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RESUMD

0 objetivo deste trabalho & testar o método quimico
do ferricianeto de s6dic na sua capacidade de dosay & "metionina
quimicamente disponivel” em doze variedades de feijdo (Phaseolus

A NPl P .

vulgaris, L) em fungdo do tempo de armazenamento.

0 interesse em determinar metionina reside no fato de
gque este € um aminoécidb essencial que limita o valor nutritive
de toda semente leguminosa por se encontrar em pequenas quantida
des ou por ndc estar nutricionalmente disponivel: ou seja, o mes
mo ndao pode ser aproveitado como fonte de enxofre para o  ani-
mais devido a oxidagao ou alquilag&c excessiva do grupamento tig
metila do aminodcido. Segunde alguns autores este é um processo

que pode ocorrer durante a estocagem de graos,

A aplicagaoc de diversos procedimentos disponiveis ndoc
tem tido sucesso, fazendo necessdrio que se adapte o métodes do
ferriclanetn. Para evitar a instabilidade das formas parcialmen
te oxidadas, por exemplo, hidrélise enzimdtica com protease de

Streptomyces griseus foil usada. A resisténcia especial que asg

proteinas de feildo oferecem a proteases tornou necessario alte-



rar 4s eohdicbes de hidrélise, tais como pH da solugdo & tempo
de hidrélise., Posteriormente foi necessaric usar Acide clopi-
dricc 8 N ao invés de dcido soncentrado na reagado colorimétrica

para melhorar a cor obtida,

Uma vez otimizadas todas as condigdes, determinou-se
a metionina complexdvel com ferricianeto de s6dio nas doze va-
riedades de feijdo antes de serem submetidas ac armazenamento.
Estes resultados foram comparados com os obtidos sagunde o métg
do de oxidagao com dcido perfémico ("Metionina total”), nic se
sncontrando diferanga significativa quande fol conziderado o to
tal das doze linhagens. No entanto, trés linhagens apresenta
ram baixa porcentagem de metionina compléxdvel, foram elas:Boia
no Precoce (44,4%), SP 7052 (29.8%) e SC 7010 {28.8%). |

As doze variedades de feiido foram armazenadas a B0%
de umidade relativa e uma temperatura que oselilou entre 20 &
26° ¢, durante oito meses, que ocasionava uma diminuicdc da me-

tionina T"guimicamente disponfvel”.

0 métede adaptado demonstrou que a quantidade de me-
tionina complexavel diminuiu em todas as variedades com o decoy
rer do tempo, o que esta de acordo com outros trabalhos que mos
tram perdas semelhantes mediante emsaiocs bioldgicos. As 1linha-

gens de malor estabilidade ou capacidade a estocagem Piratd IT,
Pirata I e Cara Suja.



SUMMARY

The purpose of the present study was to tegt the
sodium ferricyanide reagent in its ability to measure chemically
available methionine in twelve experimental and commercial lines

of common beans {(Phaseolus wulgaris, L.) as a function of

gtorage.

Our interest in accurately determining methionine in
beans comes fram the fact that this amino acid occurs in
limiting amounts in all legumes and often only a fraction of it
is bioclogically available. Such low availability of the
esgential amino acid is most likely a result of excessive
oxidation and substitution of the sulfur atom; & process that

has been suggested to take place during the storage of seeds.

Due to the lack of success in the application of
the several procedures available, it was necessary to adapt the
ferricyanide methodology. In order to circumvent the
instability of the partly oxidized forms, for esample, enzimatic

hydrolysis with Streptomyces grigeus protease was used, The

special resistance that bean proteins pose to protease however,



made 1t necessary to alter of hydvolytic conditions such as
pH of solution and time. Furthermore there was a need to
use 8 N hydrochloric acid instead of concentrated acid

in the colorimetric reaction to improve the color yield.

Once the analytical conditions were optimized, the
ferricyanide~complexing methionine was determined in the twelve
types of unstored beans. No significant difference was obssapved
between the results thus found and those cbtained the performic
acid-oxidation ("total methionine”™) method when all the
varieties were considered together. It was avident, however,
that in the varieties Goianc Precoce, 5P 7052 and S5C 7010 only
L4.4%, 39.8 and 38.8% of their total methionine was complexable,

respectively at the begining of the storage.

