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RESUMO

Un novo cultivar de feijfo, "IAC~Carioce &0  SH®
{ Phaseolus vulgaris, L.}, foi desenvolvido a partir da variedade
“Cariccs 89", de elevada capanidade produtiva e qualidade protéica
superior. Inicialmente, buscou-se caracterizar o valor nutritivo
dasg proteinas da farinha integral do feijdo autoclavado,
determinando-se seu teor protéico, sua composiclo amincacidica e
também a digestibilidade, o teor de metionina biodisponivel, o
valor biolédgico (VB) e o guociente de utilizaclo protéica liguida
de auas proteinas (NPU), por métodos bioldgicos. Em seguida, as
proteinas do feijfo foram separadas em cinco fracfes, em fungdo da
solubilidade: glutelinas, globulina Gl., globulinas, albuminas e
lectinas/inibidores de proteases. A qualldade protéica das fragdes
isaladas foi antio avaliads por métodos in vitre, com bhase na
determinacio de parémetros como digestibilidade. VB e NPU ¢ com
enfoque especial sobre a biodisponibilidade de metionina, inoluindo
a avaliaclc da extens8o da liberacBoc de metionina das protelinas ao
longs da hiarélise enzimética. pelo sistema pepsinaspancreatina,
anbes e apds tratamente térmico. OUs resultados cbtidos indicaram
que o novo cultivar apresentou excelente qgualidade protéica,
aprezentando digestibilidade =superior a de outros cultivares
brasileiros e um teor elevado de metionina, cisteina e tirosina. As
proteinas da farinha integral do feijfco autoclavado possuem VB e
NPU superiores aos observados para outras variedades brasileiras de
feijfo. As glutelinas., que representam 23% do total das proteinas.

nostraram-se a3 2 mais ricas em  ligina & metionina e, quando
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autoclavadas, apresentaram digestibilidade elevada & 08 maiores
valores de NDPU e VB, dentre +todas ag fragSes iscladas. As
glutelinas fornegeram rroporcionalmente mais metionina
biodisponivel gue as outras proteinas. OUOs resultados obtidos
sugeren que o desenvolvimento de variedades contendo malores teores
de glutelinas e menores de glebulina Gl podersd resultar em feljles

com qualidade protéica superior.
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ABSTRACT

4 gen bean culiivar, "TAC-Carioca 30 SH” {Phassalus ewlgaris f.}, was developed frow *Larioca 80° saristy,

wich haz a high veld and superior pratedn qualify, The nufritive value of the proteins in the shole avtoclayed
bean fleer was evaluated by deteraining ils protein Jevel and awine acid cowpesition, as well its digestidilify,
bisavailable sethionine conteat, biofogical value {B¥) and net protein wtiiization (BP#}, by bielogical setheds.
The bean gproteins weve ‘thev separafed fn five fryctions according to selubilstyr glufelins, glodulin 61
globuling, aibuming and fectin/protease {nhibitors. The prateds quality of these isolefed fractions was evaluated

he Tin pitre® sethode, detersinating ft: digestibifity, BY and AP, wilh specizl eaphasiz em meftiloning

the gpepsin/pancreatin svstes. The reselts Indicated that the aew cultivar presented an sxcelent protein quality.
It showed digssfibfgiéy superior to etber brazilian cultivars and alse presented higher levele of biesvailabls
sethiopine, cysteine and tyrosine. The profefes of the awteclaved whels beaw flewr possesses BY and #PU superioer
to thgt sbserved fer other brarilian bean varieties, The GLF fractisn, wich constituted 231 of the total greteln,
%35 richer in lysipe and sethionine and aise showed high digestibility after auteclavation. Its B¥ and HRE where
the highest of all the ather autoclaved beaw Fractisns. The gluteling furnished propertionatiy nere bisavailable
yethioaine thap the other profeins, shen treated thersally. The reswlis suggest that the development of varieties
coptaining larger quantities of glefelins and sealler qlobulin 41 contents way yeld beans of superior gprofein

gaaiity.
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I -~ INTRODUCAO

Og feiljtes (Phaseclus vulgaris, L.) s8c as leguminosas
mais consumidas no Brasil. A concentraglo de proteinas da maioria
das variedades no pais varia de 18 a 29% (7.55,178,179,187). Como
pogsul quantidades elevadas de proteinag em relagBo a outros grios,
o feijZc assume expressiva importéncia nutricional, principalmente
para as populagdee de menor poder aguisitivo, concentradas na
periferia das grandes cidades e no meio rural, exatamente as gue
apresentam maiores deficiéncias protéicas e caléricas e onde,
fortuitamente, essa leguminosa tem grande aceltagso.

No entanto, a qualidade e o valor nutritivo das proteinas
do feijdo s8o limitadas por uma gsérie de fatores:

i) & composi¢8So aminoacidica é limitada em aminoéecidos
sulfurados e triptofanc, apegar de conterem quantidades
relativamente elevadas de lisina, que lhes permite complementar ae
proteinas doa cereais na alimentacBio diaria do bragileiro
(101,185,182,187);

i) evidéncias indicam gue 3 biodisponibilidade dos
amincécidos eulfurados n#o supera 58% da metionina total contida
nos grios (7,18,58,58,57, 63,64,131,163,178,187);

iii) essas proteinas tém digestibilidade reduzida, mesmo
aquando compayadas com outras proteinas de origem vegetsal, gaendo que
algung de seus componentes possucn aglBo antinutricional, o¢omo
compostos fendlicos, lectinas e inibidores de enzimas digestivas
{118,165,182,187}.

Pesquisadores brasileiros vem reslizando estudos sobre a

biodisponibilidade da metionina em variedades de feijles cultivadas
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no pals, encontrande percentuais que variam de 28 a 46,8% de
metionina bilodisponivel (7,855,56,178,186).

Recentemente, um nove cultivar brasileiro denominado
“Carioca 80", apresentou um valor bilel6gico superior a 80%,
utilizag8c protéica liguida de 52,2% e biodisponibilidade de
metionina de 58,8%, valores maiores que os encontrados até entéio em
outrog cultivares brasileiros (188). As gquantidades de metionina
disponivel determinadas na variedade foram aparentemente elevadas,
quando comparadas com a concentragio média de metionina obgervada
para 100 linhagens puras de feijbes (38).

0 "Carioca B80" & proveniente do cruzamento de tres
lirhagens de elevada capacidade produtiva, possuindo wum halo
alaranjado que permite diferencis~lo do "Carioca’. No entanto,
apesar dJde n¥e ser levada em conta pelo consumidor, a presenga deste
halc na variedade "Carioca BO" provocava desfgio do produto pelos
compradores/cerealistas. Desenvolveu-se entdo um novo cultivar,
denominado “IAC-Caricca 80 SH", pela retirada da linhagem que
induzia o aparecimento do halo nos gr8os (41).

A8 consequéncias da retirada de uma das linhagens gobre o
valor protéico do nove cultivar ainda n8io foram avaliasdas. O
cultivar constitui-se, no momento, na principal variedsade
disponivel ac consumidor nos estados de 830 Paulo e Minas Gerais,
com boa aceitaglc por parte da populagio.

Este estudo objetivou inicialmente caracterizar o valor
putritivo das proteinas da farinha cozida integral do novo cultivar
"IAC~Carioca f0 SH", através da determinagloc da compoledo
aminoacidica e de par@metros como digestibilidade, valor bilolégico,

gquociente de utilizag8o protéica e biodisponibilidade de metionina,
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determinados por métodos bioldgicos, de forma & avalliar se o valor
protéico do novo cultivar apresenta diferengsas em relagdo ag
cultivar gque o precedeu. Caso s retirada da linhagem resultasse em
obteneg8o de uma variedade com qualidade protéica inferior & de sua
predecessora, cremos que sua producdo deveria ser desaconselhada.

Em =seguida, buscou-ge avallar a gualidade protéica das
diferentes proteinas do feijdio "IAC-Carioca 80 SH". Considerando-se
que as diversas proteinas constituintes do feijiio apresentam
difevengas em relacfo & composicfo aminoacidica, digestibilidade e
biodigponibilidade dos amincacidos egaenciais e, congequentemente,
em relaglo ao seu valor nutritive {100,113,114,165,177,179, 182,
187,1956,200), procedeu-se ao estudo de alguns agpectos da qualidade
dag proteinas isoladas a partir dos gr8@os descorticados do feijho,
de forma a possibilitar compsragSes entre o valor nutricional de
cada uma delas, oconsiderando-se que a proporglo relativa das
diferentes fragdes protéicaa do feijfco ird determinar a gusalidade
nutricional das proteinas totais da variedade (104).

A determinacBo da digestibilidade por métodos in vitro e
a an&lise da composiciio aminocacidica, com enfoque egpecial sobre A
quantidade de metionina biodisponivel, serviram de base para ©
ciéloulo do valor biclégico e da utilizacBio protéica ligquida de cads
uma das fragdBes protéicas obtidas.

A velocidade e a extensfic da liberag8o de eamincdcidos
pelas proteases s8o provavelmente responsiveis pela gualidade
autricional caracteristica das fragSes protéicas dos felijGes (78).
Consequentemente, buscou-se obter informagBes acerca de eventuails
diferencas existentes entre as mesmas guanto & libveraglc do

aminocécido, de forma a identificar aual{is) dentre elas seriam
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regponsaveis pela libera¢8o de malores quantidades de metionina
potencisimente disponivel para utilizag8o bioldgica, através da
determinac8ic dae concentragles presentes nas Iragles protéicss
igoladas, bem como da medida da extenslBic da liberaglc de metionine
ac longo do processo de digest8o enzimédtica das meemas, antes e
apba tratamento térmico.

As informacdes cobildas nesta pesguisa poderfio contribuir
para o desenvolvimento de novos cultivares, que contenham em seus
grios quantidades proporcionalmente malores de proteinasg que
sontribuam com mals metionina potencialmente biodisponivel e,
portanto, com qualidade protéica superior as variedades existeuntes,

neneficiando assim amplas camadas da populagfio brasileira e latino-

smericans.
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I — REVISAO BIBILIOGRATFILICA

As leguminosas s8o amplamente cultivadas e consumidas em
todo o mundo. Dependendo das condi¢Bes climéticas de cada Area,
certos tipos tornaram-se predominantes em relacfo a outros. Na
América Latina, o8 feijdes sBo as leguminosas mais consumidas,
fornecendo gquantidades significativas de proteinas, oalorias e
sutros nutrientes para as dietas de populagdes de regiles onde
geralmente predominam a subnutrigdo e a desnutrigio {71,187). Um
levantamento realizado pela FAO em 1988, mostrou que a produgdo de
feijBes correspondia a aproximadamente 27% da produglo mundial
total de leguminosas (76).

Recentemente, HOSFIELD (93) compilou os resultadeos da
pesquisa realizada pele Centro Internacional de Agricultura
Tropical- CIAT, sobre a produglo € 0 consumo per capita aparente de
feijdo na América Latina na década de 198G, Eles mostram que apesar
do Brasil ter produzide 55% do total de feijBo da regléo no
periodo, foli o terceiro pais em quantidade consumida por iandividuo
{20,1 Kg/per capita), atrés do Paraguai e da Nicarégua (24,3 e 23,8
Kg/per capita, respectivamente).

Observa~se a ocorréncia de grandes variagdes na ingestio
de feijfoc de regilic para regific e mesmo dentro de um tnico pais. Ho
Brasil, certas éreas rurais do Nordeste podem apresentar um consumo
nédic diério de 200g, wmuitc superior & média nacional (39).
Percebe-se, portanto, a importincia do feijdo para & nubtriedc no
pais, podendo chegar a suprir, em certas regides, até 30% da
ingestfic protéica per capita do brasileiro (33}, ou fornecer em

torno de 27 a 31% dos requerimentos diarios de proteinas, para uma



parcela significativa de sua populagdo (70).

BRESSANI (23) ocbserva que além de sumentar a gquantidade
de proteinag na refeigdo, os feijdes contribuem pars melhorar em
torno de B0 a 7T0% a gualidade das proteinas da dieta. Isto porque
a8 proteinas de feijBo s&o ricas em lisins, complementando as
proteinas dos cereais, como arroz ou milho, ssbidamente deflcientes
deste aminocdcido. O fatc confere aocs feijbes wuma importéncia
autricional excepcional, principalmente quando se considera a baixa
ingestio de alimentos protéicos pela populac8o de baixa renda, para
quem esta leguminosa se constitui em alimento didrio.

0 conhecimento acerca da composig8o protéicsa das
diferenteg variedades, da natureza de suas proteinas e de suas
propriedades nutricionais e antinutricionais assume relevancia
quando consideramos a contribuigfio dos feijdesz para o estado
nutricional de grande parte da populagic brasileira e

latinoamericana.

2.1 - DESCRICAO DAS PROTEINAS DE FE1JAQG

As proteinas do gr8c de feijio sAo classificadas em
albuminas, globulinas, glutelinasg e prolaminas, com base na
aolubilidade (165,202), Geralmente, as albuminas, glutelinas e
prolsminas possuem maior valor bloldégico que as globulinag. poy
conterem maior guantidade de aminodcidos sulfurados (14,187,202).

As proteinas de feiides s8o constituidas por dols tipos:
metabélicans e de reserva. As primeiras. englobam tanto enzimas
responsdveis pela atividade celular normal, como outras profeinag

eatyuturais ligadas a organelas e membranas celulares (165).
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A8 proteinas de reserva constituem fonte de nitrogénio e
carbono para a germinagio. S3c abundantsmente armazenadas nos
corpos protéicos durante o processo de maturacho das sementes e ndo
apregsentam atividade enzimatica. As globulinams, glutelinas e
prolaminas s80, em geral. proteinas de reserva nutricional. Nas
leguminosas predominam as globulinas, enguanto nos cereais observa-
ge que a maioria das proteinas podem ser clasaificadas como
prolaminas e glutelinas (105,202}.

Ao contréric, as albuminas s8o, principalmente, enzimas e
proteinas ligadae ao metabolismo celular, como as lectinas e alguns
inibidores de protesses, que parecem estar presentes no grio  para
inibir a scfio de predadores, constituindo uma espécie de defesa do
vegetal contra as adversidades do meio (165,181,182,202).

As ' proteinas do tipo globulina constituem maloria no
feijBc, ac passo que asg albuminas estic presentes em menores
guantidades. Juntas, representam até B0X do nitrogénio total dos
gréos. A proporg8o entre globulinas e slbuminas varis com o tipo de
feijfio; dados relativoe a diversos tipos de feijBo mostram gue asa
primeiras representam de 46 a B81% das proteinas, enguanto as
albuminas correspondem entre 15 a 31% do total (165). Estudo
realizado por SGARBIERI & GALEAZZI (188) envolvendo 55 variedades
de feijles cultivados no Brasil, demonstrou Jue a raznbo
globulinas/albuminas variou de 1,00 a 3,31 e gque, em termos médios,
as globulinas representaram em torno de 48% do nitrogénic total
extraido, enquanto as albuminas corresponderam a 21% deste total.

Az glcobulinas est#o armazenadas em organelas denominadas
corpog protéices, estruturas circundadas por membrana lipoprotélca

s constituidas por 70 a B0% de proteinas, cerca de 10X% de fitatos,

10



cétions, &cidos nucléicos e concentragles variavels de oxalatos,
carbolidratos (exceto amido), lipidios e tocoferdéis. Durante o
processo de maturscio da semente, observa-se um aumentc progressivo
na asintese das proteinas de reserva, previamente glicosiladas no
aparelho de Golgli e secretadas nos vaclholos ou vesiculas
endoplasmiticas, formando aggim o8 corpos protéicos
(46,61,153,1982,183). As globulinas s8io classificadas em dois tipos,
em funcBo do sgeun coeficiente de sedimentac8Bo: globulinag 75 e
globulinas 118 (202).

A principal proteina do feijlio € a globulina Gy, ou
faseolina, que apresenta coeficliente de sedimentac8o 78 @
corresponde entre 40 a 50% do total das proteinas contidas nos
cotilédones do gré&o maduro (19,124,165). Em geral, mostiram-se mals
ricas em aminodcidos sulfurados que as globulinas com coeficiente
de sedimentacfo 115. A Globulina Gl do feijBo é composta por trés
tipos de subunidades, com pescs moleculares gue variam de 43000 a
53000 daltons (202).

Qutras globulinas estlo presentes noe cotilédones, ainda
que em menores proporgdes. A legumina, composta por seis sub-
unidades de 50.000 a 60.000 daltons cada ¢ com coeficiente de
sedimentacfo préxime a 118. Embora se constitua na principal
proteina de reserva da maioria das leguminosas, como a glicinina da
soja, eetd presente nos feijfes em menor quantidade. E pobre em
amincécidos sulfurados e rica em leucina, glicina e amidas.
Globulinas menores também foram iscladas e suas propriedades e
caracteristicas sfo ainda desconhecidas (42,202,203).

As glutelinas e prolaminas do trigo constituem um grupo

de proteinas de composicio aminoacidics similar, particularmente
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ricas em prolina e aminodcidos sulfurados. Em torno de 30 & 40 % de
geus residucs aminoascidicos sfio constituidos por aminoécidoes com
cadeias laterais hidrofébicas. A principal diferenga entre elas
congiste no fato de gue as prolaminas gBo proteinas congtituidas
por cadeilas polipeptidicas lineares, soluveis em dlcool, enguanto
as glutelinas ofo moléculas compoetas por agregados protéicos de
alte peso molecular, compostos por seis subunidades interligadas
por pontes dissulfeto, soliveis em &lcalis (127).

Atualmente, congidera-se que as glutelinas & prolaminas
s80 proteinas eguivalentes. Estudos realizados com as glutelinas do
trigo constataram que a maioria de suas subunidades, gquando
liberadas pela ruptura das pontes dissulfeto, mostraram-se aolaveis
em alecool, como as prolaminas. A estrutura primaria. as
concentraches de glutamina e prolina e a estrutura dos genes das
gubunidades das glutelinas e das prolaminas do trigo, a8o
igualmente semelhantes (127.,202).

Ag glutelinas constituem em torno de 35-40% das protelnas
do milho e do trigo, e 80% das proteinasg do arroz, estas Gltimas
similares as glutelinas das leguminosas, compostas de maneira
semelhante por subunidades, interligadas por pontes diggulfeto
{202). Estude de LANFER-MARQUEZ & LAJOLO (1313) estimou que as
glutelinag e prolaminas contribuem, respectivamente, com 22,4 e 1,7
% das proteinas totais do feijfo "Carioca BO”,

As lectinas formam nos feijdes um complexo sistema de
glicoproteinas com propriedades eritro- e levcoagiutinantes, de
intensidade variével. Podem apresentar atividade mitogénica,
produzindo alteraces morfolégicas nos tecidos pels indugdo da

seeleranho do proaesso de divisdo celulsr. S80 portanto

12



!
H
H
i
H
H

responssyeis pels elevada toxicidade apresentada relos gri3os crus
de feijBes. Constituem cerca de 10% do total de proteinasz das
sementes, sendo dols tercgos deste total composto por lectinas.
Embora possam ser encontradas nas folhas em pequenas quantidades,
aBo armazenadas principalmente nos cotilédones dos gr8os, dentro e
fora dos corpos protéicos. SBo também lectinas algumas proteinas
estruturais das membranas destas organelas (87,182).

Fora dos corpos protéicos, estlo presentes Iintmeras
proteinas envolvidas no wmetabolismo do vegetal e ligualmente
importantes do ponto de vista nutricional: enzimas diversas=,
inibidores de enzimas digestivas, algumss lectinas e também oligo-
e polipeptideos de baixo peso molecular. Dentre estas, o
inibidores de enzimas digestivas se destacam por serem um dos
fatores responsaveis pela baixa digestibilidade apresentada pelos
feijBes, © aue limita seu valor nutritivo. S&8c de dols tipos
principais: o8 inibidores de alfa-amilases e os inibidores de
enzimas proteoliticas (1BZ).

As proteinas inibidoras de alfa-amilases estio presentes
nos feijBes em quantidades variadas. Pesguisadores brasileiros vem
estudando inibidores de amilases presentes em espécies de felijles
cultivadas no pais (87,112,132,179,196). Observa-sge, no entanto,
que ha pouco conhecimento acerca dos inibidores de alfa-amilases
presentes nos feijBes, bem como de sua verdadeira importincia
nutricional (166,173).

Da  inibidores de tripsina e quimotripsina concentram-se
nos grios, embora pogsam ser encontrados na folha do vegetal. HEm
geral, estas proteinas apresentam baixa gqualldade nutricional em

funcBo de sua composicdo aminoacidica extremamente limitada, oom
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gquantidades reduzidas de metionina, fenilalanina, tirosina e

triptofane. B3 particularmente resistentes A desnaturacdc, sendo
que alguns podem apresentar atividade mista, inibindo tanto a
tripsina como a quimotripsina (165,182, 187). Estudos revelaram que
o8  inibidores de proteases encontrados nog feiifes s8c muito
seme lhantes aos presentes na soja (181,208).

SGARBIERI & GALEAZZI (188) concluiram apds analisarem 55
variedades de feijlies gque a frag8o albumina apresenta maior
atividade antitriptica ague a fraglo globulina, e que snguanto a
fragio albumina tem maior ag8o inibidora sobre a quimotripsina, as
globulinas tém maior a¢do sobre a tripaina.

As divergas variedades de Ph. vulgaris apresentam grande
variabilidade e complexidade entre suas frag¢des protéicas. SATHE et
al. {(185) destacam gue, a despeitoc dos progressos alcangados na
drea da quimica estrutural, muito pouco se conhece acerca das
proteinas dos feljles:

i} suas proteinas nao foram ainda totalmente
sequenciadasa;

ii) ainda n8o foi conhecida a base biloguimica que
explicaria a grande diversidade existente entre as variedades e,

iii} o desconhecimento da compeosigfio deos m—RNA envolvidos
na sintese protéica dificulta a realiza¢lSo de melhoramentos

gendticos para aumentar a gualidade nutricional de suas proteinas.

2.2. VALOR NUTRITIVO DAS PROTEINAS DE FEIJRO

O feijfiea sio considerados boa fonte protéice am fTunglo

de sus quantidade elevada de protelnas em relaglio aos demais grios.
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A qualidade de suas proteinas. no entanto, ndo ¢ satisfatdHria.

2.2,1., Teor protéico

08 resultados obtidos por diferentes pesquisadores gque
determinaram o bLeor protéico dos feijBesm, apresentam grandes
variagles, incluaive dentro de uma mesma variedade. Estas
diferengas podem resultar do emprego de técnicas distintas de
determinag8o, mas podem também refletir variaaﬁes na oomposigdo
quimica em fung8o de fatores ambilentais, como a localizscHo
geografica, o grau de maturagBo em que o feijdo foi colhido ou  as
condigBes e o tempo de armazenamento. Diferengas no teor protéico
ocorrem mesmo entre gr8os individuais com relagfo a sua pogigHo na
planta: aquelas colhidas na porglio superior do vegetal apresentam
um teor proiéico 18% menor, em média, gue as colhidas nos nodos
inferiores (185,185,200).

DE MORAES & ANGELUCCI (37) determinaram o teor protéico
dag 12 variedades de feij8o maig comumente cultivadas no Brasil,
encontrando ums  variagloc de 21,5 a 28,3%, 0 gue representa uma
concentracBo média de 25% de proteinas nos gr8os. SGARBIERI &
GALEAZZI (188) calcularam ume concentragio média de 28,5% de
proteina, nss 55 variedades analisadas.

Recentemente, SGARBIERI (187) compilou os dados obtidos
por nove diferentes pesquisadores, no Brasil e no exterior,
totalizando 51 variedades de feijBes. O teor protéico variou de 18
8 29% . As variedadegs “Pirat8”, “Iguacu” e “Goiano Prescoce”
continham teor bprotéicoc superior a 27%, enquanto as variedades

“Preto”, “Roxinho"” e TBico de Quro”, muito consumidas no pais,

18



i
;
H
£
i
i
i

apregentaram os menores teores, proximos a 21%. "Jalo”, "Cariocs” e
“Mulatinho” continham entre 23 e 26% de proteinas.

Deve-se galientar gque muitos dos cultivares analisados
s%0 provenientes de pesguisag agronfmicas que visam melhorar a
produtividade ou o valor nutritivo dos gr8cs, incluindo-se al a

produclio de wvariedades com maior guentidade de proteinas.

2.2.2. Composig8o aminoacidica

As proteinas de feijlo sfc sabidamente limitadas em
aminoécidos sulfurados e itriptofano, ricas em lisina e, muitas
vezes, em treonina e fenila alanina, c¢onforme demonstram os
resultadoa de diversos estudos (11,14,37,71,?2,99,100,101,104,109,
165, 179,182,187,188).

Estudos de KANAMORI et al. (108} sobre a composigdo
aminoacidica das proteinas de duas variedadss de feijfc ocultivadas
em Burma e no México, mostraram gue os teores de lisina, leucina e
aminoacidog aromadticos totais encontrados superavam o© padrio
FAQ/WHO 1973. Por outro lado, suas proteinas eram particularmente
limitadas em metionina, triptofanoe e treonina e, em  menor

proporgio, também em valina.

TANDON et al. {(185) determinaram a compogigdo
aminocacidica em 25 variedades de feijBo com importéncia nutricional
na América Central. Verificaram que a concentracfio de lisina era
elevada em todos o8 cocultivares e que, da mepma forma, todos
continham quantidades reduzidas de metionina e triptofano, cujas
concentractes variavam de 0,80 a 1,39 g ¥ @ de 0,56 a 0,84 & %,

regpectlivanente.
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A composigdo aminoacidica de 12 variedades cultivadas no
Brasil foli determinada por DE MORAES & ARGELUCCI (37). Conciuiram,
por comparacfo com o padrdo FAO/WHO 1873, que estes cultivares sfo
ricoe em lisina e treonina e limitados em metionina, triptofano,
leucina, isoleucina e valina,

TOBIN & CARPENTER (200) compararam o8 dados sobre
composicBo aminoacidica das protelnas de feijbes, obtidos por BH1
pesquisadores, com o padrfo FAQ/WHO 1973. Constatataram gue o8
feijdes em geral contém excesso de lisina e a8o particularmende
deficientes em aminofcidos sulfurados. No entanto, concluiram gue
outras deficiéncias aminocacidicas, regularmente observadas, n&o
al0, aparentemente, de relevéncia nutricional, c¢om base na
constatacic de gque a simples adig¢8o de metionina é sufliciente para
elevar os valores do guociente de eficiéncis protéica (ou "Frotein
Efficiency Ratio"—-PER) e da utilizag8Bo protéica liguida (ou 'Net
Protein Utilization™NPU} de maneira gatisfatoria, a despeito da
digestibilidade reduzida. Da mesma forma, suvas proteinas nao
apresentam resposta significativa perante suplementagfo com outros
aminodcidos, ainda gue com triptofano, que é o segundo amincécido

limitante.

2.2.3. Digestibillidade

Estudos levados a Ltermo com ratos em  crescimento,
alimentados com feijBes coris, tem invariavelmente como resultado a
ocorréncia de poucoc ou nenhum crescimento, além de elevada
mortalidade entre os animais, em consequéncia da presenga now grios

de fatores toxicos e antimutricionais. Paralelamente, a reduzida
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digestibilidade das proteinas desta  leguminosa  influencia
negativamente o seu valor nutritivo.

TOBIN & CARPENTER (200) e SATHE et al. (165) relacionaram
os resultados de varios estudos sobre a qualidade protéica de
feijBes cozidos, realizados ocom animais em orescimento. s
primeiros observaram que & digestibilidade & de 77% em média,
variando de 70 a 85%, inferior & de ocutras leguminosas e da maioria
dos alimentos vegetais, que apresentam digestiblilidade média de
80% .

Eatudos aobre a digestibilidade dos gr#ios cozidos de
cultivares bragileiros de feij8o apresentam, no entanto, valores
inferiores, ou selja. wna variag#o de B2 a TT%

(7,38,47,56,114,115,177, 178,179,180,184,187).

Embora raros,., experimentos realizados em humanos tem
tido resultados semelhantes aqueles obtidos com animais em
crescimento: a digestibilidade aparente variou de 48.6 a8 82,1%,
guando feijdes cozidos suplementados com 3,.5% de metioninag
constituiam & tnica fonte protéics da dieta oferecida saos 12
adultos participantes do estudo {24).

Diversas hipéteses tem sido formuladas para explicar a
preduzida digestibilidade dos feljdes cozidos, destacando-se:

i} presengs residual de inibidores de proteases: slguns
destes inibidores mostram-se resistentes & desnaturaglo térmica
(55,98,144,158,175,178,180,182.187). A farinha integral e a fragio
de albuminas do cultivar Rosinha (p apresentam Dbaixa
digestibilidade primariamente atribuida & presenca de quantidades
elevadas de wn inibidor de tripeina a guimotripeinsa,

particularmente resistente aoc calor (45,113,178);
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ii) presenca de proteinas registentes a4 agdo enzimiAtica:r
SEIDL et al.{175) isolaram de uma variedade de feijdo uma globulina
extremnasmente registente 4 hidrdlise enzimadtica, mesmo apds
desnaturacic por uréia ou calor, concluindo que ela deveria ser
responsavel pela reduzida digestibilidade da proteina total dog
griics. A resisténcia ao ataque enzimdtino apresentada por esta
globulina foi atribuida & sua conformaciic especifica: uma molécula
extremsmente compactada, o que dificultaria o pleno acesso das
enzimas a seus sitios especificos de ataque hidrolitico. Tratamento
térmico dréstice ou utilizag8oc de reagentes capazes de romper as
ligacSes dissulfidicas aumentaram substanclalmente a probeblise.
Com efeito, ROMERO & RYAN (182) identificaram na Globulina Gl,
quando em seu estado native, a existéncla de um  nimero
relativamente grande de peptideos com alto peso molecular @
resistentes & digestlo enzimética;

ii} agdo de substéncias néo-protéicas: gitios
hidroliticos das proteinas podem ser blogueados pela formagdo de
certos tipos de ligagBes quimicas entre aminodcidos de cadelas
laterais e compostos normalmente presentes nos grios, como taninos,
aghcares redutores, aldeidos & cetonas em geral, alguns componentes
da fibpra dietética, substidncias como fitatos e algung lons
metalicoa {4,24,25,97,143,144,1567,161,162,175,177,179,180,182,189).

A presenga de taninos reduz a digestibilidade in vitro
das proteinas de feijBo (4,182). Por serem relativamente estivels
ac tratamentoc térmico, os polifendis contribuem decisivamente para
que as proteinas dos feijBes apresentem digestibilidade in vitro
reduzida, por formarem com elas complexos insoliveis menos

susceptiveis & ag8o enzimstica, mesmo apas a cocedo da leguminosa
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{144,157). Sob este aspecto, a globulina Gl parece ser & mails
afetada dentre as proteinas dos feljles (162).

As cascas dos grios apresentam menor digestibilidade que
o feijdoc integral e seu endosperma, provavelmente em fune¢So de
conterem guantidades relativamente elevadas de componentes
fenolicos. Alimentos prepavados a partir de feijBes descascados
apregentam maior digestibilidade, sendc mais recomendadog para
programas de alimentag8o infantil. como & merenda escolar (897).
Alguns eatudos tém mostrado uma correlagBo inverea anbre &
pigmentacdo dos feijbes e sua digestibilidade (25,87).

LANFER-MARQUEZ & LAJOLG {115}, egtudando a
digestibilidade da globulina Gl 2 das albuminas de feijdo,
sugeriram qgue a concentrag8o elevada de glicides nestas fragbes
poderia induzir reagles de condensacio carbonil-samina, resultands
na formacdoc de estruturas ndo digeriveis pelas enzimas digestivas.
Egtes aubores obssrvaram gue O8 animais alimentados ocom feljéo
integral apresentaram excreclo elevada de nitrogénio fecal
{aprozimadamente o dobro da excrecio obmervada nos que receberam
dieta de caseina), contribuindc assim para que as proteinas de
feijfio tivessem um aproveltamento nutricional reduzido.

Referéncias tém aside feitas & influéncia de alguns
componentes da fibra dietética, particularmente das fibras
saltveis. sobre a digestibilidade das proteinas de feijdo. Existem
avidéncias de que elas promovem, em ratos, um aumento gignificativo
e sxrrecio fecal de nitrogénio com conseguente redugciio na
digestibilidade da proteina {115,143, 144).

