermelho, sendo o metanol
acidificado o melhor extrator.

Utilizando metanol como solvente em HCI 0,1%, LU et al. (1992)
extrairam antocianinas de flores verme#inmxeadas deharbitis nile MORI e
SAKURAI (1994) extrairam antocianinas do morango. JA STRINGHETA (1991)
extraiu antocianina déanicum melliniautilizando metanol acidificado com HCI
a 0,05% e FORNI et al. (1993) também utilizaram metanol, mas acidificado com
HCI 1,0%, para extragdo de antocianinas em améwasmys aviurh Por outro
lado, GUEDES (1993) utilizou metanol acidulado com acido citrico a 0,5% para
extragdo em berinjela, amora e morango, mostrando ser um solvente muito
eficiente, com a vantagem adicional de o acido citrico ndo hidrolisar as ligacdes
glicosidicas.

DRAETTA et al. (1985) extrairam, a frio, com metanol contendo 1% de
acido cloridrico, pigmentos de ameiXarnus salicina L.) e determinaram o
conteudo total de antocianinas com base nos valores de absorbancia em
diferentes valores de pH (pH 1,0 e pH 4,5), encontrando um teor de 29,5 mg de
antocianinas por 100g de fruto, expresso em termos de ciaBigjii@sideo.

SHI et al. (1992) extrairam antocianinas a partir de folhas de

Tradescantigallida, usando agua gaseificada com HCI 0,1%. SAITO e



HARBORNE (1992) utilizaram uma solucédo de metanol, acido acético e agua na
proporcdo de 10:1:9, para a extracdo de antocianinas a partir de pétalas frescas de
Labitae
Utilizandose o etanol 95% como solvente extrator, FULEKI e
FRANCIS (1968) extrairam antocianinas de “cranberries” (Empetrum nigrum
coll.) acidificando com HCI 0,1N (85:15) e HCI 1,5N. KARPA et al. (1984) e
HANSEN et al. (1985) extrairam antocianinas de “cranberry” e “eldeberry”
(Sambucus nigrd..), respectivamente, seguindo o0 mesmo método de FULEKI e
FRANCIS (1968). BLOM e THOMASSEM (1985) realizaram a extracéo
utilizando etanol a 96% em HCI 0,1N, enquanto TERAHARA et al. (1986)
trabalharam com etanol : &cido acético : agua (10:1:10), para a extracdo de
antocianinas d®ianthuscaryophylluse D. deltoides OSZMIANSKI e SAPIS
(1988) utilizaram etanol 80% em HCI 0,1% para frutos de “chokeberry” (Aronia
melanocarpae LIAO et al. (1992) utilizaram etanol e agua para uvas vermelhas.
A literatura cita diversas fontes de antocianinas e sua quantificacao.
O Quadro 1, adaptado de Kuhnau (1976), citado por TIMBERLAKE (1988),
mostra um resumo das principais fontes de antocianinas e teor de pigmento,

pesquisados até aquele ano.

2.1.2. Estrutura quimica das antocianinas

As antocianinas estdo incluidas no grupo de pigmentos de ocorréncia
natural, responsaveis pela coloracdo azul, vermelha, violeta e purpura de muitas
espécies do reino vegetal. As antocianinas, substancias fendlicas, sédo glicosideos
de antocianidinas, polihidroxi derivados do ion flavilium (Figura 1). As
antoganidinas (agliconas) sdo substancias polihidroxiladas aparentemente
ausentes nos tecidos de plantas (Jackman, 1987a, citado por STRINGHETA,
1991).

A presencga de antocianidina na sua forma livre em tecidos de plantas ja
foi relatada; porém, € bastante improvavel devido a sua alta insolubilidade e

instabilidade. Tais resultados sdo devidos, provavelmente, a hidrélise, que pode



Quadro 1 - Principais fontes de antocianinas e teor de pigmento (mg/100g),
segundo Kuhnau (1976), citado por TIMBERLAKE (1988)

FONTES (produto) TEOR DE ANTOCIANINAS (mg/100g)
“Cranberry”™ 60 a 200
“Blueberry” (amora roxa) 130 a 250
“Cherry” (Framboesa) 45
“Cowberry” 100
“Black currant™ 130 a 400
“Red grape” (uva vermelha) 65 a 140
“Plum” (ameixa) 2a25
“Red raspberry” (amora vermelha) 300 a 400
“Strawberry” (morango) 30a35
“Red cabbage” (repolho vermelho) 25
“Red onion” (cebola vermelha) 25
“Rhubarb” (ruibarbo) 100
“Beans” (feijoes) 1 a 1000

+
B0

HO

OH

Figura 1 -Estrutura béasica das antocianinas (HARBORNE, 1967).



ocorrer durante extracdo e isolamento. Por serem usados, com tais objetivos,
solventes contendo acido, é praticamente impossivel evitar a ocorréncia de

hidrolise durante esses procedimentos. Correndo cromatogramas apds poucos
minutos da extragcdo com metanol frio contendo 0,1% de HCI concentrado, a

hidrélise pode ser minimizada (HARBORNE, 1967).

Um reexame de flores onde havia sido relatada a presenca de
antocianidinas livres mostrou que apenas antocianinas estavam presentes
(HARBORNE, 1967).

Segundo GEISSMAN (1962), as antocianinas sao caracterizadas
estruturalmente por possuirem esqueleto de carborG3€E6, e, em funcao
disto, podem estar associadas com compostos flavonoides ndo-antocianicos. Por
outro lado, Brouillard, 1982, e Griseback, 1982, citados por STRINGHETA
(1991), afirmam que, apesar de possuirem a mesma origem biossintética de
outros flavondides naturais, as antocianinas diferem destes por absorverem
fortemente na regiéo visivel do espectro.

As antocianinas sao glicosideos das antocianidinas, cujo nucleo basico é
a estrutura do ion 4’-hidroxiflavilium. Todas as antocianinas sao compostas de
duas ou trés partes: a estrutura basica, que é uma aglicona (antocianidina); um ou
mais aclcares; e, freqiientemente, um ou mais grupos acil (GUIMARAES, 1987;
FRANCIS, 1992).

De acordo com HARBORNE (1967) e FRANCIS (1989), podem-se
relacionar as antocianidinas que ocorrem nas antocianinas naturais conforme
mostra 0 Quadro 2, sendo as que ocorrem com maior frequéncia, segundo
FRANCIS (1977) e BOBBIO e BOBBIO (1992), pelargonidina, cianidina,
delfinidina, petunidina, malvidina e peonidina.

Os grupos metoxila e hidroxila, além da presenca do agucar e acido, tém
efeito importante na cor e na estabilidade das antocianinas. A mesma antocianina
podera ter diferentes cores, dependendo do pH, da concentracédo da solucdo e da
presenca de copigmentos, entre outros fatores. Com o aumento do numero de

hidroxilas, a coloracdo das antocianinas muda de rosa para azul. A presenca de



Quadro 2 -Antocianidinas que ocorrem nas answsnas naturais (adaptado de
HARBORNE (1967) e FRANCIS (1989))

Posicéo de Substituicdo

Antocianidinas 3 5 6 7 3 4' 5'
Apigenidina (Ap) H OH H OH H OH H
Luteolidina (Lt) H OH H OH OH OH H
Triacetidina (Tr) H OH H OH OH OH OH
Pelargonidina (Pg]) OH OH H OH H OH H
Aurantidina (Au) OH OH OH OH H OH H
Cianidina (Cy) OH OH H OH OH OH H
Peonidina (Pn) OH OH H OH | OMe | OH H
Rosinidina (Rs) OH OH H OMe | OMe | OH H
Delfinidina (Dp) OH OH H OH OH OH OH
Petunidina (Pt) OH OH H OH | OMe | OH OH
Pulchelidina (PI) OH | OMe H OH OH OH OH
Europinidina (Eu) | OH | OMe H OH | OMe | OH OH
Malvidina (Mv) OH OH H OH | OMe | OH OMe
Hirsutidina (Hs) OH OH H OMe | OMe | OH OMe
Capensinidina (Cg OH | OMe H OH | OMe | OH OMe




grupo metoxila no lugar da hidroxila reverte a tendéncia anterior (MAZZA e
BROUILLARD, 1987h).

A diferenca de cor entre as antocianinas, que sado vermelhas, e as
desoxiantocianidinas, que sdo amarelas, esta na presenca do grupo hidroxila na
posicdo C-3 das antocianinas. A mesma hidroxila desestabiliza a molécula, uma
vez que as 3-desoxiantocianidinas sdo mais aceitaveis que as antocianinas
correspondentes (SWENEY e IACOBUCCI , 1983).

Antocianinas glicosiladas em&a um dado pH possuem coloracédo mais
intensa que as antocianinas glicosiladas e € C-5 e glicosiladas em C-5.
Comparando o comportamento do espectro, HARBORNE (1967) e
TIMBERLAKE e BRIDLE (1977) mostram que 3, 5 di e 5- glicosideo tém
somente cerca de 50% de absorcdo a 440 nm da antocianina 3-glicosideo e de
outras antocianinas livres.

A natureza dos acucares, acidos e nameros de grupos metoxila tem
pouco efeito nas reacdes que induzem modificacdes estruturais, mas a presenca e
a posicdo de suas ligacdes na molécula podem influenciar profundamente as
alteracOes estruturais (TIMBERLAKE e BRIDLE, 1980). Segundo ASEN
(1976), essas modificacoes sé&o geralmente obscuras, muito embora sejam
consideradas como as principais responsaveis pelas mudancas de coloracdo
associadas as antocianinas.

As antocianinas podem ser glicosiladas por diferentes aclUcares nas
posicdes 3, 5 e 7, mas sempre ocorre a glicosilacdo na posicdo C-3
(HARBORNE, 1958a). Glucose, arabinose, galactose e raminose sdo os agucares
mais comuns ligados as antocianidinas. Di e trissacarideos podem também
glicosilar algumas antocianidinas (HARBORNE, 1967; TIMBERLAKE e
BRIDLE, 1975).

Muitos sdo 0s casos em gue acidos organicos estao acilando os residuos
de acgucares, sendo 0s mais comuns 0 cumarico, caféico, ferulico,
p-hidroxibenzadico, sinapico, malbénico e acético, entre outros (FRANCIS, 1992).

As antocianidinas sao instaveis e menos soluveis em solugdo aquosa que

as antocianinas (TIMBERLAKE e BRIDLE, 1966), e a glicosilacdo aumenta a
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estabilidade e torna a molécula de pigmento soliuvel em agua (HARBORNE,
1979). A perda do acucar ligado na posicdo C-3 é acompanhada de uma rapida
decomposicdo da aglicona, com alteracéo irreversivel na coloracdo da solucéo
(JURD, 1972).

Antocianidinas sao obtidas de antocianinas puras através de hidrélise
acida (HClI 2N a 10@ por 40 min ou HCl 6N por periodos menores)
(HARBORNE, 1967).

A (glicosilacdo em C-5 também é freqliientemente encontrada nas
antocianinas (BROUILLARD, 1982). Cada substituicdo esta associada a um
deslocamento batocrémico, tal que a diferenca no comprimento de onda de
maxima absorcéo da antocianina 3-glicosideo em relacdo a antocianidina
3,5-diglicosideo tem sido utilizada como meio de sua diferenciacdo por técnicas
espectrais (HARBORNE, 1958b).

E freqiiente a glicosilagiio na posi¢do 7 e raramente nas posicdes 3°, 4’ e,
ou, 5’, pois impedimentos estéricos geralmente dificultam a glicosilacdo nestas
posicbes (BROUILLARD, 1982). O mesmo autor afirma que nenhuma
antocianina apresenta a glicosilacdo nos grupos hidroxilicos nas posicdes 5, 7 e
4> a0 mesmo tempo, pois um dos grupos hidroxila deve permanecer livre em uma
destas posicdes, ja que é essencial para a formacdo de uma estrutura quinoidal,
também chamada de anidrobase. A estrutura quinoidal das antocianinas €
responsavel pela pigmentacao de flores e de tecidos de frutas (JURD e ASEN,
1966; ASEN et al., 1970, 1972, 1975; SCHEFFELDT e HRAZDINA, 1978;
WILLIAMS e HRAZDINA, 1979).

Os flavonodides antocianicos absorvem fortemente na regido do visivel,
apresentando mais forte coloracdo, enquanto os flavondideant@manicos
absorvem na regido compreendida entre 350 e 380 nm (BROUILLARD, 1982).

2.1.3. Purificacao das antocianinas

HARBORNE (1958a) purificou antocianinas utilizando a técnica de
cromatografia em papel, o que foi seguido por Francis et al., 1966, e Francis,
1967, citados por JACKMAN et al. (1987).
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A relacdo entre a estrutura e a mobilidade cromatografica, em
cromatografia em papel de varias antocianinas, foi estudada por HARBORNE
(1967). Este autor cita que a mobilidade decresce regularmente com o aumento
da hidroxilacdo, mas aumenta com a metilacdo. Relacdes similares séao
encontradas nas séries delédxy-antocianidinas. O valor de Rf é o mais
importante e “reprodutivel”.

SAKELLARIADES e LUH (1974) purificaram extratos de uvas através
de cromatografia bidimensional em papel. Esta escolha foi feita apos o Forestal
(dgua:acido acético:acido cloridrico; 10:30:3) sozinho néo ter conseguido separar
as seis bandas contidas no extrato. Assim, eles empregaram, na primeira direcao,
Forestal e, na segunda, BUHCI (n-butanol:HCI 2N, 1:1), conseguindo 6tima
resolucdo na separacdo das seguintes antocianinas: delfinidina, petunidina,
cianidina, malvidina e peonidina. TIMBERLAKE e BRIDLE (1977) utilizaram
cromatografia ascendente em papel bidimensional, com papel What&amn
BAW (14:1:5), seguido de HOAC 2% e AQC-HCI (15:13:82), para purificarem
extrato de morango.

BOBBIO et al. (1983) purificaram o extrato @yphomandra betaceae
através da cromatografia em camada delgada, em placas de celulose, com os
seguintes solventes: BAW (6:1:2), HCI 1% (HCI concentrado:agua, 3:97),
Forestal (30:3:10) e AWH (15:82:3). ANDERSEN e FRANCIS (1985), usando
cromatografia em placa de celulose, em acido cloridrico - &cido férmico - agua
(24,5:23,7:51,4), mostraram ser ele muito eficiente na separacao de
antocianidinas mono, diteglicosiladas.

Cromatografia em papel Whatmah3MM foi utilizada por DRAETTA
et al. (1985) para purificar extrato de ameixa em HCI 1%, BAW (4:1:5) e BFW
(100:25:6).

Estudando extrato de berinjela, amora e morango, GUEDES (1993)
utilizou a filtragcdo por osmose reversa em papel Millipore com cartuclootde
off 400, pressdo de 180 psi, conseguindo concentrar 0s extratos a volumes

pequenos e teor de solidos desejaveis. Essa filtracdo atuou, ainda, como uma
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purificacdo preliminar, eliminando alguns acucares livres, vitaminas, acidos
organicos e alguns flavonbides que estavam atuando como interferentes.
Posteriormente, esse autor utilizou cromatografia descendente em papel,
desenvolvida em HCI 1,0%, BAW (6:1:2) e HAC 10%, obtendo uma boa
resolucdo entre suas bandas, completando, assim, o processo de purificagao.

ZULU et al. (1994) utilizaram cromatografia em papel para separar e
purificar compostos flavondides da raiz de duas espécieRhymchosia
utilizada na preparacédo da bebida Zambian. Utilizaram como sistemas eluentes o
BAW (4:1:5) por cerca de 16 a 24 horas e, posteriormente, em acido acético
aquoso a 15%, por sete horas. A purificacdo de cada fracao foi comprovada por
meio de cromatografia bidimensional usando, na primeira direcdo, BAW e, na
segunda, acido acético aquoso a 15% e, também, utilizando HPLC com coluna
C-18, detector UV-VIS a 270nm e, como eluente, metanol : agua : acido acético
(30:65:5).

A separacdo de cianidina-3-glicosideo e peonidina-3-glicosiseo, em
suspensdo de cultura de célulde morango, foi realizada por MORI e
SAKURAI (1994) utilizando HPLC em uma coluna de ODS, eluida com 35% de
acido acético - acetonitrila - agua (20:25:55), diluida com agua contendo 0,1% de
TFA e solucdo de metanol composta de 4gua - acido acético - metanol (80:15:5),
contendo, também, 0,1% de TFA a 40°C. BAKKER et al. (1994) utilizaram a
HPLC com detector de iodo, fase reversa, em coluna de ODS, para confirmar a
presenca de diferentes antocianinas em sucos de 39 gendétipos de morango.

O método de cromatografia descendente em papel WhathnaiM,
desenvolvido em butanol:acido formico:agua (BFW; 100:25:60) e acido acético :
agua (HAC) a 15%, foi utilizado por FULEKI (1971) para purificacdo de
pigmento déAllium cepa obtendo oito fragcdes de antocianidina.

Antocianidinas podem ser separadas com sucesso por cromatografia de
camada fina em silica-gel, mas a reprodutibilidade dos valores de Rf n&o é
comparavel com os resultados obtidos com cromatografia em papel
(HARBORNE, 1967).
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Antocianidinas, assim como outrdenoéis, mudam de cor, em papel,
quando amoénia é aplicada. Uma coloracdo azul momentanea pode ser notada
(HARBORNE, 1967).

Antocianidinas fluorescem em papel somente se o anel B tem um unico
grupo p-hidroxil e o 5-hidroxil é metilado ou glicosilado (HARBORNE, 1967).

O unico cuidado que deve ser tomado € evitar solventes contendo acido
mineral durante estagios finais da purificacdo. O acido reage com substancias do
papel, produzindo arabinose, que pode causar erro nos resultados quando os
acucares das antagiinas sdo analisados. Misturas de solventes contendo acido
acético podem ser usadas satisfatoriamente e sdo melhores quando usadas em
papéis previamente lavados com acido acético diluido (HARBORNE, 1967).

No caso de glicosideos simples, o aumento de acucares presentes
provoca diminuicdo no valor de Rf em butanol-acido acético e aumento em
acidoagua (HARBORNE, 1967).

2.1.4. Efeito antioxidante

As antocianinas tém sido muito usadas ao longo do tempo na
alimentacdo humana, aparentemente sem causar danos (MAZZA e
BROUILARD, 1987a). Existem evidéncias indicando que as antocianinas, além
de ndo serem toxicas ou mutagénicas, apresentam propriedades terapéuticas
benéficas, particularmente em oftalmologia e para o tratamento de varios
problemas na circulacdo sanguinea (TIMBERLAKE, 1988). Esse autor acredita
que, tanto quanto para o aumento do uso das antocianinas como corantes de
alimentos, sua aplicacdo na medicina também aumenta a medida que seu
mecanismo fisiologico de acdo torna-se mais compreendido. Por exemplo,
antocianinas de amora roxa tém sido aplicadas para o tratamento de feridas,
Ulceras duodenais e estomacais, inflamacdo de boca e garganta, doencas
vasculares e doengas relacionadas com o metabolismo de lipidios e glicerideos.
De acordo com TIMBERLAKE (1988), existem patentes de preparacdes

farmacéuticas que contém sais de flaviium, e, mais recentemente, as
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antocianinas tém sido usadas para o tratamento de doencas de circulacdo
sanglinea.
2.1.5. Efeito anticarcinogénico

A dieta ocidental consistindo de uma alta proporcdo de carne e de uma
proporcédo relativamente baixa de vegetais aparece como a responsavel pela alta
taxa de ocorréncia de cancer de mama, colon e préstata (TROLL et al., 1994).