The sesds were gtored at 0% prelative humidity and
a temperature that varied between 20 and 28%°0 for a total
periocd of eight months. During this time the modified
methodology demonstrated that éompl@xing methionine decreassd
in all varieties. This finding was in agreement with results
from other author Qh& showed methionine losses by biolegical
assays in beans storad under similar conditions. The lines that
axhibited greater stability and/or "endurance™ fo storage were

Pirati II, Pirata I and Cara Suja, prespectively.



1. INTRODUCAO

Devido a dificuldade de obtengio de proteinas  ani-
mais a maior parte da populagac tem no feijao a sua principal
fonte proteica. O feijdo tem alto conteudo protéico e um bom
perfil de aminodcidos essenciais, porém, seu valor nutritive &
dimirnuido pela deficiéncia em aminodcidos sulfurados (Cirilli et
al., 1974)., A carencia de metionina numa fonte proteica € um fa
tor mals importante que a deficiéncia de lisina no valor bioldgi

co de uma proteina {Said e Hegsted, 1968).

Existe portanto um gerto intsresse em determinar a ne
tionina biologicamante diapénfwal ﬁréseﬁta num alimento, pois
além dels se encontrar em pequenas quantidades em muitos alimen-
tos de uso comum, também pode ndo estar nutricionalmente disponi
vel. A perda de disponibilidade de metionina & atribuida a uma
alteragao dm'grupc-tiometii& da cadeia lateral do aminodcide que

pede ser devida a oxidagdo ou alquilagdo do Atomo de enxofre.

A metionina pode ser encontrada sem diferentes estados
de oxidagdc: metionina reduzida, sulféxido de metionina e sulfo
na de metionina. De acordo com informagdes da literatura as for

mas oxidadas s3c menos eficientes como fonte de enxofre para os



organismos. £ portante interessante, ndc 88 para os natricionis
tas como para os quimicos analiticos encarregados do controle de
qualidade de alimentos e ractes, distinpuir entre as diferentes

formas de metionina _bresentes no alimento.

C problema na determinagdc do estado de oxidagdo do
dtome de enxofre é a instabilidade da forma parcialmente oxidada
em meioc dcido. Portanto, em condigdes de’hidvéliae.narmal, 0
slfdxido de metionina é-reduzido novamente a metionina, que nao
pode ser aistinguida da inicialmente presente no alimento. Du-
rante o processo de evaporagde dos hidrolisados a metionina, o
sulféxido e a sulfona de metionina estio em proporgdes sempre va
riaveis e ainda podem aparecer em pequenas quantidades produtos

de transmetilagdo.

MeCarthy e Sullivan (19%41) utilizaram um ﬁeagente-es—
pecifice para metionina na sua forma reduzida, o nitroprussiato
de sddio. Tem éidc propostas modificacdes no métedo para elimi-
nar o problema da instabilidade do sulfdxide e guase todas  in-
cluem uma hidrolise enzimdtica do alimento antes de se efetuar a
reagdo colorimétrica. Destas médifiaa§5asﬁa de Tannenbaum et
al., (1969) & aparenteménte a mais interessante porque considera

as diversas formas de oxidacdo do aminocacide.

Este procedimento de Tannenbaum esta limitade s jabaleTs



teinas com alto teor de metionina, mas & necessdric que se fa~-
ga readaptagdtes e otimizacgidc para proteinas com baixo teor de
metionina, come 2 o caso do feiljdo.

Assim os obijetivos deste trabalho foram:

19) Readaptar e otimizar um método quimico que
utiliza o ferricianeto de s&dioc na sua capacidade de dosar qui
micamente metionina disponivel em doz: variedades de feijdo (Pha

seclus vulgaris, L),

2¢Y Determinar metionina e cisteina total nesgw

tas variedades através de oxidagdc com dcido perfdrmico.

39) Avaliar o efeito do tempo de  armagenamento
na disponibilidade quimica do aminodcido essencial.



2. REVISAC BIBLIOGRAFICA

2.1. LEGUMINOSAS

As sementes de leguminosas possuem em média duas vezes mais
proteina que os grios cereais, e dai sua utilizacio como base pro-
teica nos hébitos alimentares de muitos paises. Dos seiscentos gé-
neros compreendidos na familia gdas leguminosas, apenas vinte deles
tem imparténeia econdmica e s30 consumidos em todo o mundo, varian
do a especie preferida enm fungdo dos habitos regionais.