Cosrentemente, DE ANGELIS & OROZCO (34), a partir de um

estudo realizado com homens de 19 a 21 anos, congtataram uma
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diminuic8c na digestibilidade da proteina, bem como reduglo no
balango de célcio e zinco, quando os individuos receberam dietas
compostas basicamente por arroz e fellla, esuplementadas oom
alimentos de origem vegetal, sabidamente ricos em componentes
soluveis da fibra dietética. Com base nestes resultados, os autores
sugeriram o reestudo das recomendages de nutrientes para dietas
que contenham feijio.

Ainda que haja referéncias aos fitatoe como componentes
dos feijSes, passiveis de sofrerem interacles com proteinas e assim
reduzirem sua digestibilidade {161,185}, aatudos recentes
concluiram <que a quantidade de fitatos presente noe feijtes nd8o é
auficiente para interferir na digestibilidade das proteinas (43).

O tratamento térmico results em melhoria do wvalor
autritivo dos feijfes, pois aumenta a digestibilidede de suas
proteinas. No entanto, esta melhoria & condicionada por fatores
somo temperatura, tempo de cocgdo e condicBes de armazenamento,
dentre outros.

A cocclo dos feijdes promove um aumento significativo na
digestibilidade de guas proteinag, condicionado tanto pela
temperatura e tempo de cozimento, como pela umidade da amostra
{(898). LANFER-MARQUEZ & LAJOLO (113) conatataram um avmento
gignificativo na digestibilidade protéica in vitro apHs tratamento
dos feiiBes por 30 minutos a 1219C. Os valores de 17 a 40% de
digestibilidade, apresentados pelos feijles cria, aumentaram pPara
88 a 72% apbes a cocglo.

Apds considerarem AL congequiénclag gobre B
digestibilidade de diferentes tipos de tratamentos térmicos

aplicados em feljbes, BRENES et al. (22) rscomendaram que o8 grios
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sejam previamente imersos em &gua, pelo periodo de uma noite, o que
permitird a cocgBo em condigles wais brandas. Afirmam que a cocgdo
a 1219¢, por 10 a 30 mnminutos, €& suficiente para Qque a
digestibilidade e o valor nutritivo das proteinas sejam elevados ao
méximo: e que a cocgBo caselra (por 4 horas e sem panela de
press8o) tem efeito similar a antoclevagem, mas nfo inativa
sompletamente os fatores antinutricionais.

A principal proteina do feij#o, a globulina Gi, mostra-se
registente a hidrdlise in wvitro pelas pepsina, tripsina a
quimotripsina, quando em seu estado native. Estudos de VAINTRAUB et
gl. (204,205%) demonstraram Jue apenas 2.4 e 1b%X dsas ligac¢les
peptidicas da globulina Gl sio rompidas, respectivamente, pela
pepsina & tripsina. A maior parte da molécula permanece intacta @ ©
pesos moleculares dos produtos de degradagﬁo;variam de 22.000 a
30.000 daltons {(44,120). NIBLSEN et al. (145} sugeriram que a
clivagem pelas endopeptlidases ocorreria em um ponte central da
superficie externs das sub-unidades da globulina Gl, onde se
concentram residuos hidrofilicos da molécula, mais susceptiveis ao
ataque enzimdtico.

0 tratamento térmico resulta em aumento expressivo na
digestibilidade da globulina G1 (44,120,162). Aparentemente, induz
ao rompimento das estruturas terciaria e quaternaria da proteina,
sem causar, no entanto, alteragdes significativas em sua egtrutura
secundaria; o bastante, porém, para permitir maior exposicdo de sua
porg&o hidrofilica ac meio aquoso, ceriando condi¢fes para gue 8e€
verifigue um aumento significativo na agéo enzimatica (43). Com
efeito, LIENER & THOMPSON (120} demonstraram que O &rau de

hidrélise da proteina tratads termicamente & @memelhante =#s0 da
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caseina, quando hidrolisada pela tripsina ou gquimotripsina, e
superior ao da caseina, quando tratada pela pepsina.

Da mesma forma, a digestibilidade in vitro das glutelinas
do feijfic & aumentada expressivamente pelc tratamento térmico
{113).

No entanto, sparentemente, nem todas as proteinas do
feijBo tem sua digestibilidade melhorada pela coceio. Alguns
autores obgervaram que a fragfo de albuminas do feljlo pode ter sua
digestibilidade reduzida pelo tratamento térmico., provavelmente em
funcio da ocorréncia de interagles proteina-proteina induzidas pelo
calor, gque levariam & formagHo de agregados protéicos de alto peso
molecular, n8o digeriveis pelas proteases (45,113}. Com efeito,
LANFER-MARQUEZ & LAJOLO (113) constataram que os residuoa da
digestfio da fragdo autoclavada de albuminas, pels sistensa pepsina-~
pancreatina, continham peptideos com pesos moleculares elevados,
variando de 14.000 a 20.000 daltons.

Entretanto, parece haver alguma controvérsia a respelto,
uma ver que outros pesgquisadores obgervaram sumnento ne
digestibilidade de albuminas extraidas de diferentes feljles apds
tratamento térmico das fragles (7,168).

A hidrdlise enzimética das ligaeSes peptidicas pode ser
descrita pela equaglo de Michaelis-Mentem, geguindo o modelo
cinético de reacBo de pseudo-primeira-ordem (84).

Alguns estudos demonstiraram gue a liberacdo de peptlidios
das proteinas de feijdes cal drasticamente aple &8 & primeiras

horas da digestlo proteolitica in vitro (160,183).
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2 2. 4. Biodisponibilidade dos aminodcidos sulfurados

Além da redusida digestibilidade e da deficiénclia em
aminoacidos sulfurados e +triptofano, as proteinas de {felijdoc
apresentam Lambém baixa biodisponibilidade de aminoécidos
sulfurados, particularmente metioninag, o} que contribul
decisivamente para seu baixo valor nutritivo.

A Tbiodisponibilidade dos amino&cidos sulfurados em
proteinas de feijdes é limitada por uma aérie de fatores, dentre og
guais destaca—se a presenca nos gréos de intmeras substéncias com
natureza antinutricional, como inibidores de proteases, polifendis,
fitatos e lectinas, dentre outros. As proteinas podem interagir com
varios componentes do proéprio gr8c durante 08 Pprocessos de
egtocagem e Pprocessamento, bem como com componentes de natureza
semelhante contidos em outros alimentos durante a digestiio, como
lipidios = seus produtos de oxidagBo, éacide fitico e seus sais, ¢
diverscs minerais. Consequentemente, pode ocorrer a formacio de
complexos n#o assimiléveis pelo organismo OU mesms a destrulclo de
seus aminocdcidos, em graus varidveis, reduzindo assim a uwtilizacgdo
de suas proteinas (118,165,182,187).

A biodisponibilidade dos amincécidos sulfurados £m
proteinas de feljao pode também ser diminuida em funcio de fatores
como tempo e condictes de armazenamento (7,27,54).

A presenga de agentes oxidantes pode contribuir para a
reducio da biodisponibilidade dog aminodcidos sulfurados, os quais
podem interagir com produtos de axidacio de ilipidios
poliinasaturados. A armazenagem em condigten de umidade elevada

estimula a formag8o de compostos como perdHxidos de linoleske nos
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gréos, aque podem reagir com o grupo metionil e, congequentemente,
levarem a formag8o de compostos carbonila, resultantss da
degradacfdo dos peréxidos, como também em perdas das quentidades de
metionina disponivel nos grBos (187).

Isto ocorre porque a metionina nos alimentos € facilmente
oxidada a um mondxido, o sulféxido de metionina {Met~0), e A partir
deate composto, ante a presenga de oxidantes wmalg fortes, &
novamente oxidada ao diéxido correspondente, a metionina sulfons
{103,126). Esta oxidacdo a suliona é essencialmente irreversivel,
ao contrario do gue ss observa em relagfoc ao Met-0 que, em certos
casos, pode ser reduzido a metionina (28). A metionina sulfona n&o
& utilizada biclogicamente (33,146,148).

o sulféxido de metionina encontra-se presente nos
alimentos s concentracBes varifdvels. A tranatormaclo néo
enzimdtica doa residuos de metionina dos alimentos em Met-0 pode
ocorrer, de forma limitada, sob a agdo de processos oxidativos
brandosa durante o© transporte, estocagem e processamento dos
alimentos, bem como nos processos de extrag8o e modificacglo de
alimentos nio convencionsais (33,126,147 ,1G7).

Esta oxidacBo estd diretamente relacionads com a perda da
atividade biolégica das proteinas, pela reducdo da
hiodisponibilidade de metionina, particularmente nos alimentos e
proteinas onde esse amincécido essencial é& limitante
(26,28,33,58,134, 148} .

cuQ et al. (33) trataram leite com peréxido de hidrogénio
e obgervaram que aproximadamente 51% dos residucs de metionina
presentes em suas proteinas foram oxidados a Met—-0, o gue resultou

em redugBo de 30% na biodigponibilidade da metionina, guando
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determinada a partir de digest8c enzimética in vitro.

ELLINGER & PALMER (58) obeervaram aque a utilizagBo
ligquida das proteinas da caseina foi reduzida consideravelmente
apts tratemento com perdxido de hidrogénic, em parte devido & menor
digestibilidade da caseina oxidada, mas também em funedo da
pregenga de “peptideos n8o disponiveis” contendo sulféxido de
metionina.

FORD & SHORROCK (79) demonstraram gque e¢stes peptidios
podem ser parcialmente absorvidos, mas s8o excretados na urina.
Outros autores confirmaram que a formacg#o de sulféxido de metionina
em uma proteina resulta na redugdo da liberagdo de metionina por
hidrdlise enzimatica, de forma inverssmente proporcional &
concentragio de Met~0 presente, provavelmente em funcBo da
incapacidade  das enzlmas em romper ligacGes de residucs onde o

sulféxido tenha sido formado (33).

A biodisponibilidade do Met-0 & incerta & controverss
{126,148 ,207). Alguns estudos demonstram gque O sulféuwido de
metionina, em sua forma livre, € utilizade bioldgicamente pelos
ratos em proporglo variavel, relacionada com a idade do animal. E
indisponivel nutricionalmente durante o periodo de aleitamento e
muito pouco utilizmado durante os primeiros dezessete dias apds o©
desmame, conforme mostram oS ensalos de curto termo realizados por
MILLER et al. {138). Da mesma forma, o resultados de CHANG et al.
(29) confirmam as observagfes de que o Het-C ndo & wutillizado de
forma significativa por ratos em cregeimento, especiaimente no
periocdo em que s&o normalmente empregados nos ensalos bioldgicos de

avaliag8o da qualidade protéica.
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A utilizagBc do Met-0 aumenta com o crescimento do
animal, melhorando quando adulto (29,1386,137,138,146), gquandoc pode
apresentar atividade bioldgica equivalente & aproximadamente 66%
da L-metionina , segundo determinacio de ANDERSON ef al. (8) em
ratos, ou variando de 52 a 82% de acordo com EKUSMICKY et al. (111),
que considersm para a avaliagBio da wutilizac#o biolégica por
frangos, as tres formas de sulféxido de metionina gque poderiam
sstar presentes nos alimentos (L-, D~ & D,L-Met-0}.

MILLER et al. (137) sugerem, no entanto, aue esse asumento
na utilizacdo poderia ser consequéncia da adaptagBo dos animais &
dieta experimental, em fungiio da longe duragdo de alguns destes
astudos e, possivelmente, dag carscterisgticas das dietas
formuladas, que poderSio conter quantidades exceasivas do composto,
muitas vezes superiores as quantidades usualmente presentes nos
alimentos. Foram identificadas em wmicrorganismos e em alguns
tecidos animais dois sistemas distintos, capazes de reduzir o Met-O
a metionina; entretanto, nBo existem evidéncias de suas existéncila
em humanos (26).

Parece que hoje j& se tem estabelecido que a oxidagio da
metionina a Met-0O n8c € a causa principal da indisponibilidade
nutricional do aminodcido (6,44,45,56,60,115,120,140,168, 182, 187).
4 metionina é particularmente muito egtével perante ag condigles
passiveis de oxidag80 nos processos industriais umuais & portanto,
a formacdo do sulfoxido tende a ser bastante reduzida.

Particularmente sm relacHio Aas leguminosas., onde a
netionina € o aminoicido limitante, é importantante considerar que

aata indismponibilidade esnta fundamentalmente relacionads com:
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i) a existéncia de estruturas compsctas, em suss
proteinas, gque sio resistentes & aglo proteclitica;

ii} a presenca reasidual nog gr8os processados de
inikidores de proteases, afetando a digestibilidade e,
conseguentemente, a liberacfo enzimdtica do aminodcide, e

iii}) a presenga residual de fitchemaglubininas ativas,
que podemn aumentar a exoregloc de nitrogénio endbgeno. Em
consequéncia de ruptura das células do epitélio intestinal, pode
ocorrer perda acentuada de nitrogénio enddégenc paralelamente a uma
desordem generalizada no intercambio de nutrientes, resultando em
reduciio na eficiéncia do processo de retenpdo metabllica dos
aminodcidos (38,55,106,184,187)

Poucos estudos tém sido publicados acerca dos efeitos da
temperatura e do tempo de cocg80 do feijdo sobre a
biodisponibilidade deos aminoécidos gulfurados contidos em  guas
proteinas. Sabe-se gue a cisteina néo regigte a tratamentos
térmicos moderados &, consequentemente, sua destruigfo implica em
comprometimento parcial da wmetionina disponivel, j& escassa no
gr8o, que & desviads metabolicamente em funcéo da necessidade de se
produzir cisteina, agravando a deficiéncis do primeiro aminobcido
(107,187,200).

Por outro lado, sabe-se que o tratamento térmico reduz
significativamente a gquantidade de lisina disponivel nas proteinas
dos grios, em consequéncia da ocorréncia de reaglo de Maillard,
reaultando no blogquelo de grupamentos aminolaterais por compostos
da  tipo carbonil, formados durante a oxidacio das gorduras ou Ccom
grupos carboxilicos livres de aminoécidos como os &cidoe glutémico

ou agpartico (55,86,182).
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FORD & SALTER (78) werificaram que o tratamento térmico
rem efeito marcante sobre a bilodisponibilidade dos amincicidos
sulfurados, influenciande sua liberagdo enzimatica in vitreo, de
forma especifica, em cada uma das fragles de proteina de peixe
estudadas. Os diferentes sistemas enzimaticos testados apregentaram
resultados semelhantes e, ao mesmo tempo, razofvel correlagfco com
enmaios biolégicos (ratos), microbiclégicos e guimicos. Evidéncias
indicaram que a velocidade e a extens@io da liberag8o de lisina e de
aminndcidos sulfurados in vitro eram, provavelmente, responsbvels
pelo valor biolégice caracteristico de cada fracéo.

Em relacdo aos percentuaie de wmetionina biodisponivel
encontrados em proteinas de feijbes, parsce eatabelecido gue s¢les
n8o ultrapassam o limite de 58% do total, com base na andlise de
resultados obtidos por diversos pesquisadores a partir de ensalos
com animais.

EVANS ef al. (83) constataram que ratos alimentados com
feijdes ocozidos excretavam nas fezes 49% da metionina e 2B da
cisteina ingeridas. Observaram também que para promover um bom
crescimentoc dos animais, a quantidade de metionina necesséria para
suplementagio da proteina de soja era inferior & do feijdo, apesar
dse concentracfes semelhantes deste aminoécido encontradas em ambas
as proteinas. Concluiram, portanto, que 08 aminoacidos da proteina
do feijfio s8o menos utilizados que o8 da proteina da soja. Estes
autores obgervaram a existéncia de estreita correlagdo entre o PER
e a biodisponibilidade dos aminodcidos sulfurados nes proteinas
egtudadas.

Em estudo poeterior, EVANS & BAUER (£84) usaram & técnica

do balango metabélico, 1M ratos, PBYA determinar 2
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biodisponibilidade de metionina no "Navy Bean" (Ph. vulgaris, L.).
Constataram que a metionina adicionada em puplementacdo era
completamente absorvida pelos animais e que a biodisponibilidade da
metionina no feijdo era B80%.

BGGUM et al. (57) determinaram a digeastibilidade
verdadeira de diversos aminocdcidos, em 17 tipos de alimentos, por
balanco metabdlico de 5 dias. Em relagdo & metionina, os valores
encontrados demonstraram que este aminoécido é relativamente bem
sbaorvido em praticamente todos os alimentos testados (de B0 a 98%
de digestibilidade), com excessfo de feijfes enlatados, onde apenas
51% do total ingerido pelos animais era absorvido. Em estudo
gemelhante, SARWAR et al. (183) avalisram a digeastibilidade
verdadeira dogs aminoScidos em 20 alimentos diferentes, constatando,
também, gque a absorcgfio da metionina nos feijdens é a menoyr dentre
todos os alimentos testados. Os valores registrados em felijtes
somuns e na variedade "Pinte” foram, respectivamente, 44 e 45% de
abgorefio da metionina.

McDONOUGH et al. (131) compararam s regressfo da curva de
crescimento de ratos alimentadog com uma dieta padr8c, com a
regressSo obtida a partir do registro do ganho de peso de ratos que
pecebepam outra diets contendc proteinese de 16 tipos de alimentos;
s metionina bilodisponivel fol expressa pervcentualmente em relacdo
ao padrfc. A disponibilidade mostrou-se elevada em todos o8
produtos (88-100%), exceto no feijBo (var. "Pinto"), gue apresentou
em torno de 58 % de metionina biodisponivel.

Os estudos realizados por pesgquisadores brasileiros em
variedades cultivadas no pals, utilizaramn a metodologia

degenvolvida por SGARBIERI et al. (178), baseada na resposgta de
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crescimento dos animais frente & ingest8c de dietas com diferentes
niveis de metionina. Os resultados dos ensaios realizados em quatro
yariedades brasileiras de feljlio, varisram de 28,3 a 40,6% de
metionina biodiesponivel.

ANTUNES & SGARBIERI {7 cometataram uma
biodisponibilidade de 46,3% de metionina nos gr8ocs da variedade
“Roginha G2, observando que este valor decrescia proporcionalmente
com ¢ aumento da temperatura e da umidade do ar durante a
agsbocsgen.

SGARBIERI (177) obsmervou que as vérias fracBes protéicas
do "Rosinha Go" contém diferentes quantidades de metionina
piodisponivel. As globulinas, assim come a farinha integral e o
iscolado protéico total continham gquantidades superiores de
metionina digéponivel que as albuminas extraidas.

SGARBIERI et a&l. (186) determinaram a guantidade de
metionina Dbiodisponivel em 12 varliedades de feijBe por =ensalo
biolégico, encontrando quantidades de metionina biodisponivel que
variavam de 0,23 a 0,77 g/100g de proteina. DURIGAN (55,56) também
determinou o percentual de metionina biodisponivel em 12 variedades
brasileiras de feijSo, encontrando valores que variavam de 23,9 a
40,2% da concentragdio total de metionina presente nos grios.

Em relagBo ao cultivar “"Caricca 807, que precedeu ao
“TAC—-Cariocsa B0 SH”, objeto de estudo neste trabalho, TEZOTC &
SGARRIERI (198) avsliaram em 56,8% o percentual de metioning
biodisponivel, destacando o fato de que este era o malor wvalor

encontrade em cultivares brasileiros, até entdo.
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o o & Utilizag8o das proteinas do feljido

Em conseguéncia da baixa qualidade de sua composiglo
aminoacidica, as proteinas do feijdc possuem. em geral, walor
biologico reduzido, podendo variar de 9,1 a 789%, segundo campilacio
de SGARBIERI (187), ou de 44 a 68%, com valor médio de 64%, segundo
TORIN & CARPENTER (200). Por outro lado, algumas substéncias
presentes nos grécs podem afetar a digestibilidade de suss
proteinas e, consequentemente, &ua wtilizagsa.

Com efeito, os valores de NPU determinados em ensaios
onde o feijdo constitui a utnica fonte de proteina da dieta, 830
inferiores a 50% para a grande maioria dos cultivares estudados.

TOBIN & CARPENTER (200) analisaram 08 dados relativos 3
utilizacgo das proteinas de feijBes, obtides por 28 pasquisadores.
Da valores de PER para os feljdes suplementados foram muito baixos,
e variaram de 0,4 a 1,68. Os valores de NPU foram igualmente
paixos, em tornc de 46%, em média, com variagl8o de 38 a 53%. A
guplementagio com metionina elevou Signifiaativaﬁante as8 valoresg
médios de PER e NPU para 3,0 e 61%, respectivamente.

SGARBIERI et al.(180) estudaram a eficiéncia protéica das
diferentes fragbes protéicas do feijioc “Rosinha Gp", com e B8em
suplementaclo com metionina. O PER variou de 0,50, para a fraglo
albumina, a 0,88 para a globulina, & & suplementagho com 3% de
metionina e 2% de cisteina elevou o8 valores para 3,98 = 4,47,
respectivamente.

Eastudos sobre a utilizag¢do das vroteinas do feijso com

humanos s80 escasscos. BLANCD et al. (186) avaliaram a gualidade

protéica de trés variedades de feijfic pelo método do balango
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nitrogenadoc de curto prazo, em 12 adultos. Encontraram grande
variac8o entre o8 individuos. concluindo gue a ingestfio de 0,65
g/BEg de peso corporal de proteina de feijlo, como a Gnica fonte de
proteinas da dieta, mesmo guando suplementada com Q,5% de
metionina, n&c mantinha o balango nitrogenado dog mesmos. 08
valores de NFU determinados na experiéncia foram 35,0, 31,6 e 37.2%
para os felijfes preto, vermelho e branco, respectivamente.
LANFER-MARQUEZ & LAJOLO {115) realizaram ensalos
wiolégicos para avaliar a qualidade nutritiva da farinha integral e
das fragtes imoladas de Tfeijdo (Ph. vulgaris), tratatadas
termicamente. Constataram que a8 albuminas e as glutelinas tém
melhor aualidade nutricicnal gque a8 globulinas ou a farinha
integral. Albuminas e glutelinas apresentaram digeatibiiida&e
intermedidria, inferior A& da caseina, e valores do guocliente de
raz8o protéica liguida {(ou “Net Protein Ratio '-NPR) de 3,18 e 2,91,
reapectivamente. Apesar da elevada digestibilidade., a globulina G1
apresentou um NPR de apenas 1,51, provavelmente em consequéncia de

sua limitaglc em aminodcidos sulfurados.

o 3. COMPOSICAD AMINCACIDICA COMO BASE PARA AVALIA-

CAC DA QUALIDADE PROTEICA DAS FRACOES

Obaerva-se atualmente um grands interesse em egtabelecer
uma metodologla para & avaliac8c da gualidade protéica in wvitro,
que se constitua em alternativa aos métodos biolégicos,
invariavelmente caros e de duragio prolongada. Como cbserva WALKER
(206), os métodos in vitro 830 menos demorados e reguerem BENOres

gquantidades de amostra, possibilitando maior nvmero de anélises
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por unidade de tempo.

A préposito, ainda em 18963, SHEFTNER (1838) observou qgque
08 indices de aminodcidos tendiam a superestimar o valor
daterminado experimentalmente in vivo, guande nao consideravam a
disponibilidade dos aminodcidos limltantes nas proteinas em estudo.

Em 1875, um comitd “oficioso” estabelecido pela FAO/WHO
para o estudo das necassidadens de energia e proteinas recomendava
que a qualidade biologica das proteinas dos alimentos de origem
vegetal ou animal fosse avaliada a partir do cbmputo de aminoédcidos
de smuas proteinas, corrigido pela digestibilidade real e/ou pelsa
disponibilidade dos aminoécidos limitantes, dadas as excelentes
correlacbes verificadas entre diversos métados in vitro, exigtentes
até entiico, com os métodos bioldégicos disponivels (73). Has
situacBes aonde estas nlio pudessem ger determinadas, © grupo de
peritos sugeria a utilizac8o de dadeos presentes na litersaturs ou de
valores médios de digestibilidade por eles compilados, relativos a
diversos alimentos de origem vegetal ou animal.

Recentemente, BODWELL et al. (18} coordenaram um estudo
colaborativo sobre métodos de avaliac8o da qualldade protéica,
demonstrando gque asg determinacgles in wvitre se congtituem em
alternativas adequadas para uma egtimativa segura. Na oportunidade,
revisaram as conclusBes das diversas reunifies do “FAQ/WHO Codex
Committee on Vegetable PFProtein” (CCVP), organizado pela FAD, a
paptir de 1880, com a finalidade de entabelecer parémetros e
padrfes relativos a vérias caracteristicas alimentares, dentre
estas a aqualidade nutricional das proteinas, com vistas A
regulamentagioc das trocas internacionais de alimentos. Os autores

relatam a existéneia de um consenpo  acercea das limitacles e
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impropriedade da utilizagBo do PER, indice nficial para avaliacio
da <qualidade protéica, nos Estados Unidos € Canadé. Mencionam que,
j& a partir de 1984, as conclusbBes destes encontros vinham sae
direcionando pela opglo por métodos nageados em dados acbre a
compogigio aminoacidica, corrigidos pela digestibilidade da.
proteina e/ou pela biodisponibilidade de seus aminoacidos.

Com efeito, o CCVP vem publicando as conclusdes de sgeus
egtudos, em due consideram a utilizacic de indices aminoacldicos
corrigidos como a forma mais adequada para estimar a gualidade de
proteinas e alimentos protéicos em geral. O comitd recomenda
explicitamente que na avalizcio da gualidede de proteinas
sabidamente limitadas em aminodcidos sulfurados, como a8
leguminosas, a corregio das concentragbes de metionina e c¢isteina
seja feita pelo percentual de biodisponibilidade dos amincacidos
sulfurados (78,77).

Conclui-se, portanto, que a determinagio das
concentragtes de amincacidos sulfurados disponiveis nas proteinas,
torna~-se fundamental para que & qualidade protéica das leguminosgas

seja avaliada de maneira precisa.

2. 4. CONSIDERACOES SOBRE A DETERMINACAO DE METIONINA

Em relachko & bilodisponibilidade da metionina em proteinas
de felijles, obmerva-se gue sua determinagio por ensaios biocldgicos
pode ser baseada:

i) no balanco metabélico do aminoacido (57,63,64,183);

ii} na resposta de crescimento de animaig perante

suplementaciio da dieta & base de feijdo como unica fonte protéica
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com niveis crescentes de metionina (7,55,86,177,178,186,188);

iii} pela comparagio entre o crescimento de animais
alimentados com dietas a base de feijdo e o crescimento de animais
gque receberam dieta contendo uma proteina padrfo (131).

Enguanto a primeira forma de avaliag8o considera spenas a
digeatibilidade aparente ou verdadeira do amincécido, ignorando a
neorréncia de eventuais interaedes pds-—absortivas que podem afetar
a retenclBo efetiva do aminodcido pelo organismo, &as demais procuram
svaliar a biodisponibilidade do aminoécido de forms mals completa.

0= ensaios biolégicos, uaualmente empregados para a
determinac&c da metionina biodisponivel em proteinas ou allimentos
protéicos, normalmente expressam seus regultados em termog 4o
percentual encontrado do amincacido disponivel para utilizagio
biloldgica, &alculado em relag@o & quantidade total contida nae
proteinas avaliadas (7,64,84,111,131,183,178).

Com efeito, a concentracglic de metionina total n#Bo oxidada
& o par@metro a partir do gual é posaivel calcular o percentual de
metionina biodisponivel, com base na quantificagio in vitro, pars
comparacBo posterior com suas concentrages determinadas in vive. O
conceito de metionina total implica em considerar a quantificagio
completa dog residuos de metionina, liberados apdos o rompimento de
todag as suas ligagbes peptidicas, 0 gque ndo acontece durante a
hidrélise enzimética, aquando s8oc excretados, nas fezes, residuos de
metionina contidos em peptideos ndo absorvidos.

Em relagBo & determinacfo de metionina bhicdisponivel, @
importante considerar apenas os resultados capazes de expressar as
guantidades reais de metlonina n¥c-oxidada presentes na amogtra,

aom base na constataglo da incerteza ainda existente acerca do
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verdadeirs papel mutricional do Met-G, de sua importéncia,
provavelmente secundiria, no processo fimioldgico e bioguimico da
utilizacso da metionina, bem como na completa indisponibilidade
biolégica da metionina sulfona. Os métodos de ensaio devem ser
capazes de discriminar a metionina néo oxidada de seu sulflxido
{122,1486) .

Parece ndoc haver davidas acerca da impropriedade do
procedimento de hidrélise 4&cids, seguida da determinagdo da
metionina poY cromatografia de troca idnica e por reaglo
colorimétrica. Pode-se hoje afirmar, com ocerteza. gue as
concentracSes de metionina catimadas a partir de metodologias gque
utilizam hidrélise 4dcida est8o subestimadas {BO,128,147,200,207).

JENNINGS & LEWIS (102) comprovaram uma perda de até BUX
do amipnoécido contido em proteinas gubmetides ao procesap de
hidrolise Acida. Estudos gue compararam ags guantidades de metionina
em feiides, determinadas por metodologias diferentes, demonstraram
a impropriedade deste procedimento, pois a guantificacio da
concentragéo de metionine em hidrolisados &cidos apresenta
resultados significativamente Iinferiores aos obtidog por outros
métodos (186,198). Existem evidéncias de que O Met-0 é reduzidoc a
metionina em HC1 8N a quente e na auséncia de ay, A0 PASSC dque, N&
presenga de oxigénio, pede ocorrer a oxidagio parcial da metionina
a sulféxido; podem também ser formadas pequenas quantidades de
produtos de transmetilagBo, como sais do tipo sulfdnio de metlonina
(B0, 126,147 ,158,207).

A oxidacBo da metionina a metionina sulfona pelo é&eido
perférmico, seguida de hidrdlise A&cida e determinagho da

concentracio de sulfona por cromatograflia de trocsa idnica
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{100,125,141), tem sido a forma mais comum de determinaglo de
metionina total en diversos alimsntos, incluasive f2iibes
(29,35,56,113,117,128,178). Seus resultados, no entanto, néo
expressam a guantidade total de metionina nio oxidada presente nas
proteinas analisadas.

Como observam DUNCAN et al. (51,52), na medida em gue
quantifica a metionina sulfona formada pela oxidagBo, o método do
soide  perférmico ndo diferencia a metionina n#o oxidada de suas
formas oxidadas; seu resgultado representa o s0ma das quantidades de
metionina, Met-0O e metionina sulfona pré-existentes na amostra.
Desmconsidera tTambém, a8 interconverases destes componentes, as
quais ogorrem durante a hidrélise acida, o que € particularmente
impoytante para a compreensfio atual acerca da oxidag8o da metionina
e s=eun efeito deletério scbre o valor nutricional das protelinas
(B0,126,207).

Quando se necessita liberar todos og residuos de
metionina visando a quantificacio de susa concentragio total em uma
proteina, a hidrélise alealina se constitui em alternativa adeguada
a hidrélise acida. Alguns autores vém utilizando este processo parsa
s determinaciic da wmetionina em proteinas e alimentos diversos

{31,33,105,147,158). NEo foram encontradas referéncias acerca de

aua utilizacBo em feijdes.

Os tratamentos alcalinos podem modificar a metionina, em
funcio da racemizagio do amincacido {117). Entretantc. ndc foram
encontradas referéncias na literatura acerca da existéncia de algum
tipo de estéreo-especificidade do aminoacido Be mostrasse
necesadria para a aclo antioxidante da Cloramina~T. Com efeito,

obsesrva-ge gque alguns epgtudos resalizados sobre a oxidagio da
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metionina =z Met~0, utilizam D,L-metionina como substrato para as
resgdes de oxidaglo e obtém resultados quantitativos (80,103). O
resultads da determinagBo de metionina no hidrolisado alcealino
independe, porﬁanto, da ocorréncia de racemizaglo durante o©
ProOCesso.

Por outro lado, ha evidéncias de que ¢ aminoécido ndo
sofre werda significativa durante o tratamentosg Lérmicos
realizados sob condicBes slcalinas. DE GRCOT & SLUMP (35) estudaram
o efeito de diferentes tratamentos alcalinos sobre diversos
aminodcidos & destacam gue as concentragfes de metionina foram
praticamente congtantes em todos os tratamenbtos. HJAA {(147)
comparoun métodos para a determinacio de metionina total =, dentre
egteg, o0 que associa hidrdlise alealina seguida de determinagdo
colorimétrics da metionina por um reagente iodoplatinado, fol o que
apresentou menor coeficlente de variagis, tende sido recomendado
pelo autor, inclusive para andlises de rotins.