Substancias quimiopreventivas do cancer sdo agentes estruturalmente
diversos que interferem em um ou mais estagios da carcinogénesis. Elas podem
suprimir a ativacdo de carcindbgenos ou a promocdo e o0 progresso do cancer,
muitas vezes pela supressdo da formacédo do anion superoxido radiga¢ (O
peréxido de hidrogénigH,0,), pelos neutrofilos humanos ativados, que séo
promotores de tumores. Esta inibicdo da geracéo,@g pbde ser considerada
um sistema util para identificacdo e quantificacdo da atividade de agentes
preventivos do cancer. Estes agentes inibem inflamac&o e danos oxidativos ao
DNA, como também inibem a promocao de tumores (TROLL et al., 1994).

Espécies de oxigénio como os radicais hidroxi, anion radical superoxido
e oxigénio singlet sdo consideradas agentes que atacam acidos graxos
poliinsaturados nas membranas celulares e elevam a peroxidacao lipidica. Esta
peroxidacdo esta fortemente associada com o envelhecimento e a carcinogénesis
(TSUDA et al., 1994b).

Sistemas vitais sao protegidos contra espécies de oxigénio ativo por
enzimas, como a superoxido dismutase, glutationa peroxidase e catalase; eles
também recebem protecdo ndo-enzimatica por antioxidantes exégenos, como o
a-tocoferol, acido ascorbicf;caroteno e acido urico (TSUDA et al., 1994b).

A formacédo de bases de DNA oxidadas por espécies de oxigénio ativo é
gualitativamente semelhante aos danos causados por radiacdo ionizante, que
pode agir como um iniciador ou como promotor em processos carcinogénicos. A
formacao de bases de DNA oxidadas pode levar a muta¢des, uma caracteristica
de iniciacdo de cancer por oxidantes e outros carcindgenos. Assim, prevenindo a
formacdo dessas bases de DNA oxidadas, pode-se bloquear o processo de
producao de tumores (TROLL et al., 1994).
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2.1.6. Acdo antioxidante de antocianinas

As antocianinas parecem desempenhar um papel importante como
antioxidantes da dieta, atuando na prevencdo de peroxidacdo lipidica de
membranas celulares, induzidas por radicais oxigénio ativos em sistemas vivos
(TSUDA et al., 1994a).

Kakegawa et al., 1987, citados por TSUDA et al. (1994b), relataram que
a sintese da antocianina [cianidin@63-malonil) glicosideo] foi induzida por
iluminacdo com luz UV em culturas de célulasGintaurea cyanuslakahashi
et al., 1991, também citados por TSUDA et al. (1994b), relataram que as células
gue acumulavam a antocianina [cianiding3+malonil) glicosideo] eram mais
resistentes a irradiacdo com luz UV, reduzindo a formacao de dimeros pirimidina
induzidos pela luz UV. Esses resultados indicam que as antocianinas
desempenham uma importante funcédo na protecdo de células de plantas contra os
danos induzidos pela UV e também sugerem que os pigmentos podem funcionar
como antioxidantes, para proteger os danos oxidativos em células animais.

Um extrato preparado do tegumento de gréao de feijao-er@hmséolus
vulgaris L.) vermelho e preto exibiu forte atividade antioxidativa. Para
determinar o papel antioxidativo dos pigmentos nos tegumentos dos gréos, os
pigmentos cianidina 3-@-D-glicosideo e pelargonidina 340D-glicosideo (de
feijdo-vermelho) e delfinidina 3-@-D-glicosideo (de feijao-preto) foram
isolados. Cianidina-®-3-D-glicosideo mostrou forte atividade antioxidativa no
sistema de acido linoléico em pH 7,0, enquanto pelargonidina
3-Of-D-glicosideo e delfinidina 3-@-D-glicosideo ndo mostraram atividade
antioxidativa neste pH. Em condi¢des acidas (pH 3,0 e 5,0), pelargonidina
3-Of3-D-glicosideo e delfinidina 3-@-D-glicosideo mostraram forte atividade
antioxidativa. Esses resultados sugerem que 0 mecanismo antioxidativo de
cianidina 30{3-D-glicosideo pode ser diferente daquele de pelargonidina
3-Of-D-glicosideo e delfinidina 3-@-D-glicosideo (TSUDA et al., 1994a).

Também os efeitos de extratos brutos de casca de fegbgs
(P. vulgarisL.) na estabilidade oxidativa de 6leo comestivel foram relatados por

15



Onyeneho e Hettiarachchy, 1991, citados por TSUDA et al., (1994a); porém,
estudos quimicos detalhados dos antioxidantes de feijao sdo desconhecidos.
Cianidina 3-OB-D-glicosideo (purificada da casca de feijées) e cianidina
comercial apresentaram atividade antioxidativa nos seguintes sistemas: auto-
oxidagdo do &cido linoléico, lipossomas, membrana de eritrocito de coelho e
sistemas microssomais do figado de ratos. No sistema microssomal de figado de
rato, estas antocianinas exibiram atividadgoxidante mais forte do que
a-tocoferol. Esses dados sugerem que o0s pigmentos podem desempenhar um
papel importante na prevencéo de peroxidacao lipidica de membranas celulares
induzida por radicais oxigénio ativados em sistemas vivos (TSUDA et al.,
1994b).

2.2. Conteudo protéico do feijao

Uma caracteristica marcante das sementes de leguminosas é o seu alto
conteudo protéico. A porcentagem de proteinas em feijdo varia entre 16 e 33%,
para varios tipos de feijao analisados (OSBORN et al., 1988).

Hé& evidéncias de que fatores ambientais como localizacdo geogréfica e
estacdo do ano podem influenciar significativamente o contelddo protéico de
feijdes (SATHE et al., 1984).

O conteudo de proteina nas diversas variedades de feijdo se encontra
localizado, principalmente, nos cotilédones, com pequenas quantidades presentes
na casca (ELIAS et al., 1979). Essas proteinas sao classificadas em albuminas,
globulinas, prolaminas e glutaminas, com base na solubilidade. Cada fracao
possui uma composi¢cao aminoacidica caracteristica, e a qualidade nutricional das
proteinas totais do gréo € dependente da proporcéo relativa de cada uma delas
(JOHNSON e LAT, 1974).

Assim como em grande parte das proteinas de leguminosas, a maioria
das proteinas de feijdo sdo globulinas. Estas séo caracterizadas por serem

sollveis em solucdes salinas diluidas a pH 7,0 (WOLF, 1977).
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Em geral, proteinas de reserva sédo globulinas, enquanto as albuminas
sdo, principalmente, enzimas e proteinas ligadas ao metabolismo celular. As
albuminas possuem maior valor biolégico que as globulinas, por conterem maior
teor de aminoéacidos sulfurados e lisina. As proteinas restantes, glutelinas e
prolaminas, estdo fortemente ligadas as organelas e membranas celulares e séo
pouco estudadas (BHATTHY, 1982).

As globulinas correspondem de 33,5 a 81% e as albuminas de 12 a
52,4% da proteina total da semente (DESHPANDE e NIELSEN, 1987; SATHE
et al., 1984).

Uma importante caracteristica da composicdo de varias proteinas de
feijdo, incluindo as duas maiores proteinasad®enva, € que elas contém varios
carboidratos ligados a elas covalentemente (glicoproteinas). Os monossacarideos
associados com diferentes fracfes protéicas incluem manose, galactose, glicose,
glucosamina, xilose, fucose, arabinose e ramnose (JAFFE e HANNIG, 1965).
Essas glicoproteinas podem ser caracterizadas por uma estrutura quaternaria nas
guais trimeros ou hexameros sao formadosca&alentemente de subunidades
de aproximadamente 60.000 daltons (STANLEY e AGUILERA, 1985).

A faseolina (também conhecida como glicoproteina Il, vicilina ou
globulina G) e a fito-hemaglutinina (ou lectina ou globuling) Gao as
principais proteinas de reserva do feijao, correspondendo a cerca de 50 e 10%,
respectivamente, da proteina total presente (SATHE et al., 1984).

Para melhor entendimento da digestibilidade de proteinas de feijao
comum, consideravel atencdo tem sido dirigida para a faseolina, a maior proteina
de reserva dos feijdes. A resisténcia de faseolina nativa ao ataque de enzimas
digestivas de mamiferas vitro tem sido demonstrada (ROMERO e RYAN,
1978) e é considerada como um importante fator na diminuicéo do valor nutritivo
de feijdao nao-aquecido.

Essa baixa digestibilidade da faseolina em seu estado nativo pode ser
atribuida a uma série de fatores, entre eles: a sua estrutura compacta, a

estabilidade conferida a sua estrutura tridimensional pela molécula de carboidrato
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e o0 impedimento estérico das proteases pela cadeia do polissacarideo (NIELSEN,
1991).

Por aquecimento, a estrutura quaternaria e a terciaria da faseolina, mas
nao a secundaria, sdo modificadas, com grande aumento da sua digestibilidade
(DESHPANDE e DAMODARAN, 1989).

Faseolina € a maior fonte de metionina utilizavel na semente, embora
contenha um conteddo pequeno deste aminoacido. Um estudo encontrou uma
correlacdo positiva entre metionina e niveis de faseolina em trés de quatro
amostras analisadas (Gepts e Bliss, 1984, citados por RENHENO e
PAREDES-LOPEZ, 1993).

A globulina G (fito-hemaglutinina ou lectina) forma né&haseolusum
complexo sistema de glicoproteinas com propriedades eritro e leucoaglutinantes
de intensidade variavel. Constitui cerca de 10% do total de proteinas das
sementes, sendo dois ter¢os desse total composto por lectinas do tipo albuminas,
também proteinas de reserva sintetizadas no periodo final do processo de
maturacdo das sementes. Embora possam ser encontradas nas folhas em
pequenas quantidades, sdo armazenadas, principalmente, no cotilédone das
sementes, dentro e fora dos corpos protéicos (SGARBIERI e WHITAKER,
1982).

Em algumas variedades selvagendtiaseolus vulgari$oi encontrado
um terceiro tipo de proteina de estocagem. Essa fracéo foi denominada arcelina,
em referéncia a Arcelia, uma cidade em Guerrero, México, onde uma das
variedades de feijao foi coletada (OSBORN et al., 1986; ROMERO-ANDREAS
et al., 1986).

Assim como as lectinas, a funcéo da arcelina em feijdes esta relacionada
com a defesa contra insetos e predadores (OSBORN et al., 1988).

Um grande numero de pesquisadores tem mostrado que a proteina total

do feijao e as fragbes dela isoladas s&o deficientes em aminoéacidos sulfurados

(metionina, cisteina e cistina). No entanto, a concentracao de lisina € elevada nas

sementes da maioria das leguminosas, sendo consideradas de grande valor na
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complementacédo das proteinas dos cereais, que, de modo geral, sdo pobres em
lisina (SGARBIERI e WHITAKER, 1982).

A metionina é considerada o aminoacido limitante do valor biolégico das
proteinas do feijao, por ser ele nutricionalmente essencial para o organismo
animal. Apesar de cisteina e cistina poderem ser sintetizados pelos animais, eles
sdo importantes, porque a metionina € um intermediario na biossintese destes,
tornando esse aminoacido essencial ainda mais limitante (SGARBIERI e
WHITAKER, 1982). Assim, estudos de variacdo genética e composicdo
aminoacidica tém sido centrados no contetdo de metionina e cisteina (EVANS et
al., 1974).

Ao comparar a composicdo de aminoacidos de algumas variedades de
feijdo com a do padrdo FAO/OMS, além dos amino&cidos sulfurados, os outros
aminoacidos limitantes da proteina do feijao, em ordem decrescente, sédo a valina,
o triptofano e a treonina (BLANCO e BRESSANI, 1991).

OLIVEIRA (1973) constatou que a proteina das sementes das
leguminosas ndo é capaz de suportar o crescimento de ratos, por causa da sua
deficiéncia em aminoéacidos sulfurados. O efeito benéfico da adicdo de metionina
ao feijdo ja foi demonstrado (BRESSANI, 1973; OLIVEIRA, 1973). Essa
informacdo sobre a qualidade nutritiva dos graos das leguminosas tem grande
significado, porque eles sdo considerados suplementos dos cereais que contém
baixo conteudo de lisina e adequado teor de aminoacidos sulfurados. Por isso,
muitos nao consideram totalmente acidental o importante papel desempenhado
pelas dietas formadas de misturas de cereais e graos de leguminosas nos muitos
séculos de evolucédo da humanidade (VIEIRA, 1992).

SGARBIERI et al. (1979) mostraram gque a porcentagem disponivel de
metionina, para ratos, variou de 29,3% na variedade Carioca até 40,6% para a
Rico 23. Também EVANS et al. (1974) constataram que ratos alimentados com
feijdo cozido excretavam nas fezes 49% da metionina e 25% da cisteina
ingeridas.

EVANS e BAUER (1978), utilizando a técnica de balangco metabdlico

em ratos em crescimento, determinaram a biodisponibilidade da metionina no
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feijdo navy (P. vulgaris L.). Foi constatado que toda a metionina sintética
adicionada a dietas a base de feijdo cozido era absorvida pelos animais,
indicando néo existir no feijao algo que interfira na absorcédo da metionina livre.
No entanto, apenas 50% da metionina e 41% da cistina ja presentes no feijao
eram absorvidos. Segundo os autores, o &cido fitico parecia néo interferir na
utilizacdo desses aminoacidos.

SGARBIERI e WHITAKER (1982) estudaram a eficiéncia protéica das
diferentes fracdes das proteinas do feijao Rosinha G2, com e sem suplementacao
com metionina. O PER variou de 0,50 para a fragdo albumina a 0,98 para as
globulinas; e a suplementacdo com 3% de metionina e 2% de cisteina elevou os
valores para 3,98 e 4,47, respectivamente.

O tratamento térmico também reduz significativamente o teor de lisina
disponivel em consequéncia da ocorréncia de reacdo de Maillard, resultando no
bloqueio de grupamentos amino-laterais por compostos do tipo carbonil
formados durante a oxidacdo das gorduras ou com grupos carboxilicos livres de
aminoacidos, como os &cidos glutdmico ou aspértico (BURR, 1973).

A baixa utilizacdo biologica das proteinas Bbaseolus vulgarise
atribuida a varios fatores, como: baixo contetdo de aminoacidos sulfurados;
estrutwua compacta de proteinas nativas de feijdes, que podem resistir a
protedlise; compostos antinutricionais, que podem modificar a digestibilidade e
alterar a liberacdo dos aminoacidos; e excrecdo elevada de nitrogénio enddgeno
(WU et al., 1995).

Possivelmente, um dos fatores que mais afeta a utilizacdo das proteinas
do feijdo € a sua digestibilidade, e até agora ndo se sabe com certeza se esse
efeito € causado por uma descarga muito rapida do intestino ou por resisténcia
destas proteinas a hidrélise das enzimas gastrointestinais. Tem-se sugerido que a
baixa solubilidade de algumas fracdes protéicas reduz sua susceptibilidade ao

ataque enzimatico. Numerosos estudos confirmam o fato de que o classico
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inibidor da tripsina € termolabil, de modo que ndo poderia ser responsavel pela
baixa digestibilidade das proteinas do feijdo cozido (GOMEZ-BRENES et al.,
1983).

A digestibilidade das proteinas do feijao, em ratos, situa-se entre 40 e
70% (BRESSANI e ELIAS, 1984). Em humanos, esta digestibilidade é ainda
menor, atingindo ndo mais que 60% do nitrogénio ingerido (BRESSANI, 1983).

O valor nutritivo da proteina de grdos dRhaseolus vulgarisé
aumentado pelo processamento térmico, especialmente pelo tratamento por calor
umido (Gallardo et al., 1974, citados por POEL et al., 1990). Isto pode ser devido
a desnaturacdo de fatores antinutricionais de natureza protéica, ja que, para
exercer seus efeitos negativas vivo, estes fatores precisam manter sua
integridade estrutural (Burns, 1987, citado por POEL et al., 1996 Alsso, o
aumento do valor nutricional pode ser o resultado de uma maior acessibilidade
das proteinas do feijdo ao ataque enzimatico (Romero e Ryan, 1978, citados por
POEL et al., 1990).

A digestibilidade de proteina de feijdo cru geralmente se situa entre 25 e
60%, mas, quando cozido, este valor sobe para 65 a 85%, dependendo da
variedade e do processo de coccao usado (Chang e Satterlee, 1982, citados por
REYESMORENO e PAREDES-LOPEZ, 1993).

O Quadro 3 mostra os resultados dos trabalhos de KAKADE e BVAN
(1965) no que se refere a PER e crescimento de ratos alimentados com feijoes

navy, crus e autoclavados (1°Z), por diferentes tempos.

2.3. Fatores antinutricionais presentes no feijao

O feijdo comum possui alguns atributos indesejaveis, como: fitatos,
fatores flatulentos, compostos fendlicos, inibidores enzimaticos, hemaglutininas
(lectina) e alergenos, os quais devem ser removidos ou eliminados para efetiva
utilizacéo do feijdo (GUPTA, 1987; SATHE et al., 1984). O Quadro 4 apresenta

algumas das principais caracteristicas nutricionais de feijdes comuns.
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Quadro 3 -Efeito de feijéesravycrus e autoclavados (1%Z1) no crescimento de

ratos
Fonte de Proteina Mudancga de Consumo de PER
Peso (g) Alimento (g)

Caseina 98.0 286 3.41
Feijbes crus -13,2 92 todos morreran
Feijdes autoclavados por 5 mir 35,0 226 1,57
Feijdes autoclavados por 15 m 25,0 197 1,26
Feijoes autoclavados por 30 m 21,0 198 1,09
Feij0es autoclavados por 1 h 12,0 167 0,67
Feijoes autoclavados por 4 h -8,0 164 0

Fonte: KAKADE e EVANS, 1965.

Quadro 4 Caracteristicas nutricionais de feijoes comirtgaéeolus vulgar)s

1. Fatores positivos:
a. Alto conteudo de proteina
b. Alto conteudo de lisina
c. Excelente complementacéo protéica para os graos de cereai
2. Fatores limitantes:
a. Fatores fisicos
a.l. Dificil cozimento
b. Substéncias antifisiolégicas
b.1. Compostos polifendlicos
b.2. Hemaglutininas
b.3. Inibidores de tripsina
b.4. Acido fitico
b.5. Fatores de flatuléncia
c. Fatores nutricionais
c.1. Deficiéncia de aminoacidos sulfurados
c.2. Baixa digestibilidade protéica

Fonte: Bressani, 1981, citado por BRESSANI (1983).
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2.3.1. Polifendis

Feijdes comunsRhaseolus vulgar)se outras leguminosas contém uma
guantidade variavel de polifenois, como taninos condensados. O nivel destes esta
relacionado com a cor da semente, e 0 branco possui quantidades muito baixas,
enquanto o vermelho e o preto tém niveis significativamente maiores
(BRESSANI et al., 1983; STANLEY et al., 1990).