Na América Latina a espécie mais consumida & a Phaseclus
vulgaris,L., em todas as variedades s cores. No Brasil, aZQm desta
espécie, a espécie Vigna sinensis & bastante apreciada (Flias et
al., 1873; TFreitas Filho, 1871; Dutra de Oliveira, 19733,

2.1.1. Valor Nutritivo da Espéeie Phaseolus vulgaris,L

2.3.1.1. Composicgio Centesimal

De doze variedades comumente consumidag no Brasil, a composi-
gac centesimal média determinada par Moraes e Angelucci (1871 foi:
umidade 11%, cinzas 3.5%, protelna 25%, amido 0%, fibra bruta b,
pentosanas 7% e dcidos graxos 1%. Dos componentes centesimais deter
minados, a porcentagem proteica foi a gque apresentou maior variabili
dade, oscilando entre 20 & 31%. Portanto em relagao a outras semen-
tes vegetals o conteldo proteico das sementes de feijdo ¢ alto.



U cotilédones das sementes de feijao rontribduem  com
27% do contelddo total de protelna, ¢ eixn embrionario  contribue
com 48% e o5 restantes 5% sio fornecidos pelas outras - subcamadas
das sementes. A classe de proteins due predomina nos feijdes sdo
as globulinas, onde esta contida a4 maior porcentagem relativa de
metionina presente,de avords com Silva e ITachan (1975).

Segunde Zucas et al. (19685) a composigdo centesimal de
feijao se aproxima do ideal com respeito as exigénclas nutriciona
is do homem, mas a fragao lipidica esti abaiwe do padrao de refe-
réncia.

0 contedde médic de aminodcides aseenciais (em mg/f de .
proteina) das variedades analisadas por Moraes e Angelucci (18713
variou da seguinte forma: ligina 79 - 106, treonina 46 - 61, va-
lina 33 « 118 e triptofano 103 -~ 138.

Pela tabela 1 pode-se ver a composigioc de aminodcidos
das doze variedadaes de feijdes brasileiros estudades no  trabalho
referido acima, em miiigramas par'gréma de proteina em base sgca.
Estes contelidos Foram encontrados utilizando o analisador de ami
nodeidos modelo Beckman 170 C, apds a hidrSlise dos gracs de fel
jado de acords com o procedimento desorite no manual Beckman de
instrugdes.

Comparando os dados da tabela 1 com uma tabela de pa-
querimentos de aminodeidos padrao da FAQ pode-ze verificar que
o8 feijoes sdo boas fontes de lisina 2 treonina e que o amincgci
do limitante €& a metionina. Sayanova e Sumenkova (1977) esty-
dando a composicdo de diferentes variedades de legpuminosas @n«-
contraram que as sementes de Phaseolus vulgaris,além de defici-

entes em metionina também tinham um baixo sontelddo de valina e

icslcucina,

e
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Como & o cago de todas as sementes o teor de aminod
cidos vai depender da variedade, do local de origem,das praticas
de cultive e outros fatores. Sabe-gze,por exemplo,que a suplemen-
tagdc do solo com zinco pode aumentar o teor de metionina da se~
mente {(Litzenberg, 1873). Estas variagdes se apresentam como e~
sultado da mudanga das proteinas de reserva e nao das proteinas
embrionarias, que sdo mais constantes na sua campaslqaa,

2.1.1.2. Fatores que Influem no Valor Bioldgico

As leguminosas,por possuirem proteinas ricas em 1li-
sina sdo um complemento natural dos cepeais para consume humano,
pois ambos em mistura resultam num bom balanceamento de aminodai
dos essenciais e ainda fornecem um conteldo energdtico mais ele-
vado e apropriado 3 dieta.

De acordo com Bressani,Flores & Elias (1873) ovalor
biologico do feijde (Phaseolus vulgaris,L) quando administrado a
deguadamente tratadc estd ao redor de 52~58%, que pode ser consi

derado bom para uma proteina vegetal.- Ainda segundo estes mesmos
autores, & mistura de feijdo e arvoz apresenta um valor bioldgi-
co médxime quando ¢ arroz fornece em torno de 60 a B5% da protei-
na total.