A quantificagB8o dos aminodcidos essenciais liberados
pelas enzimas digestivas In vitro, tem s2ido considerada a opeBo
mais adeguada para estimar a concentracio de amincacidos essenciails
hicdisponiveis, em substituicldo aos ensalios bicldgicos, caros e

demorados (128,181).

Parece egtabelecido que a peduens utilizaelio biolbgica
dos aminoécidos sulfurados é decorréncia de interagfes que envolvenm
FOUB grupos funcionais e, no <aso da metionina, sua balxa
disponibilidade parece estar velacionada com a alterac8o guimica do
grupo  tiometil de sus cadela lateral. Deve-se considerar que

interacBes entre grupos funcionais de aminpécidos vizinhos podem

dificultar o acesso da enzima a ligagBes peptlidicas, caso ae
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ericontrem estericamente blogueadas (121).

Em geral, os métodos descritos para a determinag&o in
vitro dos aminocacidos sulfurados biodisponiveis utilizam um gistema
enzimAtico que apresenta boa correlagBo com a digestibilidade
observada in vive, e quantifica¢8io da concentrac#o do aminocacido
n&o oxidado presente no hidrolisado, por técnicas divergas
(18,28,88,82,78,85,108,128,154,155,160,171,1?2,186,198,212}.

A auantificacsio da metionina nfio oxidada tem sido feita
vasicamente de duas maneiras: pela reacBco com o nitroprussiato de
a6dic e determinac8o colorimétrica do complexo formado, em método
originalmente descrito por McCARTHY &% SULLIVAN {(130), ou pela
gquantificacio PorY cromatogratfia ZAaBO8E do metiltiocianato
resultante da reacio do brometo de cianogénio com a metioninse ndo
oxidada (8,20.81,58,68).

0 primeiro tem sido modificado, seja para melhorar sua
pequena sensibilidade, ou para eliminar interferéncias existentes
na reacfo de coloragfo por substéncias normalmente presentes em
feijdes, como alguns metals {13,123,130). O segundo, reguer alguns
equipamentos de seguranga para a manipulagio de aubstancias
téxicas, o que pode trazer problemas para as andliges de rotina e,
além disso, faz-ge necessgirio um tratamento prévio das amostras que
envolve a extracio de substéncias interferentes que egtio pregentes
hos feijSes, como a gama-glutamil-S-metil cisteina (50,52,197).

Em 1976, OHECHTER et al. (176) demonstraram que 4
Cloramina-T & um reagente capaz de oxidar seletivamente metioninag a
Met-0 e oistina a &cido cistéico, em melo neutro ou levemente
slcalino (7,0-8,5). A metionina & um nucleéfilo fraco, resistente &

protonacio em todas as faixas de pH (1-14) e é o aminoécido mais
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sensivel & oxidac8c por Acidos contende halogénic ativo, dentre os
quais, a Cloramina-T destaca-se como um dos mais seletivos
(28,176).

Com base nestas cobservacgfes, TROUT (201) desenvolveu um
método rapido e com boa sensibilidade para a determinagido de
metionina nfoc oxidada em hidrolisadoe protéicos, baseado na
oxidag8c da metionina em pH 8,0 & Met-0, por excesso conhecido de
Cloramina-T.

A concentraclo do aminodcido & ent8o eastimada a partir da
guantidade remanescente de oxidante, medida por titulag¢Bo direta
com determinac8o fotométrica do ponto firal a 246 nm, ou de forma
indireta, colorimetricamente a 412 nm, a partir da descoloracio
resultante da oxidaclBo do Acido 2-nitro-b-ticobenzdico (NIB) a &cido
5£,6°-ditiobis-Z-nitrobenzéico (DNTB). Segundo este autor, esta
dltima opeBo tem sensibilidade dez vezes malor.

0 tratamento prévic da amostra com dietilpirocarbonato
(DEPC), em pH 8,0, garante a eliminacg8o de possiveis interfarentes,
come grupos amino livres, presentes em hidrolisados é&cidos ou
alecalinos, triptofano, e também grupos sulfidrila dos regsiduos de
aigteina, que s#o acilados guantitativamente. Eetes autores
obtiveram recuperagdes entre 98,2 e 99,4% de metionina com a
determinacic colorimétrica, em misturas que continham quantidades

conhecidas de diversos aminodcidos.
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ITI — MATERIAIL B MBTODOS

3.1 ~ CULTIVAR

Foram ubtilizados gr8os do cultivar denominado "TAC-
Carioca BO SH”, safra 1989, fornecidos pela fatacio Experimental de

Campinas, do Instituto Agrondmico de Campinss.

3.2 - PREPARO DAS FARINHAS

3.2.1 - Feljfio Integral Autoclavado (FIA)

Ds  gr8os foram macerados em Agus {(1:3 p\v) por uma noite
& +temperatura ambiente. Apds descarte da Agua, eram novamente
colocados em dgua (1:3 p/v) e sutoclavados por 10 min a 1219C. Apds
reafriamento répido em banho de gelo e liofilizagﬁb, com A gua de
cocglo, foram moidoe em moinho de facas & de martelo até
apresgentarem granulometria de 80 mesh. Até o momento de uso, a FIA

foi armazenada a —-20°C, em frascos hermeticamente fechados.

3.2.9 - Feij8io Cru Descorticado (F¥CD)

O gr8os, depeois de maceradss em adgua por 12 h &
temperatura ambiente e, apds descarte da Agua. eram descorticados.
Apos liofilizagBo,. foram moidoe em moinho de facas & de martelo até

apresentarem granulometria de 80 mesh. Até o momento de uso, & FCD

foi armazenada a -200C, em frascos hermeticamente fechados.
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3.3 - ENSAIOS BIOLOGICOS

3.3.1~ Balango de nitrogénio (BN}, valor bioldgico {(VEB},
guociente de utillzagdo Ifquida da proteina (NPU)
e digestibilidade,aparente {(Dap) e verdadeira (Dv)

Para a determinagdo do balango nitrogenado foram
atilizados dois grupos com seis ratos Wistar, machos e recém-
desmamados. Um dos grupos recebeu dieta aprotéica; o outro, uma
dieta contende 10% de proteina fornecida pela FIA.

A compogicio das dietas utilizadas no ensalo &

apregentada no Quadro 1.

QUADRO 1 ~ Composigdo das dietas com 10% de proteinas (P)
e aprotéica (A), utilizadas no ensaio biold-
gico para a determinagdo do VB, HPU, Dv e
Dgp na farinha integral do feijfic "IAC-Cario-
ce B0 SH” autoclavado (FIA)

COMPONERTES (g/100g) P A

Proteina & 1
Oleo vegetal P

Migturs salina ©

Misgtura vitaminica da
Celuloge

Carboidrato © 7

G L0 BT e 2O
DOOoOO00
0 Lo b d {0
OOQOoO0

fornecida pela FilA;

Ales de soda:

preparada segundo a AQAC (12);
preparada segundo a NBC {(149});
amido de milho + sacarose (3:1).
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3 alinhamento do peeo dos animais fol feito com base no
sistema de blocos casualisados (15). Foram formados sels grupos,
cads um deles representando uma faixa de peso, com dois animais
cada um, selscionados de arordo com Seu pese Rara O grupo
correspondente. Um animal de cada grupo foi sorteado, de forma a
compor c¢ada um dos dois gErupos. de sgordo oom ¢ nNimero de
pratamentos utilizados no ensalo.

0 peso médio dos animais dos grupos submetidos & dieta
com 10% de proteina e aprotéica fol de 41.6 + 2,28 e 42,2 + 1.28.
regpectivanente.

Durante o periodo do experimento, os animais foram
mantidos em galolas metabdlicas individuais, com alimentaclo e agua
ad libitum. A temperatura ambiente era mantida a 280C ¢ ¢ ciclo
noite-dia de 12 h, controlado automaticamente.

Tnicialmente, o8 animals permaneceram por 5 diag em
adaptagio, recebendo as dietas experimentais. A partir de antio,
por outros cinco dias, foram coletadas a urina & as fezes dos
animais de ambos os grupos, medindo-se O CONSUMO de ragloc no
periodoa. Foil desenvolvido um sistema especial para a alimentagso
dos animaisz, o que possibllitou a coleta de fezes e urinas limpas,
praticamente sem contaminagfio pela ragio.

Ga indices foram calculados considerando-ge o nitrogénio
endégeno excretade na urina e nas fezes, determinado a partir do
grupo que recebeu dieta aprotéica, bem como o nltrogénio de ovrigem
alimentar ndo digerido, excretado pelos animals que receberam dieta
com proteina fornecida exclusivamente pela farinha de feljéo
integral autoclavado. O teor de nitrogénio da urins e das fezes foi

determinado pelo método semimicro de Kjeldhal.
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0 balance de nitrogénic (139), a digestibilidade.
aparente e verdadeira (210,211), o valor biolégice verdadeiro {(138)
& o quociente de utilizagHo liquida da proteina (135,156,188),

foram determinados com base nas relagles :

BN = NI -~ [{(NF - NFe) + (KU - NUe)]

N1 -~ NF
B&p = *“""ﬁ;--’" x 100

NI - (NF - NF.)
Dy = ——— - ® 100
NI

NI - [(NF - NFg) + {(NU - NUg}]
VB = x 100

RI -~ (ﬂF - RFQ}

NI - [{NF - NFg) + (NU -~ NUg)]

NPQ = x 100
NI
onde
NI = mnitrogénio ingerido;
NF = nitrogénio fecal;
HF,= nitrogénio fecal endogenc;
MU = nitrogénio urinério;

nitrogénic urinario enddgeno.

2
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3.3.2 - Bstimativa do teor de metionina bilodisponivel na
Ffarinha integral do feijdo "TAC-Caricca 80 SH” autocla-
vade: variag8o do ganho de pesp & do gquociente de_efl-
cléncia protélca operacional (PER,p)., em fungfo da adi-
c8Bo, 4 dieta, de gquantidades crescentes de meticnina.

Utilizou~se, exceto quanto a4 forma de quantificagio, o
procedimento sugerido por SGARBIERI et al. para a determinagBo de
metionina biodisponivel em feildes, por métcdo biclégico (178,185).

Foram formados seis grupos com <inco ratos Wistar,
machos, com 23 a 26 dias de idade, mantidos em galolas individuais,
com Agus e alimentacBo ad libitum, por um pericdo de 28 diam, com
temperatura ambiente mantida a 23°C & o cicle noite-dia, controlado
automaticamente.

0 alinhamento do peeo dos animais foi feito a partir de
blocos caﬁﬁ@lis&dos (15). Foram formados cinco grupos, cada um
deles representandec uma faixa de peso, com seis animals cada um,
selecionados de acordo com seu peso para o grupo correspondente. Um
animal de cada grupc foi entl8o sorteado, compondo desta forma seils
grupos, conforme ¢ ntGmero de tratamentos utilizsados no ensalo.

08 pesos médios dos animais para os grupos I a VI (Quadro
23}, forsm, respectivamente, 68,8 + 12,3, 72,6 + 15,6, 69,4 + 8,0,
70.4 + 14,6, 69,2 + 12,0 e 72,8 x 12.3g.

Todas as dietas utilizadas no axperimento eyram
isocaléricas e isoprotéicas. Um dos grupos recebeu dieta contendo
10% de proteinas fornecidas pels FIA ¢ suplementada com 1,0% de
I~cisteina, em base protéica. Os outros grupos receberam a mesma
dieta, suplementada com mais 0,1, 0,2, 0,3, 0,4 e 0,5% de
I~metionina, em base protéica (grupos [ a VI, respectivamente}. A

"

composicio das dietas empregadas & apregentads no Quadro Z.
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QUADRO 2 - ComposigBo das dietas utilizadas no ensaio
do guociente de eficiéncia protélics cperacip
nal da farinha integral do feijdo "IAC~Cari-
aoca B0 SH” autoclavado (FIA) *
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valores expressos em g/100g da dieta (exceto f);
fornecidas pela FIA;

dlec de sojas

preparada segundo a AOQAC {12);

preparada segundo a NBC. {149);

amido de milho + sacarose (3:1});

valores expressos em g/100g de proteina.
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Q CONSUMC alimentar doa animais foi registrado
diariamente e, ao final do periodo do ensaio, registrou-se ¢ ganho
de pesp wmédioc dos animais dog diversos grupos, de forma a
estabelecer sua correlacfc com 0 teor de metionina adicionada em
cada um dos tratamentos.

Da mesma forma, buscou-se correlacionar a metionina
adicionada em cada tratamento com o PERgy correspondente a cada um
deles. O total de proteina ingerida no periodo fol determinado a

partir do teor de proteinas das ragies {Nx&,25) e empregado nos

cAloculos do PERgp:

Ganho de preso {g)

PER,p = e AL Yt S R S o
P Proteina ingerida {g)
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Considerou—-se nesse ensaio gque os animais tiveram seus
requerimentos de metionina alcan¢ados guando o ganho de peso dos
animais ¢ o PERyp foram maximos.

Com base nos requerimentos de meitionina para ratos em
crescimentos (208}, & no valor correspondente A4 menor quantidade de
metionina adicionada As dietas, capaz de elevar esses indices & seu

maior valor, procedeu-se A estimativa do teor de metionina

biodisponivel:
Mb = 2 -~ Ma
onde:
Mb = metionina biodisponivel {g/16g N},
2 = teor de metionina nas dietas (g/16g N) equivalente
. & guantidade minima do amincécido requerida por ra-
tos em crescimento;
Ma = menor teor de metionina adicionada as dietas

(g/16g N) que induz ganho de peso e PERyp maximos.

3.4 - OBTENCEC DAS FRAQOHS CRUAS E TRATADAS TERMICAMENTE

3.4.1~ Fracionamento

Inicialmente, buscou-se isolar fracdes soliveils em
condigdes fracamente acidas, predominantemente compostas DOY
globulina G1 (Gl) = lectinas/inibidores de proteases (LIF).

Para isso, poredes de FCD eram extraidas por L h (1:10
p/v} sob agitacBo continua com NaCl 0,5M:HC1 ©0,028M (182). A
seguir., a suspensfio era centrifugada a 12.000xg por 20 min a 5C¢,

ahtendo~ge o residuc T e o sobrenadante I, como mostra & Figura 1.
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FIGURA 1 - Esquema do fracionamento utilizado para a
obtengio das fracfes protéicas {(GLU = glu
telinss: GLO = globulinas; ALB = albuminag:
31 = globulina GI e LIP = lectinasginibido
res de proteagesg).
* rentrifugaclo a 12000x&
¥X gi47ise contra édgue destilada (72 h, 8°C)
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As proteinas solGveis, presentes no sobrenadante I, foram
fracionadas por diluicBoc em Agua destilada {1+6), induzinde A
precipitac8o da globulina Gl por redueio da forea idnica do meio,
do aual era separada por centrifugagdc e em seguida liofilizada.
constituindo-se na fragfBo Gl (88,182).

Albuminas muito soltveis, baslcamente lectinas e
inibidores de proteases, permaneciam no ascbrenadante.

& fragdo LIP foi obtida a partir do tratamento deste
sobprenadante com sulfato de ambnio a 100% de saturagso, resultando
na precipitaglio das proteinas nele contidas, do qual eram separadas
por centrifugacdo (12.000xg por 20 min a 5EOCY & dialisadas contra
dgua destilada por 72 h, a 5°C e sob agitac8o constante. Foram, em
seguida, liofilizadas.

o ' pesiduo I, resultante da primeira extragdo, foi
reextraide com uma solucBo contendo O,1M de fosfato monosddico mails
0,5 de NaCl, a pH 7.5. Apls centrifugacio (12.000xg, 20 min, 59¢C)
obteve-ze o residuo II e o sobrenadante IT.

0 sobrenadante II, contendo albuminas e globulinas
soluveis em solugdes fracamente alcalinas, foi dializado contra
dgua destilada. Também aqui, a reducfic da forga idSnica no meio
induziu a prec¢ipitagio das globulinas. Apds centrifugaclo do
dialisado, 0O precipitade resultante {1V} fol liofilizado,
constituindo-se na fragdo globulinas (GLO).

Paralelamente, a fragdo de albuminas (ALB) foi obtida
apts liofilizag8o do sobrenadante (IV).

0 pesiduo IT contendo proteinas insoliveis em condicbes
fracamente bAsicas ou acidas fol entdo extraido com NaOH O,1N, por

1 h & temperatura ambiente e sob agitaglo constante.
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Desta forma, a fragfo glutelinas {GIJ) fol obtida pOY

centrifugacio do extrato alcalino, seguida de didlise do

sobrenadante i1l contra &gua desgtilada e ligfilizag8o 40
dialisado.
0 reagiduoc insoltvel regultante (1113, contendo

bagicamente amido, proteinas insoluveis e substdncias da fragio

fibra dos gr8os, dentre outras, foi descartado.

3.4.2- Tratamento térmico das Fragdes protéicas

As fragbes obtidas pelo fracionamente da FCD  foram
diluidas em adgua (1:3 p/v) e autoclavadas por 10 min a 1219C, Apbds
reasfriamento répido em banho de gelo eram liofilizadas =, em

seguida, moidas em liquidificador sob alta rotaglo até apregentarem

granulometria de B0 mesh. Até o momento de uso, as fracBes foram

armazenadas a ~-200C, em frascos hermeticamente fechados.

3.6 - ANALISES QUIMICAS E BIOQUIMICAS
3.5.1~ Compogigio guimica centesimal

Os teores de proteinsas (Nx6,25), extratoc etéreo e cinzas
foram obtidos de acordo com a metodologia descrita pela AQAC (12).

Apds determinagdo do teor de fibra bruta (1561), os carboidratos

faram calculados por diferenca.



8.5.2= Composipdc amincacidica

3.5.2.1~ Farinhas de feij8o cru descorticado {¥FCD) e
feijfoc integral autoclavado {FIA}.

Com excegBo da metionina, csigteina e triptofano, o8
contetdos dos outroa aminodcidos foram determinados em  um
analisador Beckman 118 CL, operando com resina W~-3H, empacotada em
coluna de 22cm.

Aliguotas da amostra foram hidrolisadas com HC1 6N, por
29 B oa 110 % 0,B°C e, apbs avaporac8o completa do &cido a4 vacuo,
diluidas, filtradas e analisadas de acordo com a metodologia bésica
de SPACKMAN et al. (190).

Procurou-se minimizar a warisbilidade da analise
utilizando—-se a norleucina COomo padrds interno, adicionando-a a0
frasco de reagdo previamente A hidrélise. Empregou-ge 0O HCL 6N
previamente desaerado com nitrogénio gasoso por 3 min para a
eliminacio do oxigénio presente no meio de reagdo (63).

A relacdo entre as Areas dos plcos de cada aminocécido e a
de seu padrido, apas corregfio pela norleucina, foi utilizada para o

céaloulo da compoesigfo aminoacidica das farinhas:

Ar AA x PM AA x 00,0825

gAA/1l6g N = ~ x kn
Ar STD x P%¥ x P

onde:

Ar NLEU STD

o= —-
0,833 x Ar NLEU AM

sendo
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Ar AA = &rea do aminodcido no cromatograma-amostras

Ar STD = &rea do aminodcido no cromatograma—padrios;

PM AA = peso molecular do amino&cido;

P% = percentagem de proteina na amoatras

P = pesc da amostra {(£);

0,833 e 0,0625 = fatores de diluic8o e tranasformagio de
unidade;

En = fator de correcl3o pela norleucina;

Ar NLEU STD = &rea da norleucina no cromatograma-padrdo;

Ar HLEU AM = 4rea da norleucina no sromatograna-ancstra.

A percentagemn de recuperagfo dos aminodcidos nos

cromatogramas fol calculada segundo SATTERLEE et al. (167]:

S gl %
% RECUPERACAQD = —————em w 100
18
onde:
g AR ¥ x 14 x n® N/AA
gN % =
PM AA
sendo:

g % = gramas de nitrogénioc em cada aminecacido por 100g
de proteina da amosiras

g gN % = somatdria de g %;

g AA % = teor caloulado de cada aminodcido (g/100g de

proteina da amostra);
n® N/8A - numero de atomos de nitrogénio de cada amino-

Adoido;
PM AA = peso molecular de cada aminodcido.

Para o chloulo da composiglBic aminoacidica, foram
considerados apenas o cromatogramas gque apregentaram recuperagio
auperior a 80%. Para efeito de comparagio entre as farinhas e as
fragdes protéicas, o= resultados, com exceglo dos obtidos para

metionina, cisteina e triptofano., foram corrigidos para 95% de

recuperagio.
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3.5.2.2~ Frap@es protéicas cruas & autoclavadas.

Com excessSo de metionina, cisteina e triptofano, os
aminoécidos foram determinados por cromatografia liguida de alta
resoluciic em fase reversa (HPLC), pelo método do "Pico-Tag”™ (81),
em wum cromatégrafo automético Waters 730, equipado com detector de
ultravioleta (comprimento de onda fixado a 204nm) e integrador
computadorizado.

Aliguotas da solugBo-padrioc de aminoécidos e das fracgGes
protéicas {diluidas em ‘tampdo fosfato 0O,1M pH 7.2} foram
inicialmente hidrolisadas com HCL 6N, sob vacuo, a 1109C por 22 h.

Em seguida, o padr#io e as amostras foram tratadas com uma
soluclo etanol: trietilamina: Agua: feniligotioclanato (PITC)
{7:1:1:1 v/vy, Ppor 20 min, & temperatura smbiente. Tragos
remanescentes de PITC eram removidos pela secagem das amostras sob
vécuo.

Oa derivados resultantes, residucs de feniltiocarbamil
(PTC)-aminoédcidos, foram entBo separados em 12 mwmin a 38°C,
utilizando-se como eluente A uma solugBo de trietilamina, acetato
trihidratado e acetonitrila em Agua, e como eluente B uma solucio

aquosa de acetonitrila a B0%.

& velagdo entre as Areas dos PTC-aminodcidos das amogtiras
e de seug respectivos padrdea fol usada para o calculo da

composiglo aminoacidica das fragbes protéicas:

Ar AA X PM A4 x pM STD x 00,0025
g AA/16gN = -— - -

Ar STD x P¥ = P == V
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onde .
Ar AA = fres do aminodcido no cromatograma-—amostra:
Ar STD = ares do aminocacido no cromatograma-psdric:

PM AA = peso molecular do aminocacido;

pM STD = concentragdc do aminodcido no cromatograma~
padrio (pM):

PX = percentagem de proteina da fragho;

= pego da amostra (mg);
= wolume injetado da amoatrs {(ml};
,0025 = fator de diluigéo.

A percentagem de recupersagfio dos aminofcidos nos
cromatogramas foi calculada segundo SATTERLEE et al. (167), como
descrito no item 3.5.2.1.

No cédlculo da composie8o amincacidica, foram considersdos
apenas o8 cromatogramas que apresentaram recuperagio superior a
90%. Os resultados, ocom excessio dos obtidos para triptofanoc,
metionina e cisteina, foram corrigidos para 95% de recuperagdo, de

modo a facilitar as comparacSes entre a composig8o aminoacidica das

diversas fragdes.

3.58.2.3~ Determinagio de triptofanc

Empregou-se basicamente a téonica de ALLRED & MacDONALD

{6), com adaptactes relativas & quantificac8o por cromatografia de
troca idnica.

Uma aliquota de proteina fol hidrolisada com NaOH
4,28 {previamente desaerado por borbulhamento com nitrogénio
gagoso, por 3 min, e contendo 0,01% de l-octanol), por 20 h a
1109C. Apos reasfrismento e clarificag¢lfio por filtrag8o em placa

porosa, coberta por areia lavada (31), o hidrolisadc alcalino fol

55



cuidadosamente transferido para um balfic de 25ml ¢ neutralizado com
HCl 8N. Ap6és resfriamento. completou~se o volume com tampBo citrato
de sddico pH 4,25.

Uma aliguota do hidrolisade fol entBo aplicada em um
analisador Beckman 118 CL, sendo o triptofano separado em uma
coluna de 22cm (W-3H), operando inicialmente por 50 min a 538°C com
tamp8o de citrato de s6dio 0,2N pH 4,25 e, em seguida, a 85°C com
tampio citrato de sé6dio 0,14N pH 5,3, até o final da corrida.

As Aress dag amostras comparadas com as do padrBo de
triptofano, serviram de base para a gquantificagdo do aminodcido na

FCD, FIA e nas fracBes protéicas cruas e avtoclavadas:

ATRP AM = PM x &
TRP (g/16g N) = -
A TRP STD = P = PX

onde :

5 = fator de diluigBo e tranaformagic de unidade;

A TRP AM = Aarea de triptofano no cromatograma-~-amOsbra;
A THP STD = area de triptofanc no cromatograma-padrio;
PM = peso molecular do triptofanc:

P = peso da amostra (g);

P% = percentagem de proteina na amoestra.

3.5.2.4 - Determinac8o de metionine total:; hidrélise al-
calina e gquantificagdc pelo método da Clora-

mina-T

Aliquotas de proteina foram hidrolisadas com NaQOH 3,75 N
{previamente desaerado por borbulhamento com nitrogénioc gasoss por

3 min, e contendo 0,01% de l-octanol), por 14 h a 100°C.
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Ap6s este periodco, o hidrolisado foi resfriado e a seguir
clarificade por filtragdo em placa porosa, coberta por arela lavada
{31). A seguir, o hidrolisado foi cuidadosamente tranaferido para
um baldc de 25ml e neutralizado com HCL 6N. Apbs resfirismento,
completou~se o volume com tamp8o fosfato O,IN pH 8,0 + 0, Bmg/mL de
EDTA.

0 teor de metionina do hidrolisado foi entfo determinado
espectrofotometricamente pelo procedimento de TROUT {201}).
Aligquotas do hidrolisado eram mantidas em contato com 100ul de
solucio de dietilpirocarbonato (DEPC) a 10% em acetonitrila. pelo
periodo de uma noite & temperatura ambiente.

Em seguida, foram diluidas com sclug8o de tamp#o fasfato
0,IM pH 8,0 + 0,5mg/mL de EDTA. Desta solugdo, aliaquotas contendo
de 0,01 a 0,05uM de L-metionina (Koch-Light Lab., lote n® 65421)
foram diluidas em tampBo fosfato + EDTA até gue o volume final do
meio reative fosse 2,8mlL, e postas para reagir com 100ul, de
asoluclo de cloramina-T 1mM por 40 min.

Findo o prazo, adicionou-se 100ul de soluglBo de Ac.
2-nitro-H~ticbenzdico (NTB) 2 mM, preparada no momente do uso.
Daralelamente, foi conduzido um ensaio contendo apenas amosira,
utiligado como bhranco.

4 absorcio do meic foi medida a 412 nm e utilizada para
a quantificac#o de metionina nas aliquotas, apbs deduclo do valor
do branco.

Utilizou-se equaglio de regressdc linear de uma ourva-
padr8o obtida pela correlaglc entre concentracgies de 0.01 a 0,06uM
de metionina e suas respectivas absorblncias, para o cadleoulo da

gquantidade de metionina "total” nas amostras:
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37,3025 x uM MET = Vf

MET {(g/16g N) = -
Ax VhxP xPX

onde:

47,3028 = fator de diluigl#o e transformacio de unidade;

uM MET = cencentragio determinada de metionina (mMj;

Vf = volume de diluig8o de Vh (ml);

A = aliquota de hidrolisado tomada para andlise colori~
métrica {ml);

Yh = quantidade de hidrolisado tomada para reagdc com ©
DEPC (mbL);

P = peso da amostra (g);

P%¥ = percentagem de proteinas na amostra.

Previamente a adogic do método, foram realizados estudos
de padronizacio.

Soluedes com concentracfio conhecida de L-metionina e de
uma mistura de L-triptofance, L-cistina e L~metionina foram
submetidas & hidrélise alcalina e, posteriormente. tiveram seu teor
de metionina determinado pela reagio com & Cloramina-T.

Em outro eptudo, as mesmas solugdes tiveram sua
concentracio de metionina determinada peloc método da Cloramina-T,
sem terem sido submetidas A  hidrdlise alcalina, de forma a
verificar a existéncia de gualquer efeito nocivo da mesma sobre osa
aminodcideos em solugo.

Paralelamente, determinou-se o contetdo de metionina da
ovalbumina (MERCK), proteina ja sequenciada, pelo método que
amprega hidrélise alcalina e Cloramina-T, As quantidades
determinadas foram comparadas com as calculadas, estabelecendo-se

og percentuais de recuperagdo do amincacido.
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3.5.2.5~ Determinac8o in vitro de metionina bilodisponi-
vel: hidrélise enzimdtica e quantifica¢8o pe—
pelc método da Cloramina-T

Inicialmente, as amostrag foram hidrolisadss pelo sistema
pepsina-pancreatina, segundo AKESON & STAHMAN (3). exatamente como
descrito no item 3.5.86.

Em seguida, aliquotas deste hidrolisade forasm tratadas
com DEPC, sendo a metionina determinada segundo TROUT (Z01), pelo
método da Cloramina-T. exatamente como descrito no ftem 3.5.2.4.

Paralelamente, tomou—-se o cuidado de realizar um ensaio
aonde apenas as enzimas estavam presentes, de modo a quantificar a
quantidade de metionina proveniente das mesmas, em consequéncia de
aua auto-digestic, para dedugSo posterior da concentracioc de
metionina determinada em cada uma das amostras.

0 teor de metionina biodisponivel ers ent8o calcoulade com

hase na FSrmula:

74,605 x ud HMET x V£

g MET/18g N =
AxVhx P x PR
ondea:
74,6805 = fator de diluig8o e transformagio de unidade;
uM MET = gquantidade determinada de metionina (mM);
Vi = volume de diluicfoc de Vh (ml);
A =z aliquota de hidrolisadce tomada para a andlise
colorimétrica {(ml);
Vh = guantidade de hidrolisado tomada para a reaqbo
com o DEPC (ml);
Y = pagso da amostra (g);
P% = percentagem de proteinas na amosbtra.
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3.58.2.8 - Determinag8o de risteins

0 contetido de cisteina das farinhas ¢ fragdes fol
determinado por cromatografia de troca idnica, como adc. cilistéico,
ap6s oxidag8o de aliquotas das amostras por Aacide peridrmico
geguida de hidrélise das proteinas com HCL 6N, conforme
metodologia de MOORE (141), adaptada por MacDOHALD et al. (125).

Aliguotas das amogtras foram tratadas com acido
perférmico em banho de gelo por 16 h e, em smeguida, com HBr a 48%
por 30 min. ApSs evaporaefo a vAcuo, propedsu-se & hidrdlise com
HC1 6M, previamente desseradc com nitrogénic gasoso, aguecendo-se &
seguir por 22 h a 110 % 0,5 ©C. Em seguida., ¢ hidrolisadc fol
evaporado a vAcuo e diluido em tamplio citrato de soédio pH 2.85.

Apés filtraglo, aliguotas do hidrolisado tiveram seu
oconteudo de Acido cistéico determinado por cromatografia de troca
iénica, utilizando-se um analisadoy Beckman 119 €L com resina W-3H
empacotada em coluna de 2Zcm. A temperatura da coluna fol mantida
a 48°C com tamp8o citrato de sédio 0,17H pH 2,85, até o final da
corrida.

A concentrac8o de cisteina dag amostras foi caleculada a
partir da comparaglo das 4reas de scido ciatéico nas amogiras com
ag do padrio de &cido cistéico, utilizando~se a norleucina como

padris internc:

Ar AC AM = 0,1
g CY¥S/16g B = e % ke
Ar NLEDU AM 2= P¥ x P
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onde :

Ar NLEU STD x PM CY¥S

ke = x 500

Ar AC STD
sendo
ke = fator de célculo para a cisteina;
Ar NLEU STD = area da norleucina no cromatograms-padrio;
Ar NLEU AM = Area da norleucina no cromatograma-amostirs;
Ar AC AM = area do &c. cigtéico ne cromatograma-amostra;
Ar AC STD = Area do &c. cistéico ne cromatograma-padrio;
P¥ = percentagem de proteina na amostra

P = peso da amostra {mg);
0,1 e 500 = fatores de diluigdo.

Determinou-~ae também, pela measma técnica, o conteddo de
metionina na farinha integral autoclavada.