A maior concentracdo de polifendis é encontrada em cascas de sementes
coloridas, e a menor, na casca de sementes brancas ou em outra parte anatémica
da semente (BRESSANI et al., 1991).

ELIAS et al. (1979) relataram que o conteudo de polifendis na semente é
maior para o feijado-vermelho e o feijado-preto que nas variedades brancas.

Segundo SCHNEEMAN (1990), tem-se constatado que os polifendis séo
solliveis em agua e grande quantidade dos mesmos permanece presente na agua
de coccéo; os demais fatores antinutricionais do feijao (inibidores de tripsina e
lectinas) sao inativados com aquecimento; e a presenca de fibras em alta
quantidade tende a reduzir a digestibilidade e absorcdo de proteinas de baixa
gualidade de dieta.

Compostos polifendlicos sdo classificados como acidos fendlicos e
derivados, taninos e flavonodides. Os flavondides s&do subdivididos em
antocianinas, flavonas, flavonois e substancias relacionadas (SALUNKHE et al.,
1982).

As caracteristicas e o efeito das ligacbes entre proteina e polifendis
dependem do tipo de interac&o, covalente ouco&alente. LigacOes
nao<ovalentes podem ocorrer em pH acido ou neutro e sdo reversiveis. Os
polifendis que podem sofrer estas ligacdes séo principalmente os polifendis
poliméricos ou taninos, embora polifendis monoméricos ou nao-taninos também
possam se ligar ndo-covalentemente as proteinas. Como consequéncia, o valor
nutricional € diminuido e a estrutura tridimensional das proteinas € modificada,
alterando suas propriedades funcionais. As interacdes covalentes entre polifendis

e proteinas, juntamente com uma série de transformacdes enzimaticas,
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contribuem para o fendmeno de escurecimento. Estas interacdes séao irreversiveis
e, caso aminoacidos essenciais estejam envolvidos nas ligagdes com polifendis,
havera decréscimo do valor nutricional do alimento, além de alteracbes nas
qualidades organolépticas (HERNANDEZ et al., 1991).

Além da formacdo de complexos com proteinas, tornasdo-
indisponiveis, os polifendis podem inibir enzimas digestivas (STANLEY e
AGUILERA, 1985). Os polifendis, dentre os fatores antinutricionais, sdo os que
mais contribuem para a baixa digestibilidade do feijdo em animais e humanos.
Isto pode ser explicado pela formacdo de complexos entre os polifendis e
proteinas, os quais séo insoluveis e de baixa digestibilidade, tornando a proteina
parcialmente indisponivel, ou através da inibicdo das enzimas digestivas e
aumento do nitrogénio fecal (BRESSANI e ELIAS, 1980).

O Quadro 5 mostra a distribuicdo de polifendis em diferentes partes

estruturais da semente.

Quadro 5 Distribuicao de polifenois em fracdes anatdémicaB .deulgaris

Unidade Origemda Corda Semente Cotilédones Revestimentc
amostra casca inteira da semente
Valores de  Wisconsin - branco 2,31 2,17
. - . 1
equiv. catequiné  EUA preto 6.65 2.90
(mg/q)
bronze 7,80 2,04
Valores de Porto Ricd branco 2,40 0,44
equiv. catequing preto 530 0.98
(mg/g)
vermelho 12,56 1,01
Acido Taninico Guatemald branco 3,85 4,15 1,30
(%) preto 7,95 525 42,50
vermelho 9,30 5,00 38,00

! MA e BLISS (1978) € ELIAS et al. (1979).
2.3.1.1. Taninos
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Taninos e proteinas podem interagir, formando complexos insollaveis e
soluveis, sendo os primeiros favorecidos pelo pH proximo do ponto isoelétrico
da proteina e pelo excesso de acido tanico (VAN BUREN e ROBINSON, 1969).
A intensidade das ligacGes entre taninos e proteinas depende de varios fatores.
Essa interacdo podera ocorrer tanto com as proteinas dos alimentos, como com as
enzimas do trato gastrointestinal (COELHO e LAJOLO, 1993). As proporcdes de
taninos e proteinas envolvidos na reagdo séo influenciadas por alcool, sais, pH e
tipo (grau de polimerizacdo) dos taninos envolvidos. Os tipos de proteinas e
taninos influenciam a reacdo; por exemplo, maior precipitacdo ocorre com
gelatina de alto pesnolecular (VAN BUREN e ROBINSON, 1969).

Taninos dePhaseolus vulgarisao procianidinas. Ha indicios de que o
tamanho da cadeia dos taninos ndo seja o Unico critério associado com
precipitacdo de proteinas. Diferencas na solubilidade dos complexos
taninos/proteinas podem ser devidas a diferentes estruturas secundarias e
terciarias dos taninos. Os taninos de feijdes da varie@aute tém maior
afinidade que outros taninos com os inibidores de tripsina de soja (ASQUITH e
BUTLER, 1986).

O relacionamento entre a concentracdo de taninos e a qualidade protéica
€ também evidente quando a proteina é suplementada com metionina,
eliminando, assim, a possibilidade da funcdo que esses aminoacidos
desempenham na qualidade protéica dos alimentos (BRESSANI e ELIAS, 1980).

Grupos hidrofébicos parecem estar envolvidos na formacdo e
estabilizacdo de complexos tanipmteina. Um estudo da interacéo entre taninos
condensados e poliaminoacidos indicou que o numero de grupos metileno na
cadeia lateral do aminoacido foi positivamente relacionado com a magnitude da
interacdo. A presenca de doadores de hidrogénio na forma de tierokcos,
em taninos, e de aceptores de hidrogénio, na forma de fungdes carbonila, nas
ligacdes peptidicas das proteinas, favorece a formagéo de pontes de hidrogénio.

Além disso, desde que ambos os grupos contenham regides hidrofobicas, nucleo
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aromatico dos taninos e cadeias alifatica e aromatica laterais dos aminoacidos da
proteina, é possivel que esses participem do fenébmeno de interacdo (OH et al.,
1980).

Os taninos compreendem uma pequena parte do diversificado grupo de
fendlicos de plantas, que variam de &acidos fendlicos simpleS,, Cdos
flavondides Gg as ligninas inertes altamente polimerizadas. Muita confuséo
existe na literatura, porque fendlicos simples, como acido clorogénico, que néo
tém propriedades de taninos em termos de precipitacdo protéica ou reacdo de
adstringéncia com os muito usados reagentes de-Behnis, agem do mesmo
modo que os taninos verdadeiros. Os polimeros fendlicos se tornam menos
adstringentes e reativos em relacdo as proteinas, suas solubilidades diminuem e
eventualmente eles se tornam ligados aos componentes da parede celular, quando
eles podem ser medidos junto com lignina (MANGAN, 1988).

Embora os taninos sejam quimicamente um grupo diversificado e ndo tao
bem definido, eles sdo normalmente divididos em taninos hidrolisaveis e taninos
condensados (MANGAN, 1988). Os taninos hidrolisaveis sao facilmente
hidrolisados, quimica ou enzimaticamente, e podem ser quebrados em acucares e
acidos carboxilicos fendlicos (SAVELKOUL et al, 1992). Os taninos
condensados sdo os mais difundidos e tipicos entre taninos de plantas e
consistem de oligdmeros dos “flavan-3-ols™ (catequinas) e residuos flavondis que
produzem tipicamente antocianidinas (cianidina e pelargonidina) na degradacao
acida (MANGAN, 1988). Taninos condensados causam diminuicdo na
digestibilidade das proteinas e dos carboidratos como resultado de formacéo de
complexos insolaveis resistente as enzimas (SAVELKOUL et al., 1992). As
reacdes de ambos (taninos hidrolisaveis e condensados) com proteinas dependem
da configuracdo espacial das moléculas e da reatividade dos grupos fendlicos.
Diferentes proteinas tém diferentes afinidades por taninos e reagem mais
eficientemente em valores de pH proximos do ponto isoelétrico (MANGAN,
1988).
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O peso molecular dos taninos esta usualmente entre 500 e 3.000, o que
os fazem sollveis e pequenos o suficiente para se orientarem entre as cadeias
protéicas, tendo grupos fendlicos suficientes para formar ligacfes sob condices
favoraveis de concentracédo e pH (MANGAN, 1988).

A quantificacdo de polifendis em grdos e sementes € problemética
devido, em parte, a diversidade de métodos usados e a presenca de fatores
interferentes. A eficiéncia na extracdo de polifenéis depende do solvente
utilizado (CARMONA et al., 1991). Quando taninos estédo ligados a proteinas,
eles ndo sao detectados por métodos de rotina (BUTLER et al., 1980).

O conteudo de taninos em feijdes comuns varia de 0 a 2,0%, dependendo
da espécie do feijdo e cor da casca (REDDY et al., 188&seolus vulgaris
branco, preto e vermelho contém, respectivamente, 0,34 a 0,42, 0,57 a 1,15 e
0,95 a 1,29% de polifendis como &cido tanico, principalmente na superficie da
casca. Assim, a qualidade protéica € maior Pdraseolus vulgaribranco do
gue para o preto e o vermelho (BRESSANI e ELIAS, 1980). Foi constatado que
a relacdo taninos/polifendis nédo-taninos em sementes de feijdo-branco é
substancialmente menor que em variedades de f@iggo (CARMONA et al.,

1991).

DESHPANDE et al. (1982) verificaram que o conteddo de taninos em
feijdes depende em grande parte da presenca ou ndo do tegumento e da coloracao
dos mesmos. O conteudo de taninos dos feijdes pigmentados inteiros e
descascados variou de 33,7 a 282,8 mg de equivalentes catequina/100g de feijoes
inteiros e de 10,0 a 28,7mg de equivalentes catequina/100g de feijbes
descascados. Os taninos nao foram detectados nos cultivares de semente branca
(Sanilag Great Northerne Small Whitg.

O descascamento removeu a maioria dos taninos dos feijdes coloridos.
Assim, os feijdes descascados de todos os cultivares pigmentados investigados
nao diferiram em seus conteudos de taninos. Porém, a total eliminacdo de taninos

apos o descascamento ndo foi observada (DESHPANDE et al., 1982).

27



A digestibilidade varia conforme o cultivar, com sementes brancas tendo
digestibilidade maior e as vermelhas, mais reduzida (REDDY et al., 1985), fato
que foi associado ao teor e a natureza dos taninos da casca daadearied
coloridas (AW e SWANSON, 1985).

A digestibilidade das proteinas decresce com o0 aumento da pigmentacao
do tegumento da semente. Os pigmentos sdo, geralmente, compostos fendlicos,
gue podem interagir com as proteinas do feijdo, decrescendo a sua digestibilidade
e utlizacdo. Os polifendis encontram-se nas plantas, como metabdlitos
secundarios, raramente ativos. Sua habilidade de formar compostos complexos e
de precipitar as proteinas faz com que sejam importantes sob o ponto de vista
nutricional (BRESSANI et al., 1991). Por exemplo, Jaffe, 1950, citado por
SGARBIERI e WHITAKER (1982), encontrou valores de 76,8; 79,5 e 84,1%
para digestibilidade vivo de proteinas de feija®Kaseolus vulgar)spreto, rosa
e branco, respectivamente. Possivelmente os inibidores enzimaticos, como 0s
taninos ou polifendis, podem ser parcialmente responsaveis por essa baixa
digestibilidade, mas esses compostos nas leguminosas néo tém sido estudados
com profundidade, existindo poucos estudos em animais que indiguem que eles
afetam diretamente a qualidade nutricional. Ndo obstante, ha evidéncias que
fazem pensar que os polifendis sdo os que contribuem mais para a baixa
digestibilidade da proteina do feijdo (BRESSANI et al., 1991).

Feijdes com um conteado maior de polifendis geralmente respondem
melhor a adicdo de metionina do que aqueles com menores conteudos. Parece
que pequenas quantidades de compostos fendlicos podem ser absorvidas e
desintoxicadas, num processo que utiliza metionina adicionada a proteina do
feijdo. De acordo com essa hipoétese, a adicdo de metionina aumenta a qualidade
protéica, principalmente em feijdes com grande quantidade de tanino. Assim, a
metionina adicionada ndo apenas melhora a qualidade da proteina do feijdo, mas
também atua na desintoxicacéo de taninos (BRESSANI et al., 1983).

Aparentemente, a moagem € essencial para liberacdo de taninos de

células da casca dos feijoes. Quando extraidos de graos inteiros, ap2d%s 10
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dos taninos totais foram detectados em metanol absoluto, mesmo depois de

48 horas de extracdo. Cascas de feijao contém aproximadamente de 5 a 7% de

taninos, com base no seu peso. Quando expresso em termos de grao inteiro, esse
valor é de cerca de 1,1 a 2,5 vezes maior quando a extracao é feita na farinha do

feijdo, em relacao ao feijao inteiro (DESHPHANDE e CHERYAN, 1985).

Os valores médios de NPR e de digestibilidade por cor de gréao
encontrarrse no Quadro 6. Esses dados indicam que, em valores médios, 0
feijdo-branco tem melhor NPR e maior digestibilidade que o roxo, o preto ou o
marrom. A variacdo na digestibilidade para todas as amostras, foi de 65,7 a
83,4%, enquanto a NPR foi de 1,16 a 2,62 (BRESSANI e ELIAS, 1984).

Devido a localizagdo preferencial dos taninos na casca do gréo, a
remocdao fisica por descascamento ou moagem, com posterior separacdo das
cascas, pode diminuir o conteudo de taninos nos grdos e aumentar a qualidade
nutricional (BRESSANI e ELIAS, 1980; BRESSANI et al., 1983; DESHPANDE
et al., 1982; ELIAS et al., 1979; SALUNKHE et al., 1982). O descascamento
elimina de 68 a 95% dos taninos em feijdes-comuns (Quadro 7) (DESHPANDE
et al., 1982). Entretanto, 0 mecanismo de descascamento dos gréos pode acarretar
perdas substanciais de proteinas e outros nutrientes, o que pode compensar 0S
efeitos benéficos da remocdo de taninos pelo descascamento (REDDY et al.,
1985).

E possivel que alguns taninos se difundam para o endosperma do
cotilédone e se liguem as proteinas durante o molho. Solucdes de bicarbonato de
sédio ou mistura de sais sdo mais eficientes que 4gua na retirada de taninos
(REYESMORENO e PAREDES-LOPEZ, 1993).

O cozimento ndo € capaz de destruir os taninos, mas estes sao
parcialmente removidos com o caldo do cozimento (BRESSANI e ELIAS,
1980). Segundo trabalho de ZIENA et al. (1991), menos de 10% dos taninos
totais sdo decompostos durante o cozimento, enquanto cerca de 50% sao

carreados para o liquido de coccéo.
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Quadro 6 - Valores médios de digestibilidade protéica (DP) e de NPR em feijao-
comum por cor e total (médiadesvio-padrao)

Cor n DP(%) NPR

Preto 21 71,5+ 3,3 1,79+ 0,28
Roxo 23 72,4+ 2,9 1,80+ 0,29
Branco 10 76,6+ 3,5 2,31+ 0,26
Marrom 3 70,7+ 3,8 1,94+ 0,18
Todos 57 72,71 3,4 1,89+ 0,25

Fonte:BRESSANI e ELIAS (1984).

Quadro 7- Contetdo de taninos de feijdes inteiros e descastados

Conteudo de Taninos

Cultivar (mg equivalente catequina/100g) % Reducé&o nc
Feijoes Inteiros Feijoes Descascadc Descamento
Sanilac ND" ND -
Great Northern ND ND -
Small White ND ND -
Cranberry 76,3 10,0 86,9
Viva Pink 122,1 10,4 91,5
Pinto 264,7 14,2 94,6
Light Red kidney 152,2 22,2 85,4
Dark Red kidney 105,3 28,7 72,7
Small Red 282,8 19,0 93,3
Black Beauty 33,7 10,8 68,0

2Média de determinacdes triplicadas em base sebiDe= ndodetectado.
Fonte: DESHPANDE et al. (1982).
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Cerca de 60, 67 e 37% dos polifendis totais de feijdes crus
permaneceram nos graos pretos, brancos e vermelhos, respectivamente, apds o
cozimento (BRESSANI et al., 1983). A agua de cocc¢ao continha menos de 20%
dos polifendis totais.

No entanto, embora relativamente grandes quantidades de polifendis
possam ser eliminadas na agua de lavagem e na agua utilizada para o cozimento,
o residuo é retido, principalmente pelos cotilédones. Isto pode ser devido a
migracao aparente dos taninos do tegumento para os cotilédones. As quantidades
de taninos ingeridas irdo, entdo, depender de como os feijdes sdo processados e
consumidos (BRESSANI e ELIAS, 1980).

Os taninos de diferentes plantas tém diferentes atividades bioldgicas que
podem variar com as espécies animais, o pH e a natureza da proteina que esta
sendo complexada (PEREZ-MALDONADO et al.,, 1995). A importancia do
conteudo de taninos para o valor nutricional de sementes de feijao € também
sugerida pelas diminuicbes na digestibilidadevitro (ROMERO e RYAN,

1978).

Efeitos biologicos de taninos em humanos e animais variam
consideravelmente. DESHPANDE et al. (1982) revisaram os efeitos deletérios de
varios tipos de taninos e 0s agruparam nas seguintes categorias: diminuicdo do
consumo de alimento, formacdo de complexos taninos/proteinas ou outros
componentes dos alimentos, inibicdo de enzimas digestivas, aumento da excre¢ao
de proteina enddgena, efeitos dos taninos no trato digestivo e toxicidade dos
taninos absorvidos e seus metabalitos.

Taninos condensados s&o também conhecidos como tendo efeitos
benéficos no metabolismo e na nutricdo animal. Os efeitos benéficos registrados
em ruminantes tém sido prevencéo de inchacos e formac&o de complexos
taninoproteina, que protege a proteina da dieta da degradacdo no rumen e,
subsequientementgroduz a absor¢cdo do aminoacido e utilizagcdo pelo animal
ruminante. As proteinas salivares, ricas em prolina e glicoproteinas, tém uma

afinidade muito grande por taninos, e € proposto que esse mecanismo proteja
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algumas espécies animais contra a toxidez dos taninos (PEREZ-MALDONADO
et al., 1995).

2.3.1.2. Flavondides

Feijdes-comunsRhaseolus vulgar)se outras leguminosas contém uma
guantidade variavel de polifendis, e o nivel dos mesmos esta relacionado com a
cor do grdo. Diferentes polifendis (antocianinas) sdo responsaveis pelas cores do
tegumento de feijoes.