0 fator de c&lculo para metionina (km) fol obtide com
bagse nos dados relativos ao aminoacido, nos mesmos cromatogramas em

gue se determinou a cisteina total.

3.5.83- Atividade do inibldor de tripsina (TIA)

Utilizou-se o procedimento de KARKADE et al. (107},
optando-se pela benzoil-Di-arginina-p-nitroanilida (BAPNA) como
substrato pars a tripsina.

Alfiquotag de FIA e FCD, contende em torno de 300mg de
proteina, foram suspenszas em 19mlL de édgua, com pH 7.6, e agitadasg
por 1 h. ApSs centrifugsefio, lml do sobrenadante fol diluido em
50mL. de Agua. Amostras das fragfes protéicas isoladas foram
guspensas  em tamp8o Tris 0,05M pH 8.2 {img/mL) e usadas para a

andlise.



A atividade mdxima de inibidor foi determinada a partir
de uma curva-padrfic de tripsina. Aliquotas de 0.4, 0,6, ¢.8 « 1,0mbL
dog extratos protéicos foram pipetadas em duplicatas no meioc de
reaglo contendo BAPNA e tripsina, mantido a 370C. As unidades de
tripsina inibidas pelos extratos (UTI) foram determinadas a partir
da absorg8o das solugles a 410nm.

Correlacionando a atividade do inibidor de tripsina
{UTI/mL de extrato) com a guantidade de solugfio inibidora, obteve-
B8 rars cads amostra correlacdes lineares negativas. Peln
extrapolag8c das curvas com o eixo ¥ (eguivalente a 0.0ml de

extrato), foram calculados os valores correspondentes & atividade

do inibidor de tripsina de cada amostra.

3.5_.4 ~ Carboidratos Totais (CT}

De acordo com metodologia de DUBOIS et al. (49}, as
fracBes protéicas iscladas do feijdo foram tratadas com fenol e
acido sulfirico, resultande 1o aparecimento de coloragdo
alaranjiada em consequéneia da reac8o com o8 carboidratos presentes.
0 teor de carboidratos totais de cada fragioc, expresso
como manose, foi determinado colorimetricamente a 490nm, a partir

de uma curva-padrio de hexose, caloulada por regressdc linear ,

onde:

Carboidratos Totais {mg X) = ———m—m—m——
P
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onde:
M = teor de masnose {ug/mbL);

2.5 = fator de diluig&o e transformagldc de unidade;
P = peso da amostra (mg).

3.5.5 - Atividads Hemaglutinante (AHT)

A atividade aglutinante egpecifica {ou titulo
hemaglutinante/mg de proteina) de cada uma dag fra¢bes protéicas
foi calculada a partir de observacles de coagulsglio de hemboias em
diluicBes smeriadas de prepara¢des com lmg de proteina por mL,

quando em contato com aliquota constante de suspensfio de hemécias

tripsinizadas a 4%.

0 +titulo hemeglutinante representa ¢ inverszo da msior
diluic8o capaz de promover aglutinagfio das heméclas. O método
ampregado foi basicamente o de LIENER (119), adaptade por

JUNQUEIRA & SGARBIERI (108).

3.6.8- Digaatibilidade in vitro

Determinads basicamente segundo AKESON & STAHMAN (3),
utilizando~ge, porém, o procedimento adaptado por GALBAZZI (823}, o
gqual utiliza um sistema enzimdtico composton por pepsina/spancreatina
e &c. triclorocacético (TCA) para a precipitaglBo da proteina nfo

hidrolisada.
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Aliguotas das amostrag, mantendo a mesma relaclio enzima-
aubstrato (1:22) sugerida por GALEAZZI (82), foram incubadas
inicialmente com pepsina (Sigma, P6RB7, lote GOHB155, 3700
unidades/mg prot.) em acido cloridrico O,IN, por 3 h a 37¢C 2 sob
agitacac constante; a seguir, a reagfo foi interrompida pela adigdo
de NasOH O,1N. As amostras foram entfo incubadas por 24 h com
pancreatina de porco (Sigma,F1750,lote BREFO575, com atividade = 4 X
especificagdo da USP- "United States Pharmacopea”) em tampdo foafato
0,1M pH 8,0, a 37°C e sob agitaglo constante.

Paralelamente, foram conduzidos dolis ensaios: um, em qgue
somente as enzimas estiveram presentes. de modo a determinar a
quantidade de nitrogénio autodigerida no meio de reaclo e outro, no
qual o substrato fol a caseina de Hammarsten {Merck). de forma a
testar a eficiénecia da hidrblise.

o fim do periodo, as proteinas remanescentes nos
hidrolisados foram precipitadas pela adigfio de TCA a aox,
completando-se o© volume para 50ml, com TCA a 5%, o gque resultava em
uma concentraedo final do mesmo no meio de reacdo, em LOrno de b%.
Aphis centrifugacho oY 20 min a 12.000xg. aliquotas do
sobrenadante, filtradas em papel Whatman n®2, foram usadas pars
determinascio de nitrogénio pelo método semimicro-Kjeldhal.

Correlacionando o© nitrogénio total da aliquota utilizada
com © nitrogénic contido no hidrolisado. corrigido pelo nitrogénio
produzido pela autodigestlio do sistema enzimatico, caloculou-se a
digestibilidade:

Nd -~ Nb

DIGESTIBILIDADE (%) = ®x 100
NT
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onde ;

Nd = N digerido (mgN/50mL de hidrolisado};

Nb = N autocdigerido {(mgN/H0ml: de hidrolisado):
NT = N total (mgN/g de amostral.

3.6 ~ PROTEQOLISE E LIBERACAC DE METIONINA IN VITRO

3.6.1 - Protesilise

As fracBes protéicas isoladag do cultivar IAC-Carioca 80
SH, cruas e tratadas termicamente, foram submetidas a hidrdlise
peloc sistema pepsina-pancreatina.

Aliquotas das amostras, mantendo a mesma relasdo enzima-
substrate (1:22) sugerida por GALEAZZI (82), foram incubadas
inicialmente com pepsina {Sigma, FP6887, lote BHOHBLILHS, 3700
unidadess/mg prot.) em dcido cloridrico O,1N, por 8 h a 37°C e sob
agitagao constante; a seguir, a reag8o foi interrompida pela adicio
de NaOH ©O,1N. As amostras foram ent8o incubadas por 3 h com
pancreatina de porco {Sigma, P1750, lote BBFOS75 com atividade =
4 = especificagBo da USP-'"United States Pharmacopea’™ em Lampdo
foafato O,1M pH 8,0, a 379 e scob agitag8o constante.

A intervalos regulares, asg proteinas presentes nos
hidrolisados eram precipitadas no frasco de reagfo, pela adigio de
TOA a 30%, completando-se o volume para 50ml com TCA a 8%, ¢ gue
resultava em uma concentragfo finsl do mesmo no meio de reagio, em
torno de 5%. Apds centrifugacdo por 20 min a 12.000xg, alliquotas do

sobrenadante, filtradas em papel Whatman n©2, foram retiradas para
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acompanhamento do grau de hidrdlise e da liberagSc de metionina
biodisponivel.

Paralelamente, foli reallzado um ensalio onde somente as
enzimas estavam presentes, de forma a determinar a gquantidade de
leucina e mebionina liberadas dag enzimas, em consequéncia de sua
auto~digestio, para posterior dedugfo dos valores encontrados nas

amostras analisadas.

R.6.2 ~ Acompanhamento do grau de hidrdlise (GH)

0 grau de hidrdélise das fragbes protéicas foi determinado
conforme metodologia de ADLER-NISSEN (1), a partir da quantificagdo
dos grupamentos alfa-aminicos liberados durante a protedlise, por
reacic com © &c. trinitro-benzenosulfdnico (THBEE).

Aliguotas dos sobrenadantes, obtidos & partir da
precipitacio das proteinas remanescentes da hidrélise enziméticsa
pelo TCA, foram diluidas em 7.0mlL de solugic de dodecil sulfato de
sédio a 1%. pré—aguecido a 78°C e mantidas nests temperatura por 15
min. Apos reafriamento, completou-se o volume para 10ml, com solugdo
de dodecilsulfato de sddio a 1% e filtrou-se em papel Whatman nC2.

Uma aliquota de 0,25ml desta soluc8o foil diluida em 2,0mbL
de tamp&co fosfato pH 8,2 e posta para reagir com Z2.0ml de soluclo a
0,1% de THBS (solugBo em Agua deionizada, preparada no momento do
aso), por B0 min, a 50°C e ao abrigo da luz.

Ao final do periodo, foram adicionados 4,0mL de HCI ©.1N.
Apés 30 min, procedeu-se & leitura da extinedo da solugfo a 340nm

contra o branco da amestra, com ¢ intuito de determinar o contetido
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dos grupamentos alfa-amino liberados na protedlisge.

A gquantificaciio foi realizada a partir da egquagdo de
regressio linear de uma curva-padrio obtida pela correlagdo entre
concentracies variando entre O e 25uM de L-Leucina e suas
respectivas absorbéncias a 340nm, apds reagdc com THRES.

Para acompanhar o processo de digestio enzimética Iin
vitro, caloulou~-se © grau de hidrélise (GH), a partir dos
equivalentes de lsucina (uM/g de proteina), liberados por cada

unidade de tempo, em fungdco do total de mM de aminocdcidos/g de

proteina de cada fragdo protéica (Z2}:

onde

hyot = acmatéria dos milimoles/g de proteina de cada um
dos aminodcidos na respectiva fragdo protéicas
h = guantidade de leucina liherada (mM Equiv/g de pro-
seina) a um dado tempo, calculado conforme abaixo:

Vh x uM LEU x 0,1
h =

P x P%

onde:

Vh = volume total do hidrolisado (mb);

uM¥ LEU = guantidade de leucina determinada na ali-~
guota {uM);

= pesc da amostra (g£);

= percentagem de proteinas da amostra;

P
P
0,1 = fator de diluic#o e rransformac8o de unidade.
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8.8.83 = Acompanhamento da liberagidc de metionina in vitro

A liberacfio de metionina pelas fragles protéicas durante
o transcurso da protedlise fol determinada conforme procedimento de
TROUT (201), pelo método da Cloramina T.

Aliquotas doa hidrolisados foram retiradas & intervalos
reguleres do meio de reacdo, precipitando~ge & proteina néo
hidrolisada pela adic80o de imL de TCA a 30%. Em geguida, completou-
se o volume para 5mL com TCA a 5% e centrifugou-se a suspensfc &
12.000xg por 10 min. Uma aliguota do sobrenadante fol ent8o posta
para reagir com DEPC, por uma noite. No dia seguinte, completou-ge
o volume para 5mlL com tamp3o fosfato pH 8.0 + 0,Bmg/mly EDTA,
proszeguindo a determinagdo pelo procedimenteo de TROUT (201},
exatamente como descrito no Item 3.5.2.4.

Os resultados foram expressos em gramas de metionina
1iberada por 18g de nitrogénio da fragio, & também como percentual
de metionina liberada por unidade de temps, tanto em relacloc 4
metionina “total” contida na amostra, determinada a partir de
hidrélise alcalina {(como no item 3.5.2.4), como em relac¢ldo ao total
de metionina biodisponivel, previamente determinado em cada fracdo

(como no item 3.5.2.5].

3.7 - INDICES RELATIVOS A AVALIACRO IN VITRO DA QUALIDADE
DAS PROTEINAS DA FIA E DAS FRACOES PROTEICAS

3.7.1 - " Valor Bioldgiceo Calculado " {(VB-C)

0 preocedimento para o célculo do "Indice de Aminoécidos

Eassenciais de Olger Modificado” ( "MEEA index’) (189, fol
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denominado neste estudo como “valor biolégico caleulado” (VB-C).

A partir do padr3o-referéncia de proteina de Ovo integral
(His =2,6: Lys =7,8; Met+Cys =5,3: Phe+Tyr = 8,3; Leu = B,8; Ile =
5,9; Val =7,1; Thr = 4,9 e Trp =1,4 g/16g H) (188), calculou-se
inicialmente a “raz8o-8vo” ("Egg Ratio” ou "ER") de cada um dos

aminobcidos essenciaisg (AAE):

AAE amostra {(g/16gN)

ER = x 100

AAE padr8o {(g/18gN)

onde

KR = “razio-06vo";
AAE = aminoscidos essenciais;

0s aminoécidos sulfurados foram previamente oorrigidos
pela biodisponibilidade. O valor de metionina empregado para O
calculo foi aquele determinado como biodigponivel (item 3.5.2.5). O
teor de cisteina total determinado como éacido cistelco {item
3.5.2.6), foi multiplicade pelo fator D.44, que representa um
percentual médio de cigteina “reativa’ o biodisponivel
determinados em feljfes (128).

Em seguida, fez-se uma correcdo das ER, pela redugfic a
100 daquelas gque ultrapassaram este valor. Calculou—-se entdo 08
logaritmos decimaig de cada ER corrigids, estabelecendo—se a segulr
a média aritmética destes valores. O “MEAA index” ou VB-C

corresponde a0 antilogaritmo desta média.
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3.7.2 - “Coeaficiente de Utilizecdc Protéica Ligulda
Calculado"” (NPU-C)

0 indice foi calculado, segundo PELLET & YOUNG (152}, com

bage na expressio:

NPU-C = VB-C x D/100C

onde:

VB-C = "valor biolégico calculado " (item 3.6.1);
D = digestibilidade in vitro (item 3.5.8).

3.8. TRATAMENTO ESTATISTICO

0 delineamento experimental dos ensaios biologicos fol
feito segundo BENDER et al. (15), pelo sigtema de distribuigio
completamente randomizada {(CRD). As médias dos resultados obtidos
foram submetidas a andlise de varifncia e, guando diferentes pelo
teste F, analisadas segundo DUNCAN (53) aos niveis de 95 % ou 89%

de confiabilidade.
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IV — RESULTADOS

4,1 - COMPOBICAO CENTESIMAL DA FARINHA DE FEIJAC INTEGRAL
AUTOCLAVADO (FIA)

A composigdo quimica centesimal da farinha integral do feijdo
“TAC-Carioca 80 SH”  autoclawvado, eXpregssa COmo matéria-seaeca, é

apresentada no Quadro 3.

QUADRO 3 - Composicdo centesimal da farinha integral
do feijdo "“IAC- Carioca B0 SH" autocclavado

DETERMINACOES g %2

Proteina 25,898 + 0,28
Extrato etéreo 1.41 + 0,02
Cinzas 3,50 + 0,03
Fibra bruta 5,03 £ 0,13
Carboidratos b 864,07 + 0,59

a = rasultados expresscs em matéria-secs
e representam a média + DP de trés
determinacgdes;

b = calculados por diferenga.
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4.2 ~- ENSAIOS BIOLOGICOS

4.2.1 - Balan¢o de nitrogénio (BN}, digestibilidade apa-
rente (Dg,), digestibilidade verdadeira (Dv),
valor bidgdgico (VB) e utilizagfo protéica ligud
da (NEU) da farinhas integral autoclavada

Os dados referentes aos valores médios de nitrogénio ingerido
e nitrogénio excretado, fecal e urindrioc, como também do nitrogénio
retido (BN) ao final dos cinco dias, em ratos que receberam dieta
aprotéica e experimental utilizados para a avalisclio da qualldade

protéica da farinhs s3o apresentados no GQuadro 4.

QUADRO 4 - Nitrogénio ingerido (MI), nitrogénio fecal (NF) e
nitrogénio urinario (NU) e balan¢o nitrogenado {BN)
de ratos que receberam dieta experimental (DEY e
dieta aprotéica {(DA)

DETERMINAGRO ¥ DE DA
NI 534,3 + 44,4 -
NF 136.9 + 13,5 15,4 + 1,5
NU 53.2 + 22.9 3,8 + 0,8
BN + 861.5 - 19,5

* = valores expressos em mg N ; média % DP referentes

a grupos de 6 animais. Valores relativos A coleta
de fezes e urina por um periodo de B diag.
DE: 10% de proteinas fornecldas pela FIA.

Os pratos aue receberam © tratamenio contendo a farinha
autoclavada integral como uGnica fonte dietética de proteina,
ingeriram durante os cinco dias de durac8o do sxperimento 33,1 %
2. 7g¢ de racglo, suficlente para que apresentassem um ganho de peso

médio de 3,3 + 0,8g no periocdo.
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Constatou-se também dgue o2 animais apresentaram um balango
pogitivo de nitrogénio ao final dos cinco dlas, correspondente a
uma retencio média de 72,3mg N/dia. Ao contrério, o grupo gque
recebeu dieta aprotéica apresentou balango nitrogenadc negativo ao
final dos cinco dias, eguivalente, em termos médios, a uma perda de
3,84 mg H/dia.

A digestibilidade, aparente e verdadeira, o valor hiolégico e
a utilizagB8o protéica liguida das proteinas da farinhe integral do
feijde “IAC-Carioca 80 SH” autoclavado, s#o apresentados no Quadro

5.

QUADRC 5 - Digestibilidade aparente (Dgpl, digestibilidade
verdadeira (Dy), valor biocldégico {VB} e ntilizaglo
protéica liguida (NPU) da farinha integral do fel-
j8o "IAC-Carioca B0O SH" autoclavado.

DETERMINACOES * FIA
Dap (%) 74,1 + 3,4
Dy (%) 77,0 + 3,2
VB 84,8 + 7,7
NPU 68,0 + 4,8

% = valores referentea & média + DP de
grupos de seis animsis gue recebe-
ram dieta contendo 10% de proteinas
fornecidas pela farinha integral de
feijfo autoclavado.

Embors menor em termos absolutos, o valor de digestibilidade
aparente niio apresentou diferenca gignificativa em relagldo &

digestibilidade verdadeira (p<0,008).
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0 resultado do valor biolégico corresponde ao valor bioldgico

"verdadeireo"”, J& que na sua determinaglo congaiderou-se a sroregio

de nitrogénio fecal enddgeno.

4.2.2 - Estimativa do teor de metionina blodisponivel na FIA ¢
variag8o do ganho de peso e do PERyn
¢80 de quantidades crescentes de metionina & dieta ba-

sal

em funeBo da adi-

0 Quadro 8 relaciona a metionina adicionada e a guantidade de

proteina ingerida pelog animais, com 0 ganho de peso {GP) & © PERgp

sorrespondente a cada unm dog tratame

ntos.

QUADRO 6 ~ Metionina adicionada (MET). proteina ingerida (PI).
e quociente de eficiéncia pro-~
téica operacional (PERgp) *

ganho de peso (GP)

TRATAMENTO  MET

PI GP PERop
(8/16gN) () ()
I 0,0 8,74 + 1,26 8.5 + 3.8 2,12 + 0,30
1T g,1 11,21 & 1,78 24,4 + 1,8 2,18 + 0,28
ITI 0,2 11,53 + 0,85 27.6 + 7,2 2,40 + 0,43
IV 0.3 11.37 + 2.88 30,0 £ 7,9 2,64 + 0,27
v 0,4 12,64 + 1,82 35,8 4.2 2.82 + 0,17
Vi 0.5 11,585 4 1,43 32.5 £ 2.4 2,81 + 0,34

* = cada valor representa a média 3 DP

na (I), ou a dieta bésica

referentes a
de 5 animais, gque receberam por 28 dlas somente a dieta
basica, formulada com 10% de proteinas fornecidas pela FIA
do "IAC-Caricca B0 SH" e suplementada com 1% de L-cistel
suplementada
ocreascentes de L-metionina (Il a YI, respectivamente)

Obgervou-se que a adigioc de 0,5% de metionina & racgho

grupos

com quantidades

hasal

n&a elevou o ganho de peso dos animais € nem O PERop da rac8oc além

dos valores obtidos pela adic8o de 0,4% de metionina, o que

zer melhor visualizado na Figurs 2.

pode
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Concluiu—-se que a adicBo de 0,4% de metionina fol suficiente
para elevar o GP dos animais e o PER,, das ragles ac maximo. Com
hase nesbe valor, © teor estimade de metionina bilodisponivel na FIA

do "IAC-Carioca BO SH" foi de 1,60g/18g N.

0GP i PERop

B
[k

R GPLE L2
FERop

Tk
3
L™

T

8075 5 5.2 5.2
MET <{g/18ghN>

FIGURA 2 ~ EvolugB8oc do ganho de peso (GP) dos animais e do quo
de eficiéncia protéica operacional (PER,p). em fup
da suplementacBo da dieta basal com quantidades
crescentes de metionina (MET), em base protéica.
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4.3 -~ COMPOSICAD AMINOACIDICA DA FARINHA CRUA DEGCORTICADA
E DA FARINHA INTEGRAL DE FEIJAD AUTOCLAVADO

O Quadro 7 apresenta a composigio amincacidica das farinhas. A
FIA (farinha integral de feijdo autoclavado) foi utilizada nos
ensaios biolégicos e a FCD (crua e descorticada), usada para a

obtenglic das fracelSes protéicas estudadas.

QUADRC 7 - Composiglo aminoacidica da farinha crua descorti-
aada (BCD) e da farinha integral do feijdo "IAC-
Carioca 80 SH” autoclavado {(FIA).

AMINOACIDO * FCD FIA
ASP 14,40 + 0,40 14,02 + 0,42
TRE 6,00 £ 0,20 5,80 + 0,19
SER 7,158 + 0,34 7,00 + 0,38
GLU 20,60 + 0,73 20,31 + 0,80
PRO 4,58 + 0,18 4.48 + 0,17
GLY 4,83 + 0,23 5,00 + 0,14
ALA 4,76 + 0,42 5,15 + 0,18
CcYS 0,94 + 0,04 1,04 + 0,02
VAL 5,893 + 0,25 5,41 + 0,13
MET 2,85 + 0,038 3,08 4 0,088
ILE 4,93 + 0,16 5,13 + 0,23
LEU 8,68 + 0,31 8,61 + 0,37
TYR 3,79 + 0,10 3,45 + 0,11
PHE 6,46 + 0,12 6,17 + 0,12
NH3 2,55 + 0,03 3,08 + 0,08
LYS 7,27 + 0,10 7,18 + 0,28
HIS 3,40 + 0,08 3,21 + 0,09
ARG 7,66 + 0,57 7,35 + 0,87
TRP 1,22 + 0,04 1,21 + 0,02

% = resultados expressos em g/18g N e vepressntam &
média + DP de +trés determinagles. Em uma mesma
linha, valores assinalados com ums mesma letra
diferem estatisticamente entre si (p<0,08).



As percentagens de recuperagfo das andlises foram calculadas
excluindo~se a metionina, a cisteina e o triptofanc, que ndo foram
determinados a partir de hidrdlise &cida; seus valores para a FCD e
FIA foram, respectivamente, 97,8 e 87,8 %.

Em relagfc & metionina, oa valores referem~se & metlonina
total das farinhas, determinada por hidrélise alcalina &
quantificag8o da metionina presente no hidrolisado pelo método da
Cloramina-T.

Com  excecio de metionina, n#8o se constatou diferenga
significativa (p<0,05) entre o8 teores aminoacidicos da farinha

eyua descorticada e integral autoclavada.

4.4 - METIONINA TOTAL E BIODISPONIVEL IN VITRO NAS FARINHAS
CRUA DESCORTICADA E INTEGRAL DE FEIJRO AUTOCLAVADC

A curva-padr8o empregada para a quantificagio da metionina foi

calculada por regressBo linear (r=0,099891).

4.4.1 - Estudos de recuperacdo.

O Quadro 8 apresenta os resultados dos estudos de recuperagio
de metionina nfo-oxidada pelo método da Cioramina-T, a partir da
andlise de solucdes com concentrages conhecidas do aminoédcido,
isoladamente, ou juntamente com triptofano e cistiuna.

Constatou—se que a recuperaglio de metionina fol adequada em
ambas ss solucdes, e que nfo houve diferenca significativa (p<0,035)
entre osa resultados da an&lise de soluefes contendo exclusivamente

metionina, ou contendo uma mistura de aminpacidos.Consequentemente,
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foi confirmada a auséncis de interferéncela de outros amincacidos

eventualmente presentes no meio reativo, na reaglo coloriméirica.

QUADRO 8 - Percentuais de recuperagic de metionina
ndo oxidada, determinados pelo método da
Cloramina~T, a partir de solugbes de con
centragdo conhecida

AMOSTRA & METIONINA (mg) RECUPERACEO P
(%)
Baperadsa Obtida
1 53,4 51,7 + 0,7 96,8 + 1.3
11 32,2 31,8 + 0.4 98,8 + 1,1

a = I: somente L-metionina;
II: IL-metionina + L-triptofano + Lecistinas
b = resultados representam a média + DP de trés
determinacfes e ndc diferem estatisticamen-
te entre si (p<0,058).

0 Quadro 9 mostra os resultados dos estudos de recuperagdo de
metionina, obtidos a partir de determinacBes em solugles com
concentracio conhecida do aminocécido, isoladamente, ou na presenga
de triptofanc e cistina, submetidss a4 hidrolise alcalina e
quantificagBo no hidrolisado da metionina liberada, pelo método da
Cloramina T.

Apresenta também a comparagio entre o8 resultados da
determinacgao, pelo mesmo método, da metionina “total” da
avalpumina., € os valores esperados, calculados com bage 1o numero

de residuos de metionina existentes na ovalbumnina.
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QUADRO & ~ Percentuais de recuperacic de metionina
determinados. pelo método da Cloramina T, a
partir de solugdes de concentragfo conheci-
da € na ovalbumina, submetidas & hidrdlise

alcalina
AMOSTRA * METIONINA RECUPERAGROQ *¥*
(%}
Esperada Ohtida
it 28,2 26,4 + 0,6 93,6 + 2,28
11 34,9 32,9 + 0,7 94,2 + 1,9@
ov 4,97 4,89 + 0,07 98,3 + 1,40

% = T = somente L-metionina (mg};
1= L-metionina + L-triptofano + L-cistina (mg);
OV= metionina total (g/16gN) na ovalbuming;

*x= resultados representam a média & DP de trés determi
nacSes. Valores assinalados com mesmas lestras ndo
apresentam diferenca significativa (p<0,05)}.

A recuperaciio do método pars a determinagdo da metionins
“total® em proteinas foi conasiderada satisfatdéria, com base nes
resultados obtidos para a ovalbumina.

Os resultados do Quadro 9, mostram gue & metionina, guando
livre, sofreu danos maiores durante o processo. Sugerem que a menoxr
recuperagio verificadsa nas soluges de aminodcidos, gquando
comparada com a recuperagio da metionina obtida para a ovalbumina,
taivez seja consequéncia da exposi¢do, mais prolongads, doe
aminodcidos, gquando livres, as condigles drasticas da hidrdiise
alecalina. Nas proteinas, ao contrario, permanecerism relativamente
protegidos por mais tempo, até a degradacio completa das mesmas.

Com efeito, comparando-se og Quadros 8 e 9, percebeu~ge Uma

queda na recuperagac de metionina guando as solugbes foram
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gubmetidas 4 hidrélise alcalina.

Os percentuais de recuperacgic da metionina das soluegles ndo
submetidas A hidréolise alcalina, foram nitidamente superiores e
diferentes significativamente (p<0,01), daqueles obtidos a partir

das solucdes hidrolisadas.

4.4.2 - Teopres de metionina total e bilodisponivel in vitro
na FCD e na FIA.

0 Quadro 10 mostra os valores determinados iIn vitro de
metionina total e biodisponivel, bem como o percentual calculado de
metionina Dbiodisponivel, nas farinhas crua descorticada e integral
autoclavada do cultivar em estudo.

A FIA apresentou maiores teores de metionina total e
biodisponivel que a FCD. Observou-se também que o tratamento
térmico aumentou a liberaglo enzimdtica do aminodcido, resultando

no aumento do percentual de metionina biodisponivel na farinha.

QUADRO 10 - Metionina total (MT), metionina bilodisponivel (MB)}
e percentual de metionina biodisponivel (% MB) in
vitroe nas farinhas crua degcorticada (FCD) e inte-
gral de feijfo autoclavado (FIA)

PARAMETROS * FCD FIA
MT 2,65 + 0,033 3.08 + 0,080
MB 1,12 + 0,028 1,56 + 0,020
% MB 43,9 + 0,8 & 50,5 + 0,7 ©

% = MT & MB expressos em g£716g N. Os resultados
representam a média 3+ DP de tres determina-
cSes. Em uma mesma linha, valores asginalsg
dos com letras distintas,. sfio significativs
mente difsrentes (p <0,01).



4.5 - DIGESTIBILIDADE IN VITRO DAS FARINHAS CRUA DESCORTICADA
E INTEGRAL DE FEIJAC AUTOCLAVADO

0 Quadro 11 apresenta os valores de digestibilidade protéica
da FCD e da FIA determinados in vitro com base no sistema
pepsina/pancreatina, como também a digestibilidade da c¢aseina,

derterminada nas mesmas candicelbes do estudo.

QUADRO 11 -~ Digestibilidade protéica in vitro (DX) da fa-
rinha crua descorticada (FCD) e integral do fei~
j&o "IAC-Carioca BO SH” autoclavado (FIA) & da
caseina (CAS)

AMOSTRA px ¥
FCD 59,7 + 1,7
FIA 76,3 + 1,2
CAS g7,6 + 2,2

* - ocada ponto representa a média + DP

de rés determinacefSes. Todos og va
iores apresentaram diferenga signl
ficativa (p<(,01)

Observou-se que O tratamento térmico resultou em aumento da
digestibilidade das proteinas do feijlo, e que o valoyr referente &
caseina mostrou-se dentro do esperado.

A digestibilidade in vitre da farinha integral autoclavada ndo
diferin significativamente (p<0,01) dos valores de digestibilidade,

aparente ou verdadeira, determinadoa in vive {(Quadro 5).
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4.6 - FRACIONAMENTO DA FARINHA CRUA DEGCORTICADA

4.8.1 - Balango de massa e contribuigfio protéica das fracles

isoladas

Para o estude do balango de massa da extrag8o e contribuicdo
protéica de cada frag¢fo, foram realizadas guantitativamente trés
extracBSes a partir de 20g de FCD, utilizando-se as mesmas aoluches
extratoras e sob condi¢Bes ambientals idénticas.

A gquantidade de farinha recuperada apdés o fracionamento,
representada pela soma das gquantidades obtidas de cada fracio, foi
de 18,36 + 0,73, correspondendc a 81,8% das 20 extraldas.

Aproximadamente 54% do material ndo protéico permaneceu no
residuc fibroso insolGvel, gue apresentou pegueno teor de protelnas
insoldveis, compostas provavelmente pelas prolaminas presentes no
feijdo.

0 Quadreo 12 apresenta os valores médios relativos a4 guantidade
obtida de cada fracgio, o contedo de proteinas (Nx6,25) e também os
percentuais de proteinas de cada frag8o.

Obhservou—-se gque forsm obtidas proporcionalmente maiores
quantidades das frages Gl e GLU. As fragSes GLO e LIP forneceram
quantidades semelhantes de proteinas.

Ixcetusndo-se as proteinas remanescentas no residuo fibroso
insolidvel, provavelmente compostas em sSua maloria por Pprolaminas,
ronstatou-se que a fragdoc ALB fol, dentre as fraces estudadas. a
gue menos contribuiu para o totbal de proteinas extraidas do feijdo.

As fracdes de globulinas foram obtidas com maior guantidade de

proteinas que as demais. A fragfo de gintaelinas continha apenas
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48% de proteinas, provavelmente em consequéncia das caracteristicas
egpeciaia de sua extragfo, capaz de solubilizar concomitantemente

componentes liposolaveis presentes na farinha.

QUADRO 12~ Quantidade de proteina extraida {FRA), teor prg
téico (PRO%) e contribuic8o de cada uma das fra
c8es isoladas no fracionamento da farinha crua
descorticada (FCD) do feije "IAC-Carioca 80 5HY

FRAGOKS FRA % PRO PRO

(g} (g%} (g)
oL 2,77 + 0,088 48,4 + 1,52 1,33 + 0,042
Gl 2.76 + 0,062 85,5 & 1,8P 2.168 + 0,080
GLO 0,99 + 0,04P 86,6 + 0,5 G,75 + 0,03¢
ALB 0,86 + 0,03¢ 73,8 + 0,7¢ 0,57 + 0,02d
LIP 0,96 + 0,04P 79,2 + 0,5 0,79 + 0,03°
+ 0,459 1,5 + 0,18 0,15 + 0,01€

FF 10,02

¥ = valores referentes a médla i+ DP de tres extragfies,
realizadas a partir de 20g de FCD; em uma mesma CQO
luna, valores com letras iguais nio apregentam di-
ferenca significativa (p<0,0073;
GLU= glutelinas;: Gl= globulina GI1; QL= globulinas:
ALB= albuminas; LIP= lectinag/inibidores; FF= resi-
duo fibroso insolavel.