Os compostos de cores que variam do vermelho ao azul, passando por
uma gama intermediaria de cores, sdo substancias pertencentes ao grupo dos
flavonoides, denominadas antocianinas (MAZZA e BROUILLARD, 1987a). As
antocianinas sao glicosideos das antocianidinas, cuja estrutura basica é a
estrutura do cation flavilium (fnilbenzopirilium). Todas as antocianinas séo
compostas de duas ou trés partes: a estrutura basica, que é uma aglicona
(antocianidina); o acucar; e, freqientemente, um acido (FRANCIS, 1992).

Segundo HRAZDINA (1982), sao conhecidas 225 antocianinas
individuais. J& FRANCIS (1992) informa que existe um grande numero de
possiveis combinacdes da antocianidina com o agUcar e o grupo acil, chegando a
formar 300 antocianinas conhecidas.

As antocianinas podem ser glicosiladas por diferentes aclUcares nas
posicdes 3, 5 e 7, sendo os mais frequentes ligados nas posi¢cdes 3-hidroxil ou
5-hidroxil e 0 menos comum, na posicdo 7-hidroxil. Os acucares mais comuns
sdo glicose, ramnose, xilose, galactose, arabinose ou frutose. O numero de
grupos hidroxilicos na molécula, o grau de metilacdo desses grupos, a natureza e
0 nhimero de agUcares ligados a molécula e a posicao dessas ligacdes, bem como
a natureza e o numero de acidos alifaticos e, ou, aromaticos ligados ao acucar na
molécula, indicam as diferencgas entre as varias antocianinas (FRANCIS, 1992).

As antocianinas e antocianidinas mostram absorvancia intensa na regiao
compreendida entre os comprimentos de onda de 465 a 550 nm e uma

absorvancia muito menos intensa na regido entre 270 e 280 nm. A posi¢cao dos

32



picos varia consideravelmente com o solvente e o pH das solu¢cbes (BOBBIO e
BOBBIO, 1992).

As antocianinas purificadas &e vulgaristém sido delfinidinas
3-glicosideo e 3,5-diglicosideoc (HARBORNE, 1967) ou uma mistura de
pelargonidina e cianidina 3-glicosideo e 3,5-diglicosideo (Yoshikura e
Hamaguchi, 1971, citados por MARKAKIS, 1982). As cascas de feijdes
analisadas por Frenstra, 1960, citado por RKAKIS (1982), continham
adicionalmente petunidina, malvidinagBcosideo e delfinidina 3,5-diglicosideo.

No entanto, a casca de um cultivar japonés mostrou falta de derivados de
pelargonidina, mas continha delfinidina, petunidina e malvidina 3-glicosideo e
malvidina 3,5-diglicosideo (Okita et al., 1972, citados por MARKAKIS, 1982).

De acordo com STANTON e FRANCIS (1966), em feijdes do cultivar
Canadian Wonder foram encontrados: pelargonidina 3-monoglicosideo,
cianidina 3monoglicosideo, pelargonidina 3,5-diglicosideo, delfinidina 3-
monoglicosideo e cianidina 3,5-diglicosideo. Outros cultivares continham essas
antocianinas em diferentes propor¢des ou, em alguns, elas podem estar ausentes.

NOZZOLILO (1971) estudou plantas novas de pigmentacdo vermelha de
feijao mung(Phaseolus aureuRoxb.), Realeza (cultivarddlack Waxde feijao
bushPhaseolus vulgarik.) e feijaorunner Hammond's Dwarf
(P. coccineud..). Encontrou como resultados que delfinidina 3-glicosideo é o
principal pigmento de feijdmunge que malvidina e pelargonidina glicosideos
estdo presentes em quantidades menores. Malvidina 3,5-diglicosideo €
predominante em planta nova de duas variedades de beigice em haste de
planta nova de feijanunner.

TSUDA et al. (1994a) isolaram cianidina 3BED-glicosideo e
pelargonidina 3-B-D glicosideo de feijao-vermelho e delfinidina
3-Of-D-glicosideo de feijdo-preto. As estruturas desses pigmentos s&o

mostradas na Figura 2.
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HO OH

OH

R1=0H, R2=H — cianidina 30{3-D-glicosideo
R1=H, R2 =H — pelargonidina 3-@-D-glicosideo
R1=0H, R2=O0H-> delfinidina 3-OB-D-glicosideo
Fonte: TSUDA et al., 1994a.

Figura 2 -Estruturas de antocianinas de feijao.

O significado biologico das antocianinas presentes no tegumento de
feijdes foi estudado por STANTON e FRANCIS (1966). A concentracdo de
flavondides nas sementes varia de acordo com as condicBes de crescimento e
colheita das mesmas. Como a concentracdo de pelargonigiitasgideo (P-3-g)
€ alta no tegumento do cultivar de &ijCanadian Wonderfoi testado o efeito
desta antocianina na inibicdo e estimulacdo do crescimento de varios
microrganismos. Em nivel de 1.000ppm, P-3-g inibiu o crescimento de algumas
espécies d&hizobium.Essas interacfes entre espécie hospedeira e simbionte,
sem duvida, influenciam o desenvolvimento da microflora no tegumento de

leguminosas.

2.3.2. Lectinas (fito-hemaglutininas)

A habilidade de extratos de grdos de feijdo em aglutinar células
vermelhas do sangue de varias espécies animais foi descoberta em 1908
(Landsteiner e Raubitscheck, citados por OSBORN, 1988). O nome “lectina”™ foi
dado as proteinas que eram responsaveis por essa atividade (Boyd e Shopleigh,
1954, citados por OSBORN, 1988).
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Lectinas sdo complexas misturas de proteinas com atividade de
eritrosedimentacdo e transformacéo linfocitica, presentes em ambas as fracdes
albumina e globulina (Pulsztai e Stewar, 1978, citados por MARTINEZ-
ARAGON et al., 1995), e sdo o maior componente da fracdo globulina-2 (Brown
et al.,, 1981, citados por MARNEZ-ARAGON et al., 1995). No entanto, o
estudo de MARTINEZ-ARAGON et al. (1995), usando SDS-PAGE, mostrou
claramente que as duas subunidades de lectina estdo presentes na fragao
albumina, sendo a fracdo globulina livre de lectina, o que contrasta com 0s
estudos anteriores.

Nas espécies do géneRhaseolus as lectinas tém sido encontradas
principalmente nas sementes. As lectinas se localizam no citoplasma dos
cotilédones e das células embrionarias, onde elas aparecem durante o
desenvolvimento inicial e a diferenciagcao do embridao. Durante a germinacao da
semente o conteldo de lectina decresce em velocidade paralela a da perda das
proteinas de reserva (SGARBIERI e WHITAKER, 1982).

Os pesos moleculares das subunidades de lectina variam de 29.000 a
36.500, e os pontos isoelétricos variam de pH 4,9 a 7,9, com a maioria na faixa
de pH 5 a 6 (OSBORN, 1988).

Outra observacdo interessante € a de que as lectinas toxicas aparecem
principalmente nas variedades pigmentadas, quando comparadas com as brancas
ou ndo-pigmentadas (HONOVAR et al., 1962).

A acdo das lectinas tem sido atribuida a ligacdo as células da mucosa
intestinal, causando mal funcionamento, ruptura e lesédo no intestino delgado e
consequentemente, interferéncia na absorcdo de nutrientes, e também a direta
acao destes sobre as enzimas digestivas (THOMPSON e SERRAINO, 1986).

Sérios danos causados pelas lectinas as células epiteliais e as
microvilosidades ja foram mostrados utilizando microscopia o6tica e eletrénica.

As lectinas reagem com as células intesdimavivo e causam ruptura destas no
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duodeno e no jejuno. Apesar de um pouco diminuida, a absorcédo ainda ocorre,
provavelmente devido as células intactas do intestino delgado (SGARBIERI e
WHITAKER, 1982).

A funcéo das lectinas em feijdo € desconhecida; no entanto, algumas de
suas fungbes foram sumarizadas por Liener, 1976, citado por SGARBIERI e
WHITAKER (1982), como se segue: (1) elas agem como anticorpos contra
bactérias de solo; (2) atuam como barreiras das plantas contra ataque de fungos,
inibindo pdissacarases fungicas; (3) atuam no transporte ou no armazenamento
de acucares; e (4) desempenham importante papel no desenvolvimento e na
diferenciacdo de células embrionéarias. Outras pesquisas indicam que as lectinas
podem desempenhar um papel na ingdmedo simbiotica entre plantas
leguminosas e bactérias ou na protecdo contra patdégenos e insetos (OSBORN,
1988).

2.3.3. Inibidores de tripsina

O baixo valor nutritivo de certos graos comestiveis crus, como feijao ou
soja, € usualmente atribuido a presenca de um numero de fatores toxicos nao
estaveis ao calor, incluindo inibidores de tripsina e hemaglutininas.

O feijdo, assim como as leguminosas em geral, contém inibidores
protéicos das proteases digestivas humanas, tripsina e quimiotripsina. Desta
forma, eles podem interferir na digestibilidade de proteinas da dieta, retardar
crescimento e produzir hipertrofia do pancreas. Porém, o aguecimento destrdi os
inibidores e melhora o valor nutritivo de proteinas de leguminosas (GEIL e
ANDERSON, 1994). Esses inibidores s&o do tipo Bowman-Birk e sdo capazes de
inibir tripsina e quimiotripsina independente e simultaneamente, por conterem
dois sitios reativos diferentes (WU e WHITAKER, 1991).

Existem dois tipos de inibidores de tripsina, com base no aminoacido no
qual se localiza o sitio de ligacdo no inibidor. Um tipo contém um residuo de
lisina, como o inibidor BowmaBirk da soja e o inibidor do feijdo-lima, e o

outro tipo contém um residuo de arginina, como o isoinibidor Il do feijdo Grande
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do Norte. O isoinibidor | do feijdao Grande do Norte possui lisina no sitio de
ligacdo (WILSON e LASKOWSKI, 1973). Os trés isoinibidores do feisa
Brasileiro sdo do tipo inibidores de tripsina (SGARBIERI e WHITAKER, 1981),
como no inibidor de tripsina e de quimiotripsina de grédo-de-be(
arietinum) (SMIRNOFF et al 1979). Trabalhos subseqtientes mostraram que o
sitio de ligacdo especifico para a quimiotripsina contém um residuo de tirosina,
fenilalanina ou metionina, enquanto o da elastase contém um residuo de alanina
ou de serina (LASKOWSKI e KAT1980).

Os inibidores de tripsina e quimiotripsina concentram-se nas sementes.
Em geral, essas proteinas apresentam baixa qualidade nutricional em funcéo de
sua composicdo aminoacidica peculiar: teores reduzidos de metionina, glicina,
valina, fenilalanina, tirosina e triptofano. Sao particularmente resistentes a
desnaturacédo, e alguns podem apresentar atividade mista, inibindo tanto a
tripsina como a quimiotripsina (SGARBIERI e WHITAKER, 1982; SGARBIERI
e WHITAKER, 1981).

GOMES et al. (1979) isolaram uma fracdo protéica de feijimsy
(Phaseolus vulgarid.. cultivar Sanilag, que inibiu fortemente a atividade
enzimatica da tripsina e quimiotripsina. Esta fracdo protéica foi isolada através
de cromatografia de afinidade, utilizando tripsina imobilizada em agarose. O
inibidor foi caracterizado por alto conteudo de cisteina, baixo contetddo de
metionina e auséncia de triptofano. Um inibidor de tripsina com composi¢cao
similar foi também isolado, utilizando filtracdo gélica e cromatografia de troca
ibnica em dietilaminoetil (DEAE) celulose (Wagner e Riehm, 1967, citados por
GOMES et al., 1979).

O peso molecular dos inibidores se situa entre 8 e 10 KkDa,
caracterizandse pelo alto teor de cisteina (12 a 14 mol/mol proteina), pela
auséncia de carboidratos e metionina e pelo baixo conteddo de glicina, alanina e
aminoacidos aromaticos (WU e WHITAKER, 1991).

Os inibidores de proteases sao também importantes do ponto de vista

nutricional. Apesar de representarem apenas 2,5% da proteina total do feijao,
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parecerem contribuir com cerca de 40% do conteudo total de cisteina. No
entanto, esse aminoacido ndo seria biodisponivel, devido a alta resisténcia ao
ataque enzimatico apresentada pelos inibidores (KAKADE et al., 1969).

O cozimento elimina em larga escala a atividade antitripsina de sementes
inteiras e cotilédones. O remanescente, ou atividade resistente ao calor, pode ser
atribuido a presenca de polifenois nas partes anatbmicas, embora uma destruicdo
incompleta dos verdadeiros inibidores de tripsina deva ser considerada, sendo a
atividade final um somatoério das duas inibicdes (FERNANDEZ et al., 1982).

2.3.4. Fitatos

Fitato € a forma de armazenagem de fosforo encontrada em todas as
sementes de leguminosas, em concentragdes variando em torno de 0,3 a mais de
2,5% em base seca (STANLEY e AGUILERA, 1985). Outros autores citam
valores em niveis de aproximadamente 5% p/p (DE BOLAND et al., 1975).

Acido fitico € um dos antinutrientes em feijées secos e serve como fonte
de fosforo (GRAF, 1983a). Responde por mais de 80% do total de fosforo do
feijdo e se localiza preferencialmente no cotilédone (DESHPANDE et al., 1982),
embora ndo se saiba se ele esta biologicamente disponivel.

Numerosos inositdis poli-fosforilados podem ser encontrados na
natureza, e, dependendo do complexo formado, uma grande variedade de
compostos pode existir. O &cido fitico pode ser comumente chamado de acido
mio-inositol hexafosférico. Nove esterioisbmeros de inositéis sdo possiveis; no
entanto, apenas a forma mio tem sido ismlaeé plantas, enquanto isdbmeros
hexafosfatados tém sido identificados no solo (MAGA, 1982).

O termo fitina sugere sais de calcio ou magnésio do acido fitico,
enquanto fitato pode significar de mono a daeen de acido fitico (MAGA,
1982).

REDDY e PIERSON (1987) encontraram que o &cido fitico de feijdes
GreatNorthernestavam presentes na forma hidrossoltvel (80%), assim como na
forma insoltuvel (20%), como sais de céalcio, magnésio ou potassio em associacao

com proteinas.
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Valores de acido fitico em feijdée®muns variam de 0,6 a 2,7%
(DESHPANDE et al., 1982; LOLAS e MARKAKKIS, 1975). Esta variacdo pode
ser devida, em parte, a diferenca de variedades e cultivares e aos métodos de
determinacdo (REYES-MORENO e PAREDES-LOPEZ, 1993).

LOLAS e MARKAKKIS (1975) mediram o nivel de acido fitico em 50
variedades d@. vulgariscultivadas por um periodo de dois anos e encontraram
valores entre 0,54 e 1,58%. Foi também encontrada uma alta correlacéo entre o
conteudo total de fésforo e o nivel de acido fitico. Eles isola@nda, o
complexo proteina-fitato e verificaram que 99% do total de &cido fitico estava na
forma hidrossoluvel.

Os dados do conteudo de acido fitico de feijdes inteiros e descascados
estdo no Quadro 8.

Fitatos interferem no metabolismo de minerais, principalmente zinco
(LIKUSKI e FORBES, 1964; NAVERT et al., 1985; OBERLEAS et al., 1966) e
calcio (GRAF, 1983b). Existem controvérsias sobre o efeito dos fitatos sobre o
ferro (CLYDESDALE, 1983). Dessa forma, a estrutura da molécula do fitato
proporciona um forte potencial quelante e faz com que ela se ligue ionicamente a
cations mono e bivalentes, incluindo certos minerais essenciais provenientes da
dieta, tornando-os biologicamente indisponiveis para absorcdo (STANLEY e
AGUILERA, 1985). Pratley et al., 1982, citados por STANLEY e AGUILERA
(1985), demonstraram que, em pH fisioldgico, complexos soluveis
proteina-calcio-fitato foram produzidos e que o calcio foi requerido para a
associacao de proteina com fitato.

Estudosin vitro tém mostrado que complexos de acido fitico com
minerais sdo insolaveis no pH intestinal e biologicamente indisponiveis para
absorcdo. Assim, a formacdo destes complexos é pH dependente. Também,
guando dois ou mais cations estdo presentes, um pode agir sinergisticamente,
aumentando a precipitacéo de sais de fitato (ERDMAN, 1979).

Entre os métodos de processamento, germinacao e fermentacédo parecem

ser 0os mais eficazes na diminuicdo da concentracao de fitato, enquanto o molho e
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Quadro 8 Contetido de acido fitico de feijdes inteiros e descastados

Acido Fitico (mg/g)

Cultivar Feijoes inteiros Feijdes descascadc % Aumentada no

descascamento
Sanilac 27,5 29,4 6,9
Great Northern 20,4 32,6 59,8
Small White 11,6 16,3 40,5
Cranberry 26,3 33,9 28,9
Viva Pink 21,6 29,1 34,7
Pinto 23,8 25,6 7,6
Light Red kidney 26,3 34,7 31,9
Dark Red kidney 28,6 36,7 28,3
Small Red 20,7 30,5 47,3
Black Beauty 29,3 36,1 23,2

#Média de determinacdes triplicadas em base seca.
Fonte: DESHPANDE et al. (1982).

cozimento podem remover 50 a 80% ou mais do fitato endégeno em gréaos de
feijoes (Sathe e Salunke, 1985, citados por REYES-MORENO e PAREDES-
LOPEZ, 1993).

O aumento no conteudo de acido fitico dos feijdes com o descascamento
(Quadro 8) pode ser atribuido ao processo empregado. Visto que o revestimento
da semente foi removido manualmente, algumas mudancas foram esperadas na
composicdo das camadas de aleurona dos feijoes. Conseqiuentemente, a perda de
acido fitico através da remocao de cascas seria minima. Se os feijdes secos
fossem mecanicamente moidos, mudancas substanciais seriam esperadas nho

contetdo de &cido fitico através da remocao das camadas de aleurona. Grandes
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perdas, de 15 a 25% do peso seco da semente, tém sido relatadas durante a

moagem mecanica dos feijdoes secos (DESHPANDE et al., 1982).

2.3.5. Inibidores dea-amilase

Os inibidores der-amilase estdo presentes na maioria das leguminosas,
embora suas funcgdes fisiologicas e sua significancia nutricional estejam ainda
sob estudo (GEIL e ANDERSON, 1994). JAFFE et(4873) encontraram a
presenca de atividade inibitéria de-amilase em 79 dos 95 cultivares de
leguminosas testadas.

E dificil comparar as atividades inibitérias de enzimas de feijbes,
principalmente por causa das diferencas nos métodos usados. MARSHALL e
LAUDA (1975) relataram uma variacao de 2.850 a 6.680 unidades/g de feijao
para inibidores dec-amilase de oito cultivares dghaseolus vulgarisA faixa
para atividades inibitorias deamilase, para os cultivares, foi de 330 a
675 unidades/g de feijao inteiro.

Os inibidores de amilase do feijao iniberramilase de larvas de insetos
(SGARBIERI e WHITAKER, 1981), mas nao sao ativos contra-asu
B-amilases do feijgio (JAFFE et al., 1973; POWERS e WHITAKER, 1977). Com
base nisto, tem sido proposto que o papel fisiolégico do inibidaratailase em
feijdo € o de proteger a semente contra ataque de insetos (SGARBIERI e
WHITAKER, 1981). Além disso, os inibidores de-amilase de feijdo séo
capazes de inibir a-amilase da saliva humana e.amilase pancreatica suina,
mas nao a de plantas superiores exelmilases microbianas (SGARBIERI e
WHITAKER, 1981).
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3. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi conduzido nos laboratoérios dos Departamentos de
Tecnologia de Alimentos e de Nutricdo e Saude da Universidade Federal de
Vigosa- MG.

Feijdo fPhaseolus vulgar)s preto adquirido no comércio local foi
utilizado em todas as etapas do trabalho.

O trabalho foi dividido em duas etapas. Na primeira foram identificadas
as estruturas guimicas de antocianinas do feijao; a etapa seguinte consistiu de
ensaios biologicos. Foram testados os efeitos da retirada parcial do tegumento e
da extracdo de parte dos pigmentos e outros polifendis na qualidade protéica do

feijao.

3.1. Identificacdo das antocianinas presentes no feijao

3.1.1. Escolha do solvente extrator

Segundo STRACK e WRAY (1989), a extracdo de antocianinas €

comumente acompanhada pela maceracdo da parte vegetal com metanol ou
etanol acidificado com HCI (0,1 a 1,0%).
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Com o objetivo de avaliar qual o melhor solvente para extracdo das
antocianinas presentes na amostra, foram utilizados metanol e etanol 70%, ambos
acidificados com 0,5% de HCI.

Foi verificada a eficiéncia dos dois solventes extratores na remocao de

antocianinas a partir de gréos inteiros e triturados.

3.1.2. Preparacéo do extrato

Um quilograma de feijdoPhaseolus vulgarid..) foi macerado com
etanol 70% acidificado com 0,5% de HCI. Utilizou-se um volume do solvente
suficiente para cobrir todo o material sélido. A maceracéao foi realizada durante
24 horas, a %, ao abrigo da luz. Ap6s este tempo, procedeu-se a filtracdo
através de pano fino. O extrato assim obtido foi centrifugado a 666,0 Fg
(2.000 rpm) por dez minutos, utilizando-se uma centrifuga modelo Universal
UV, da Internacional Equipamento (IEC), e, a seguir, filtrado em papel Whatman
n® 1, através de funil de Buchner. Apés a filtracdo, extraiu-se a clorofila presente
no extrato com porcdes de 10 ml da mistura éter etilico-éter de petrdleo (1
A seguir, procedeu-se a concentracdo do extrato, sob pressao reduzida, a uma
temperatura de 35 a 40, com evaporador rotatério modelo 802, da Fisaton
Equipamentos Cientificos Ltda., acoplado a bomba de vacuo marca Tecnal, da
Marconi S.A., modelo TE 053.

O extrato concentrado foi armazenado sob nitrogénio, ao abrigo da luz, a
-18+2°C, para utilizagdo nas etapas seguintes.

O pH do extratoriicial foi de 1,8 e, apds concentracéo, de 0,7.

3.1.3. CondigOes para separacao das fracdes de antocianinas

O extrato concentrado, obtido em 3.1.2., foi submetido a cromatografia
descendente em papel Whatmai2 re cromatografia em camada fina em
cromatoplacas DC - Fertigplatten Celulose F, da Merck, com 20x20 cm e
espessura de 0,1 mm.

Para escolha da fase movel mais eficiente na separacdo das fracbes de

antocianinas do feijao, foram avaliadas diversas misturas de solventes. Algumas
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destas misturas sdo apentadas no Quadro 9. As propor¢cdes de cada solvente
foram testadas baseando-se na necessidade de aumentar ou diminuir a polaridade
da fase moével para se obter uma maior separacao entre as fracbes de antocianinas

presentes.

3.1.4. Cromatografia em papel

A patrtir do estudo das melhores condi¢des para purificagdo descrito em
3.1.3., foi selecionada a cromatografia descendente em papel Whétia n
como fase movel, a mistura n-butanol:acido férmico:agua, BFW (15:2,5:2,4).

A cromatografia foi realizada em cubas de 70x70 cm, durante sete dias.

3.1.5. Purificacao das fracoes

Das seis zonas de coloracao, as trés que apresentavam maior intensidade
de cor e maior area foram extraidas com metanol acidificado com 0,05% de HCI
1,5N.

A pureza das trés fragbes, denominadas F1, F2 e F3, foi avaliada por
cromatografia em papel Whatmafildesenvolvida em AWH (acido acético -

agua- HCI, 15:82:3) e HPLC em fase reversa, descrita posteriormente.

3.1.6. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
3.1.6.1. Preparacéo das amostras e dos reagentes

As solucdes metandlicas das fracbes purificadas foram concentradas, a
vacuo, em evaporador rotatério até a secura, a temperaturéajea88brigo da
luz, e, posteriormente, foram redissolvidas em metanol:agua:acido cloridrico
(50:50:1). As solucgdes resultantes foram filtradas em membrana FH 1.300,
Millipore, com diametro do poro de 0,45 e imediatamente injetadas no sistema
HPLC.

Todos os reagentes empregados na fase moével foram previamente
filtrados em sistema Millipore de filtracdo a vacuo e, a seguir, desgaseificados

em sistema de ultra-som.
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Quadro 9 -Misturas de solventes avaliadas como fase mével em cromatografia
de camada fina e papel, para separacao de antocianinas de feijao

Proporgoes

Misturas N - butanol A&c. formico 4&c. acético HCI benzeno agua

1 3 - 3 - - 3
2 - 50 - - - 50
3 - - 7,5 1,5 - 41
4 6 - 1 - - 12
5 20 - - - 7,5 5,7
6 - - - 3 - 97
7 - 10 - 1 -

8 4 - 1 - - 2
9 - - 30 3 - 10
10 12 - 3 - - 5
11 15 25 - - - 24
12 2,5 3,5 - - - 2,4
13 1,5 1,5 - - - 2,4
14 2,5 2,5 - - - 2,4
15 - 2,5 - - 2,0 2,4
16 - 5 - 1 - 3
17 - 4 - - 3
18 3 - 3 - - 3
19 2,5 3,5 - - - 2,4
20 15 2,5 - - - 2,4
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3.1.6.2. Analise por HPLC

As zonas purificadas foram submetidas a analise por HPLC, seguindo-se
metodologia descrita por GUEDES (1993), com algumas altera¢cdes. Utilizou-se
cromatografo liquido de alto desempenho, modelo CG-480, com injetor
Rheodyne 7125 ¢ “loop” de 100ul. Na separacdo isocratica, o volume injetado
foi de 1Qul, medidos em seringa Hamilton de LQOQA coluna utilizada foi RP-
18 Bondapack, 300 x 4 mm. A fase movel foi constituida de metanol:agua:acido
cloridrico (50:50:1). A deteccéo foi feita pela absorvancia a 530 nm,
utilizando-se detector espectrofotométrico UV-visivel, modelo Varian UV-50,

utilizandose o integradeprocessador modelo CG-200 (CG Inst. Cientificos).

3.1.7. Reacdes especificas de antocianinas

Apds concentracdo a vacuo a 35@0em evaporador rotatério, aliquotas
das fracBes eluidas do papel foram recromatografadas utilizando-se acido acético
10% como fase movel, durante 12 horas. ApOs secagem, 0S cromatogramas
foram expostos aos vapores de hidroxido de amodnio, para verificar a auséncia de
flavonoides ndo-antocianicos.

A reacdo com Nkl foi realizada submetendo-se o papel, contendo o
pigmento em estudo, aos vapores de;NHirante trés minutos, segundo
preconizado por HARBORNE (1967).

As trés fracOes obtidas foram analisadas por espectrofotometria em
espectrofotdmetro marca HITACHI-ROO0 Double-Beam, para obtencédo de
espectos de absorcdo UV-visivel. Foram obtidos os espectros de cada uma das
fracOes, assim como do extrato bruto de feijao, entre os comprimentos de onda de
200 a 600 nm, utilizando metanol acidificado, com 0,01% de HCI concentrado,
como solvente.

A reacdo das antocianinas com cloreto de aluminio {AI&15%, em
metanol, foi realizada conforme técnica descrita por GEISSAN et al. (1953), para

verificacdo da existéncia de hidroxila vicinal.

3.1.8. Hidrdlise acida das fracdes purificadas
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Com o objetivo de identificar os agucares e as antocianidinas, as fracdes
purificadas foram submetidas a hidrdlise acida.

A 1 ml de cada uma das solu¢cdes das fracdes purificadas, colocadas em
tubos de ensaio, foram adicionados 2 ml de metanol e 2 ml de HCI 2N. As
solucdes resultantes foram levadas a banhoa, a temperatura de ebulicéo, por
75 minutos. Apos resfriamento, as agliconas foram extraidas com 1 ml de alcool

isscamilico, de acordo com método descrito por DU e FRANCIS (1973).

3.1.8.1. Identificagao das antocianidinas

As solucbes contendo as agliconas (item 3.1.8) foram concentradas a
vacuo, em evaporador rotatério, a temperatura de aproximadamé@tee3a
seguir ressolubilizadas em metanol. Estas solugcdes foram submetidas a
cromatografia descendente em papel Whatm3in com as seguintes fases
moveis: n-butanol : acido acético : agua (BAW) (4:1:5), acido acético : acido
cloridrico : agua (Forestal) (30:3:10) e acido férmico : acido cloridrico : agua
(Férmico) (5:2:3). Os valores de Rf foram determinados e comparados com
valores fornecidos pela literatura (HARBORNE, 1967).

3.1.8.2. Identificacdo dos acglcares

Utilizou-se cromatografia em papel Whatméhine placa de celulose
das amostras obtidas apos hidrélise das fracbes e dos padrdes de acucares mais
comumente encontrados em antocianinas. A fase movel consistiu de
butanol:acido acético:agua (12:3:3). A cromatografia foi desenvolvida durante
12 horas. Depois de seco, o papel foi submetido a revelacdo. A solucao
reveladora aplicada por meio de borrifador consistiu deuraisno momento de
uso, de partes iguais de solucdes A e B.

Solucgao A: anilina:acetona (1,3:50)

Solucéo B: acido fosférico:acido aceético:acetona (0,6:20:30).

Apds secagem e aquecimento a’@5durante dois a cinco minutos,
ocorreu o aparecimento de manchas coloridas no papel. A identificacdo dos

acucares foi feita por comparacéo dos Rfs das fraces com os padroes.
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A reacéo especifica da glicose com a glicose oxidase foi possivel atraves
da utilizacao de kit dBiolab e aparelh&linline 150daBioMérieux.

A determinacdo enzimatica da glicose ocorre através das seguintes
reacdes e posterior leitura a 505 nm.

Glicose dicoseoxdase, acido gluconico + kD,

2 H,0, + fenol + amino-Zantipirina *&"93s¢; cromogeénio + 4 KD

3.1.9. Hidrolise acida controlada

As hidrélises controladas das solugdes metandlicas das fracdes
purificadas (item 3.1.5) foram realizadas segundo método descrito por FRANCIS
e HARBORNE (1966).

Aliquotas das soluc@es hidrolisadas foram retiradas com 0, 4, 6, 8, 12,
15, 20, 30, 40, 50, 60 e 75 minutos de reacdo e submetidas a cromatografia
descendente em papel Whatmé&h, esenvolvidas em AWH (15:82:3).

3.1.10. Preparo da solucao de delfinidina de berinjela

Tendo sido identificada como delfinidina uma das fracbes de
antocianinas do feijao e tendo conhecimento de que esta mesma antocianina esté
presente em berinjela (GUEDES, 1993), utilizou-se HPLC para confirmacdo da
identificacdo dessa fracao do feijao.

O extrato bruto de berinjela obtido seguindo o mesmo procedimento
descrito para o feijao foi submetido a cromatografia descendente em papel tipo
mata-borrdo, sendo a fase movel HCI 1%, por 24 horas. A fracdo 1, maior fracao,
foi eluida e recromatografada em BAW (6:1:2). A zona com maior teor de
pigmentos por exame visual foi recromatografada em HAc 10%. Foi eluida, em

metanol, a zona com maior intensidade de cor (GUEDES, 1993).

3.1.11. Ressonancia magnética nuclear (RMN)
As solucBes metandlicas das zonas purificadas foram concentradas, a
vacuo, em evaporador rotatério, até a secura, a temperaturdCje8&brigo da

luz, e, posteriormente, foram redissolvidas em agua deuterad?), (Para
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obtencao dos espectros de RMN a 400 MHz, no aparelho BRUKER WM 400, na

Universidade Federal de Minas Gerais.

3.2. Avaliacao da qualidade protéica do feijao

Foram realizados dois ensaios biologicos. O primeiro deles com o
objetivo de avaliar a interferéncia do tegumento dos graos e o outro, a influéncia

dos pigmentos do feijdo na qualidade protéica deste alimento.

3.2.1. Efeito da retirada do tegumento na qualidade protéica
3.2.1.1. Preparo das dietas

Para este ensaio foi preparada uma racao aprotéica e outras trés racoes
cujas fontes protéicas foram: feijao, feijdo sem tegumento e caseina.

No preparo das races a base de feijdo, primeiramente os graos foram
limpos e lavados. Entéo, adicionou-se agua na proporcéo de 3:1 e procedeu-se a
coccao em panela de pressdo por 45 minutos. O feijdo cozido foi utilizado no
preparo de uma das racoes.

Para a retirada dos tegumentos, o feijao, apos ter sido cozido, foi passado
em peneira. Os tegumentos extraidos foram novamente fervidos por cerca de
dois minutos, para que se desprendesse parte do cotilédone que se apresentava
aderida ao tegumento, e, a seguir, coados. O caldo foi adicionado a porcéo
constituida pelos cotilédones.

Os preparados foram secos em estufa a 60°C, com ar forgado, por
24 horas, com posterior moagem. Entdo, procedeu-se a analise de nitrogénio,
pelo método semimicro Kjeldahl, para determinacéo do teor de proteina,
usando-se o fator 6,25 (ASSOCIATION OF OFFICIAL AGRICULTURAL
CHEMISTS, 1970).

Baseando-se nas necessidades nutricionais dos ratos utilizados no
experimento, segundo NATIONAL RESEARCH COUNQ972), procedese

ao preparo das racdes, homogeneizando-se, através de trés passagens sucessivas
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por peneira, de maneira que a composicao final da racéo estivesse de acordo com
a composicao a seguir:
Proteina: 9,0 a 10,0 %
Mistura salina: 3,5%
Mistura vitaminica: 1,0%
Cloreto de Colina: 0,2%
Gordura (6leo de soja): 5,0%
Amido g. s. p. 100%.
As misturas vitaminica e salina sdo apresentadas nos Quadros 10 e 11.
Apos esse procedimento, foi feita analise quantitativa de proteinas nas
dietas experimentais, utilizando-se a mesma técnica citada anteriormente, para
confirmagao de seu teor.

As racOes foram estocadas sob refrigeracao.

3.2.1.2. Ensaio biolégico

A avaliacdo da qualidade protéica das dietas experimentais foi realizada
por meio de métodos biolégicos. Para tal, utilizaram-se, para cada ensaio, 24
ratos machos, raga/istar, recém-desmamados, com média de 23 dias de idade,
com peso entre 50 e 60g, provenientes do biotério do Departamento de Nutricao
e Saude da UFV.

Os animais foram divididos em quatro grupos de seis, de modo que a
média dos pesos entre 0os grupos ndo excedesse a 5 gramas, conforme
recomendacdo da ASSOCIATION OF OFFICIAL AGRICULTURAL
CHEMISTS (1975), e foram distribuidos em gaiolas individuais, onde receberam

agua e alimentad libitum

Quadro 10 Mistura vitaminica utilizada

Vitaminas Quantidade por kg
Tiamina HCI (B) 600 mg
Riboflavina (B) 600 mg
Piridoxina HCI (B) 700 mg
D-pantotenato de célcio 169
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Acido nicotinico 309

Acido félico 200 mg
D-biotina 20 mg
Cianocobalamina (B) 1 mg
Retinil palmitato ou acetato (A) 60
DL -alfa tocoferol acetato (E) 5¢
Colecalciferol (D) 2,5mg
Menaquinona (K) 5,0 mg
Amido g.s.p.

Fonte: AMERICAN INSTITUTE OF NUTRITION (1977).

Quadro 11 Mistura salinica utilizada

Sais a/kg
Fosfato de calcio dibasico (CaHBO 500
Cloreto de sodio 74
Citrato de potassio monohidratado 220
Sulfato de potassio @g&0Oy) 52
Oxido de Magnésio (MgO) 24
Carbonato manganoso 43-48% Mn 3,5
Sulfato manganoso 4.0
Citrato férrico 16-17% Fe 6,0
Carbonato de zinco 70% ZnO 1,6
Carbonato cuprico 53-55% Cu 0,3
lodato de potassio (KKp 0,01
Selenito de sédio (N&eQ.5H,0) 0,01
Sulfato de cromo e potassio [CrK(99. 12H0] 0,55
Amido g.s.p.

Fonte: AMERICAN INSTITUTE OF NUTRITION (1977).
Os grupos foram distribuidos de acordo com a fonte protéica, como

descrito a seguir:
. grupo 1: dieta aprotéica,
. grupo 2: caseina;
. grupo 3: feijao integral; e

. grupo 4: feijdo sem tegumento.

51



Durante um periodo de 28 dias, os animais foram monitorados,

semanalmente, quanto ao ganho de peso e consumo alimentar.

3.2.1.3. Analise dos resultados

a) O PER (Coeficiente de Eficacia Protéica) foi determinado Aalia8
pela relacdo entre o ganho de peso e o consumo protéico, conforme descrito pela
ASSOCIATION OF OFFICIAL AGRICULTURAL CHEMISTS (1975).

PER = ganho de peso (g)/consumo proteico (g)

b) O NPR (Quociente de Eficiéncia Liquida Protéica ou Raz&o Protéica
Liquida) foi determinado no %4dia do experimento, tomando-se o ganho de
peso do grupo-teste mais a perda de peso do grupo de dieta aprotéica, em relacéo
ao consumo de proteina do grupo-teste, de acordo com metodologia descrita por
BENDER e DOELL (1957).

NPR =ganho de peso (g) do grupo-teste + perda de peso (g) do grupo aprotéico

proteina consumida (g) pelo gruteste

3.2.2. Efeito da extracdo de pigmentos na qualidade protéica
3.2.2.1. Preparo das dietas

Para este ensaio foram preparados quatro tipos de racées. Uma a base de
feijdo previamente submetido a extracdo de pigmentos, com etanol 70%
acidificado com 0,5% de HCI; outra com feijdo integral (sem tratamento); uma
cuja fonte protéica foi a caseina; e uma aprotéica.