A Figura 3 expresssa, em termos percentuais, a contribuigfo de
cada uma das fragBes protéicas isoladas em relag8o ao total de
proteinas extraidas da FCD.

Seu exame revela que a Globulina Gl representa em torno de 37%
das proteinas totais extraidas e, juntamente com a8 globulinas da
fracio GLO, correspondem a mais de 50% do total das proteinas do

feijfo. As glutelinas, sa8o igualmente importantes, Ja que
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constituem,

aprosximadamente, 1/4 das proteinas totals.

Gl

FICURA 3 - Percentuails das proteinas totais extraidas do fel

j8c "IAC-Carioca 8BGO SH”, fornecidos por cada ums
daz fragdes isoladas.

(gilutelinas = GLU: globulines = GLO: globulina Gi=
G1: albuminas = ALB; lectinas/inibidores = LIP; re
aiduo fibrosc insolbvel = FF).
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Excetuando-se as prolaminas, confirmaram-se as suposicles de
que a fragfo ALB contribui percentualmente com menos proteinas que
as demals.

Com base na constatacfo de que apenas 3% das proteinas totais
permaneceu no residuo fibros=o insoltvel, dos gquais a maior parte
deve provavelmente ser constituida por prolaminas, conslderou-se

que o processce de extracdo foil adeguado.

4.8.2- Concentracdo de carboidrato total, atividade antitrip-
tica e hemaglutinante das fragfes protéicas isoladas

A curva-padrioc empregada para a gdeterminacio dos carboidratos
totais das fracBes, cslculada por regressso linear, apresentou
correlaciio de 0,8882.

As curvag de regresséo utilizadas para quantificar a
atividade do inibidor de tripsina nas frac@es globulinas, globulina
Gi. albuminas e lectinas/inibidores apresentaram correlagies
negativas (-0,8773, -0,9683, -0,8633 = -0,8887, regpectivamente).
Os valores relativos aos interceptos, obtidos pelo prolongamento da
curva de regressfio até o eixo Y (0,0mL de extrato), foram 16,64
(GLOY, 29,1 (@1}, 78,67 (ALB) e 987,3 (LIP).

Os resultados obtidos para as diferentes fragles 880
apresentados no Quadro 13.

Os teores de oarboidratos nas fragfes GLO, GLU e ALB nao
diferivam estatisticamente (p< 0,05). A fragéo LIP apresentou maior
teor de carboidratos gue as demais fracBes. A fragfdo ALB,
apresentou valores superiores aos das globulinas e, ao contraric
das demais. nSo se observou gualguer atividade sntitriptica e

nemaglutinante na fracBo de glutelinas.
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QUADRO 13~ Carboidratos totais (CT), atividade do inibidor de
tripgina  (TIA)} e hemaglutinante total (AHT), das
fragles de glutelinas (GLU)}, globulinas (GILO)}. glo
bulina &1 (Gl)}, albuminas {ALB) e lectinas/inibidg
reg (LIP), isoladas do feijlia "IAC~Carioca 80 SHY

FRAGOES cT * TIA ** AHT ¥¥%
GLU 68,4 + 0,48 0 0
GLO 5,8 + 0,28 49 185
G 1 7,5 + Q,5%8 12 374
ALB 7.8 + 0,28 287 434
LIP 11,2 + Q,1b 3140 3232
* = valores expressos em g% de mancse e repregentam
a média + DP de tres determinagies. Em uma mesma
coluna, valores com letras diferentes apresentam
diferenca significativa (p <0,083;
%% = unidades de tripsina inibida/ mg proteina:
%%k = tituloc hemaglutinante/ mg proteina.

As proteinas da fragio LIP, confirmsndo as expectativas,
apresentaram também atividade antitriptica = hemaglutinante,
significativamente maior que as ocutras proteinas extraidas. Os
valores de atividade antitriptica e hemaglutinante determinados na
fracio G, ndo eram esperados. e podem indicar a ocorréncia de sua
contaminacdo por residuos da frag8o LIP, durante o fracionamento.

A Figura 4 representa os percentuais de atividade antitriptica
e hemaglutinante das frag@es, calculados com bage no total obtide
pela soma dos valores apresentados por cada uma delas.

Obaervou~-se que a fragfc de lectinas e inibidores de proteases
concentrou praticamente toda a atividade antitriptica &
hemaglutinante da farinha, respectivamente BY e 77% do total. Em
relagBo A& atividade antitriptica. constatou-ge que &8 fragtes de
globulinas (GLO e G1) s&o praticamente isentas. a0 passc que a

fracio albumina apresenta um valor intermedibdrio.
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FIGURA 4 -~ Percentuais de atividade antitriptica (TIA) e he-
maglutinante (AHT) das fra¢les protélcas isoladas
sxpresaos em relacfo ac total regultante da pomsa
dos valores de todas as fracles.

GLO= globulinas;Gl= globulina Gl; ALB< albuminses;
LIP= lectines/inibidores de proteases)
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Guando consideradas em conjunto, as proteinas contides nas
fracfes de albuminas e LIP concentraram 97% de toda a atividade
antitriptica. 0 teor relativamente elevado de atividade
hemaglutinante determinado na fragfio Gl, foi atribuide & ocorréncia
provavel de contaminac8o pelas proteinas da fragio LIP guande da
vrecipitacioc e separac8c da globulina Gl do sobrenadante 1 (Figura
13-

As fracBas ALB e GLO a2 eguiparam em termos de qualidade de
spas proteinas, cuja utiliza¢so, por sua vesz, fol semslhante A da

fapinha integral de feij8o autoclavado {(p<G,05).

4.7 - COMPOSICAC AMINOACIDICA DAS FRACOES PROTEICAS CRUAG
E AUTOCLAVADAGS

0 Quadro 14 apresenta a composic¢#io aminoacidica das fracles
cpruas isoladas a partir da farinha descorticada do feij8co "IAC~
Carioca B0 SH".

Os valores de metionina correspondem & metionina total,
determinada ap6s hidrdlise alcalina. A cisteina foi determinada
como Acido cistéico, apos oxidacsio por Acide periérmico, gsemilda de
hidrdlise acida.

Obmervou~se <que a principal proteina do feijao, a Globulina
Gl, € dentre todas a mais deficiente em aminoécidos sulfurados e
tpiptofano., As globulinas iscladas na frac8c GLO, ainda que
apresentem composicio aminoacidica semelhante & Gl, mostram—se
menos deficientes que ela em relag8c a esses amincfcidos
essencisis. Ao contréario, as glutelinas (GLU) e as albuminas (ALB},

apresentaram composiclo amincacidica de maior gqualidade.
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QUADRD 14 ~ Composig¥o amingacidics
alutelinss (BLU) .,

anlobxilinas

das fragles oruas  de

(BLEY, globulina

(1 (6L}, albuminss (ALB) & lectinassinibido-
ez (LIFPY isnladas do feiiXo "IACD-Carioca BO SHY

gl sLU BLO B #iB LIP

RSP 2,97 + 6,782 1554 e 0,23b 54 40370 15,38 ¢ 0,43t 17,39 + 0,480
THR 5,43 + 0,28 3,84 + 6,110 3,79 + 0,170 5,30 + 6,18% 8,20 + 0,11F
SER 5,42 + 0,248 7,40 + 0,270 7,78 + 0,310 1,29+ 0,310 9,90 + 0,43
B 16,47 £ 0,888 25,05 + 0,480 25,83 ¢ 1,005 Za,66 4 0,710 15,80 + 0,902
PRE 18,81 2,748 5,54 + ,18® 5,34 + 0,270 5,88 + 0,285 5,82+ 0,18
BLY 8,70 5 9,138 4,97 + 6,104 5,42 + 0,112 5,07 + 0,108 £,54 + 0,320
aLA §,18 + 0,278 4,82 + 004D 1,85 + 0,080 5,19 0,065  £,89 £ 0,258
£Ys 9,15 + 0,819 8,10 + 0,010 0,16 + 0,01 1,38 + 0,008 0,33+ 0,028
VAL 5,87 & 0,428 5,50 + 0,08 5,83 ¢ 0,098 564 £ 0,118 7,28 + 0,34
MET 7,40 + 0,028 1,28 + 0,020 L6 + 6,027 1,86 % 0,050 1,50+ 0,08%
e 8,97 4 6,153 5,41 ¢ 6,178 5,54 + 0,112 5,00 40,158 5,86 + 0,368
LY 9,25+ 0,208 11,13 £ 0,220 11,31 £ 0,350 10,36 £ 02657 10,60 + 0,200
TYR 1,99 + 6,268 4,20 4 0,178 8,06 + 8,129 181 £ 8,078 4,20 4 8,168
PHE 5,28  §,102 7,9 + 0,160 7,96 + 6,180 7,06 + 0,23¢ 7,83 + 6,298C
LYS 9,27 + 0,403 4,37 ¢ 8,180 533 + 0,120 4,01 + 0,180 5,23 + 0,190
#i4 3,78 + 0,098 3,18 + 6,078 3,43 + 0,148 1,40 £ 0,418 2,30 # 9,120
ARG 4,85 ¢ 1,108 5,81 + 9,140 5,78 + 0,25 5,44 ¢ G420 5.6 + 0,100
TRR {47 + 0,08% 2,95 + 0,030 0,72 + 6,01° 7,47 + 0,108 0,41 ¢ 6,088

= rpsuliados expressos es  9/1ép N e cada valor represents 3 madia + OF de tris deteraisa-
ghes, Ee ugs wessa linha, valores com letras iguais niio apresentas diferenga significativa

{p<8,081,
A fraggc GLU, & dentre todas as fragles, a que possui  mals
lisina & metionina; seu teor em triptofanc & elevado., Ho entanto,

tem menor teor de fenilalanina que as demais fracdes.
As proteinas contidas na fragfo ALB s&o particularmente ricas

am triptofano e cisteina. Apregentaram, em geral, uma composigdo

mais equilibrada que as proteinas presentes nNas outras fragdes

ismpladas. A fraclSo LIP tem um teor elevado de treonina e =mbora

eontenhsa muita metionina possui, proporcionalmente, menos cisteina.

Moatrou-se também relativamente pobre em lisina. triptofane €

histidina, guando comparada com as demals fragbes.
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0 GQuadro 15 apresenta a composic8o aminoacidica das fraghes

sutoclavadas. Os valores de metionina foram determinados apds-

hidralise alcalina e os de cisteina, apés oxidacdo pelo  Acido

perfdrmico.

GUADRO 18 ~ Composicko aminpacidica das fragles de glutelinas
(BLUY, globulinas (BLD), globulina Bl (B1), albu-~
minas (ALB) e lectinas/inibidores (LIP), isoladas
do feiido “IlAC-Carioca BO SHY, autoclavadas.

an 3 6Ll BLO 61 AB LIP

RSP 10,08 £ 045 tagb v oazd 150 0,300 B £ 0,15 18,69 ¢ 0,285
THR 4,48 + 0,13 3,70 + 0,178 1,48 + 0,120 §,78 + 5,208 8,15 ¢ 0,14°
SER 5,10 + 6,200 8,39 + o, 238 7,39 + 6,240 6,85 + 0,200 2,82 ¢ 0,210
B0 1747 1058 w05+ 057t  msean? gy remt 1549+ 417
PRO 17,38 + 1,048 3,61 + 9,430 4,48 + 0,190 16001 0,030 3134 0,10F
BLY 1,89 + 0,18 4,89 + 0,122 5,20 + 0,068 5,05 + 0,108 6,59 + 4,120
&Lk 5,78 + 0,282 5,00 + 0,100 5,17 + 9,140 5,28 + 0,488 7,06 + ¢, U°
£vs 4,00 + 0,002 7,00 + 0,002 0,00 + 0,00% 0,9 + 0,080 0,00 £ 0,008
AL 4,19 ¢ 0,198 5,63 ¢ 0,179 5,70 + 0,189 §,77 + 0,478 7,4 & 0,28
HET 7,21 + 6,128 1,6 + g,010 1,02 + 6,018 1,19 « 6,1180 0,98 ¢ 0,07°
iE 4,85 + 6,169 5,24 + 9,168 5,34 + 6,10" 2,58 ¢ 0,118 5,50 ¢ 8,160
LEU 9,09 % 0,208 10,31 £ 0,180 11,07 + o,2e" 5,99 + 0,20¢ 9,91 ¢ 0,18%
TYR 8,20 + 0,243 4,18 + 0,128 4,32 + 6,128 4,00 + 0,063 4,37 £ 0,182
PHE 8,42 ¢ 0,182 9,29 + 4,150 8,32 + 0,180 745§ 0,125 8,22 4 0,140
LYS 8,469 + 0,778 5,85 4 0,120 5,12 + 0,13¢ 7,30 + 0,390 4,79 £ 0,13°
HIS 3,62 ¢ 0,092 3,48 + 0,088 1,43 + 0,088 1,88 ¢ 0,088 2,42 + 8,070
4RE 5,10 + 5,18 5,10 + 0,120 6,00 + 4,130 566 + 9,100 4,04 4 9,147
TRP 1,42 + 0,072 3,90 + 4,060 6,20 + 0,91¢ 5,70 + 0,008 0,35 ¢+ 0,068

§ = rosultados eapressps ee g AR/ L6g N, Cada pento represents s pédin + 0P de Lrés
deterginachos: em usd sesaz linha, valores o8 jefras iquais nio apresentas di-
ferenga significativa {pf0.,03}.

Ainda gue a maioria dos teores de aminpdcidos das fragbes
eTus S a autoclavadas ndo tenhanm aprezentado diferencas
significativas (p<0.,05), observou-se Qque OB teores de alguns
amincacidos foram menores nas fracles sutoclavades, ¢ aue fracdo

LIP foi, proporcionalmente a mais afetada.
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Correlacionando—se os tecores de aminoacidos de cada uma das
frac8es cruag ocom Seus correspondentes nas fragles autoclavadas
{Quadros 14 e 15, regpectivamente), cobserva~-se que & cigteina, a
metionina e a ligina tiveram sEUS teores reduzidos
aignificativamente (p<0,085) apog o tratamento térmico. A prolina
foi afetada pela autoclavagem das frages GLO, ALB e LIP.

Os amincécidos cisteina, metioninsa, leucina, Pprolina a
histidina tiveram seus teores gignificativamente reduzidos apés  a
autoclavagem da fragio GLO (p<0,08).

0 teor de metionina na fragBo LIP foi dragticamente reduzido
pelo tratamento térmico; consequentemente, 8eu contetdo de
metionina igualou~se ao da fraglo de globulina G1 (p<0.08}, onde
aparentemente o dano a este aminodcido resultante do ‘tratamento

térmico foil menor.

4.8 - DIGESTIBILIDADE IN VITRC DAS FRACOES PROTEICAS CRUAS
E AUTOCLAVADAS

O @Quadro 16 apresenta os valores de digestibilidade
obtidos a partir da protedlise pelo sistemns pepsina-pancresatina das
fraclfeg cruas € asutoclavadas.

Obhservou—ge um aumento na digestibilidade de todas as fracdes
em funcBo do tratamento térmico. As fracles 31U e ALB foram ss que
apresentaram maior aumento em consequéncia do tratamento Lérmico,
jgualando-se & Globulina G1, principal proteina do feij&o.

A fragio ALB, guando crua, possul a menocr digestibilidade
dentre todas as fragfes; no entanto, apbs sutoclavagem, a fragdo

LIP tornou-se a fracgiio mais resistente & agio das proteases.
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QUADRO 16 - Digestibilidade in vitro dee fragdes de glutelinas
(GLU), globulinas (GLO), globulina Gl (G1), albumi
minas (ALB) & lectinas/ inibidores de prolesses
(LIP)., cruas e autoclavadas, isoladas do felijto
"TAC~Carioca 80 SH"

AMOSTRAS * CRUAS AUTOCLAVADAS
GLU 85,3 + 0,78 92,9 + 4,48b
GLO 77,4 + 4,00 93,5 + 1,08
G 1 77,3 + 0,7° 87,8 + 4,58b
ALB 56,1 + 0,8% 86,8 + 2.0b
LIP 51,3 + 3,18 74,9 + 3,1€

¥ - o pesultados s8o expreascs em percentual de
digestibilidade e vrepresentam a média + DP
de trés determina¢des. Em uma mesma coluna,
valores com letrag iguais ndo apresentaram
diferenga significativa (p<0,05). Em uma mesna
1tinha, todos os valores diferiran significati~
vamente {(p<0,08}.

4.9 -~ METIONINA POTENCIALMENTE BIODISPONIVEL NAS FRACOES
PROTEICAS CRUAS E AUTOCLAVADAS

0 Quadre 17 mostra os valores determinados de metionina
potencialmente blodisponivel nas fragdes cruasg e auvtoclavadas.

A& fraglo glutelinas, crua ou autoclavada, apresentou o mailor
teor de metionina biodisponivel dentre as fragles igoladas.

As fragBes GLO e ALB autoclavadas mostraram oconter teores
semelhantes, enguanto a globulina Gi, principal proteina do feijaon,
apresentou baixos teores de metionina biodisponivel, tanto <orua
come apds tratamento térmico.

Os teores de metionina disponivel 1iberados pelas fragles
sutoclavadas foram maiores gque pelas fragfes oruas, exceto em
relacio a frag8o lectinas e inibhidores de proteages &, £m 0HeENOr

extensfic, as glutelinas.
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QUADRO 17 - Metionina potencialmente biodisponlvel nas fragles
de glutelinas (GLU), glcbulinas (GLO), globulina
Gl (G1), albuminas (ALB) e lectinas/inibldores de
proteases (LIP), cruas e autoclavadas, isoladas do
feijfo "IAC-Carioca BO BH”

AMOSTRAS CRUAS AUTOCLAVADAS
GLU 1,30 + 0,032 1,22 + 0,028
GLO 0,64 + 0,04P 0,90 + 0,01P
Gi 0,58 + 0,01C 0,71 + 0,02¢
ALR 0,41 + o,02¢ 0,85 +« 0,030
LIP 0,64 + 0,020 0,56 + 0,014

¥ = os resultados slo expressos em g/16g N & representam
a média + DP de trés determinagles. Ex uvma coluna,
valores com letras iguais ndo diferem significativa~
mente (p <0,05).

No entanto, aquando os resultados foram interpretados em
termos percentuais,. constatou-se que, <com excecio da fragdo
glutelinas, o tratamento térmico resulitou em aumento na libersgio
de meticnina pelas proteases em relaglo a fraclo crua.

4 Figura 5 representa a variagdo dos teores de metionina
potencialmente biodisponivel de cada fraeglo (Quadro 17). expressocs
percentualmente em relagdc a seus valores de metionina total
{Quadros 14 e 15), em fungio do tratamento térmico.

¢ sumento do percentual de metionina potencialmente
biodisponivel contldo em cada fracfo resultante da autoclavagemn das
fragBes ALB, LIP, GLO e a1, foi de 188, 68, 67 e 47 &%,

regpectivamente.
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Com relac8o as glutelinas, constatou-se 08 percentuals de
metionina potencialmente bilodisponivel contidos na frag8c foram os
mesmos, antes & apés auvbtoclavagen {p<(,056).

Com base na composicBo percentual das fragfes em relagido ao
total de proteinas extraidas da FCD (Figura 3) e dos teores de
metionina liberados pela protedlise Iin vitro das fragdes
sutoclavadas (Quadro 17), fol possivel estimar a contribuicgdo
individual de metionina biodisponivel de cada uma delas.

Og resultados., eXpressos percentualmente em relacic & soma da
metionina iiverada enzimaticamente de todas as fragdes
sutoclavadag, excluindo & fragio fibrosa ingclivel, 280
apresentados na Figura 6.

Constatou-se gue as glutelinas foram as proteinas  gue mais
contribuiram' com metionina potenclalmente hiodisponivel, ainda que
a aubtoclavagem ndo tenha resultado em qualgquer aumento na liberagdo
do aminoacido. A Globulina Gi, apesar de representar 37% das
proteinas totals, contribuiuv com  uma gquantidade de metionina
ligeiramente inferior s proteinas Aleali-soliveis do feijBo.

As fracBes ALB e LIP foram as que apresentaram menor

contribuicsdo do aminoécido.

4.10- GRAU DE HIDROLISE E LIBERACAO DE METIONINA DAS
FRACOES PROTEICAS CRUAS E AUTOCLAVADAS

A quantificag8o dos grupamentos slfa—aminicos libserados
durante a protedlise para 0 acompanhamento do grau de hidrolise foi
resalizada a partir da equaglio de correlagio linear antre
soncentragdes crescentes de leucina e suas respectivas extingfes &

340nm, apdés reaglo com o TNBS {(pr=0,9938).
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FIGURA 8- ContribuigHio percentual de metionina dag fragfes 189
ladas do feij#o "IAC-Cariora 80 SH', expressa em ré
lagBo & soma dog +teores de metionina biodigponivel
de cada fracl8o autoclavada.

(GLU= glutelinas; Gl= globulina Gl; GLO= globulinas;
ALB= albuminas: LIP= lectinag/inibidores)



0 Quadro 18 mostra a liberagio de aminocécidos, expressos
como  leucina, no transcursc da digestdc in vitro das diversas

fra¢cdes protéicas cruas.

QUADRO 18 - Leucina liberada in vitro {mM/g de proteina)
ao longo da hidrdlise enzimatica dag fragles
cruas de glutelinas (GLU)}, globulinas (GLOY, 2l
bulina G1 (Gi), albuminas (ALB) e lectinas/inibi
dores (LIP) do feij@io “IAC-Carioca 80 S8H”, pelo
sistema pepsina/pancreatina (PEP/PAN)

A e o sk A S PP e A, Rl Ty ke LA Y e e A TPV e s 448, e b s s e — e it

TEMPO GLU GLO G1 ALB LIP
{min.)
PEP
80 1,33 0,58 0,98 0,83 1,42
a0 1,50 0,88 1,17 1.35 1,71
120 1,76 1,03 1,42 1,64 1,81
180 1,92 1,15 1,82 1,74 2,08
180 1,98 1,26 1,88 1.83 2,472
PAN
210 2,87 2,20 3,20 2,58 3,22
PAVAS 3,52 2,87 4,060 3,02 3,75
240 4,29 3.81 - 4,80 3,28 4,42
270 5,13 5,22 5,38 3,79 4,75
300 5,44 8,02 5,85 4,42 4,898
ae0 5,67 5,22 65,45 4,80 5.11

Oz valores corregpondentes a0 total de wmilimoles de
aminoacidos. por grama de proteina (h tot) de cada fragdo estudada,
ampregades para o acompanhamento 4o grau de hidrélise segundo
ADLER-NISSEN (1), foram de 8,20, 8.14, 2,10, 9,35 & 9,60 para as
fracSes de glutelinas, globulinas, globulina 31, s&lbuminas e
lectinas/inibidores, respectivamente.

0 Quadroc 19 mostra a liberag8o de aminaacidos,. expyessog CONO

leucina, no transcurso da digestlc in vitro das diversas fraches

protéicas sutoclavadas.
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QUADRO 18 - Leucina liberada In vitro (mM/g de proteina)
a0 longo da hidrélise enzimatica dag fragdes
autoclavadas de glutelinas (GLU), globulinas
(GLO), globulina Gl (G1l), albuminas {ALB) & lec~-
tinas/inibidores (LIP) do feijf8io "IAC-Carioca 80
SH", pelo sistema pepsina/pancreatina {PEP/PAN}

—— prevpeRr e e b [

— [

TEMPO GLU GLO Gl ALB LIp
{imin.)
PEP
80 1,30 0,82 1,158 1,37 1,36
a0 1,78 1,17 1.58 2,45 1,68
120 1.81 1,40 2,041 2,59 1,87
150 2,00 1,70 2.28 2,68 2,24
180 2,03 2,08 2,48 2.73 2,38
PAH
210 4,52 4,15 4,18 4.51 4,35
225 5,66 4,87 5,058 5,358 4,87
240 8,44 6,13 5,68 8,04 5,00
270 7,14 65,86 8,37 &, 60 5,73
300 7.57 7.58 6,83 6,88 &,09
380 7,78 7,856 7,40 7.18 5,38

Ns  valores correspondentes ao total de milimeoles de
amincécidos por grama de proteina (h tot) de cada fragéo
autoclavada estudada, empregados para o acompanhamento do grau de
hidr6lise segundo ADLER-NISSEN (1), foram de 9,14, 9,08, 9,11, 89,198
e 9,80 para as fraghes glutelinag, globulinas, globulina Gl,
albuminas & lectinas/inibidores, respectivamente.

Constatou—8e que, em geral, © pgtamento térmico aumentou
a liberac8o de aminoacidos de toadag fragles & gue as fragbes
auvtoclavadas de globulinas, glutelinas & globulina Gl liberaram
mais aminodcidos por g de proteina qgue as outyas, de scordo com SUa
digestibilidade.

Mo entante, parece dque a sutoclavagem dificultou a
digeat8o, pela pepsina, das glutelinas e dag lectinas e inibidores

de enzimas digestivas.
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Ao contraric das demais fragdes, ndo s2 constatatou um
aumento expressivo no total de milimoles de aminodcidos liberados
das frac@es tratadas termicamente, ao fim dog 180 min de protedlise
pela pepsina.

A fragio LIP mostrou-se a mais resistente & agao
enzimdtica da pancreatina que as demais fragfes, podendo-se notar
um  retardamento na liberagfio de amincécidos em relag8c &z outras
fracBes, particularmente gquando autoclavada.

Og GQuadros 20 e 21 mostram, respectivamente, og tLeores em
gramas de metionina liberada por 100g de proteina no transcurso da
digestio in vitro das diversas fragdes protéicas cruas &
autoclavadas. A quantificagBo da metionina liberadsa durante a
proteblise foi felita com base na mesma equaglo de correlagdo linesar
descrita no item 4.4.

Obgervou-ae que O tratamento térmico aumentou
gignificativamente a liberagio de metionina das fracfes globulinas,
globulina Gl e albuminas.

A frac8p GLU, c¢rua ou sutoclavada, comparativamente foli a
fragio aque liberou maior quantidade de metionina por 16g de
nitrogénio, ao final das 6 horas de digestdo enzimdtica in vitro.

Az fragBes Gl e LIP, ao contrério, contribuiram com menos
netionina que as demalis, mesuo quando autoclavadas. Fuando oruas,
obmeprvou-se que a globulina Gl liberou menos metionina gue a Tracglo
LIP.

As proteinas da fragdo LIP liberaram menos metionina
gquanda foram tratadas termicamente, em Lermos absolutos. A
liberacs#io de metionina sob acfBio da pepsina, foi significativamente

menor nha Ifracdo autoclavada.
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QUADRO 20 -~ Metionina liberada (g/16gh} durante a digeatfio in

vitro das frages cruas de glutellnas (GLE), globu
linas (GLO), globulina Gl (G1), albuminas {(ALB) e
lectinas/inibidores de proteases (LIP) dn  feijfo
“JAC-Carioca BO SH", pelo asistema pepsina/pancreg
tina (PEP/PAN)

-

TEMPO GLU GLO Gi ALB LIP
{min}
PRP
&0 0,17 0,10 0,098 0,10 0,04
80 0,18 0,14 0,13 0,14 0,08
120 0,21 0,22 0,17 0,22 0,12
150 0,24 0,24 0,23 0,24 0,17
180 0,31 0,25 Q0,25 0,25 0,18
PAN
210 0,41 0,32 0,28 0,32 0,27
225 4,82 0,38 ¢, 30 0,38 0,38
240 0,88 0,49 0,33 (3,49 9,43
270 1,00 0,55 0,38 0,85 0,48
300 1,03 0,57 0,43 0,587 0,563
360

1,16 0,58 G,48 0,58 0,56

QUADRO 21 - Metionina liberada (g/18gN) durante a digestdo in

ke i, Hadd. S R A b S T

vitre das fragles autoclavadas de glutelinas
(GL), globulinas (GLO), globulina G1 (Gl), albumi
nas (ALB) e 1sctinag/inibidores de proteases {LIP)
do feijdo "IAC-Carioca BC SH', pelo sistema pepsi-
na/pancreatina (PEP/PAN)

TEMPO GLU GLD Gl ALB LIP
{min)
PEP
60 0.08 0,14 0,11 0,14 0,02
g0 0,12 0,28 0,20 0,28 0,05
120 0,14 0,33 0,24 ¢.33 0,07
1650 0,186 0,35 0,28 0,35 0,08
180 0,18 0,37 0,32 0,37 0,09
PAN
210 3,43 0,87 0,49 0,67 0,13
225 G,54 0,72 0,58 0,72 0,21
240 Q,78 0,78 0,61 0,78 0,32
270 1,00 0,81 ¢,64 ¢,81 0,40
300 1,09 0,83 0,68 g,83 0,4H
360

1,37 ¢,85 0,68 2,85 G,49
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Oz resultados sugerem gue tratamentso térmico parsce ter
retardade a liberagfdo do aminodcido da fracdo de glutelinas, ao
longo do tempo de hidrdlise.

No entanto, obgervou-se aue o total de metionina liberado
an final das seis horas de hidrilise das glutelinas autoclavadas
foi praticamente o mesmo da fragdo crua.

0 Quadro 22 mostra os indices de correlacéo obgervados
sntre o] grau de hidrdlise das fracdes protéicas cruas @
autoclavadas e a Liberagfio de metionina nio-nxidada por unidade de
vempo, calculados com bage nos dados apresentados nos Quadros 18,

18, 20 e Z21.

QUADRO 22 - Indices de correlagfo {r) entre a liberagfic de me-
tionina e o grau de hidrdlise por unidade de tempo
das fractes glutelinas (GLU), globulinas {(GLO)Y,
globulina Gl (G1), albuminas (ALB) e lectinas/ini-
bidores de proteases (LIP), do feijBo “TAC~-Carioca
80 SH", cruas e autoclavadas.

FRACOES CRUAS AUTOCLAVADAG
GLU 0,9914 0.8736
GLO 0,9721 0.9706
G 1 0,9834 0,9854
ALB 00,8815 Q,9858

LIP G,9858 0,9528

Os egtudos de correlacfo sugeyem dus O tratamento Lérmico
induziu a ocorréncia de algum tipo de alteracio na liberacBc de

metionina da fracio LIP pelas proteases: verificou~ge uma redugdo
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expressiva na correlagdo entre o grau de hidrélise e a liberagio do
amino&cido desta frac8o apdés a autoclavagem. No entanto, constatou-
se que a correlacdo entre a liberagfico de metionina e 0 grau de
hidrélise foi sempre significativa (p>0.0b).

De resultados apresentades nas Figuras 7 a 11 representam
O grau de ThidrbSlise e a liberagdo de metionina, aXpPregsa
percentualmente em relag8o ac contetdo de metionina “total” de
cada fracio, crua e autoclavada, ao longo da hidrélise enzimaticsa.

Com excegdo das glutelinas, ohgervou-se que, em geral, a
iiberacio de metionina das proteinas das fracdes acompanhou © CUrs0
da hidrélise.

As TFiguras 7, 8 e 9 revelam gue o tratamento térmico
melhorou tanto a digestibilidade. como a liberacdo de metionina da
fragBes GLO, G1 e ALB.

0 tratamento térmico nio aumentou a agdo da pepsina sobre
as proteinas da fragl8o LIP (Figura 10) e, da meama forma, ndo se
constatoun um aumento expressivo na liberacao de metionina sob agdo
desta enzima em fungdo da auvtoclavagem. Entretanto, facilitou a
agdo da pancreatina s, consequentemente, da liberac8c de metionina
da fracio de lectinas e inibidores.

A Figura 11 mostra gque o tratamento térmico da frag8o
GLU, apesar de n8o resultar em aumento da agdo da pepsina, induziu
um sumento significativo na digestibilidade de suas profteinas pela
rancreatina. Constatou-se que, ao conbtrério, & liberaqBo de

metionina da fragdo autoclavada pouco diferiu da fracic crua.