No preparo das races a base de feijdo, primeiramente, o feijao foi limpo
e lavado. Entdo, adicionou-se etanol acidificado na proporc¢ao 2:1 (etanol:feijao),
para extracado de pigmentos e outros polifendis. O etanol foi drenado e o material
submetido novamente a extracdo. Este tratamento foi repetido por vérias vezes,

até que o liquido drenado apresentasse pouca pigmentacao.
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O feijdo parcialmente despigmentado foi seco em estufa a 60°C, com ar
forcado, por 24 horas. Em seguida, foi submetido a coc¢cado em autoclave, por
45 minutos, assim como o feijao integral. A seguir, procedeu-se a secagem do
material (feijdo + caldo de coccéo) em estufa,“€66om ar forcado, por
24 horas, e posterior moagem.

Apoés esse procedimento, foi feita a analise de nitrogénio, pelo método
semimicro Kjeldahl (ASSOCIATION OF OFFICIAL AGRICULTURAL
CHEMISTS, 1970), do feijao despigmentado e do feijdo integral, para
determinacé&o do teor de proteina. Foi utilizado o fator 6,25 para conversdo de N
em proteina.

Baseando-se nas necessidades nutricionais dos ratos utilizados no
experimento, segundo NATIONAL RESEARCH COUNQ972), procedese
ao preparo das racdes, homogeneizando-se, através de trés passagens sucessivas
por peneira, de maneira que a composicao final da racéo estivesse de acordo com
a composicéao ja citada no item 3.2.1.1.

Apbs esse procedimento, foi feita determinacdo quantitativa de proteinas
das dietas experimentais, como descrito anteriormente, para confirmacao de seu
teor.

As racOes foram estocadas sob refrigeracao.

3.2.2.2. Ensaio bioldgico

A avaliacdo da qualidade protéica das dietas experimentais foi realizada
como descrito para o ensaio anterior (3.2.1.2.), porém com 14 dias de duracao.

Os grupos foram distribuidos de acordo com a fonte protéica, como
descrito a seguir:

. grupo 1: dieta aprotéica,

. grupo 2: caseina;

. grupo 3: feijao integral; e

. grupo 4: feijdo submetido a tratamento com etanol acidificado.

3.2.2.3. Analise dos resultados
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O Coeficiente de Eficacia Protéica (PER) e o Quociente de Eficiéncia
Liquida Protéica (NPR) foram determinados rfadid, como descrito em 3.2.1.3.

Com relacdo ao NPU (Utilizacdo Liquida da Proteina), a determinacéo
foi feita pelo método da carcaca, segundo MILLER e BENDER (1955). Os
animais foram sacrificados, no®dia, em dessecador contendo éter etilico. Em
seguida, foram seccionados e as carcacas colocadas em recipientes de aluminio,
para secar. Apés o periodo de 24 horas de secagem em estuf& acbdd ar
forcado, as carcacas foram resfriadas, pesadas, trituradas e desengorduradas em
extrator Soxhlet, durante dwa a cinco horas, com éter de petrdleo, e
pulverizadas em multiprocessador. Para determinacdo do teor de nitrogénio
retido na carcaca, utilizou-se o método semimicro Kjeldahl, com amostras em

triplicata, dada pela equacao:

NPU =B - BK x 100
I

em que B = nitrogénio corporal dos animais em dieta-teste;
BK = nitrogénio corporal dos animais em dieta aprotéica; e

| = nitrogénio ingerido pelo grupeste.

Para determinacdo da digestibilidade, foram colhidas fezes em sua
totalidade, do Bao 14 dia do experimento. As dietas foram marcadas com
carmim (200 mg/100 g) e oferecidas aos animais‘ne o 18 dia. As fezes
colhidas foram acondicionadas em recipientes individuais para cada rato e
mantidas sob refrigeracdo. Findo o periodo de colheita, as fezes foram secas em
estufa com circulacdo de ar mecanica, a°@P%or 24 horas. Depois, foram
resfriadas, pesadas e trituradas em multiprocessador para posterior determinacao
do teor de nitrogénio, pelo método semimicro Kjeldahl (ASSOCIATION OF
OFFICIAL AGRICULTURAL CHEMISTS, 1970).

A digestibilidade foi expressa em porcentagem, conforme recomendacao
da NATIONAL RESEARCH COUNCIL (1972). O calculo foi feito, de acordo

com a seguinte formula:
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D=I-[(F-FK)Ix100
I

em que | = nitrogénio ingerido pelo grupo-teste;
F = nitrogénio fecal do grupo-teste; e

FK = nitrogénio fecal do grupo com dieta aprotéica.

3.2.3. Analise de polifendis

Para extracdo e doseamento dos compostos fendlicos, foi utilizado o
método colorimétrico de Folin-Denis (ASSOCIATION OF OFFICIAL
AGRICULTURAL CHEMISTS, 1960; SWAIN e HILLIS, 1959).
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4. RESULTADOS

4.1. Escolha do solvente extrator

Como visto na literatura, o primeiro passo na identificacdo das
antocianinas individuais € a preparacdo de um extrato de pigmento bruto. Para
materiais vegetais existe um solvente-padrdo para todas as amostras, que é uma
solucdo de metanol com HCI a 0,5%. Contudo, quando se tratar de corantes para
alimentos, a solucdo de etanol pode ser mais indicada, devido a toxicidade do
metanol, embora o etanol seja levemente menos efetivo na extracdo (FRANCIS,
1982).

Os dois solventes testados, etanol 70% e metanol, acidificados com 0,5%
de HCI, apresentaram resultados equivalentes quanto a extracdo de antocianinas.
Dessa forma, optou-se pela utilizacdo de etanol, uma vez que o metanol, por ser
um solvente toxico, apresenta maior dificuldade de manuseio.

Quanto a influéncia da trituracdo dos grados na extracao de antocianinas
de feijdo, observou-se que, quando a amostra era triturada, resultava em maior
eficiéncia de extracdo dos pigmentos. No entanto, a etapa de filtracdo da solucéo
resultante da extracdo a partir dos graos triturados foi dificultada pela obstrucao

dos poros do papel- filtro. Uma vez que o objetivo desta etapa do trabalho era a

56



extracdo das antocianinas e ndo a sua quantificacao;spmela ulizacdo dos

graos inteiros.

4.2. Escolha da fase movel para purificacéo do extrato

Na separagcdo de antocianinas do feijdo, tanto para cromatografia em
camada fina quanto para cromatografia em papel, diversas misturas de solventes
foram avaliadas como fase movel.

Para cromatografia em camada fina, utilizando placas de celulose, a
melhor fase moével para separacao das diferentes antocianinas do feijao foi
n-butanol : acido férmico : agua (2,5:3,5:2,4). Outras misturas de solventes que
também apresentaram eficiéncia na separacéo das fracbes foram acido formico :
acido cloridrico : 4gua (10:1:3) ebutanol : acido acético : gua (4:1:2).

A cromatografia descendente, em papel, € o método de escolha quando
se deseja obter maior volume de cada fracdo de antocianina separada. Para esse
tipo de cromatografia, dentre as misturas de solventes avaliadas, a mistura
n-butanol : acido féormico : agua, denominada BFW, na proporcdo 15:2,5:2,4,
possibilitou a melhor separacao das fracdes de antocianinas. Esta foi a fase mével

escolhida para realizacédo da etapa seguinte.

4.3. Purificacao das fracbes de antocianinas

Normalmente, as plantas apresentam misturas de antocianinas, e,
consequentemente, sua separacao e purificacdo apresentam dificuldades quando
se utiliza cromatografia em papel, placa ou coluna (WROLSTAD e
STRUTHERS, 1971).

O extrato bruto foi submetido a cromatografia descendente em papel

Whatman f2, durante sete dias, utilizando BFW (15:2,5:2,4) como fase movel.
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Das seis bandas distintas que puderam ser visualizadas nos
cromatogramas obtidos, as trés que apresentaram maior intensidade de cor e que,
portanto, se encontravam em maior proporcdo no extrato foram denominadas F1,
F2 e F3 (Figura 3).

Essas fracOes foram recortadas do cromatograma e extraidas em metanol
acidificado com 0,05% de HCI 1,5N.

A seguir, com o objetivo de detectar a presenca de flavonodides
naoantocianicos, aliquotas de cada uma das fragcbes e 0 extrato bruto foram
aplicados em papel Whatmafli h e submetidas a cromatografia descendente,
durante 12 horas, tendo acido acético 10% como fase movel. O cromatograma
foi, entdo, submetido a vapores de hidroxido de amoénio. Nao foi detectada a
presenca de coloracdo amarela caracteristica destes flavondides nas fracdes
purificadas. No entanto, a presenca desses compostos no extrato bruto foi
facilmente visualizada pelo aparecimento de zonas de coloracdo amarelada
localizadas tanto préximo a origem quanto em frente do solvente (Figura 4).

Ainda com o objetivo de confirmar a pureza de cada uma das trés
fracOes, aliqguotas das mesmas foram submetidas a cromatografia em papel, desta
vez utilizando-se AWH (&cido acético:agua:HCI, 15:82:3) como fase movel. Os
cromatogramas apresentaram uma Unica banda, correspondente a cada uma das
fracOes purificadas.

Para monitoramento da purificacdo, espectros de absorcao UV-visivel do
extrato bruto e das fracdes F1, F2 e F3, diluidas em metanol acidificado com
0,05% de HCI 1,5N, foram obtidos, utilizando-se um espectrofotdmetro marca
HITACHI-2000 Double-Beam. Estes espectros sdo mostrados na Figura 5.

A eficiéncia da separacéo e purificacdo das fracdes por cromatografia em
papel pode ser constatada pela diminuicdo da razgouA max vis do extrato
bruto, em relagéo as zonas purificadas, evidenciando a retirada de flavondides e
acidos livres que absorvem na regido do ultravioleta (Quadro 12) (HARBORNE,
1967).
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Figura 3 - Cromatograma do extrato bruto de feijdo em BFW (15:2,5:2,4).
O = origem.
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Origem

<— FNA

<«— FNA

<« FNA

F1 F2 F3 Extrato bruto

Figura 4 - Cromatograma em papel, utilizando-se acido acético 10% como fase
movel, das fragcbes purificadas e do extrato bruto. FNA = flavondides
nao-antocianicos.
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Figura 5 - Espectros de absorcdo UV-visivel do extrato bruto (A), da fracdo 1
(B), da fracédo 2 (C) e da fragdo 3 (D) em metanol acidificado com
0,05% de HCI 1,5N.

61



Quadro 12 Efeito da purificacdo das fracées na razggBv/A max vis

Amax uv Amax VIS Amax U\/Amax VIS
Extrato bruto 2,164 1,414 1,530
Fracéo 1 1,810 1,069 1,693
Fracéo 2 1,494 1,192 1,253
Fracéo 3 0,585 1,005 0,582

Os cromatogramas obtidos por HPLC, com seus respectivos tempos de
retencdo, serviram para comprovar a eficiéncia na purificacdo das fracdes.
Observouse que os cromatogramas das fracoes F1, F2 e F3 apresentaram apenas
um pico (Figura 6). Isto indica que a purificacdo em cromatografia em papel
utilizada é uma técnica que permite a purificacdo do pigmento extraido,
conforme preconizado por FULEKI (1971) e GUEDES (1993).

4.4. Identificacdo da estrutura dos pigmentos purificados

Os espectros de absorcdo apos a reacdo com (KiGlra 7) mostram os
deslocamentos batocrémicos nas fracbes 2 e 3, 0 que comprova a presenca de
hidroxilas vicinais nas moléculas de antocianinas destas fracdes. Comparando os
espectros de absorcdo da fracdo 1, antes e ap0Os reacdo cgmekifiia-se que
nado houve deslocamento batocrémico no comprimento de onda de maxima
absorcdo. Isto indica a auséncia de grupos-ahioroxilicos no anel B da
antocianina.

As antocianinas que apresentam reacao positiva com cloreto de aluminio

com deslocamento batocromico de 13 a 25 nm, dependendo do pH do meio,
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A B
6,89
4,88
5,73
6,85 L
"\/“IJ r
Extrato Bruto (feijao) Fracéo 1 (feijao)
C D 4,92
5,77
B — —J\__ |
Fragao 2 (feijao) Fragdo 3 (feijdo)

Figura 6 - Cromatogramas do extrato bruto (A), da fracdo 1 (B), da fracéo 2 (C)
e da fracdo 3 (D). Condi¢Oes: coluna RP-18 Bondapack, fase mével
constituida de metanol:agua:HCI (50:50:1), fluxo de 0,6 mi/min e
detector UV/VIS 530 nm.
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Figura 7 - Espectros de absorcédo UV-Visivel das fracOes 1, 2 e 3 antes e apos a
reacao com AIGI
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possuem em sua estrutura grupos orto-dihidroxilicos no anel B, como é o caso
das cianidinas e delfinidinas (HARBORNE, 1964).

De acordo com SHRIKHLANDE e FRANCIS (1974), a auséncia de
picos de absorcdo a 286 nm e 334 nm indica a auséncia de acido na molécula de
antocianina. Como pode ser observado na Figura 5, nenhuma das fragcbes
apresentou picos de absorcdo nestes comprimentos de onda, 0 que sugere a
auséncia de acido nas antocianinas purificadas.

Basicamente, antocianidinas séo identificadas pela observacéo de sua cor
em solucdo ou no papel, seu Rf em solvente Forestal e suas propriedades
espectrais (HARBORE, 1967).

Com o solvente &cido formico obtém-se valores de Rf similares aos
valores obtidos com Forestal, porém sédo usados adicionalmente, porque é melhor
para separacao de agliconas de seus glicosideos (HARBORNE, 1967).

Butanol - 4cido acético - 4gua, se usado com papel pré-umedecido com
HCI 2N, para prevenir o desaparecimento do pigmento, € um terceiro solvente
(HARBORNE, 1967).

Fenol-agua é usual para separacao de pigmentos metilados de pigmentos
nao-metilados, mas ndo é recomendado para trabalhos de rotina (HARBORNE,
1967).

O Quadro 13 apresenta as caracteristicas espectrais das antocianidinas,
segundo HARBORNE (1967).

Os Quadros 14 a 16 apresentam os resultados das analises
espectrofotométricas de cada uma das fracbes purificadas, os deslocamentos
batocrémicos A).) observados apds reacdo com AJGssim como os Rfs em
Forestal, BAW e Formico das antocianidinas obtidas apds a hidrdlise 4cida. Estes
resultados sdo comparados com os resultados apresentados por HARBORNE
(1967) para as antocianidinas.

Os resultados obtidos com a cromatografia descendente em papel,
utilizando-se BFW como fase movel (Figura 3), e a identificacdo da
antocianidina de cada fracdo (Quadros 14 a 16) estdo de acordo com a

Quadro 13 Caracteristicas espectrais das antocianidinas
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A max A max AICl; Rf Rf Rf

VIS (AX) (Forestal) (Férmico) (BAW)
uv

Pelargonidina 476 277 0 68 33 80
Cianidina 535 277 18 49 22 68
Peonidina 532 277 0 63 30 71
Delfinidina 546 277 23 32 13 42
Petunidina 543 276 14 46 20 52
Malvidina 542 275 0 60 27 58

Fonte: HARBORNE (1967).

Quadro 14 - Caracteristicas espectrais da fracdo 1 e citacdo de literatura para

malvidina
Fracao 1 Malvidina*
A max VIS 540 542
A max UV 270 275
AICI 5 (AL) 0 0
Rf (Forestal) 61,69 60
Rf (F6rmico) 25,59 27
Rf (BAW) 64,65 58

* HARBORNE (1967).
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Quadro 15 - Caracteristicas espectrais da fracdo 2 e citagdo de literatura para

cianidina
Fracao 2 Cianidina *
A max VIS 535 535
A max UV 265 277
AICI3 (AL) 20 18
Rf (Forestal) 48,45 49
Rf (Férmico) 18,15 22
Rf (BAW) 64,65 68

* HARBORNE (1967).

Quadro 16 - Caracteristicas espectrais da fracdo 3 e citacdo de literatura para

delfinidina
Fracéao 3 Delfinidina *
A max VIS 540 546
A max UV 275 277
AICI 5 (AL) 25 23
Rf (Forestal) 30,33 32
Rf (Férmico) 13,25 13
Rf (BAW) 42 42

* HARBORNE (1967).
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verificagdo de HARBORNE (1967), de que, quanto maior o numero de grupos
hidroxilas presentes na molécula de antocianina, menor o Rf, e que a presenca de
metilac&o provoca efeito inverso (Quadro 17).

Quadro 17 - Efeito da metilacdo e hidroxilagdo na mobilidade das fracdes de
antocianinas

Fracao 1 maior Rf malvidina 2Me; 40H
Fracéo 2 Rf intermediario | cianidina 50H
Fracao 3 menor Rf delfinidina 60H

Outra indicacdo de que a antocianidina da fracdo 3 é delfinidina é a
comparacdo entre os tempos de retencdo obtidos através de HPLC. O
cromatograma obtido com a injecdo da fracéo purificada do extrato de berinjela,
cuja antocianidina, segundo a literatura, € uma delfinidina, mostra o tempo de
retencdo de 4,91 (Figura 8). A andlise da fracdo 3, nas mesmas condicles,
apresentou tempo de retencao de 4,92.

Os acgucares de antocianinas podem ser identificados pelo procedimento
usual de cromatografia em papel. A presenca de glicose e galactose pode ser
confirmada pelo uso de glicose e galactose oxidase, respectivamente, e a
presenca destes e outros monossacarideos, pela medida do maximo “espectral”
dos produtos coloridos formados depois da reacdo com resorcihO)-tou
anilina-hidrogénio fitalato (Harborne, 1960b, citado por HARBORNE, 1967).

Para identificacdo dos acuUcares ligados as antocianidinas, aliquotas das

fracOes foram submetidas a hidrélise acida; a sequir, foi efetuada a separacao dos
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A 4,92 B 4,91

Fracéo 3 (feijao) Delfinidina (berinjela)

N _—

Figura 8 - Cromatogramas da fracdo 3 (A) e da delfinidina 3-rutinosideo extraida
de berinjela (B). Condic¢des: coluna RP-18 Bondapack, fase mével
constituida de metanol:agua:HCI (50:50:1), fluxo de 0,6 mi/min e
detector UV/VIS 530 nm.

acucares das agliconas, com utilizacdo de alcool amilico e funil dacépaAs

solucdes de acucares e os padrées dos acucares mais freqlientemente encontrados
em antocianinas de alimentos foram submetidos a cromatografia em papel e
placas, com objetivo de determinar seus Rfs. O cromatograma obtido é
apresentado na Figura 9.

Como se pode observar na Figura 9, a técnica utilizada deixava davidas
guanto a diferenciacdo dos Rfs de glicose e galactose. Podia-se apenas excluir a
possibilidade de serem os agucares arabinose ou xilose.

Com o objetivo de identificar mais precisamente essas estruturas, foi
utilizado método enzimatico, comumente utilizado para doseamento de glicose
em laboratorios de analises clinicas. Foram submetidas as analises no

equipamentclinline 150 (BioMérieuxpmostras de solugcao de acgucar obtida
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A B C D E F G H

Figura 9 - Cromatograma das solucfes de acuUcares das fracdes 1,2 e 3 e de
padrbes de acglcares, em placa de celulose utilizando como fase mével
butanol : acido acético : agua (12:3:3). A = F1; B = xilose; C = F2;

D = glicose; E = F3; F = galactose; G = HLy arabinose; e | = F3.

apos hidrdlise acida de cada fracdo e amostras de solu¢cBes-padrées de glicose e
galactose. A adequacédo do método pbde ser avaliada pelo fato de o equipamento
detectar a presenca de glicose e ndo detectar a presenca de galactose, indicando
leitura zero na amostra de padrdo de galactose. As analises de cada uma das
amostras em estudo soO foi possivel apds concentracdo das solucdes a serem
analisadas. Todas as trés solucfes de aclcares analisadas continham glicose, que
foi detectada em concentracfes diferentes. Pode-se, entdo, concluir que o acucar
presente nas moléculas de antocianinas isoladas do feijao em estudo € a glicose.
Os resultados da hidrélise controlada de aliquotas de cada uma das
fragcOes apresentaram dois produtos cujos valores dos Rf estdo apresentados nos
Quadros 18 a 20. O fato de serem constatados dois produtos ao longo do tempo
da hidrolise acida € indicio de que os acucares se apresentam ligados em uma
Unica posicao da molécula. Um dos produtos detectados € a antocianina na sua
forma original e o outro € a antocianidina apds ter sofrido hidrolise e ter a

molécula de agucar removida do carbono 3 da sua estrutura.
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Quadro 18 - Valores de Rf em AWH dos produtos da hidrolise controlada da

fracdo 1
Tempo de Hidrélise Rf x 100 em AWH

(minutos) Produtos
0 31
4 32
6 33
8 35
12 32
15 32
20 32
30 8 30
40 8 28
50 9
60 8
75 8

Quadro 19 - Valores de Rf em AWH dos produtos da hidrélise controlada da

fracao 2
Tempo de Hidrélise Rf x 100 em AWH

(minutos) Produtos
0 24
4 25
6 6 25
8 6 26
12 7 26
15 7 25
20 9 26
30 9 26
40 9 25
50 9 26
60 9 22
75 9 22

Quadro 20 - Valores de Rf em AWH dos produtos da hidrolise controlada da
fracao 3
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Tempo de Hidrélise Rf x 100 em AWH

(minutos) Produtos
0 22
4 5 23
6 4 22
8 7 22
12 7 22
15 6 21
20 7 21
30 7 22
40 8 21
50 8 20
60 7 19
75 7 19

A glicosilacédo das antocianidinas pode ocorrer nas posicoes 3,5, 7,37, 4
e 5. Se um s6 acucar estiver presente, ele estard sempre na posicdo 3
(HARBORNE, 1958a).

As (glicosilacbes nas posicoes C-3, C-5 e C-7 sdo freqgientemente
encontradas nas antocianinas, e cada substituicdo estd associada a um
deslocamento batocrémico no comprimento de onda de maxima absorcéo
(HARBORNE, 1964). Cada substituicdo estd associada a um deslocamento
batocrémico, tal que a diferenca no comprimento de onda de maxima absorcao
da antocianina 3-glicosideo, em relacdo a antocianidina 3,5-diglicosideo, tem
sido utilizada como meio de sua diferenciacdo por técnicas espectrais
(HARBORNE, 1958b).

Segundo HARBORNE (1967), as diferencas espectrais produzidas pelas
antocianinas em solucfes acidas apresentam duas absor¢cdes maximas: uma na
regido do visivel, entre 465 e 550 nm, e outra menor, na regido do ultravioleta,

proximo a 275 nm, com a posicdo da banda na regido do visivel variando
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levemente de acordo com o solvente utilizado. O autor cita, ainda, que as
antocianidinas com substituicbes de molécula de acucar-Brpr@duzem um

ombro de curva de absorcdo em 440 nm, usando-se metanol em HCI 0,01%. Isto
pode ser demonstrado através do calculo da razdo entre a absorcdo a 440 nm e a
absorcdo maxima visivel (A440/AméxQ.valor da razdo da absorvancia a

440 nm e no maximo de absorcdo no visivel € indicativo da existéncia de
acucares nas posicfes 3 ou 5.

As relacbes percentuais entre ARs{AbShaxis confirmam, para as
fracbes F1, F2 e F3 (Quadro 21), que os acucares estdo ligados em C-3 das
agliconas.

Os resultados de RMN né&o foram conclusivos, por apresentarem grande
concentracaade picos na regido do espectro, que caracteriza a presenca de
acucares. Este resultado se deve ao fato de ter sido utilizada cromatografia em
papel e eluicdo das fragbes com metanol acidificado. Esse procedimento
provavelmente provocou hidrélise da celulose do papel, provocando a liberacdo
de acucares na solucao.

No entanto, os resultados espectrofotométricos e cromatograficos
permitem afirmar que as trés fracGes purificadas sdo malvidina 3-glicosideo,
cianidina 3glicosideo e delfinidina 3-glicosideo, como apresentado nas
Figuras 10 e 11.

4.5. Efeito da retirada do tegumento na qualidade protéica

Os resultados das analises de proteina das trés dietas cujas fontes
protéicas eram feijdo, feijao sem tegumento e caseina foram: 9,97%, 9,08% e
9,48%, respectivamente. Dessa forma, pode-se verificar que os teores de proteina
das dietas preparadas atenderam aos padrbes estabelecidos pelo NATIONAL
RESEARCH COUNCIL (1972), ou seja, entre 9 e 10% de proteina.

Quadro 21 -Relagbes percentuais entrg,fA,;s das fracdes 1, 2 e 3 e dados da
literatura para antocianinas
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A44O/Avis

Fracéo 1 21
Fracao 2 27
Fracao 3 18
Cianidina e Peonidina 3-glicosideo * 24
Cianidina e Peonidina 3-5-diglicosideo * 13
Delfinidina, Petunidina e Malvidina 3-glicosideo * 18
Delfinidina, Petunidina e Malvidina 3-5-diglicosideo * 11
Pelargonidina 3-5-diglicosideo* 21

* HARBORNE (1967).

HO OH
OH

R1 =OMe, R2 = OMe — malvidina 3 - glicosideo (F1)
R1=0H,R2=H —  cianidina 3- glicosideo (F2)
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Figura 11 - Estruturas das fragdes F1, F2 e F3 em esqueleto e espaco cheio.
Com este experimento procurou-se avaliar a influéncia do tegumento do

feijdo na qualidade protéica do mesmo. Sabe-se que as proteinas do feijdo
apresentam deficiéncia em aminoacidos sulfurados, dentre os quais a metionina,

que € um aminoacido essencial (SGARBIERI, 1987).
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Os resultados obtidos de PER e NPR estdo nos Quadros 22 e 23.

Observase que, em termos percentuais, os valores de PER apresentam
maior diferenca entre as racdes a base de feijdo, quando comparados com o NPR,
e destas com relacdo a caseina. O NPR apresenta valores mais proximos entre as
racbes a base de feijdo e valores superiores aos encontrados pelo parametro
anterior com relacdo a caseina. Entretanto, mesmo elevando estes valores, as
dietas a base de feijao apresentaram-se inferiores a de caseina em mais de 50%.

Além da deficiéncia em aminoacidos sulfurados, essa leguminosa
apresenta o inconveniente da presenca de fatores antinutricionais (polifendis),
gue torna essa fonte protéica inferior a caseina (SGARBIERI, 1987). Polifendis
podem migrar para dentro do cotilédone, reagindo com proteinas durante o
aguecimento, diminuindo, assim, sua digestibilidade (AW e SWANSON, 1985).
Polifendis também podem permanecer no caldo de coccdo (BRESSANI et al.,
1991).

O processo de descascamento reduz significativamente o conteddo de
taninos, mas a completa eliminacdo destes ndo € observada. Parte destes taninos
migram para a solucdo de molho e sao detectados em feijdes descascados
(DESHPANDE et al., 1982).

Dessaforma, a preservacédo do caldo de cocgéo e eliminacdo parcial do
tegumento do feijdo apos este ter sido cozido resultariam em uma racdo com
polifendis e menor teor de fibra. As diferencas observadas entre esta racdo e
outra racdo preparada nos mesmos moldes, porém contendo o feijao integral
(com tegumento), podem ser atribuidas a influéncia da presenca do tegumento do
feijao.

Um aquecimento excessivo tem um efeito negativo sobre o valor
protéico do feijdo, porque leva a um aumento na retencdo de polifemois n

cotilédone

Quadro 22 - Resultados de PER, PER corrigido e NPR de caseina, feijao-preto
com tegumento cozido e feijdo-preto cozido com retirada parcial do
tegumento apods a coccao (métidesvio-padréo)
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DIETA PER PER corrigidc NPR
(28 dia) (caseina 2,5( (14° dia)

Caseina 3,26:0,09 (a) 2,50 (a) 4,2+0,08 (a)
Feijao-preto com tegumer 1,21+0,14 (b) 0,93 (b) 2,0#0,15 (b)

Feijao-preto sem tegumer 0,95+0,28 (c) 0,73 (c) 2,04£0,21 (b)

Médias seguidas por letras diferentes, na mesma coluna, diferem entre si em
nivel de 5% de probabilidade pelo teste de DUNCARK#R0,05%).

Quadro 23 - Adequacao do PER e NPR das racOes testadas, calculados com
relacdo aos valores médios obtidos para a caseina

RACAO %PER %NPR
Caseina 100,00 100,00
Feijao com tegumento 37,25 49,37
Feijao sem tegumento 29,06 48,47

(AW e SWANSON, 1985) e diminui a disponibilidade de alguns aminoéacidos,
em particular a lisina (MOLINA et al., 1975).

Dietas preparadas com 10% de proteina de feigy, autoclavadas a
121°C/10 min, resultaram em PER de 1,53, quando comparadas com 2,5 para a
caseina (Antunes e Markakis, 1977, citados por SGARBIERI e WHITAKER,
1982).

BRESSANI e ELIAS (1983gncontraram valores de NPR para o
feijdo-preto de 1,78##0,28.

Os valores obtidos para PER e PER corrigido diferiram

significativamente entre as fontes protéicas estudadas, inclusive entre as amostras
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a base de feijdo. Ja os valores de NPR indicaram que a diferenca estatistica so
existe com relacdo a caseina e que as racdes a base de feijdo ndo diferem entre si.
Isto € explicado pelo fato de o PER né&o levar em conta a utilizacdo da proteina
para manutencédo, sO para a promoc¢ao do crescimento, tendendo a subestimar a
gualidade de proteinas inferiores e a superestimar proteinas de melhor qualidade,
e, por este motivo, realca diferengas existentes entre proteinas de maior e menor
valor nutricional, ao contrario do NPR (SGARBIERI, 1987).

As médias desses parametros, embora ndo tenham apresentado diferenca
estatistica significativa, foram inferiores para o feijdo sem tegumento. Segundo
SGARBIERI (1987)enquanto o PER subestima, o NPR superestima a qualidade
protéica das proteinas deficientes em lisina.

Considerando-se os resultados obtidos e as peculiaridades de cada
método de avaliacdo utilizado, pode-se concluir que a retirada do tegumento do
feijdo apds a coccao resulta em prejuizo para a qualidade protéica deste alimento.

Como foi preservado o caldo de coccdo em ambas as amostras de feijao,
excluindese apenas parte do tegumento em uma delas, esperava-se que o feijao
sem o tegumento apresentasse melhor qualidade protéica, o que nao ocorreu.

A digestibilidade de proteinas € considerada um condicionador de sua
qualidade. Sabe-se que os alimentos de origem animal sdao de maior
digestibilidade que os de origem vegetal (MARSHALL et al., 1979). Este fato
tem sido atribuido a auséncia de fibra nos alimentos de origem animal, que faz
com que seja menor a velocidade do tempo de transito do conteddo intestinal e,
em consequénciage tenha maior absorcao dos nutrientes.

O desempenho nutricional de um alimento depende da concentracéo, do
balanco e da biodisponibilidade dos nutrientes nele contidos, que por sua vez €
influenciado pela presenca de fatores toxicos e, ou, antinutricionais
(SGARBIERI, 1987).

Dentre os fatores antinutricionais presentes nas leguminosas, os que tém
maior interesse sdo os polifendis, as lectinas e os inibidores de tripsina. Com
relacdo aos polifendis, eles se localizam principalmente nonego do grao e
nas variedades coloridas (GOYCOOLEA et al., 1990). O papel destes fatores
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antinutricionais sobre o desempenho nutricional das leguminosas poderia ser
explicado pela formacdo de complexos entre os polifendis e as proteinas, os quais
sao insoluveis e de baixa digestibilidade por monogastricos, podendo modificar a
estrutura do epitélio intestinal, levando a inibicdo irreversivel e, desta forma,
diminuindo a capacidade absortiva do organismo (BLANCO e BRESSANI,
1991; VILLANHUEVA, 1987).

Tanto a natureza quimica como o0 processamento e preparo dos alimentos
para o consumo podem fazer com que 0s nutrientes se apresentem mais ou menos
indisponiveis biologicamente. Esses fatores afetam diretamente os parametros
indicativos do valor nutritivo desse alimento, quando determinados em ensaios
biolégicos (SGARBIERI, 1987).

A maioria das proteinas de origem animal apresenta boa digestibilidade,
implicando melhor absor¢cdo de aminoéacidos, ao passo que as de origem vegetal,
geralmente, dao resultados inferiores.

A explicacao para os resultados deste trabalho recai sobre a possibilidade
da presenca de alguma fracdo protéica no tegumento do feijao, a qual contribui
para elevar a qualidade do mesmo, sobrepondo-se a possivel influéncia negativa
provocada pelo tegumento em si ou por outros fatores antinutricionais porventura
presentes no mesmo.

Outro possivel fator que explicaria esses resultados € a migracdo de
polifendis, durante o cozimento, para os cotilédones. A complexacdo destes
polifendis com proteinas as tornariam indisponiveis.

Segundo COELHO (1991pgs proteinas do feijdo sdo constituidas de
dois tipos: metabdlicas e de reserva. As proteinas de reserva sdo constituidas
pelas globulinas e as metabdlicas, pelas albuminas. Estas Ultimas geralmente
possuem maior valor biolégico, por conterem maior teor de aminoacidos
sulfurados e lisina.

Os inibidores de tripsina presentes no feijdao sdo certamente proteinas
metabdlicas, logo, sdo albuminas. Como os inibidores de tripsina sdo substancias
de defesa para a planta, possivelmente se localizam em sua por¢cédo mais externa,

podendo estar no tegumento ou bem proximo a ele.
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Com base nessas deducdes, acredita-se que, com a retirada do tegumento
do feijao, sejam perdidos também inibidores de tripsina. Em conseqiiéncia, o
feijdo, que ja é deficiente em aminoacidos sulfurados, torna-se mais deficiente
ainda. Esse fato reflete-se no menor desempenho nutricional obtido para essa
fonte protéica.

Além da perda de aminoacidos sulfurados, o grupo das albuminas
também possui elevado teor de lisina, conforme citado anteriormente, que € um
aminoacido facilmente destruido durante a coccao devido a reacfes com agucares
redutores (reacéo de Maillard).

A retirada do tegumento de feijdo apOs este ter sido cozido,
provavelmente, acarreta a perda de aminoacidos sulfurados e lisina, prejudicando
sua qualidade protéica, ndo sendo, portanto, aconselhavel esta pratica. E possivel
gue a retirada dos tegumentos antes da coccao leve a melhores resultados.

A deficiéncia de aminoéacidos sulfurados, isoladamente, ndo parece ser o
anico fator responséavel pelo baixo valor nutritivo de leguminosas cozidas, pois
nenhuma correlagdo definitiva foi observada entre o conteddo de aminoéacidos
sulfurados e o valor nutritivo destas leguminosas em termos de PER. Isto pode
ser atribuido a baixa digestibilidade das proteinas de leguminosas e a viabilidade
dos aminoacidos apds o cozimento (LIENER, 1976). Para que estes aminoacidos
sejam completamente utilizados por humanos, uma grande variedade de
compostos antinutricionais potencialmente toxicos precisam ser removidos ou
destruidos, usualmente pelo calor (SGARBIERI e WHITAKER, 1982).

FUKUDA et al. (1982)bservaram que a suplementacdo com metionina
melhora significativamente o desempenho nutricional do feijdo cozido. Segundo
estes autores, o feijdo cozido possui atividade hemaglutinante, taninos e
inibidores de tripsina em concentragcdes insuficientes para prejudicar o
crescimento de animais, o que faz com que a simples complementacdo com
metionina seja suficiente para elevar a qualidade nutricional de suas proteinas.

Acentuando esse problen@QYCOOLEA et al. (1982) detectaram altas
concentragdes de taninos nos caldos de feijdo em diferentes modalidades de

preparacdo caseira e atribuiram a elas, juntamente com tratamento térmico
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excessivo, a responsabilidade pelos baixos valores de PER encontrados em seus
experimentos.

DESHPANDE et al. (1982) detectaram aumento de acido fitico, bem
como aumento das atividades dos inibidores de tripsina, quimiotripsina e
a-amilase, depois do descascamento dos grédos de feijdo. Eles atribuiram isso a
dois fatores: primeiro, que a presenca destes fatores antinutricionais pode ser
caracteristica das fracbes dos cotilédones; segundo, que o0 tegumento constitui
substancial porcdo do peso dos grdos. Removendo este tegumento, haveria
aumento da concentracao destes fatores antinutricionais.

A partir dos resultados obtidos neste ensaio, foi sugerido um novo ensaio
biolégico que verificasse o efeito, na qualidade protéica, da retirada dos

pigmentos, presentes no tegumento, antes do processo de cocgéao.

4.6. Efeito da extracdo de pigmentos na qualidade protéica

Foi proposto este ensaio bioldgico com o objetivo de avaliar a influéncia
dos pigmentos identificados neste trabalho e de outros polifendis na qualidade
protéica do feijao.

Foram dosados os polifendis dos gréos integrais e dos graos apos terem
sido submetidos ao processo de extragcdo de pigmentos. O processo de extracao
com etanol acidificado foi o0 mesmo utilizado na preparagao do extrato bruto de
feijdo, no processo de identificagdo das antocianinas. Tomou-se o cuidado de
submeter os grdos a secagem apoOs a extracdo, para completa eliminacdo do
residuo de etanol.

O tratamento ao qual os feijdes foram submetidos resultou em
diminuicdo de 27,42% dos polifendis presentes nos grdos. Os resultados das
analises através do método de Fdenis foram de 0,062% de polifendis nos
grdos sem tratamento e 0,045% nos grdos submetidos a extracdo com alcool

acidificado.
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Optouse pelo aproveitamento do caldo de coccédo, para que nao
houvesse descarte de polifendis que possam ter migrado para este liquido.

Os resultados das analises de proteina para as trés racdes cujas fontes
protéicas eram feijao, feijdo tratado e caseina foram de 9,32%, 9,71% e 9,73%,
respectivamente.