1072



BH 3D

[ -

]
mb ag AR
o
. vl g ’&"“*
Lr ™
bla -
= ;‘ }_’___,.__pw
Bk £ -~
¢ S
Bt 4
w /
. 4 #
& . /
i ¥
mt o~
r &
wt rd
LT ér""
5y i_,)f'w_,.__m
m}?‘; i i I i i i 1 i f i
3 o4 8 W 40 WD 180 B0 240 TR NN 0 OES
TEMA {min.d
i
mh 2E ®e
wu
_____ &
W} },,x"*
®
mt f‘«'
)
= 1
i
iy rf ﬁ__wgﬁ—'“""a E
I
X kBT g‘f
= A"
a) ‘)' ‘iw__‘_&__,..__‘-ﬁ”""r
0F fmd”
b
P A i 1 1 L L} 1 1 i i 1

o o33 B W\ i

om0 R 20 2N In S 3N

TBH mina.2

FIGURA 7 ~ Grau de hidrélise

de metionina
de metionina total da fragio
e autoclavada (A), pela agfo da pepesina (3h} segui~

(GHY =

da da pancreatina {(3h).

percentual de liberagfo
(ML), expresso em relag8o ao contetdo

globulinas, crua ()

103



B (3T

L5 B )

je
ok a g wH
o -*‘__AN
-‘x” w_d
ik {x"‘
. !‘_‘_,_,f""
of £
H ra
-~
- v 4
o) . f‘(
Y
.j e‘ﬁf&
b v
“_““39 ;;;;; *_J“/
&y ‘ri_":,:-ﬁ I Gl
WLl
13‘{9‘“

‘:ﬁ_p! L 1 )i i H 1 i 3 L L i
ﬁmﬁ;’@!&?ﬁ!m?!ﬂzﬂmﬁmm
TEMPED (mir, 3

il
me 46 bl >
b
b
_ i i
wit e <N
«
0] g g'
¢
“ /{( *,.a-—"‘"ﬁ-‘—w*
w =
xt R A
A 4
@it % [
e _M‘lf‘
T I
{‘yl i L Y L i 1] i ) L L
nmu}mimtmimzmzﬂmmmm

TeMPl (ming

FICURA 8 ~ Grau de hidrélise {(GH) e

de metionina (ML), exXpresso em e

percentual de liberagdo
lagdo ao contel-

104

do de metionina total da fragdo globulina G1l. crua

(C) e autoclavada (A), pela ag8o da pepsina (3h) es

guida da pancreatina {(3h).



1056

Len
o A0 LR
= ,.u.---'*‘”“
oF ﬁ_,w
o *
& ol &
& 4
44 ;E nr-""_wg
! e
- Ls
@ , o
¥ a
I “»»*-,#«un-"*"* }&f
mr »'f rp——
i
iy ,’)fi“f
L
D&k‘/ X 1 i L i 3 1 A 1 H
O3 oS WO e S MY ZN WO DO
TEMFAT) Crln }
HE)
@it E. L]
¥y
. L
M
# mt A
P .
f - ud g -".i!
»
84 4
_,&
X W arem e
‘.a“fuf‘
D R . __.A—f“”‘-"'_ﬁmﬁ
K“'J " L
g ;-M_,__a_w_'_g_‘,__,d”#—-r"ﬂw""'
::P-‘.r‘t 1 1 ] ] i 1 L] )3 1 i
a o & i lg_}_im e MG M ID 3O o
TEF0 <minas

FIGURA § — Grau de hidrélise (GH) e percentual de liberagho
de metionina (ML), expresso sm relaglo ao contel-
do de metionina total da frag8o albuminas, crua ()
e autoclavada (A), pela ac8c da pepsina (3h) segul
da da pancreatina (3h).



106

i
mb 40 .3
m«
e r
2wt we
E ek ’f; 4 g
w _«f“ﬁ
b3 ‘-ﬂ
e Y
2
LA
e v
”KM
B M_m..ﬂ—“
wh £
/\ 1] 1 J i L 1 1. i 1, 3
g ™ oan E M WD e MO M) TN O 330N
TEMD Tmin.}
[f11]
wt € o
Wi
Tﬁv
=
4 mp
ﬁ 518 o
.rﬂl)_
i A
-
X r w
i e aal
i g
s
«_‘m_mﬂ,_,,au’
ot rﬂﬂ‘nﬁx---ﬂ-f'-"“*ﬁ
I S
ym’{%"* L EY i 1 L [ i 1 L i
n:mmmtmtmtmziqzummmm
TEWG {min,2

FIGURA 10— Grau de hidrélise (GH) e percentual de liberagio
de metionina (ML), expresso em relaglo Ao contei-
do de metionina total da fragl8io lectinas Sinibido-
bidores de enzimas digestivas, crua (C) e autoclavag
da (A}, pela agBio da pepsina (3h) seguida da pan—
creatina (3h).



- L

H. T2

FIGURA 11— Grau de hidrdlise

g
mb 28 5
.
T
vl &
m ;ﬁ‘d
! w 4
By , MW
| L
Fal i é.f{
s ! .:;
s!f“
3}\. *«-%M
PLaes
L -
1:‘/;/”
a4 o o& W I R IR0 A0 M0 PN OO OXE O
TEME Imin. 2
10
ml AT EE)
m.
o
m-
—
ok L
LN ;\w”}‘_’M
&
il J
b wA
of e
AT
smmmuammzmz&mmmm
TP iming)

percentual de liberagdo
de metionina (ML), expresso em relag8o ao contel-
do de metionina total da fraglo glutelinas, crua
(C)y e autoclavada (A), pela ag8o da pepsina (3h) =e
guida da pancreatina (3h).

{GH) e

07



108

4.11= INDICES RELATIVOS A AVALIACRC IN VITRO DA QUALIDADE
PROTEICA DAS FRACOES

4.11.1 = " Valor Bieldgico calculade " {(VB~-C)

Com o objetive de avaliar se o valor bioldégico determinado in
vitro {(VB-() apresentou correlagc8io significativa com o valor
biolégico determinado in vive, calculou-se o VB~C para a farinha
integral de feijfio autoclavado, obtendo-se o valor de 83,8 £ 2,2,
Este valor ndo apresentou diferenea significativa (p<0,01) do valor
determinado in vivo (Quadro 5).

0 Quadro 23 apresenta os resultados relativoe & determinacgio
do VB~C nas fragdes cruas e auvtoclavadas isoladas do feijdc "IAC-

Carioca 80 SH".

QUADRO 23 ~ “Valor biolégico calculads” das fragfes glutelinas
(GLU)Y, globulinas (GLO).globulina G1 (G1l), albumi-
nas (ALB) e lectinas/inibidores de proteases (LIP)
do feijso "IAC-Carioca 80 SH" cruas e autoclavadas

AMOSTRAS * CRUAS AUTOCLAVADAS
GLU 81,8 + 2,22 79,1 + 1,78
GLO 69,9 + 2,9P 70,7 + 2,1b
G1 59,0 + 1,8¢ 57,7 + 1,6¢€
ALB 81,0 + 1,88 79,3 + 2,48
LIP 66,2 + 2,1kd 82,2 + 2,g¢d

% = os valores sic referentes A média + DP de trés deter-
nacdes. Em uma mesma linha. valores com letras iguais
nio diferem estatisticaments (p<0,05); em uma mnesmna
coluna, valores com letras diferentes apresentam dife

renga significativa {p<0,05}.



Com base na anflise estatistica, n#o se observou diferenga
entre o VB-C das fracedes oruas e autoclavadag., ainda gue, sm termos
absolutos, os valores obtidos para a fragfio LIP autoclavada tenham
sido menores que aqueles relativos & fragdo crua.

As fracfes glutelinas e albuminas, cruas ou auntoclavadas,
apregentam valores bhioldgicos semelhantes, significativamente
superiores ao das demais fragBes. Ao contrério. as fragles Gl e

LIP s80c as que apresentam mency valor bioldgico.

4.11.2 ~ “Quociente de utilizagdo protéica ligquida calculado”
{NPU-C)

Com o objetive de avaliar se o quociente de utilizagso
protéica liguida determinado in vitre (NPU-C) apresentou corrslagio
Significativé com NPU determinado in vivo, caloculou-se seu valor
para a farinha integral de feijBio autoclavado, obtendo-se o valor
de 64,0 <+ 1.,7. Este valor n@c apresentou diferenca gignificativa
(p<0,01) do valor determinado in vive (Quadro 5).

0 Quadro 24 apresents os resultados relativos & determinac8o
do VB~C nas Traces cruas e autoclavadas ismoladas do feijdo “"1AC~
Caricca 80 BH".

Dentre todas as fragSes, e mesmo em vrelaglo & FIA, as
glutelinas sutoclavadas apresentaram a melhor qualidade protéica,
smbora se mostrem sgquivalentes as globulinas, gquando cruas. Nota—=se
tembém que esta frag8o fol a que teve malor aumento de 8ua
qualidade protéica em consequéncia do tratamento térmico aplicado.

Az fracBes ALB e GLO se eguiparam sm termos de qualidade de
suas proteinas, cuja utilizag8o, por sus vez, fol semelhante & da

farinhs integral de feijBo autoclavado {(p<0,05).
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QUADRO 24 -~ "Coeficiente de utilizagio protéica liguida cal-
culado” das fragfes glutelinas (GQLU),globulinas
(GLOY, glcobulina Gl (G1), albuminas (ALB)Y & leg
tinag/inibidores de proteases (LIP} do feijfo
"IAC~-Carioca B{ SH", cruas = autoclavadas.

AMOSTRAS ¥ CRUAS AUTOCLAVADAS
GLU 53,2 + 1,78 76,0 + 1,9P
GLO 54,1 + 2,22 66,1 + 2,18
Gl 45,8 & 1,40 50,8 + 1,4
ALB 45,4 + 1,0b 66,8 + 2,128
LIP 40,6 + 1,3¢ 46,5 + 2,1C

¥ = pa valores sfo referentes A médias + DP de trés de-
terminages. Em uma mesma linha, todos os valores
apresentam diferenca significativa {(p<0,00);em uma
mesma coluna, valores com letras diferentes, apre-
sentam diferenga significativa {(p<0,058).

As fragSes globulina Gl e LIP apresentarsm utilizacdo protéica
seme lhante, indicando que suas proteinas sio de gualidade inferior
quandn comparadas as demais fracles, mesmo quando autoclavadas.

Constatou-ae gue , ao ocontrario das demais fraeles, ")
tratamentoc térmico ndo aumentou a utilizagBo das proteinas da
frag8oc LIP (p<0,08), apesar de, quando considerado em termos
absolutos, o NPU-C desta fraglic autoclavada sugerir certa melhoria
em relacBo a fraclo crua.

As fracBes globulina G1 e LIP apresentaram utilizagBo protéica
semelhante, indicando que suas proteinas zdo de qualidade inferior

guando comparadas as demais fracfes, mesmo quando sutoclavadas.
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- DISCUSBAO

B.1 = AVALIACREO DA QUALIDADE PROTEICA DA FARINHA
INTEGRAL DO FEIJAOQ "IAC-~CARIOCA 80 SH" AUTQ
CLAVADO.

§.1.1 - Composi¢8o centesimal

Em comparag8oc com o “Carioca 80", cultivar que gserviu de
base para seu desenvolvimento, & que teve sua oomposicBo centesimal
determinada anteriormente por TEZOTO & SGARBIERI (188), o cultivar
“{AC-Cariocca 80 SH" tem maior teor protéico e menor teor de cinzas
e fibra bruta (p<G,05).

No entanto. o teor de proteina bruta e também os teores
dos demais componentes encontram-ge dentro dos valores médios
caloulados parsa outros ocultivares da espécie FhH. vulgaris

(165,187).

8.1.2 -~ Enssios biolégicos

5.1.2.1 - Balango de nitrogénio

Qs animais apresentaram ganho de peso e halanco
nitrogenado pogitivo aoc fim dos cinco dias de durasio ao

experimento (item 4.2.1 e Quadro 4).

A retencBo de nitrogénio pelos animails alimentados com B
farinha integral do feiifio "IAC- Carioca 80 SH" autoclavado ocomo

anica fonte protéica foi 2 a 3 vezes maior que aguela verificada



para  animais alimentados em condi¢fes gemelhantes, ocom a8

variedades Rico 23, Rosinha G-2, Carioca e Piraté-1 (178).

8.1.2.2 -~ Digestibilidade aparente {Dap) ¢ verdsadei-
ra (Dv), valor bioldgico verdadeiro (VB)
e guociente de utilizag¢8o protéica liguida
(NPU)

HEm relacdo 4 digestibilidade da farinha integral
autoclavada (Quadro 5), constatou-se que o valor determinado por
ansalio bioldgico n&ao difere do wvalor médio de TT% de
digestibilidade para os feijBes cozidos, caleculado por TOBIH &
CARPENTER (200), com base nos resultados de ensaios kiolégicos
realizados por diversos pesquisadores.

Da mesma forma, enguadra-se dentro da faixa de valores de
digeatibilid&da de B0 a 80%, relacionada por SGARBIERL (187) com
base nos resultados de ensaios biolégicos realizados em diversos
culbivares de feijdes. E superior, no entanto, & digestibilidade
da maioria de oultivares brasileiros de Fhaseolus vulgaris
(7,55,56,115,178,180,188)

0 wvalor bioloégico e a utilizacBio protéica liguida da
farinha de feijaso "IAC- Carioca B0 SH” autoclavado mostraram-se
consideravelemente superiores aos de outras variedadesz estudadas
(185,187,200), sugerinde possivel influéneia positiva do elevado
teor de metionina biodisponivel presente no cultivar (item 5.2.4%.

Comparando-se os indices de qualidade protéica do feij&o
“TAC-Cariocca 80 SH" determinados in vive nesta pesguisa {Quadro 5)
com os indices correspondentes da variedade gque o precedeu, O
“Carioca 807 (188), nfo ze obaserva diferenca significativa entre o

valor bioldgico destes cultivares (p<0,01).
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A propésito, constata-se gue ¢ teor de metionina
biocdisponivel do feijdo “"Caricca 807, determinado in vitro apds
hidrdlise enzimética pelo aistens pepaina—pancreatina 2
quantificacdo da metionina no hidrolisado por resgdc colorimétrica
com nitroprussiato de sédic (1,85 + 0,07) (188), & praticamente
idéntico (p<0,01) ac determinadeo neste estudo para o cultivar "IAGC-
Caricca 80 SH" (Quadro 10). Este fato pode justificar a semelhanga
entre o valor hioclégico das proteinas de ambes os cultivares.

TEZOTO & SGARBIERI (1988) determinaram a digestibilidade
aparente e verdadeira, bem como a utilizag&o protéica liquida das
proteinas do cultivar "Cariocca 80". Contrariamente & similariedade
varificada entre o valor biolégico dog dois cultivares, os valores
obtidos foram significativamente inferiores aos apresentados nesie
egtudo (p<0,01), o gue, a principic, poderia ser interpretado como
uma superioridade do valor protéico do cultivar “IAC-Cariocca 80 SH”
sobre o de seu predecsessor.

Neate gentido, e aapecificamente am relagio a
determinacio dos indices de qualidade protéice por engaiosg
bioldgicos, a contaminagdo das fezes por ragsdo appalhada pelo
animal além de limites toleraveis, poderia resultar am
superestimagdo do teor de nitrogénio fecal, com a congequente
reduclio dos indices de digestibilidade e NPU. Neete caso, O indice
do valor biolégico nin seria afetado, uma vez gue relaciona apenas
a proporcio do nitrogénic retido em relagdoc ao nitrogénic
absorvido., desconsiderando, portanto, o nitrogénio ercretads nas
fezes.

E importante ressaltar gque. durante a realizag8oc deste

prabalho, procedeu-se ao desenvolvimento de um sistema para avitar
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gque a raglio espalhada pelo animal durante sua alimentaclo
contaminagae as fezes, o gque permitiu melhorar os resultados, tendo
o aistema sido adotado por outros pesguisadores no laboratoric de
engsaios biolégicos do DEPAN/FEA.

A wvariedade ‘“Aroana B0 teve seus indices de gualidade
protéica determinados por DOMENE (47)., a partir de ensalos
bioldgicos realizados em condigles experimentais praticamente
id8nticas Ae deste estude. Comparando-se os resultados, néo se
observou diferenca significativa (p<0,01) entre a digestibilidade
aparente e verdadeira, valor bioldégico verdadeiro & NPU do feijdo
"TAC~Carioca 80 SH" (Quadro 5) e da variedade TAroanas 807
{respectivamente, 71,24 + 6,053 74,23 % 6,111 83 .50 4+ 4.67 = 61,86
+ 5,34).

Como observa  DOMENE (47, & preciso  analisar
cuidadosamente o8 resultados destas comparagles, em Tungio da
grande variabilidade dos valores registrados, conseguéncia de
diferencas existentes quanto as condigdes de cultivo dos vegetals,
caracterigticas especificas de cultivares e, particularmente, 3]
condicBes experimentais.

Em funclo das diferengas entre cos proceasgos de coleta de
fezes e urina dos animais, optou-se, portanto, pela ndc comparscio
entre o valor protéico do “"IAC-Carioca 80 SH” com o de se seu
predecessor {(188), cujos indices de qualidade protéica ndo foram
obieto de pesquisa neste trabalho.

Os resultados sugerem, no entanto, gue o desenvolvimento
do nove cultivar resultou na manubenc@o do bom wvalor proteico,

caracteristico da variedade “Carioca 807 que o precedeu.
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5.1.2.3 - Estimativa do teor de metionina biodisponivel

Optou-se neata pesquisa pela adogdo da wmetodolagia
dessnvolvida por SGARBIERI et al. {178), por possibilitar avaliagfo
mais completa da utilizac8o de metionina que os métodos baseados no

balange metabdlico do amincoédcido, que ignorem & acorréncia de
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sventuais interacBes pds-absortivas aque podem afetar a retengio

afetiva de metionina pelo organismo.

Entretanto, foram introduzidas modificacfes no processo
de avaliagdo do teor de metionina disponivel na farinha. Em vez da
leitura direta da concentracgBc de metionina biodisponivel na
abcissa (X), como sugerido por SGARBIERI (185}, concluiu-se gue
considerar 08 requerimentos do aminodcido para o rato arn
srescimento como base para a estimstiva seria um procedimento mais
adeguado.

A “National Academy of Sciences” {NAS) coordenou estudos
sobre os vreguerimentos nutricionais de ratos de laboratério, e
estabelecen o “contendo minimo de nutrientes nas dietas requerido
pelos animais” em diferentes situaclbes fisiclégicas {orescimento,
manutencdo, gestacBo e lacdtagdo) {(208).

Particularmente em vrelagdo & metionina, o requerimento
estimado para o ratc em crescimento foi de 0,680g por 20g de
proteina (em 100g de dieta), dog quails 1/3 deste total (ou U,20g)
s&o gsupridos pOY L-cistina. 0 regquerimento agbabelecido
corresponde, portanto, a 0,40g de metionina por 20g de proteina, ou

2.0g de metionina/ 100g de proteina (KA},

Com efeito, & pomeivel concluir que o teor de metionins

biodisponivel na farinha corresponde ac reguerimento egtabelecido



para o aminocdcide {em g/100g de proteina da ragdc), deduzido da
menor quantidade de metionina suplementada & dieta (em g/ /ildlg de
proteina da rag8o) capaz de elevar o ganho de pesco dos animais e o
PERgcp  das proteinas da farinha a seus valores méximos,
considerando-se que:

i) ags dietas utilizadas no ensaic bicldgico foram
suplementadas com 1% de L-cistina, quantidade que ultrapassa as
recomendacles do NAS relativas a esse amincacido;

ii) que a metionina adicionada as dietas é completamente
utilizada pelos animais (64,183);

iii} aue os regquerimentos foram alcancados guando o genho
de peso dos animais e o PEROP da rac8o atingiram seus valores
méximos, igualando~se ou superando os parémetros corregpondentes
obtidos para proteinas normalmente utilizadas como padrdes em
estudes de avaliac8o da gualidade nutricional de proteinas, como a
cageina.

0 estudo da variagdo do PERQP e do ganho de pesgo dos
animais em funcio da suplementacio da dieta basal com quantidades
crescentes de metionina, demonstrou que 0.4 % de metionina fol a
guantidade minima adicionada suficiente para elevar ao méximo o
ganho de peso dos animais e a eficiéncila protéica da FIA.

Constatou-se também gque o FERyp da ragéo suplementada
superou o PER da caseina, como, alids, também observaram TEZOTO &
SGARBIERI (198) em experimento semelhante reallzado com ¢ feijéo
“Carioca 80".

Concluiu-se, portantoe, que o requerimento de metionina
para o crescimento adequade dos animais fol aloancade, permitindo

astimar o teor de metionina biodisponivel na farinha am,

1186



aproximadamente, 1,80 g/100g de proteina.

0 valor obtido para a FIA do “"IAC-Cariocca 80 SH" pelo
ensaio bioldgico apresentou excelente correlagso (p < G,01l)y com o©
valor determinado in vitre (Quadro 10}. Quando exXpressoc  Como
percentual de metionina biodisponivel em relaglo a4 metionina total,
determinada na FIA por ensalic in wvitro {(Quadro 10Y, obtém-se o
valor de 51,9%: situa-se, portanto, dentro da faixa de valores
determinados in vivo para variedades cultivadas em outros peises,
ou seja, de 44 a 58%, bastante préxime de seu valor médio
{57,683,64,131,133,163).

Quando comparados aosg resultados de determinagiiesg
realizadas em cultivares brasileiros cujos percentuaiz de metionina
piodisponivel, A& excessfo do "Cariocca BO", variam de 29,3 a 46,3 %
(7,55,56,177;1?8), constatou-se aque o IAC-Carioca 80 SH parece
apresentar malior disponibilidade de metionina. No entanto, face A
ausdneia de dados acerca do desvio-padrio das experiéncias, oomo
também em consequéncia da modificagBo introduzida no calenlo do
Indice, ndo & possivel relaclionar o valor percentusl de metionina
niodisponivel do IAC-Caricca BO SH aos determinados anteriormente a

partir de ensaios in vivo para 08 cultivares brasileiros.

£.1.3 - Composie8o aminoacidica {exceto metionina pote-

tencialmente biodisponfvel)

A utilizaclo de norleucina como padrdo internc € outrag
providéncias tomadas no sentido de minimizar a variabilidade da

an&lise, conforme sugestBes de FINLEY (89}, regultaram em excelente
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recuperag8o {(item 4.3).

Comparando~ae a coomposic8c aminoadcidica da farinha
integral autoclavada do "IAC-Carioca 80 SH" (Quadro 7) com a do
cultivar “Cariocca RQ” (198), observa-se que, apesar de maior em
termos absolutos (consequéncia provavel da utilizag8o do padrdo
intarno para corregho dos resultados}, os teores da maloria dos
amincacidos n&o s8o significativamente diferentes nos dois
cultivares (p<0,0D).

As excessles constatadas, porém. nfo podem ser atribuldas
axclusivamente a diferengas metodolégicas. Contata-se gue O teor de
valina no "IAC-Carioca 80 SH" corresponde a aproximadamente #4% do
teocr presente no seu antecessor; por outro lado, o novo cultivar
contém 23 vezes mais cisteina e mais do dobro de tirogina. E,
portanto, significativamente mais rico em aminocdcidos aulfurados e
aromaticos totais que o "Cariocca BO7.

No entanto, apesar das diferengas observadae sugerirem
implicagles de natureza nutricional, o valor Dbioldégice dag
proteinas de ambaas ag variedades, determinado por ensaios
bioldgicos, ndo diferiu significativamente {item H.1.2.2}.

Os teores cisteina, lisina e triptofano determinados na
farinha crua do feij8o "IAC-Carioca 80 BH” (Quadro 7)1 mostram-se
ligeiramente superiores aocs valores médios caloulados por TOBIN &
CARPENTER (200) com base em determinagBes realizadas em diversas
variedades de Fh. vulgaris {respectivamente, 0,80, 7,1 & 1,1 g/1008
de proteina crua).

Da mesma forma, o teor de ciasteina & pouco superior aoc
teor médio de 100 variedades (0,98 g/16gN) estudadas por JAFFE &

BRUCHER {98); os de triptofanc e lisina, igualmente préximos 808
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determinados por DURIGAN (55%5) em 12 cultivares brasilleiros
{(respectivamente, 1,17 ¢ 7,73 g/16gN}.

Ohseprvando-se o8 teores de lisina, valina, treonina,
triptofanc, leucina, isoleucina e aminoédcidos aromdticos totais da
proteina de referéncia FAQ/WHO 1973 (73), conetata-se que o8 teores
de todos estes aminocécidos essenciais na farinha do “IAC-Carioca 80
SH” nSo sdoc limitantes & qualidade de suas proteinas, por excederem
os da proteina-referéncia, o gue pode contribuir expregsivamente
para a exceléncia do valor bicldogico apresentado pelas proteinas do
cultivar, guando comparado a outros feijles {item B5.1.2.2).

Em relacdo & metionina, pode-se afirmar que a diferenca
verificada em relagfo aos tecres de metionina determinados negte
trabalho e os registrados na literatura & congequéncias da opgdo por
registrar no Quadro 7, que apresenta a composigio aminoacidica da
FIA e da FCD, os valores de metionina tobal determinados nas
farinhas pela metodologla desenvolvida nesta pesguisa, cujas

implicacdes e resultados seréo discutidos a seguir.

5.1.4 - Metionina total e potencialmente biodisponivel

in vitro

5.1.4.1 - (onsideragfes sobre & metodologia

A avaliagho da gqualidade nutricional das frages
protéicas isoladas do feijdo “TAC~Carioca 80 SH" exigiu a escolha
de uma metodologia de guantificagdo de metionina in vitro, total 2

potencialmente bicdisponivel., que diferenciasse a metionina de suas
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formas oxidadas, sulfdzido ou sulfona, eventualmente presentes na
farinha cozida integral do feijfo e de suas fragbes, oruvas e
autoclavadas (122,128). Os resultados, particularmente em relacio A
biodisponibilidade, deveriam ser satisfatoriamente correlacionados
com o8 valores de metionina biodiaponivél in vivo, determinados na
farinha autoclavada do feijdo "IAC-Carioca 80 BH".

A oxidac8o da metionina a metionina sulfona pelo Aacido
perférmico, seguida de hidrdlise acida e analise da gquantidade de
sulfona no hidrolisado, por cromatografia de troca ibnica, tem sido
a forma maisz comum de determinagdo da metionina total em diversos
alimentos, inclusive feijles {29,35,56,100;113,11?,125,128,141,178},

Entretanto o método apresenta algumas desvantsegens. De
preparacgio demorada e, portanto, inadequado para a analise de
rotina, aeus resultados nds expressam a gquantidade total de
metionina ndoc oxidada das proteinas (51). HN8o corresponde,
consequantemente, ao coneeito de metionina total adotado nesta
pesquisa, tendo sido descartado como opedce de determinacdo de

metionina total.

Algumas consideracles acerca da adequac8o ou ndo deste
métode para a andlise de metionina, exolusivamente em feljdes,
serfo feitas com base n8o somente nas observandes acima, mas também
a partir de determinagdes realizadas neste estudo, e por outros
pesquigadores.

Em 1985, o wmétodo gue envolve nxidacBo previamente &
hidrdlise foi recomendade pela AQAC para & determinacic de
metionina total em  alimentos e races animais, a partir de um
estudo colaborative realizado por varios laboratérios (128}, No

entante, alguns problemas em relagio A& metodologia do acido



perfédrmico tém sido descritos, especialmente quandoe geus resultados
s80  comparadosg oom ouﬁras obtidog por métodos gus determinam
teoricamente a metionina n&o oxidada na amostra.

DUNCAN 2% al. (51) determinaram a metionina n&o oxidada
por ocromatografia gasosa apds reagfio com brometo de clanogénio e
metionina “tobtal”’ pelo métode do &cido perférmico em alguns
alimentos. Obtiveram valores mais elevados de metionina pelo
primeiro método, em leite em pd, caseina, lactoalbumina e alguns
tipos de embutidos & base de sangue, concluindo aue o Ac.
perférmico talvez tenha pouco acesso acs residucs de metionina
nestas proteinas, provavelmente em consequéncia de desnaturagio
dcida ocorrida no processo.

Particularmente em relagfo acs feijbes, SGARBIERI et al.
{188) compararam os resultados de determinag3o de metionina em
diversas variedades de feij#do, por cinco métodos diferentes, dentre
estes o do ac. perférmico 2 o método de determinagdo de metionina
por cromatografia gasosa apbs reagfo com brometo de cianogénio. O
valor médio de metionina nfio oxidada determinado em olto variedades
de feijfo por este método foi de 1,52g/l6g ¥, Este valor cal para
1,18g/16g N gquando determinado como metionina oxidada “total” pelo
método do dcido perférmicoe. Os autores constataram que a
determinagic de metionina por cromatografia - gasosa apressatou
melhores resultados dentre todos og procsdimentos testados.

Recentemente, MARLETTA et al. (128) determinaram em sgels
variedades de feijfo, cruas e tratadas termicamente, o valor de
metionina “total”, apog oxidagdo pelo 4&cido performico e de
metionina disponivel, por eles denominada “reativa”, a partir de

digest8c enzimdtica geguida de determinacfo colorimétrica pelo
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metodo do nitroprussiato. Discutem gque o© teor de mebionina
disponivel, que em quatro dos cultivares varia entre 1,28 =&
1,48g/16g N. n#o é elevado em relacfo ao determinado recentemente
por outros autores. Entretanto, observou-se que o valor de
metionina “total” & menor gque o de metionina “"reativa” em algune
dos cultivares.

Em outroe artige, TEZOTO & SGARBIERI (188) determinaram
metionina ndc oxidada presente no cultivar “Carioca 807 apds
hidrélise enzimatica pelo sistema pepsina-pancreatina, seguida de
determinacgfo colorimétrica pelo méetodo do nitroprussiato, e também
por oromatografia gasosa apds reacdc com bromelo de cianogénio. 0s
resultados obtidos foram de 1,55 e 1,48Bg/16g N . respectivamente.
O primeiro é semelhante ao procedimento ntilizado neste trabalho
DArs a determinagio de metionina disponivel. Utilizando basicamente
a mesma metodologia, DE OLIVEIRA et al. {38) determinaram um %teor
de 1,368g/18g N de metionina disponivel no mesmo cultivar. 0 segundo
método & especifico para determinagfo de metlona néo oxidada, e
apresenta estreita correlacgdc com 08 resultados de metionina
disponivel determinados por engalo microbioldgico (80). Entretanto,
s teor de metionina oxidada "total” determinada pelo método do ac.
perférmico na variedade "Carioca” por SGARBIERI et a&l. foi de
1,13g/16g N (178).

Determinocu~se aque o teor de metionina pelo método do
dcidec perférmico na farinha integral do feljdo “IAC~Carioca 80 GH”
autoclavado era 1,26g/16g N para metionina oxidada “"total”, gue &
nitidamente inferior an determinado neste estudo COmo
potencialmente piodisponivel no mesmo oultivar, que fol de

1,58g/18g N & também inferior aos valores de metionins nfc oxidada
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disponivel, determinada previamente com metodologias sgemelhentes
por cubtros autores. na mesma variedade (38,188).

s davidas a respeito da inadequagdc do método de
oxidacBo pelo acido perfdérmico para feiifes foram reforgadas pels
constataciio de que a leguminosa ndo foil incluida no eatudo
colaborative que resultou na recomendaglo pars sua adogdoc ocomo
métode oficiaml da AQAC {125) e, conseguentemente, ge desconhece a
variagfo, a reprodutibilidade e a precis8c do mesmo, para a andlise
de feijdes.

Estas constatagfes permitem guestionar a validade do
método do dcido perférmico para a determinacio de metionina total
em feijfies, bem como o concelto de metionina "total” wusado por
diversos autores para se referir aos resultados obtidos a rartir
deste procedimenbo analitico. Parece gue ele subestima claramente a
metionina pregente em feijdes, talves devido a certas
capacteristicas proprias desta leguminosa. que dificultam o acesso
do oxidante a algumas regifies de suas proteinas. Talvez estas
mesmas caracteristicas possam estar relacionadas com © fato de gue,
dentre as proteinas vegetais, as proteinas dos felijdes apresentam
comparativamente digestibilidade reduzida e baixa utilizacio
nutricional, o que lhes confere um carater peculiar.

Talvez por nfo levar em conta a possgibilidade de gue eata
metodologia seja imprépria para feljdes, MARLETTA et al. (128)
interpretaram, equivocadaments, dque as variedades que apresentaram
um teor de metionina “reativa’ malor que o de metionina '"total”,
apresentam “alta disponibilidade” de metionina. Os ensalos en
animais demonstram gue, provavelmente, ela ndo serd malor que 58%

do total e, conseguentemente, o mais provavel & que a determinagdo
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do teor de metionina “total”, tanto pelo método da pré-oxidagdo
pelo Aclido perférmico como por hidrdlise acida e troca 1idnica, ndo
correspondam ao teor real de metionina pregente no feijdo.

Além do mais, ndo parece correto considersr como parte 4o
“ratal” de metionina, sua sulfona, destituida de valor bhioldgico e
mesmo seu sulfdxido, estreitammente correlacionado com a reducSo do
valor biolégico das proteinas.

0 problema em relagfo 3 determinacglo da metionina total,
inclusive de acordo com o conceito adotado neste egtudo, parece ter
sido satisfatoriamente resolvido com o desenvolvimento de um método
que utiliza hidrolise alcalina das amostras e quantificagfo da
metionina n8o~oxidada presente no hidrolimado pelo método da
Cloramina~T.

A opelio pela hidrdlise alcalina foi baseada no fato de
que o sulféxido de metionina presente na protelina analisada &
estével nestas condigdes, n#o sendo reduzido a metionina., como
seorre durante a hidrélise Acida {26,33,189), como também em funedo
da relativa estabilidade do aminoé&cido nestas condiefen (35.147). A
nidrdlise alcalina tem sido frequentemente considerada como uma
opo8o na determinacio de Mat~-0 (33,106,142,147,188,173).
Consequentemente, pode-se esperar gque a metionina nfc oxidada
originalmente presente na amostra vail estar presente no hidrolisado
&, consequentemente, ndéo geréd determinada.

0 procedimento escolhido foil paseado no ds JORI et al.
(105), utilizado para a determinagio de metionina e sulforide de
metionina em ligozima. Foram realizadas pequenas adaptages em
funcio de particularidades do processo de hidrdlise alcalina.

Dentre estas, deve-se destacar a importncia do pré-reafriamento do
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hidrolisado antes da neutralizagBo, a qual por gerar calor
excessivo no meio de reacBo, pode levar ao esourecimento  da
amostra. Nas amostras de farinha de feijdo, & importante wutilizar
areia lavada sobre a placa poresga, para  coom auxilio de uma
espatula, romper o gel de amido formado no procesgo, o qual pode
reter hidrolisado, afetando a recuperagio (31]). As pequenas
aliquotas de hidrolisado neutralizado tomadas para anAlise
colorimétrica n#o afetam o pH do melo de resgBo com a Cloramina-T,
em congequéncia da agfo do tamp8o e das diluigdes efetuadas no
PrOCesso . A medida do pH no meioc de reagldo foi realizada
periodicamente., para assegurar que a neutralizagio do hidrolisado
tinha sido correta.

Em geral, os métodos descritos para a determinag8io in
vitro dos aminoédcidos sulfurados biodisponiveig utilizam um sistems
enzimdtico gque apresenta boa correlagiin com a digestibilidade
obheervada in vive, seguida de quantificagdo do teor do aminoacido
presente no hidrolisado, por téconicas diversas (13,28,38,862,78,85,
Qﬁ,lOB,128,154,155,160,1?1,172,186,198,212).

Optou~se nepte estudo por utilizar ¢ 8sistema repsina-—
pancreatina para a digestfo das proteinas. ¢ método apreseantou boa
correlaclc com os resultados de digestibilidade in vivo {p<0.01) &
foi a método escolhido para o© acompanhamentc da liberagdo
enzim&tica de metionina in vitro.

A metodologia para a determinagio de mebtionina nio
oxidada em hidrolisados por reaglo colorimétrica com Q
nitroprussiato tem asido frequentemente modificada, seja para
melhorar gua pequens sensibilidads, seja PATH s#liminar

interferéncias existentes na reagdo de coloragBo., como alguns
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metais e residucs de S-metilmetionina livres, normalmente presentes
em feiifes (13,123,130,197).

Por outro lado., a gquantificagio por cromatografis gasosa
do isotiocianato formado a partir da reac&c com brometo de
cisncgénic, requer alguns egquipamentos de seguranea € manipulacdo
de substfncia téxica. ¢ que traria problemas em andlises de rotina.
Além dissc, prevé uma preparacic prévia das amostras, para eliminar
substéncias interferentes gue estlBo presentes nos feijibes, como a
gama~glutamil-S-metil cisteina {9,50,52,130].

Testou-se o método de determinag8o colorimétrica de
metionina pela Cloramina-T (201), com © objetivo de avaliar sus
precisio na quantificag@io de metionina ndo oxidada, tantce em
hidrolisados enzimdticos, quanto alcalinos.

As recuperacSes de metionina cobtidas a partir aa,
determinaciio de seu contetddo em sclugles aguosas formuladas com
quantidades conhecidas do aminoécido, foram congideradas
satigfatorias, mesmo na presenga de triptofanc & cigteina, Qque
poderiam interferir na andlise casc ag condigles do meio de reagldo
nic estivessem adequadas (Quadro 8). Pela sensibilidade elevada qaue
o método apresenta, constatou-se a neceasaidade de se dispor de um
padrio de L-metionina nove & de boa qualidade para uma determinaclo
precisa.

Considerou—se igualmente satisfatéria a recuperagdo de
metionina de solugles submetidas &as condicfes de hidrélise
alcalina, utilizadas na determinacfio de wmetionina total e
quantificadas nos hidrolisados pelo método da Cloramina -T (Quadro

33.
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NMeste caso, o8 estudos de padronizacdo mostraram menor
recuperacic de metionina em fungdo do tratamento alecalino (GQuadros
8 & 9). O teor de metionina calculado para a ovalbumina fol
comparado com o determinado na mnesna proteina por hidrdlise
alcalina, seguida de determinagdo da metionina néo oxidada presents
no hidrolisade alcalino pelo método da Cloramina~T. O resultado foi
muito bom (Quadro @), sugerindo dque a perda do aminocécido
constatada na hidrolise alcalina de soluglfes de aminocdcidos, talvez
seja menor quando sfo analisadas proteinas ou alimentos, onde &
metionina eataria de certa forma protegida por mais tempo durante o
DroCesso.

Com bage nestesz resultados, optou~se rela guantificacBo
de metionina pela Cloramina-T, uma vez que pode ser realizada em
hidroligados enziméticos ou alcalinos, e portanto utilizada para
determinar tanto a metionina blodisponivel como a totals &
egpecifica para a gquantificacdo de metionina ndo oxidada, ocom
exrelente sensibilidade e permite efetuar um grande nAmero de
analises em tempo relativamente curto, com bastante acnfiabilidadef

Além do mais, como ficou constatado, apresentou  pouca
variabilidade entre resultados cobtidos para uma mesma amostra, em
determinacfes sucessivas realizadass em hidrolisados slcalinos e

enzimdticoa ao longo do tempo de durag8c do estudo.

5.1.4.2 — Consideragfes sobre os teores de metionina total
e biodisponivel determinados in vitro nas farinhas

Os valores de metionina total determinados na farinha

integral de feiifio autoclavado (FIA) e na farinha de feijdo cri
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dasgcorticado (FCD) foram surpreendentemente altos {Quadro 103},
ggpecialmente quando comparados com & maloriae dos teopres de
metionina total descritos e compilados por TOBIN & CARPENTER (200)
e SGARBIERI (187), a partir de inameras variedades de feijdes.

o entanto, constatou~se que a maloria dos métodos para
determinacio de metionina total utiliza hidrdlise éclda seguida da
quantificagic de metionina no hidrolisado dcido por colorimetria ou
por cromatografia de troca ibnica, ou determinagio pelo método da
csxidagio por &aclido reridrmico. que ni#c parecem adequados para a
anadlise do aminodcido.

N8o existem na literatura dados acerca de determinacio de
metionina em feljdes a partir de hidrdlise alecalina.
Consequentemente, ndo hé como comparar o8 regultados deste trabalho
com o8 de outros pesquisadores. a nloc ssr guando utilizam outra
metodologia. Neste smentido, LANTZ et al. {118} observaram uma
variac@s entre 2.5 e 3,1lg/l6g N nos teores de meticnina de oito
variedades de Phaseolus vulgaris, determinados a partir de ensgaio
microbhiolégico.

Entretanto, uma série de constatagBes enumeradass a
segulir. permite considerar o método como uma alternativa valida
para a determinagio de metionina total & proteinas,
particularmente em feijles:

1} os estudos de recuperacdo de metionina a partir de
solugBes submetidas & hidrélise alcalina apresentaram resultados
satisfatérios, oomo também aproximou-se Ao teor de metionina total
estimado para a ovalbumina {(Quadro 8.

2) & poucc provavel a presenga de interferéncias na

reacBa colorimétrica. A determinagdo de metionina por Cloramina-T
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apregenta alta seletividade para com o aminodcide (286,178). Os
resultados apresentados nos Quadros 8 e 9 indicam que a possivel
interferéncia em func8o da presenga no hidroligado de grupos aming
livres, triptofano ou cisteina foi corvetamente eliminada pelo
tratamento com DEPC, gque precede & reagdo com a Cloramina-T.

Por outro lado, os hidrolisados das fracgbes protéicas e
farinha crus descorticada eram limpidog e claros. Os da FIA, apesar
de limpides, apresentavam guave c¢oloragio marron-amarelada,
provavelmente devido & ocorréncia, durante a hidralise, de resagio
de Maillard e/ou interagdes envolvendo og compostos polifendlicos
presentes na casca com outros componentes do grio.

Entretanto, em consequéneia das diversas diluicles
realizadas durante a execugdoc do método, observou-se que, ao final
da preparaqéo da amostra, estas solucfies sempre sSe apresentaram
limpidas e incolores no meio de reagdo, mesmo no caso da FIA. Além
do mais, para maior seguranga, utilizou-se um branco com O qual o
aparéltho foi zerado.

3) Recentemente, GEORGE et al. (86) determinaram as
guantidades de metionina presentes em amostras do feijdo "IALC-
Carioca B0 SH" e do cultiwvar “Carioca”. O procedimento adotadco foil
o DE LUMEN & KHO (36), baseado na alguilagBo egpecifica do grupo
tioéter da metionina em pH 2 pelo acido 1-14C-iodoacético em pH 2,
apos extragfo das proteinas e separagdo por eletroforese em gel de
poliacrilamida. O teor de metionina total & entio determinado por
densitometria a partir de autoradiografias das bandas resolvidas. O
tecr percentual de metionina fol calculado por comparacfoc com a
anidrase carbbnica, um maprcador com pesc moleculsy de 31000 daltons

e contendo 3 Met/ mol de proteina.
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s resultados obtidos reforgaram as suposiefes de que s
elevados Leores de metionina total determinados na FIA e na FCD
pelo meétodo alcalino ndc sHo irreais. Foram identificados no
extrato obtido a partir dos gr8os crus descorticados do TIAC~
Carioca 80 SH" e do "Carioca”, proteinas contendo teores elevados
de metionina, variando de 2,39 a 3,14g/l6g N e de 2,70 a
3.80g/16g N, respectivamente.

4) Observou-se a inexisténcia de gualgqueyr correlagio
entre ¥ resultados da determinacio de metionina total e
biodisponivel in vitro em feijdes, quando se utllizam os regultados
de metionina “total” obtidos pelo método do &cido perfdrmico, ©OmO
também foi constatado por MARLTTA et al. (128).

Com efeito, pode—se esperar um teor de metionina total,
nos feijBes, variando entre 2,71 e 3,28g/16g N, valores que foram
projetados relacionando-se O percentual médlio de digponibilidade em
feijBes, determinados por ensalos biolégicos, com os teores médios
de metionina disponivel determinados por ensaios In vitro,
considerando gue:

i) a andlise da literatura acerca dos percentuals de
biodisponibilidade de metionina determinadoz in vivo em 10
variedades de Phaseclus vulgaris por diversos autores, revela que
sla pode variar entre 29,3 e 58,0%; portanto, em termos médios
apenas 45% da metionina total pode ser utilizada pelos animais
(7,18,63,64,131,178,198). Hesta pesquisa, © percentual de metionina
biodisponivel estimado Iin vivo correspondeu a 51,9% da metlonina
total., dentro, portanto, dos valores determinados;

ii) wvalores de metionina n#o-oxidada determinados em

hidrolisados enzimaticos de 7 variedades de feijdo por reagdo
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colorimétrica com o nitroprussiato, gque teoricamente ge aproximam
do conceito de disponibilidade nutricional do aminoécido, variam de
0,95 a 1,48g/16g N (38,128,188), o que representa um teor médio de
1,22 Met/16g N;

ii1i) valores de metionina determinados em 13 variedades
de feijBes brasileiros por cromatografia gasosa apds reagio  com
nrometo de cianogénio (56,198) variaram de 0,96 a 1.,99g/16g N, o
que representa um teor médic de 1,48g Mat/168g N

5) Particularmente neste estudo, relacionando-se o
percentual de metionina biodisponivel estimado por ensaio bloldgico
(1,80g Met/16g N) com o teor de metionina disponivel determinado in
vitro apés hidrdlise enzimética (1,56 & 0,02g/186g N), ohgervou-age
gue nfo houve diferenca gignificativa (p<0.01) entre o8 percentuais
de metionina disponivel determinados in vitro e in vivo na FIA.

Recomenda-se a realizagiio de mals esstudos a raesgspeito,
para gque a contribuigdo apresentada neste trabalho em relagdo &
determinagBc de metionina total em feljbes possa ser confirmada e
utilizada com vantagens por outros pesgquisadores.

Em relacdo & metionina biodisponivel, obgervou—-se que 08
resultados obtidos por sua determinaglio in wvitro na farinha
integral de feijdo autoclavado do “"IAC-Carioca 80 BH” (Quadro 10).
ndoc apresentaram diferenga gignificativa (p<(0,01) guando comparsados
ang +teores de metionina biodisponivel determinados por TEZOTO &
SGARBIERI (188) na mesma variedsade, tanto pelo métode que ubtilizs
eromatografia gasosa apdés reagdo com bromets de cianogénic, CoOmo
pelo método gue determina a metionina presente no hidrolisado
regultante da digestdo da farinha pelo sistenma pepsina/pancreating

por reaclo colorimétrica com O nitroprussiato {(1.48 + 0,18 e
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1,55 & 0,07g/18g N, respectivamente).

0 teores de metionina da farinha crua descorticads foram
inferiores aos da farinha integral autoclavada (p<0,01), embora nio
se tenha observado diferenga significativa entre ca teores de todos
os outros sminodcidos nasg duas farinhas (p<0,01) (Quadros T e 10).
Suspeita-se gque parte da metionina livre presente no endogpermna
possa migrar durante a maceragiio pars regifes externas do grio,
sendo assim parcialmente retiradas, juntamente com o pericarpo,
gquando da descorticacsio dos feijles.

Obseprvando-se o GQuadro B, que apresenta a composigdo
aminoacidica da FCD e da FIA do "IAC-Carioca 80 SH", constata-se
que foram utilizados os valores de metionina e cisteina totsal
determinados nesta pesquisa. Uma comparagio entres o teor de
sminodcidos sulfurados totais (AST) da proteina referéncia FAQ/WHO
1873 (73) e a soma de metionina e cisteina totais na FIA ou FCD,
pode a principioc sugerir que as proteinas do cultivar ndo sejam
1imitantes em AST, o que, no entanto, n&o corregponde & reallidade.

guando consideram-se o0s teores biodisponivelils destes
aminoécidos na FIA obtida do cultivar, ou seja, 1,008 Met/1l6g N
{Quadro 10} e, aproximadamente 0,46g Cys/16g N, calculado a partir
da correcgloc do teor de cisteina total determinado neste trabalho
(Quadro 7) pelo percentual meédioc de 44% de ocisteina disponivel
determinado para seis varisdades de Ph. vulgaris (128), obtém-se um
tenr de AST de 2,02g/16g N, atribuindc as protelnas do cultivar um
escore amincacidico de aproximadamente 58%, quando a proteina-~
referéncis da FAQ (73) é empregada como base para O cAloulo.
Confirmou-se, portanto, gue a deficiéneia em AST € a principal

limitagdoc A qﬁalidade das proteinag do cultivar "IAC~ Carioca 80O
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SH", como nos outros feljfes, em geral.

Concluiu~se aque o feijdo "IAC-Cariocca BO SH” possul um
teor elevado de metionina biodisponivel quandn comparads com outras
variedades, assim como seu predecessor, o "Carioca 807, ainda que
&n termnos percentuais, encontre-se préximo ac wvalor mé&dio

determinado in vivo para muitos outros cultivares

(67,63,64,131,133,163).

5.1.5 - Digestibilidade in vitro da Ffarinha integral

de feij8o autoclavadoe.

Em funcio da utilizag8o bioldgica de uma proteina estar
diretamente relaclonada com a velocidade, a ordem de liberacso & a
composic8o dos aminoacidos essencials resultante de sua hidrdlise
pelas peptidases gastricas, pancreaticas e intestinais, os metodos
de determinagio da digestibilidade protéica in vitro tém sido
atilizados como base da estimativa do valor bilolégico das proteinas
e da biodisponibilidade de seus aminpacidos essenciaig,. Estes vém
sendoe amplamente utilizados em substituicio aos ensaios blolégicos,
gue normalmente requerem grandes gquantidades de amostra, sdo caros,
demorados e improprios para andlises de rotina (126,129,181,184).
Os diversos métodas desenvolvidos procuram 8 correlacionar ao
méximo com o8 resultados in vivo; consequentemente a graade maioria
deles emprega enzimas géstricas e/ou pancredticas e integtinais de
mamiferos (126).

AKESON % STAHMAN (3) comprovaram que © sistema enzimaético

pepsina-pancreatina permite excelente corraelacio com o8 resultados
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in vivo, qualidade posteriormente confirmada por outros autores
{(92,168}. ROMERD & RYAN (162} afirmaram  gque metodologias
desenvolvidas posteriormente, utilizando outros aistemnas
enzimdticos, ndo resultaram em aumento substancial das correlagtes
som os resultados iz vive. O método vem sendo utilizado por
intmeros pesauisadores, tanto para avaliar a digeatibilidade de
diversas proteinas alimentares, como para estimar © valor biclégico
de proteinas ou a biodisponibilidade de seus aminocécidos essencliais

(3,35,38,82,83,92, 113,154,1585,170,171,172,183,181).

Consequentemente, optou-se nesse estudo pela utilizacso
Ao  esistema pepsina-pancreatina, conforme mebodologia de AKESON &
STAHMAN (33, modificada por GALEAZZI (82), utilizando~se uma
relaclc enzima:substrato de 1:22 para a pepsina € a pancreatins,
proxima A relagdo de 1:25 empregada Ppor por cutroga autores
(83,170}. Esta metodologia tem sido rotineiramente empregada para a
determinac8c da digestibilidade in vitro em diversos alimentos, com
bons regultados.

A determinacio da digestibilidade in vitro dag proteinas
da FIA pelo método escolhido teve por objetivo confirmar &e sua
correlac8o com os resultados in viveo & da fate significativa, uma
vez aque a metodologia adotada seria empregada tanto para &
avaliagéo da gqualidade protéica das fragfBes, COmMO Pars o
desenvolvimento da metodologia de determinagic de metionina
biodisponivel in vitro.

H8c @= observou diferenga signifilcativa em relagioc aos
valores de digestibilidade da FIA, determinados in vivo, enguanto
que a digestibilidade da caseina foi a esperada {Quadro 11). Em

relasdo A farinha corua descorticada, observou-ze Uum valor
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iigeiramente superior acs determinados por HERNANDEZ et al. (892),
com hase na mesma metodologia, para feljBes cris, brancos, marrons
e negros (respectivamente, 50,9, 57,3 e 55.9 %). Esta diferenca foil
atribuida, no entanto. ao fato de gue os autores citados anallssram
a farinha de feij8io integral, cujo teor de ecomponentes fendlicos
presentes na casca, reconhecidamente, implica em reducdo da
digestibilidade de suas proteinas (24.97,144,157,162). Oa

resultados foram considerados satigfatdrios.

5.2 —~ CARACTERIZACAD QUIMICA, BIOQUIMICA E NUTRICIONAL
DAS FRAQOES ISOLADAS.

5.2.1 - Fracionamento: balango de massa e contribuipfo
protéica das frapdes isoladas

Separadas com base na solubilidade caracteristica, inerente &
cada grupo de proteinas dos grics, aes diferentes fragdes isoladas
apresentaram graus de pureza variando de 74 a 86%,. 3 excessio da
fracio de glutelinas (Quadro 12).

Possivelmente em funcfo das condig@ies especials de exiragdoc
destas proteinas, capazes de solubilizar componentes nio-protéicos
dlcali-soclfveis presentes na farinha, as glutelinas contidas na
fragio representaram apenas 4R% de seu peso. Da mesma forma.
LANFER-MARQUEZ & LAJOLO (115) constataram gue a fragho de
glutelinas por eles extralda de grios de Ph. vulgaris continha em
rorno de 40% de impurezas, atribuindo o fato A presenca, na fragio,

de camponentes fibrosos dleoali-soliavels.

A globulina Gl., de acordo com © sgperado, £ a protelina

predominante no feiiBe e, Juntamente com outras globulinas,



representam aproximadamente 51% das protelinas totais dos grBos. As
proteinas presentes na fragio dlcali-solldvel, compoastas
principalmente por glutelinas, oconstituem 23% do total de
proteinas.

Quando consideradas em conjunto com a globulina Gi, observou-
se que representam aproximadamente 2/3 das protelinas contidas no
sultivar estudado (Figura 3). Estes resultades mostraram—-se de
acdprdo com oz obtidos por LANFER-MARQUEZ & LAJOLO (113} vpelo
fracionamento dos gr8os do feijso "Carioca™.

A presenca de apenas 3% de proteina insoltvel remanescente na
fraciio fibrosa, indica gque a eficéncia do processo de extragdo das
proteinas foi adequada. Em face da peguena contribuigfo dJdas
prolaminas em relacBo &s proteinas totais do feijfo, estimada em
apenas 1,7% das proteinas presentes nos grios {113), optou-se por

sua nfdo inclusBo negae estudo.

8.2.2 — Teor de carboidratos, atividade antitriptica e
hemaglutinante em cada fragéo.

Constatou-se que a mailor guantidade de carboidratos esta
pregsente na fraglo LIP. Nao se verificou diferenca aignificativa
(p<0,0B) entre os teores de carboidratos contidos nas demals
fracdes.

A fracZo LIP concentrou também a malor parte das atividades
antitriptica & hemaglutinante das proteinag do feljio,
respectivamente, 89 e 77% do total. Quando congideradas Jjunbtamente
COm asg proteinas da fracdo ALB, gque apresentaram valores

intermedidrios, a contribulefo percentual alcanga 897 e B7Y % do
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total, respectivamente.

Em relacsio & atividade hemaglutinante, observou-se due seu
valor na Globulina G1 foi maior que o esperado, provavelmente em
consequéncia de precipitaglio de uma frag#o de lectinas pela
saturacio do sobrenadante em que estavam contidas, guandce da adigdo
de sulfato de amdnia (Figura 1).

A desnaturacio das proteinas em funcBo das condi¢les alcalinas
de extracio da fracioc glutelinas resultaria em perda da atividade
bioldgica de suas proteinas (117), o aue talvez tenha sido a causa
de «que, ao contrédrio das demais fragles, as glutelinas néc tenham

apresentado qualguer atividade antitriptica ou hemaglutinante.

5.2.3 - Composigdo aminocacidica

De forma a obter maior precisfo na determinagdc da composicdo
aminoacidica das fraedes, fundamental para gque a avaliag8o da
gualidade de suas proteinas in vitro acorrespondesse adequadamente
acse resultados que seriam obtidos utilizando-se ensalios in vivo,
optou-se pela adoglBo do procedimento bageado na quantificagBo dos
reaiduos de feniltiocarbamil-sminoécidos por cromatografia liquida
de fase reversa (HPLC). A par de sua grande sensibilidade, o método
representa um grande avango na obtengio de malor preciglo e
reprodutibilidade na quantificacio dos amincdcidos, guando
comparado ao método tradicional que utiliza a cromatografia de
tproca  idnica para separaclo dos residucs, segulda de quantificacio

a partir de reacio colorimétrica com ninhidrina (30).
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0 exame da composicBo aminoacidica das fragdes cruas (Quadro
14) revelou que a Globulina Gl, principal proteina do feijdo, & de
todas elas a mais limitada em metionina total e triptofano. Os
teores aminoacidicos das fracBes globulina e globulina G1  ndo
apresentaram diferenga significativa, exceto em relagdo a esses
aminodcidos, mencs limitantes nas globulinas. S8c também, dentre
todas as fragfesm, as que possuem menos treonina, cisteina e lisina.
A m& qualidade da composigdio aminoacidicsa das globulinas e da
globulina G1, que juntas respondem por mais de 50% das proteinas
totais do feijdo (Figura 3), certamente deve ser um fator decisivo
para que as proteinas dos feijles apresentem gualidade nutricional
reduzida.

Ao contrério, as proteinas da fracfo albuminas e a8 glutelinas
posguen melhores bteores de aminoAcidos essenciais gque as demails
fragdes.

As glutelinas s8o as proteinas do feij&o mais ricas em lisina
e metionina total. Possuem também um teor elevado de triptofanoc. no
gue s8c guperadas apenss pelas albuminas. Contém, no entanto, pouca
cisteina @ dentre todas as fragles, suas proteinas s8c as mals
limitadas em fenilalanina. Observou-se porém, que 8¢ aonsliderar
também seu conteldo de treonina, o teor de aminoc&cidos aromaticos
rotais das glutelinas supera ¢ da proteina do 5voe integral (188).

Uma composicBo aminoacidica particularmente rica em proliina
constitui~se numa das caracteristicas comuns as prolaminas e
glutelinas {(202). As glutelinas do cultivar "IAC~Carioca 80 SH”
apresentaram um teor elevado do aminodeido. Observou-se que
glutelinae iazoladas de quatro variedades de milho apresentaram

igualmente teores elevados de prolina, com valores variando entre
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13,9 a 20,4g/16g N para o milho verde e de 12,2 a 22,3g/16g N para
5 milho seco {(174). Da mesma forma, as glutelinas do trigo
apresentam teores elevados do aminoécido, superiores a 10,0g/16g N
{127). Oz resultados esugerem que ag glutelinas das leguminosas
sejam talvez mais ricas em prolina que as glutelinas dos cereails,
ainda aque algumas destas proteinas no milho possuam teores deste
aminodcido semelhantes aos encontrados na fraglc glutelinas do
feijfo estudado.

As albuminas apresentaram uma conposigso aminocidica de
qualidade e, em geral, mais egquilibrada, n&o apregentando
aminodcidos em falta ocu excesso, expressivos em relaglo aos teores
presentes nas demais fragtes. B&o as proteinas mais ricas em
triptofanc & cisteina, e inferiores as glutelinas quanto aos8 teores
de lisina e metionina total. Ainda gue se mostrem mals ricas em
fenilalanina que as glutelinas, ndo s8e observou diferenca
gignificativa entre as proteinas das fracgBes ALB e GIU guanto a0
teores dos outros aminocdcidos essenciais. Tre, Leu, Ile, His e Val.
Da mesma forma, LANFER-MARQUEZ & LAJOLD (1135) constataram que as
glutelinas e as albuminas contém a maior parte da metionina e
cisteina do feijdo “"Carioca”.

A frachBo LIP & especialmente rica em treonina & valina. HEmbors
apresente comparativamente um teor elevado de metionina total, é
pobre em cisteina. 830, dentre todas proteinas iscladas, as mais
1imitantes em lisina e histidina. possuindo também teores reduzidos
de triptofanc. No entanto, contém teores elevados de alguns
amincdcidos n¥o-essencials: Ala, Gly, Asp e Ser.

forrelacionando-se og valores de amincdcidos de cada uma das

fraces CPruas oom sSeUs corrvespondentes nas fragdes asutoclavadas
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(Quadros 14 e 15, respectivamente), observa-se que, am geral, as
compoBigBes aminoacidicas das fraefes cruas e autoclavadas néo
diferiram significativamente (p<0,08). Congtatou-se, eniretanto,
algumas excegles.

0 tratamento térmico empregado parece ter afetado o teor de
alguns aminocdcidos, a maleris deles egaeencials, como & cisteins, a
metionina e a lisina, tiveram seus teores significativamente
reduzidos {(p<0,08) em todas as fracles auvboclavadas. A prolina foi
afetada pels autoclavagem das fracgBes GLO, ALB = LIP, enguanto a
leucina e a histidina tiveram seus teores reduzidos em funeido do
typatamento térmico aplicado & fracgl8o globulinas.

E preconhecida & labilidade da cisteina e da lisina frente ao
tratamento térmico (85,66,187,200). Estudos de DONOS0 et al. (48}
sobre o8 danos provocados aos aminodcidos pelo tratamento térmico
revelaram gque proteinaz de carne de porco diluidas em aguas e
agquecidas a 110°C por 24h aprsesentaram reducio em seus teores de
cigtina, lisina, prolina, leucina, metionina e histidina de,
respectivamente, 44, 34, 33, 20, 16 e 8% do contetdo deasesg
aminodcides, na proteina original. E possivel coaonclulr gue os
amino&dcidos afetados s8o termclébelis em graus variaveis, & que a
autoclavagem das proteinas isoladas nas condigles degge estudo
resultou em perda varidvel desses aminoacidos.

Conatatou-se gue, proporcionalmente, 08 maiores danons acs
aminodcidos em geral ocorreram na fragdo LIP, o que pode 8eb
explicado pela presenga, nesta fracioc, de maiores teores de
carboidratos, gue sob aclo do calor podem reagir com residuos

aminoacidicos resultando em sua destruicfo (48,60).
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A degtruigio da cisteina pelc tratamento térmico fol
aignificativa em todas as fracles lsoladas. Entretanto, seu teor no
feijfico ndo parece ter gido afetado pela asutoclavagem, J& que nédo se
constatou diferenca significativa (p<0,058) entre seus teores na FCD
e na FIA (Quadro 7), sugerindo due nas proteinae puras oz residuos
sstariam mais expostos, resultando em perdas maig significativas do
aminoacido.

0 teor de cisteina das glutelinas pode estar subestimado,
nBo 86 em conseguéncia do tratamento térmico, mas também em funglo
da utilizacBo de solugfo alcalina para a extragio destas proteinas,
o que poderia induzir a alguma perda no teoxr original do aminocacido
sulfurado contido na proteina nativa, pogteriormente ainda mals
redquzido apés autoclavagem da fragio. Cistina e cistelna g80,
dentre todos o8 aminoécidos, os mais afetados pelo pH alcalino.
Iodem formar dehidroalanina como resultado de dessulfuraclo, o qual
pade resgir com o grupamento E-amino~ da lisina e formar
1isinoalanina. Residuos de cigtina ou cisteina podem reagir tambem
com & ornitina, livre ou ligada. formando ornitinoalanina. Pode
reagir também com outro regiduo de cisteina, livre ou ligadsa,
formando lantionina; ou com agua, para formar D-I~serina ou amida
pirvidivica. Fstas reagdes resultam na formagdo de pontes ndo
peptidicas resistentes a4 hidrélise pelas enzimas digestivasg, com
conseguente reducio da utilizac&o degtas proteinas
(35,40,81.,89,117).

DE RHAM et al.(40) constataram gue, aentretants, os danos
ao aminodcido sulfurado séo proporoionalmente mencres aguando o

tratamento alcalino & realizado a temperatura ambilente.
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5.2.4 - Digestibilidsde in vitro

0 rratamento térmico melhorou significativamente a
digestibilidade das proteinas de todag as fragdes. Em termos
percentuais, o aumento fol de 55, 42, 22 , 21 e 14% para as fragdes
ALB. GLU. LIF. GLO e Gl, respectivamente {Quadro 163.

Obhaservou-se aque a fragdo ALB, quando crus, apresentou a
menor digestibilidade dentre vadas as fracBes, enquanto a fragdo
,IP em seu estado nativo apresentava digestibilidade semelhante as
glutelinas oruas. O tratamento térmico induziu a um aumenta
expresgivo na digeastibilidade das albuminas e das glutelinas.