Os resultados de PER, NPR, NPU, PER corrigido e digestibilidade
obtidos estdo nos Quadros 24 e 25.

Em termos percentuais, observou-se que os valores de PER apresentam
maior diferenca entre as racdes a base de feijdo, embora os valores dessas duas
dietas ndo tenham diferido estatisticamente (Quadro 24). O NPR e NPU
apresentam valores mais proximos entre estas racoes.

Os baixos valores obtidos para as dietas a base de feijdo podem ser
atribuidos aos fatores antinutricionais presentes nesta leguminosa.

O tratamento com alcool possibilitou a migracdo de pigmentos e, com
certeza, de outros polifendis para os cotilédones, o que pdde ser percebido pela
coloracdo destes apoés o tratamento. Esta migracdo possivelmente proporcionou a
interacdo destes polifendis com astenoas dos cotilédones dos grédos. Desta
maneira, a diminuicdo no teor de polifendis, o que aumentaria a qualidade
protéica, foi compensada pela maior interacdo entre estas proteinas e 0s
compostos antinutricionais em estudo.

Compostos fendlicos em feijdes tém sido determinados pelo método de
Folin-Denis e expressos como &cido tanico ou pelo método da vanilina e
expressos em equivalentes de catequina (BRESSANI e ELIAS, 1980).

Os efeitos nutricionais de polifendis de leguminosas sdo sempre

prejudiciais. Polifendis (como taninos condensados) localsmam-

Quadro 24 -Resultados de PER, NPR, NPU, PER corrigido e digestibilidade de
caseina, feijapreto e feijdo-preto submetido a extracdo de
polifendis (médiat desvio-padrao)

PER NPR NPU PER cor digestibilidade
(14°dia) (14°dia) (14°dia) caseina (7 dias)
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(2,50)

Caseina 3,92t0,36(a) 4,610,34(a) 64,114,15(a) 2,50 93,619,68 (a)
Feijao 1,94+0,41(b) 3,09:0,41(b) 34,74:6,91(b) 1,24 85,13:2,30 (b)
Feijdo

submetido 2,170,37(b) 3,05:0,34(b) 35,58-3,99(b) 1,38 84,5%1,51 (b)
a extracao

Médias seguidas por letras diferentes, na mesma coluna, diferem entre si em
nivel de 5% de probabilidade pelo teste de DUNCAM#R0,05%).

Quadro 25 -Adequacéo de PER, NPR, NPU, PER corrigido e digestibilidade de
caseina, feijapreto e feijdo-preto submetido a extracdo de
polifendis, com relacdo aos valores médios obtidos para a caseina

PER NPR NPU  digestibilidade
Caseina 100,00 100,00 100,00 100,00
Feijéo 49,63 67,04 54,20 90,91
Feijdo submetido a extracéo 55,28 66,24 55,50 90,37

predominantemente no pericarpo ou tegumento, particularmente em cultivares
pigmentados (DESHPANDE et al., 1982).

Além da formacdo de complexos com proteinas, tornasdo-
indisponiveis, os polifendis podem inibir enzimas digestivas (STANLEY e
AGUILERA, 1985). Dentre os fatores antinutricionais, os polifendis sdo os que
mais contribuem para a baixa digestibilidade do feijdo em animais e humanos.
Isto pode ser explicado pela formacdo de complexos entre os polifendis e as
proteinas, os quais séo insoluveis e de baixa digestibilidade, tornando a proteina
parcialmente indisponivel, ou através da inibicdo das enzimas digestivas e do
aumento do nitrogénio fecal (BRESSANI e ELIAS, 1980).
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A ligacdo com polifendis pode tornar as proteinas menos susceptiveis a
hidrolise enzimatica no trato digestivo, aumentando o nitrogénio fecal e
diminuindo a digestibilidade da proteina. Ligacbes de taninos com lisina de
proteinas do feijdo podem diminuir a disponibilidade deste aminoacido. Por outro
lado, polifendis livres podem influenciar indiretamente a digestibilidade protéica
pela inibicdo de enzimas digestivas (REDDY et al., 1985). O relacionamento
entre a concentracdo de taninos e a qualidade protéica é também evidente mesmo
guando a proteina € suplementada com metionina (BRESSANI e ELIAS, 1980).

As caracteristicas e o efeito das ligacdes entre proteina e polifenois
dependem do tipo de interacao, covalente ouco&alente. Ligacoes
nao<ovalentes podem ocorrer em pH acido ou neetrsdo reversiveis. Os
polifendis que podem sofrer estas ligacbes s&o principalmente os polifendis
poliméricos ou taninos, embora polifendis monoméricos ou ndo-taninos também
possam se ligar ndo-covalentemente as proteinas. Como conseqiéncia, o valor
nutricional € diminuido e a estrutura tridimensional das proteinas € modificada,
alterando suas propriedades funcionais. As interacdes covalentes entre polifendis
e proteinas, juntamente com uma série de transformacdes enzimaticas,
contribuem para o fenémeno dscurecimento. Estas interagdes sao irreversiveis
e, caso aminoacidos essenciais estejam envolvidos nas ligagdes com polifendis,
havera um decréscimo do valor nutricional do alimento, além de altera¢cdes nas
qualidades organolépticas (HERNANDEZ et al., 1991).

As antocianinas estao extremamente relacionadas aos taninos,
usualmente sem cor, que sabidamente reagem com proteinas. Esses polifendis
podem reagir com proteinas, diminuindo sua digestibilidade e, portanto, sua
gualidade. Assim, a cor dos diferentes cultivares de feijao influencia na utilizacéao
da proteina do feijdo (ELIAS et al., 1979).

Além da presenca de fatores toxicos termolabeis como inibidores de
tripsina, hemaglutininas, glicosideos cianogenéticos e outros, feijdes também
contém pigmentos, que sdo 0s responsaveis pelas suas diferentes cores.

Trabalhos anteriores com diferentes cultivares de feijdo sugerem que a cor
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influencia na utilizacdo da proteina do feijdo, pela diminuicdo da sua
digestibilidade (ELIAS et al., 1979).

A coccéo é a etapa de abrandamento com a absor¢cdo maxima de agua,
pela aplicacdo de calor umido. Nesta etapa, a estrutura do grdo mseelifica-
sendo o amido geleificado e as proteinas, desnaturadas (HOHLBERG e
STANLEY, 1987; VALLE-VEGA et al., 1990).

Aos nove minutos de coccdo ha diminuicdo de 80% na atividade
antitripsina e 100% na atividade hemaglutinante (BONILLA et al., 1982) e, aos
trinta minutos de cocgdo, 80 a 90% dos polifendis sdo eliminados
(GOYCOOLEA et al., 1982). Entretanto, alguns autores tém sugerido que essa
reduc® dos polifendis é aparente e esta mais relacionada com sua solubilidade e
reatividade quimica. Eles podem se ligar as proteinas e a outras substancias
organicas ou sofrer transformacfes na estrutura quimica, tornando-se ndao-
detectavel pelos métodos quimicos disponiveis (AMAYA et al., 1991).

Estudos indicam que os polifendis séo, dentre os fatores antinutricionais,
0S que mais contribuem para a baixa digestibilidade do feijao (BRESSANI e
ELIAS, 1984; BRESSANI et al.,, 1991). Entretanto, grande parte desses
compostos passa para o liquido de coccéo, e, dessa forma, a eliminacao do caldo
de coccao possibilita a eliminacdo de boa quantidade de polifendis (GOMES et
al., 1979).

Com relacéo ao desempenho nutricional desse alimento, MARQUEZ e
LAJOLO (1981) demonstraram que animais alimentados com feijao integral
apresentam elevada excrecao de nitrogénio fecal, contribuindo, assim, para que

as proteinas do feijdo tenham um aproveitamento nutricional reduzido.

Taninos afetam a utilizacdo de proteina em feijdes atchvasmento de
nitrogénio fecal, como fica evidente em estudos com ratos. Em humanos, o efeito
é similar, embora seja menor que em ratos (BRESSANI e ELIAS, 1980).

A origem do nitrogénio fecal e de enxofre em ratos alimentados com
feijdes cozidos inteiros ou albuminas e globulinas extraidas dos feijoes foi
esclarecida por MARQUEZ e LAJOLO (1991). Feijdes marcados radiativamente
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com N e *S foram empregados para separar eliminacdo de proteina exégena
(proteina dietética nadigerida) de eliminacdo de proteina enddgena (sinais de
descamacdo da mucosa e, ou, de elevada secrecdo de enzimas digestivas). A
metodologia convencional usada previamente ndo considerava 0S processos
metabdlicos especificos de absor¢do e secrecdo que ocorrem no trato
gastrointestinal e que alteram significativamente a composi¢cdo do nitrogénio
fecal. O consumo de feijdes inteiros e, em menor extensao, as albuminas isoladas
do feijdo levaram a um aumento na excrecdo de nitrogénio exdégeno e enddgeno.
Contrariamente, globulinas de feijdo cozido foram bem digeridas, nao tendo
nenhum efeito na perda do nitrogénio metabodlico. Outros componentes, nédo-
protéicos, presentes no feijao inteiro também podem estar envolvidos no aumento
da proteina fecal (tanto endégena, quanto exdgena).

O conteudo de proteina fecal de ratos alimentados com dieta livre de
proteina e com dieta a base de caseina é baixo (7,1 e 7,9%, respectivamente) e 0
de ratos alimentados com dieta a base de feijao cru € maior (43,8%), enquanto o
de ratos alimentados com dieta composta de feijao termicamente processado €
intermediario (25,6 a 36,0%) (WU et al., 1995).

A digestibilidade é a medida da porcentagem das proteinas que sao
hidrolisadas pelas enzimas digestivas e absorvidas pelo organismo (BRESSANI e
ELIAS, 1979). E o primeiro fator que afeta a eficiéncia da utilizacdo protéica da
dieta. Quando certas ligacBes peptidicas ndo sao hidrolisadas no processo
digestivo, parte da proteina € excretada nas fezes, ou transformada em produtos

do metabolismo pelos microrganismos do intestino grosso (SGARBIERI, 1987).

Segundo Jaffe, citado por COELHO (1991), os tegumentos das sementes
apresentam menor digestibilidade que o feijdo integral e seu endosperma,
provavelmente em funcdo de conterem teores relativamente elevados de
compostos fendlicos e fitatos. Alimentos preparados a partir de feijao descascado
apresentam maior digestibilidade, sendo mais recomendados para dietas especiais

(merenda escolar e outras onde se requer maior aproveitamento protéico).
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A diminuicdo de 27,42% dos polifendis presentes no feijdo-preto nao
provocou alteracao significativa na qualidade protéica, em nivel de 5%, pelo teste
de Duncan. A explicacdo para esse fato recai na ocorréncia de migracdo dos
pigmentos e outros polifendis para os cotilédones, o que provocou maior
interacdo entre estes compostos e as proteinas, diminuindo a sua
biodisponibilidade.

Taninos soluveis em agua se difundem para o cotilédone e aparentemente
reagem com proteinas do feijdo durante o processo de aquecimento. A difusdo de
taninos sollveis engéia para os cotilédones de feijdes-pretos durante o molho é
confirmada pelo fato de taninos serem detectados em cotilédones de
feij0es-pretos submetidos a molho em agua e ndo serem detectados em feijoes-
pretos submetidos a molho em heptano (AW e SWANSON, 1985).

Os taninos tém grande afinidade pelas proteinas e formam complexos
insoliveis em pH fisiolégico e que ndo se dissociam. Estes complexos sao
resistentes a hidrolise enzimética e, subseqientemente, sdo excretados. A
presenca de taninos na dieta causa diminuicdo na retencdo de nitrogénio em
animais e humanos (REDDY et al., 1985).

Os tegumentos das sementes de feijao devem suas cores a diferentes
polifendis (antocianinas) que estdo extremamente relacionados aos pigmentos
tanicos usualmente sem cor, que sabidamente reagem com proteinas. Os
resultados obtidos sugerem que 0s pigmentos presentes nos tegumentos dos graos
de feijdo dos cultivares estudados contém altos niveis de taninos e outros
polifendis. E sugerido que estes polifendis podem reagir com proteinas,
diminuindo sua digestibilidade e, assim, sua qualidade (ELIAS et al., 1979).

Grupos hidrofébicos parecem estar envolvidos na formacdo e
estabilizacdo de complexos tanipmteina. Um estudo da interagdo entre taninos
condensados e poliaminoacidos indicou que o niumero de grupos metileno na
cadeia lateral do aminoacido foi positivamente relacionado com a magnitude da
interacdo. A presenca de doadores de hidrogénio, na forma de {iaroktos,
em taninos, e de aceptores de hidrogénio, na forma de fungbes carbonila, nas

ligacbes peptidicas das proteinas, favorecem a formacao de pontes de hidrogénio.
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Além disso, desde que ambos os grupos contenham regides hidrofébicas, o
nuacleo aromatico dos taninos e as cadeias alifatica e aromatica laterais dos
aminoacidos da proteina, é possivel que estes participem do fendmeno de
interacédo (OH et al., 1980).

A digestibilidade das proteinas decresce com o0 aumento da pigmentacao
do tegumento da semente. Os pigmentos sdo, geralmente, compostos fendlicos,
gue podem interagir com as proteinas do feijdo, decrescendo a sua digestibilidade
e utilizacdo. Os polifendis se encontram nas plantas como metabdlitos
secundarios, raramente ativos. Sua habilidade de formar compostos complexos e
de precipitar as proteinas faz com que sejam importantes sob o ponto de vista
nutricional (BRESSANI et al., 1991). Por exemplo, Jaffe, 1950, citado por
SGARBIERI e WHITAKER (1982), encontrou valores de 76,8; 79,5 e 84,1%
para digestibilidade vivo de proteinas de feija®Kfaseolus vulgar)spreto, rosa
e branco, respectivamente. Possivelmente, os inibidores enzimaticos, como 0s
taninos ou polifendis, podem ser parcialmente responsaveis por essa baixa
digestibilidade, mas estes compostos nas leguminosas nao tém sido estudados
com profundidade e ha poucos estudos em animais que indiguem que eles afetam
diretamente a qualidade nutricional. N&do obstante, ha evidéncias que fazem
pensar que os polifendis sdo os que contribuem mais para a baixa digestibilidade
da proteina do feijdo (BRESSANI et al., 1991

SGARBIERI et al. (1979) mostraram a digestibilidade e o valor nutritivo
de quatro variedades brasileiras B#@aseolus vulgarig“Rico 23, preto;
“Rosinha G2”, rosa; “Carioca”, amarronzado; e “Piratd”, marrom). Os valores de
PER para proteina total da farinha autoclavada®@25% min) destas variedades
foram de 0,75; 0,85; 1,12 e 1,32 para o Carioca, Rosinha G2, Piratd 1 e Rico 23,
respectivamente. A digestibilidade das proteinas foi de 44, 45, 45 e 39% para 0s
feijdes ndo-termotratados e 64,5; 58; 69,5; e 52% para feijd6es autoclavados.

DUARTE (1995) observou, atraves de determinacdo de NPR, NPU e
digestibilidade, que a eliminacdo do caldo de coccdo de feijdes-pretos
incrementou os valores destes indices, mas foi significativa somente para a

digestibilidade. Os valores encontrados pela autora estdo no Quadro 26. Ela
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atribuiu esses resultados a eliminacdo do caldo de cocgcao e consequente perda de
polifenadis.

Cerca de 60, 67 e 37% dos polifendis totais de feijdes crus permanecem
nos graos pretos, brancos e vermelhos, respectivamente, ap0s 0 cozimento
(BRESSANI et al., 1983). A agua de coccdo contém menos de 20% dos
polifendis totais.

No entanto, embora relativamente grandes quantidades de polifendis
possam ser eliminadas na agua de lavagem e na agua utilizada para o cozimento,
o residuo é retido, principalmente pelos cotilédones. Isto pode ser devido a
migracao aparente dos taninos do tegumento para os cotilédones. As quantidades
de taninos ingeridas irdo, entdo, depender de como os feijdes sdo processados
consumidos (BRESSANI e ELIAS, 1980).

Quadro 26 -Resultados de NPR, NPU e digestibilidade (médikesvio-padrao)
(DUARTE, 1995)

Dieta NPR NPU Digestibilidade

Caseina 5,24+ 0,84 63,30+ 5,32 95,97+ 1,00
Feijao-preto comcaldo 2 97+ 0,41 33,45+ 3,03 72,25+ 4,38

Feijéo-preto sem caldo 2 22+ 0,53 33,91+ 4,04 79,19+ 8,06
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5. CONCLUSOES E SUGESTOES

Etanol 70% acidificado com 0,5% de HCI foi eficiente para extracéo de
antocianinas de feijao.

A cromatografia descendente em papel utilizando BFW (15:2,5:2,4)
como fase movel mostrou ser uma técnica eficaz na separacdo das antocianinas
presentes no extrato bruto de feijao.

O extrato de antocianinas de feijdo é constituido de seis fracdes
antocianicas diferentes, das quais trés foram identificadas.

A utilizacdo de métodos espectrofotométricos UV-visivel, técnicas
cromatograficas em papel e HPLC e reacdes quimicas especificas para
antocianinas foi suficiente para identificar as estruturas de trés fracbes de
antocianinas do feijao.

As trés fracbes principais purificadas foram identificadas como
malvidina 3-glicosideo, cianiaa 3-glicosideo e delfinidina 3-glicosideo.

Mediante os resultados encontrados em ensaios biologicos;s@ode
concluir que a retirada do tegumento do feijdo ap0s a cocgdo, mesmo que
parcialmente, reduz seu valor protéico, provavelmente pela eliminagao
simultanea de aminoacidos sulfurados e lisina provenientes de proteinas presentes

no tegumento.
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A coccao, através da temperatura elevada, provoca desnhaturacédo de
proteinas que atuam como fatores antinutricionais nos alimentos vegetais. Estas
proteinas, uma vez desnaturadas, vao contribuir para elevar o valor nutricional
das proteinas vegetais, sendo, portanto, inconveniente elasidas alimentos.

A extracdo etandlica de polifenois de feijao ndo resultou em aumento da
qualidade protéica, como se esperava. Esse tratamento, provavelmente, provocou
a migracdo destes polifendis presentes originalmente no tegumento para 0s
cotilédones. Esta migracdo, possivelmente, proporcionou a interacdo destes
polifendis com as proteinas dos cotilédones dos grdos. Desta maneira, a
diminuicdo no teor de polifendis, que aumentaria a qualidade protéica, foi
compensada pela maior interacdo entre as proteinas e 0S CcoOmMpostos
antinutricionais em estudo.

Novos ensaios biolégicos se fazem necessarios para esclarecimento da
participacdo dos polifendis como fator responsavel pela diminuicdo da qualidade
protéica. Um ensaio em que se comparassem dietas a base de caseina adicionadas
ou ndo de polifendis extraidos do feijdo seria uma das possibilidades para obter
resultados mais conclusivos

Trabalhos objetivando o conhecimento dos isoflavondides presentes no

feijdo, bem como de suas acdes terapéuticas, seriam relevantes.
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