Az fracdes LIP e ALB cruas apresentaram valores de
digestibilidade elevados, =ae conaiderados os altos teores de
inibidores de enzimas digestivas presentes nestas fracdes,
especialmente na fragdo LIP o que, em parte, poderia ser atribuido
a0 excesso de enzima em relaglc a0 subatrato utilizado no
procedimento adotadoe nesta pesquisa (82).

quando desnaturadas pelo calor, entretanto. ag lectinas e
os inibidores de proteases se tornaram as proteinas de menor
digestibilidade dentre todas as fragles, possiveimente 2m
consequéncis da presenga residual de inibidores de enzimas
digestivas resistentes ao tratamento térmico (45,165,182,187), e/ou
da formagBe de agregados protéicos de altc peso molecular,
resigtentes ao abaque enzimatico, favorecida pele calor e pelo alte
teor de carboidratos presentes na fragfo (45,113).

Se por um lado, a digestibilidade in vitro da gilobulina
31 coincidiu com o valor determinado in vive por LANFER-MARQUEZ &

LAJOLO {1183 no cultivar Carioca’, a digestibilidade das

142



glutelinas e das albuminas fol consideravelmente malor gue o5
valores erncontrados por esses sutores. No entanto, o oultivar
"Carioca” ¢ geneticamente diferente do "IAC~Cariocca 80 GSH". OUs
resultados desta pesquisa vém demonstrando diferengas entre o valor
nutritivo das duas variedades. Bm relacdo & digestibilidade in vivo
da farinha integral de feljlio autcclavado, por exemplo, A
vrgestibiiidade aparente da farinha do feijdo "IAC-Carioca 80 SH”
foi aproximadamente 13 % malor que a digestibilidade aparente da
farinha integral do "Cariocca 80" (1153,

O aumentc expressive na digestibilidade da fragio
glutelinas induzido pelo tratamento térmico sugere gue as condigles
de extraglc destas proteinas foram adequadas. Tratamentos alcalinos
mais drasticos poderiam afetar aignificativamente a
digestibilidade dessas proteinas, em fungfic da ocorréncia de
diversos tipos de reacles, digcutidas no item 5.2.3
{35,40,81.89,117}.

Existem evidéncias de gue, =2m geral, as proteinas
isoladas apresentam digestibilidade maior do gue a digestibilidads
da farinha a partir da gual foram extraidas. SGARBIERI et al. (180)
constataram que a digestibilidade da farinha crua do cultivar
Roesinha G2. 58%, foi consideravelmente menor do gue a determinada
para o isolado protéico total (73%), albuminas (72%) e globulinas
{83%). Também no estudo in vivo de LANFER-MARQUEZ & LAJOLO (115}, a
digestibilidade da farinha integral do feij8ic "Carioca 80", 85,4%,
foi  significativamente inferior A digestibilidade das slbuminas e
globulinas iscladas a partir desta mesma farinha (78.5 e 84,0 %,

regpectivamente ).
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6,.2.8 = Meticonina potancialmesnte biodisponivel in vitro.

08 resultados apresmentados no Guadro 17 indicaram que, =m
termos  absolutos, a fraglo de glutelinas, crua ou  antoclavada,
apresentou ¢ malor teor de metionina potencialmente biodisponivel
dentre as fragdes isoladas. As fragdes GILO e ALB autocglavsdas
possuem teores semelhantes, snguanto a globulina G1, principal
proteina do feijBo, apresentou balixes teores de metionina
bicdisponivel, tanto crua como apds tratamento térmico.

As lectinas e inibidores de proteases contribuiram com
menos metionina potencialmente biodisponivel gue an demais fragbes,
provavelmente em consequéncia da reduglio expressiva de seu teor de
metionina total apds autoclavagem, o gue poderia refletir sobre s
quantidade liberada enzimaticamente., em termos absolutos. Pelo
exame dos Quadros 14 e 15, constatou-se gue o teor de metlionina
total da fracioc LIP foi reduzido em 48% em conseguénceia do
tratamentc térmico.

Congluig~-aze que © teor de metionina potencialmente
disponivel nas proteinas da frag8o LIP auboclavada pode egtar
subestimado, embora , em fungfo da presenga de altos teores de
carboidratos nesta fragfio, ndo se possa degcartar a ocorréncia de
interacSes, induzidas pelo caleor, que poderiam resultar na reducdo
da biodisponibilidade de alguns aminocédcidos de proteinas, dentre os
quais & metionina, come observaram alguns autores (48,585,680, 180).

Quando og resultados foram interpretados em termos dos
percentuais de metionina potencialmente biodisponivel dae fragles
cruas e autoclavadas (Figura 5), constatou-se que o tratamento

téyrmico resultou, em geral, no aumenic da liberagdo de metlonina
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das proteinas do feijdo.

Dentre todas as fraeSes, as albuminas sofreram mailor
infludncia do tratamentoe térmico, cuja liberagBo de metionina foi
189% maior que na fragfo crua; com relag8c ds fragdes Gl1, GLO e LIP
o aumento variou de 47 a 869%.

A liberag8o de metionina pelas enzimasg digestivas daa
proteinas da fragdio GLU, entretanto, aparentemente n&o foi
favorecida pelo tratamento térmico. Apesar do expressivo aumento na
digestibilidade das glutelinas induzido pela autoclavagem da fragio
(Quadro 18), constatou-se um aumento de apenas 1% na liberagd3o de
metionina das glutelinas autoclavadas (Quadro 1753, aem
significlneia astatistica, poig o© percentual de metionina
potencialmente biodisponivel contido na fragio crua ndc diferiu do
parcentual determinado apds antoclavagem da fragdo (p<0,0b).

E preciso congiderar que o teor de metionina
biodisponivel nas glutelinas pode estar subegtimado, ainda gue em
pequenas proparedes, em conseguéncia do procedimento utilizado para
a extraclo demtas proteinas.

0 +tratamento alecalino pode resultar em reducdo na
biodisponibilidade dos aminocécidos de uma proteina em congeguéncia
de ocorréncia de:

i) racemizacio, uma vez que a formagioc de D-aminohcidos
ou ligagdes peptidicas L-D, D~L ou D~-D resulta em blogueio do
ataque enzimdtico por parte das proteases {B1,88). A ocorréncia de
racemizac8c de parte da metionina contida nas glutealinas durante o
processo de extragio poderia explicar a incapacidade do tratamento
térmico em aumentar a liberasgfo enzimatica do aminoécido contido

nesta frac8c. HNeste caso, os D-isémeros teriam sido formadosg na
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fracBo ainda crua, e como tal permansceriam apds autoclavagem, da
nesma forma ndo disponiveis ao atague enzimatico.

ii) perda de sltios especificos para o ataque enzimatico
COmo regultado da destruigic de aminocacidos, particularmente
cistina e lisina (117). Esta hipdtese, entretanto, foi considerada
menos provavel, uma vez que oz estudos que comprovaram perdas
afetivas na Dbiodisponibilidade dos amingacidos em fungdo de
tratamentos alcalinos empregaram condiedes mais drésticas que as
utilizadas para a extragBo das glutelinas negha pesguisa
(40,89,117,172).

Pelo exame dos percentuails de metionina potencialmente
biodisponivel fornecidos por cada frag8o, sm relagfio ao total das
proteinas axtraidas {Figura 8), constatou-se gue a fracio
glutelinas foi, dentre todas as fracdes, a que proporcionalmente
mais contribuiv com metionina. Esta contribuicso pode ser ainda
maior, casc sejam corretas as suposicBes de gue o8 teores de
metionina biodisponivel nesta frag8o podem estar subestimados.

A Globulina Gl possui mencs metionina que as fracles GLU,
GLO e ALB, no entanto, sua contribuig¢io em relaclio 4 metionina
hiodisponivel foi +80 expressiva gqguanto a das glutelinas,
provavelmente pelo fato de constituir em cerca de 37% das proteinas
do feijdo.

As glutelinas e a Globulina G1l, que juntas correspondem a
aproximadamente 80% das proteinas extraidas do feiljido. forneceram
sm torno de 2/3 da metionina liberada pela protedlise da farinha
autoclavada do “IAC-Carioca 80 3SH”. As globulinas (Gl e GLO)
correspondem a mais de 50% das proteipas totais do feijBo e

contribuiram com aproximadamente 46% da metionina potencialmente
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biodisponivel. As fraeBes ALR e LIP foram as gue apresentaram menor

contribuicio do aminodcido.

5.2.8 - Grau de hidrolise e Iliberagdo de metionina das
fragdfes protéicas cruas autoclavadas.

Constatou~se gue ao final das 6h de duragdo dos
experimentos, foram liberados de 88 a 94% do total previsto de
amincacidos a serem liberades na proteélise das fraefes cruag e
auntoclavadas, ap6s corregdo de seus valores de digestibilidade,
come também de 87 a 86 % dog residuss de metlonina potencialmente
hiondisponivel de cada uma delas.

A desnaturacio térmica favoreceun consideravelmente a agdo
da pepsina sobre as globulinas e albuminas, gue ao final das 3h de
prote6lise liberaram em torno 65 e 48%, respectivamente, mais
equivalentes de aminodcidos do que quando em seu estado native. O
efeito foi proporcionalmente menor na Globulina G1  (26,58%). Ao
final das £h de protedlise, estas fragoes, gquando desnaturadas,
apresentaram aumentos expressivos na sua digestibilidade (Quadros
18 & 19 & Figuras 7 a 9).

A desnaturacdo das glutelinas e das lectinas e inibidores
de enzimas digestivas, a0 contrario, nfo favoreceu a agdo da
enzima. Se com relagdo as glutelinas constatou-se um aumento de
apenas 2,5% na liberacso de residuos aminocidicos pela pepsina das
proteinas tratadas termicamente, o teor liberado da frac8o LIP
desnaturada fol menor gue que gquando em seu estade nativo.

Com relag8c A fragBo LIP, observou-se pela Figura 10 que
o teor de amino&cidos liberados da fragio desnaturade fol

semelhante ac teor liberade da fraclo em geu estado nativo. durante
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as 3 horas de protetlise pela pepsina.

Concluiu-se gue o fendmeno pode mer consequéneia da acgdo
regidual de inibidores de proteases parcialmente resistentes ao
tratamento térmico, fato também oservado por cutros  autores ocon
relagfo & digestBo de algumas proteinas de feijdo particularmente
ricas nestes inibidores (21,175) e, concomitantemente, da formagio
de agregados n8o-protéicos de alto pesc molecular que dificultariam
o acesso da pepsina acs sitios especificos de hidrélise, favorecida
pelo elevado teor de carboidratos da fracdo e induzida pelo
rratamento térmico {(45.113). Neste caso, a agdo da pepsina foi mals
comprometida que a a¢lo da pancreatina, com consequéncias negativas
sobre o total de amincécidos liberados ac final das seis horas de
digest8o da frag8c autpclavada (Quadrosg 18 e 19). Com efeito, as
proteinas da frag8o LIP apresentaram a menor digestibilidade dentre
as fracBes isoladas do feijBc "IAC-Carioca 80 BH" {(Quadro 16).

A solubilidade das glutelinas no meio acido de reagdo &
muito reduzida, tanto em @eu estado nativo, quanto apds
desnaturadas pelo calor. Consequentemente, o0 acesso da pepsina aos
sitios especificos da molécula, nos primeiros momentos da digestdo,
parece estar dificultado pela compactagio caracteristica destas
proteinas, observada com a fragdo crua ou auvtoclavada. no meio
scido da reac8o. Somente gquande as condicles do meio se tornam
aslcalinas, estas proteinas se aclubilizam completaments,
facilitando a acfo da pancreatina. Com afeito, apds desnaturacho. a
digeatibilidade das glutelinas foli 30% malor que quando em seu
estado nativo, indicando gue o ‘tratamento térmico facilitou
consideravelmente sua digest3o pela pancreavina (guadros 18 e 19 e

Figura 11).
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A liberacio de metionina ac longo da protedlise das
fracdes giobulinas, albuminas e globulina G1, CPUAS ou
desnaturadas, apresentou correlactes elevadas ocom o gprau de
hidrélise destas proteinas (GQuadro 21) & fol significativamente
maior nas fracdes desnasturadas pelo calor, o gue facilitou tanto a
agdo da pepsina, quanto a da pancreatina (Quadros 20 e Z1 e Figuras
7 a €Y.

Com relagl8c a fracgdo LIP, observou-se gue a liberaclo de
metionina da fraclo desnaturada pela pepsina fol significativamente
menor que gquando em seu esstado nativo, ao longo das primeiras J
horas de digestSo (Quadros 20 e 21 e Figura 10}.

E poasivel gue regides egpecificas dasg cadeias
polipeptidicas onde, provavelmente, sastariam concentrados 08
regiducs de metionina potencialmente biodisponivel., tenham se
tornado mais inacessiveils ao atague enzimdtico pela pepsina em
consequénecia do tratamento térmico. BEntretanto. a gquimotripaina e
as carboxipeptidases, contidas na pancrsatina, foram capazes de
compensar eficientemente easts reduglo na liberacdio do amincscido
aulfurado das proteinas desnaturadas, constatada nas primeiras 3h
de digest8o. G percentual de metioninag potencialmente
hiodisponivel, liberado apds as 6h de protedlise, foi
aproximadamente 68% maior apés o tratamento térmico (Figura 7).

Ao contraric, a liberacgfo de metionina das glutelinas
cruas e desnaturadas ni3o diferiu significativamente ao final das 6h
de protedlise. Se por um lado, menos metionina foi liberada da
fracko desnaturada por agfo da pepsina, por outro, wm  aumento
proporcional na liberac8c de metionina pels pancreatina parece ter

compengado o efeito negativo do tratamento térmico sobre a
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atividade da pepsina (Quadros 20 e 21 e Figura 11}.

Fiy constatacin de que a libsracdo de aet ionina
potenciaimente biodisponivel das glutelinas. desnsturadag ou em seu
estado nativo, foi semelhante tanto com relagBio & agdo da pepsina,
guanto & da pancreatina, ao contraric das outras fragles, parece
reforgcar as suposicBes levantadas no item 5.2.5. A extracfo destae
proteinas em meio alcalino pode ter induzido & racemizagfo parcial
de residuog de metionina, resultando na formag8o de D-isbmeros, ndo
acessiveis a0 atague enzimiético, quer pela pepsina, qgquer pela
pancreatina (81,89}, e que como tal permaneceriam, mesmo apds
autoclavagem da fragdo. Consequentemente, reforgaram~se as
convicedes de aque o teor de metionina potencialmente biodisponivel

das glutelinas pode ser maior do que © estimade neste estudo.

5. 2.7 - Indices de gualidade protéica das fragbes

determinades in vitro.

A utilizacic de indices calculados a partir da composicio

aminoacidica, corrigidos pela digestibilidade e/ou pelsa
biodisponibilidade dos aminodcidos limitantes, £ indicada
atualmente pelo " FAO/WHO Codex Committee on Vegetable Proteins”

(CCVP) como a maneira mais adeguadsa de se avaliar a gqualidade
protéica de proteinaes alimentares (75,77). Empregada por vérios
sutores hé algum tempo, com diferentes enfogues relativos & eascolha
dos indices, vem apresentando regultados satisfatbrios

(10,18,32,57,90,110,128, 150,160, 163,164,167,210,211).



Para o célculo do VB das diferentes frag¢les protéicas,
optou-se pelo Indice de Amincécidos Essenciails de Oser, modificado
por Mitchell ("MEAA index”), descrito por SHEFFNER (188), o gqual
afirma que o método apressnta excelente correlagfo {(r=0,848) com o
valor bioldgico verdadeiro, determinado em 48 proteinas alimentares
a partir de ensaios com ratos, porcos € cles em crescimento. Da
mesma forma, BODWELL (17) confirma qgue o método se correlaciona bem
com métodos in vive e, dentre outros testados pelo autor. fol o gus
apresentou menor tendéncia em subesgtimar os valores determinados in
vive, O “MEAA index” foi denominado neste estudo como T'valor
biolbégico calculado”™ (VB~-C}.

Com base nas recentes recomendagdes de CCVP (77),
decidiu~se pela realizac8o de peguenas adaptagdes no cédlcule do VB-
£, corrigindc o escore amincacidico dos amincédcidos sulfurados,
limitantes nas proteinas de feljSes, de acordo £om sua
biodisponibilidade. Desta forma., os valores de metionina utilizados
foram os resultantes da determinacgdo de metionina biodisponivel. Em
relagio & cisteina, fatores incontrolaveis implicaram na
imposaibilidade de determinar seus percentuais de
biodisponibilidade nas fragdes protéicas.

Se por um lado, reconheceu-se gue a biodisponibilidade da
cisteina pode variar entre as fragSes cruas ou autoclavadas, por
outro obgervou~se que, com excessdo das albuminas, o© teor do
aminodcido nas demais fragdes foi reduzido nas fragfes cruas e nulo
nas autoclavadas (GQuadros 14 e 1B). Representou, portanto, uma
contribuic8o muite ypequena, em termos absolutes, a0 total de

amincécidos sulfurados empregado no céalculo do VB-C.
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Nag corrigir o teor de cisteina total, ou corrigi~lo
apenas pela digestibilidade da fragdo, ndc fol considerada a opedo
maisg adeguada, uma vez gque estudos recentes tém demonstrado gue a
“digestibilidade verdadeira” deste aminocacido nas proteinas de
feijfleg & sempre inferior a digestibilidade de suas proteinas
(18,57, 128,163,171).

Decidiu~se, portanto, por efetuar a correglo do teor de
cisteina total de cada fragdo, inclusive das albuminas, por um
percentual médio de cisteina biodisponivel previamente determinado
em feijGes. O fator escolhido foi (.44, aque corresponde a0
centésimo do percentual médio de cisteina “reativa® de @seis
variedades de feijfio cozido determinados recentemenie por MARLETTA
et al.(128), hastante proxime e intermedidrio aos valores
percentuais de cisteina biodisponivel em feljfies enlatados (46%) ou
antoclavados (41%), determinados respectivamente por EGGUM et al.
{B7) & EVANS & BAUER (64) a partir de ensalos com ratos.

Segunde PELLET & YOUNG (152), os escores amincacidicos
deven aer compardveis & fragio de nitrogénic absorvido e
efetivamente retido no organismo, ou seja, ao valor bilolégico (VB).
Afirmam que, particularmente nos produtos de origem vegaetal, &
possivel obter uma estimativa da utilizacl8o liquida da proteina
(NFU), frag8o do nitrogénio ingerido que & retida pele organismo,
maltiplicando~-se o VB calculado a partir do escore amincacidico
pela digestibilidade. Segunde estes autores, a correlagBo com
valores determinadeos in wvive é significativa.

Asgim, o produto da digestibilidade in vitro das fracbes
protéicas iscladae do “"IAC-Carioca 80 SH” pelo VB-C correspondente,

fol empregado para estimar a utilizaeSoc liguida protéica de cada
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uma delas, denominada neste estudo “coeficliente de utilizac3o
protéica liquida calculade”™ (NPU-C}.

Para que os indices sdotados se constituam em alternativa
valida em relaglo aos ensaios biolégicos, faz-se necessério gque se
correlacionem bem com os valores correspondentes determinados in
vive (75,77,128,152,164,189,208). Agsim, o VBE-C & ¢ HNPU-C <foram
determinados iniciaimente na farinha de feijdo integral
autoclavado, e comparados com 08 indices de VB e HPU determinados
na mesma farinha a partir de ensaios in vive. 08 resultados
mostraram n8oco haver diferenga significativa (p<C,01} entre os
valores determinados nos ensaios in vitro {Quadros 23 & 243 e in
vive (Quadro 4).

Conclui-se, portanto, que a metodologia adotada para
estimar a qualidade protéica atende aos cobjetivos iniciais. Permite
avaliar a qualidade protéica das fragfes de forma simples, sen
utilizar grandes gquantidades de amostra, além de se correlacionay
hem com valores determinados in wivo.

Por outro lado, concluiuv-se gue o3 procedimentos adotados
para a determinagio da composigdo amincacidica e, principalmente,
da digestibilidade in vitro e da meticonina biodisponivel,
mostraran-se adequados para os propositos desta pesguisa. ums  vez
gue provavelmente ndo seriam obtidas correlacles t&o satigfatérias
do VB~C e do NPU-C com os indices correspondentes determinados in
vive, caso agueles métodos n8o exprimissem lgualmente bem o8
resultados observados in vivo.

N&o se observou difervenga significativa (p<0.05) entre o
VB~ das fracdes cruas a autoclavadas, indicando gue o tratsamento

térmico ndoc afeton a composigfo amincacidica das fragles de modo a
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comprometer sua qualidade. Ao contrario, o NPU-C das fragdes
autoclavadas foi maior gue nas fragdes cruas, reflzstindo a
influéneia do tratamento térmico, gue aumentou a digestibilidade
deatas proteinas e. conzsequentemente, sua utilizagdo.

Em relacic & frag8o LIP, constatou-se gque o VB-0O da
fraglo autoclavada foi 6% menor que o da fra¢8o crua, em termos
absolutos. sugerindo gue ¢ tratamento térmice pode ter resultadoe em
algum comprometimento de sus composicdo aminoacidica, COmo
discutido nos itens B.Z2.3 e 5.2.5, ainda gue enm extensfoc
insuficiente para resultar em redugfc significativa no wvalop
biolégico das proteinaz da fracBo autoclavada.

As fracdes glutelinas e albuminas, cruas ou autoclavadas,
apregentaram melhor valor Dbioldégico gque as demais fragfes,
refletindo a relativa qualidade da composicBo aminoacidica destas
fragiesg.

A principal proteina do feijdio, a Globulina G1 confirmou
ohservacbes anteriores acerca de sua limitagdo em aminocécidos
egsenciais, particularmente aminoacidos sulfurados totais,
triptofanc, 1lisina e treonina. Seu valor hioclégico, em termos
absolutos. & o menor dentre todas as fragles. As globulinas da
fracio GLO, menos deficientes em aminodcidos essencials que a Gi,
apresentaram um valor bioldgico intermedidrio. As lectinas & o8
inibidores de proteases apresentaram um VB-C equivalente ac VB-C da
Gli, ainda gue, em termos absolutos, o valor bioclégico da glicbulina
31 tenha sido inferior ao das lectinas e inibidores de enzimas
digestivas.

Com relac&c aos resultados obtidos na determinacfc da

utilizacio liquida das proteinas das fragles isgladas, constatou-se



que o© baixo valor nutritivo da Globulina Gl, somente comparaval ao
da fracge LIP, deve contribuir decisivamente para que as proteinas
do feij8c ndc apresentem uma qualidade protéica satisfatéria, em
congeguéncia de constituirem-:mais de 1/3 das protelinas itotais
encontradas nos grios.

As albuminas e globulinas autoclavadas apresentaram uma
utilizagio intermedidria, com gualidade protéica semelhante & da
farinha de feijlio integral autoclavado (p<0,05).

A wutilizaclo liquida das proteinas contidas na fragdo
glutelinas fol elevada. OSuperou a utilizag®o das proteinas das
demais fracBes e também das proteinas da farinha integral do feijéo
autoclavado. Por sua rigqueza em lisina, as glutelinas apresentam um
potencial superior ao de cutras proteinas vegetals com relagfo &
complem&ntacéo das proteinas dos cereais; o aumento da gualidade
protéica da combinacio alimentar cereals/leguminosas tem grands
importincia nutricional, particularmente no Brasil. onde a mistura
“arroz com feiific® oconstitui a base da alimentagdc didria da
populagdo.

Ja foram discutidas anteriormente as suposicles de gus as
giutelinas provavelmente contém mais metionina potencialmente
biodisponivel do que mostraram 08 resultados dessa pesguisa {itensa
5 2. 8% e 5.2.8). Também com relagdo ao teor de cisteina das
glutelinag hé razles para suspeitar de gque seja maior do gque O
determinado sxperimentalmente. 0 teor do aminoacido nestas
proteinas pode ter sido parcialments reduzido por agdo do pH
alealino durante a extragso das proteinas e, portanto, auando elas
ainds nfo eastavam desnaturadas (35,40.81,88), ou ainds, apba

auvtoclavagen da fracio (865,68,187., 200). Caso estas proteinas
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n8o  tivessem sofrido um tratamento alcalino durante sua extracdo
dos gri#os de feijdes, os teores de AST seriam certamente nmais
alevados, alevando concomitantemente seu wvalor bicldgico. Os
resultados sobre a utilizaglo protéica verdadeira das glutelinas
poden., portanto, estar subhestimados e, congeguantemente, estas
proteinas poderdo apresentar uma utilizeg8o protéica supericr ao de
outras proteinas de leguminosas, squivalente ao de proteinas de
origem animal de gualidade reconhecida.

Neste sentido., & precisco considerar que a interpretagdo
dos resultados da avalisgio da gqualidade nutricional das glutelinas
por ensalos biloldgicos, que geralmente utilizam estas proteinas
como tnica fonte protéica da dieta dos animais (863,1158), deve levar
231e} consideragBo que a extraglc das glutelinas por solugles
alcalinas. pode resultar em reduclBo da biodisponibilidade de seus
aminodcidos sulfurados e de oubtros aminocdcidos eagenciasis,
implicando am redugio da utilizagio de guas proteinas
({35,40,81,88,117). Conseguentemente, a comparagdo dos indices des
qualidade protéica determinados In vivo para as glutelinas ocom
proteinas que nd3oc aofreram tyatamento alcaline, n#oc seria um
procedimento adequado, devendo. portanto, ser interpretada com
reservas.

A analise dos resultados acerca da utilizaeg8c liguida das
proteinas das fragBSes isoladas confirmou suposieles de qgue a
qualidade nutritiva das proteinag da Tarinha de feijio integral
autoclavade parece representar um eguilibrio entre a gualidade
nutritiva das proteinas de suas fragBes isoladas e de «que 35
proporcio das diversas proteinas contidas nos grios irsd determinar

a composigdo aminoacidica € a qualidade nutritiva das proteinas
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totals presentes no feliljdc (104).

De wum lado, representando 23% das proteinas totals, tem-
se as glutelinas, apresentande qualidade superior & da farinha. De
outre, aas fragdes Gi1 e LIP, constituinde em torno de 5H51% das
proteinas do feijBo, e apresentando um NPU inferior. Em um nivel
intermediirio, encontram-se as globulinas e albuminas, constituindo
aproximadamente 1/4 das proteinas totais e apresentando qualidade

nutritiva equipardavel & das proteinas da FIA.

5.3. CONSIDERACOES FINAIS

JOHNSON & LAY (104) denunciam que a pesquisa para
aumentar a qualidade nutricional das leguminosas tem sido
negligenciada, apesar das NacBes Unidas, através do "Protein
Advisory Group', ter aconselhado urgéncia e prioridade para o
Financiamentos de pesquisas relacionadas com ¢ melhoramento genético
dos feijSes comuns, visando o desenvolvimento de variedades com
maior teor de proteinas, aminodcidos aulfurados e melhor
digestibilidade (104).

HOSKIELD (93) relata que t&m sido encontradas diversas
variantes nos feijbes que permitem aumentar ou diminuir a
guantidade de proteinas especificas nos grios, e gque multas das
fraches protéicas da leguminosa estdo sob  contrdle genético
simples, facilitando a obtengdo de novas variledades com as
caracteristicas desejadas. Comenta gque a Globulina 31, de braixo
valor npubtritivo, € a proteina predominante nog grAog e que

guaisquer alteragdes que resuliem em modificaglio na quantidade
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relativa desta protelina, nos feijdes, tém importincia nutricional.
Neste sentido., os resultados desta pesgulsa com relzgdo a
qualidade nutricional revelada pelas glutelinas. sugerem que O
desenvolvimento de variedades contendo menos Globulina G1I e com
teoreeg proporcionalmente mals elevadeos de glutelinas, pode resultar
em ums melhora significativa na aqualidade putritiva dos feljbes,
heneficiando grandes parcelas da populag8oc mundial, em sua maior
parte constituida por individuos de baixo padrio aquisitivo, parsa
quem a leguminosa representa o principal fornecedor de proteinas na

alimentagio diaria.
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VI — CONCLUSORS

1} A utilizac8o de hidrélise alecalina seguida de determinacg8o
colorimétrica de metionina no hidrolisado pela Cloramina-T, parece
ser um procedimento adequado para a determinagio da quantidade de
metionina total n8o oxidada presente nog faljbes e em suas
proteinag isoladas. Da mesma forma, a guantificagdo da metlonina
potencialmente bhiodigponivel porT hidrélise pelo sigtema
pepsina/pancreatina, segulda de determinacio colorimétrica com a
Cloramina~T da metionina n8o-oxidada presente no hidrolisado
enzimético. ‘correlacionou—se bem com valores cobhservados in vivo,
COmo também com resultades obtidos por outros metodos de
determinaciio de metionina ndo-oxidada in vitre. bBugdere-se que ©
método do ac. perférmico seja reavaliado em relaglio & sus adequagdo
para a determinagio de metionina em feijBes, © gque o conceito de
metionina “total” atribuido a seus resultados seja rediscutido e,

cagso necesasirio, revisto.

2) Pode~se confirmar que o cultivar "IAC-Carioca #30 SH" poasuil
excelents valor protéico e apresenta quantidades elevadas de
metionina disponivel, quando comparado a oubros cultivares. O teor
protéico encontra-sze dentro dos valores médios observados para
diversas variedades de feijBes, mas a digestibilidade foi superior
& oconstatada para outros cultivares brasileiros. Consequentemente,

suas proteinag possuen valor bioldgice e utilizac8co protéica
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ligquida nitidamente superiores aos valores médios compiladoz por
varios auvtores e registrados na literatura. Observou-se também que
o wvalor nutritive de suas proteinas ndoc é inferior ao das proteinas
da ocultivar a partir do qual este foli desenvolvido e, confirmando
portanto, suposicdes anteriores acerca da excelé&ncia do valor
bicldgico e qualidade nutricional das proteinas da linhagem

degenvolvida pelo Instituto Agrondmice de Campinas.

3) Dentre as fragdes isoladas do cultivar "TAC-Caricca 80 SH”,
as glutelinas foram as proteinas mais ricas em metionina e ligina,
enquanto as albuminas apresentaram teores mais elevados de cisteina
e triptofanc. As globulinas, gue constituem mais da metade dasg
proteinas totais dos grios, apresentaram uma composigdo
aminocacidica limitada, deficiente em aminodcidos sulfurados e
triptofano. O tratamento térmico resuitou em aumento da
digestibilidade de todas as fragbes. Ag glutelinas e gichbulinas
desnaturadas apresentaram melhor digestibilidade, ao contrério das
lectinas e inibidores, que foram menos digeridas que as outras

proteinas dos grios.

4} Considerando-se as guantidades relativas de cada frag8o nos
gréos e seu conteido de metionina potencialmente biodisponivel,
concluiu-se que as glutelinas, que constituem aproximadamente 23%
das proteinas totals nos grios, fornscem mais metionina
biodisponivel que as demais, e gue este valor pode ser ainda malor

que ¢ determinado nos experimentos. A gilobulina Gl, em consequénois
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de representar aproximadamente 38% do total das proteinas
extraidas, fornecem quase tanta metionina biodisponivel quanto as
glutelinas. Em termos percentuais, constatou-se que o tratamento
térmico aumentou a liberagdo de metionina potencialmente

bicdisponivel de todas as fracBes, A& excessfo das glutelinss.

5) A liberac8oc de metionina, em geral, acompanhou o cursoe da
hidrélise, tanto nas fragfes cruas quanto autoclavadas. o
trataments térmico resultou em aumento na liberagfio de metionina
das fracdes, A excessdo dag glutelinas. Fatas proteinas
apregentaram um comportamento singular, gquando comparadas ag
demais, poig aoc longo de toda a digestHs, a liberagfio de metionina
foi  constante e ndo diferiu entre as proteinas cruas ol tratadas
termicamente, provavelmente em consequéneia de interacles indu=zidas

pelas condicles alcalinas pregentes em seU processc de extracgio.

8) As glutelinas apresentaram melhor valor bioléSgico e
utilizac80 protéica que as demais fragles, superando inclusive A
fFarinha integral deo feijfic autoclavado, enguanto a gilohbulina GL =&
as lectinas e inibidores de proteases foram as proteinasg aque
apresentaram valor nutricional mais reduzido. QO desenvolvimento de
variedades com maior teor de glutelinas e menor teor de Globulina
Gi poderd resultar em Teljbes com proteinas de wvalor protélco
superior, contribuindo para melhorar a qualidade protéica & o valor
nutritive da alimentacglBo basica das camadsas menog favorecidas da

populacio.
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