A principal restrigiac ao valor mnutritive das legumi
nosas & ¢ seu baixo contelido de aminodcides sulfurados,como tem
sido verificado em diversos trabalhos de determinagio da composi
gac de leguminosas (Evans e Bandener, 1987; Morass a Angeluccedi,
19713 Kapoor, 19723 Litzenberg, 1973; Meiners et al., 13878).

Outro fator que limita o aproveitamento bioldgice
de leguminosas & a sua baixa digestibilidade.S80 duas as Justifi
cativas para a baixa digestibilidade: a passagem vapidados grios
cozidos pelo tubo digestivo impedindo a agdo de enzimas pwateolé
ticas ou as proteinas dos grdos sdo resistentes A protedlise en-



zimatica.

Os feijles estdo entre o8 alimentos Mais estidveis, con
tando com poucos estudos sobre a variagdo da qualidade deles du~
rante o armazensmento. Sabe-se no entanto que a umidade relativa
do local de armazenamento € um fator importante pois pode afetar
as caracteristicas fisico-quimicas, orpanclépticas e oculindvias
implicande em alteragdes no valor biloldgise do alimento (Morris e
Wood, 19863,

Grange et al., (1873) obsevaram que durante ¢ armazena-
mento de Phaseolus vulgaris ocorria o aparscimento de algumas en~

zimas e o desaparecimento de cutras enzimas, fate este que deve
estar relacionado com o processo de maturacdo das sementes. Estas
alteragbes irdo afetar as propriedadss do feijfo influenciando ag
sim no aproveitamento bloldgico dos feiides.

Estudando o efeito do armazenamento nas interrvelacgdss
entre o tempo de maceragac, tempo de cozimento e valor nutritive
das proteinas de feijdo, Molina et al., (1878, 1975, 1676.)
observaran uma diminuicdo da qualidade proteics vom o  armazena-
mento. Esta queda da qualidade proteica foi relacionada com di~-
minuigao da disponibilidade de 1lisina e metionina. Mitchel e
Beadle (citades por Durigan, 1978) nao encontraram diminuigdo
da disponibilidade  de metionina e lisina durante ¢ armaze-
namernito dos feiioes, no seu experimento. No entanto fol encon-
trada uma correlacac entre o tempo de hidratagdico & o valor
nutritive destes feljdes armazenados por estes 1ltimos pes-

gquisadeores, indicando que a Jueda  de valor nutyri-



tivo estd relacionada com caracteristiocas fisioo-mecdnicas alsm da
perda de disponibilidade de aminodcidos.

0s pardmetros tempo de coziments e temperatura sdc puito im-
portantes no aproveitamento bioldgico de feiiSes. Em muitos traba-
l1hos citados por Durigan (1378) e pelos trabalhos de Molina et al.
(1974, 1978, 1976) verifica-se que estes dos fatores 530  bastante
afetados pelo tempo de armazenamento, temperatura e uﬁidade relati
va do local de armazenamento ocorrsendo alteragdes no valor nutriti:.
vo do alimento.

Em condigdes adversas de armazenamento a qualidade da prﬁté{
na pode ser alterada por diminuigdo da disponibilidade de alguns
amincacidos essenciais como afirmam Elias et al. {1873) & Durigan
{18793},

2.1.1.3 FPatores antinutricionais

Nas legumintsas existem substidncias gque podem atuar diminuin
do o valor nutricional retardande o crescimento causande a morte de
animais de laboratdric principalmente quande sd3c administradas cry-
as. Compostos com estas propriedades gd3o chamados de fatores anti-
nutricicnals e de acorde com Bressani et al. (1973). Sioc classifi-
cados em oito tipos: inibidor de tripsina, hemaglutinina, inibidor
de amilase, glicosideocs cianogsnicos, fatores gointrogenicos, fato-
res causadores de flatuleéencia e favismo.

Dentre estes fatores o mais conhecido & o fator antitriptico
que tem a propriedade de inibir a agdo protsclitica da tripsina PO
dendo resultar numa hipertrofia do plAncreas por excesso de produgdo
da enzima. 0Os estudos com inibidores de tripsina, feitos principal
mente com soja, verificaram que estes fatores sfoc ricos em cisteina
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e aminoacidos semi-essenclais. {(Liener, 1978 e Bressani et al,
18733, '

As legumincsas sao ricas em inibidores de proteases que quan
do impropriamente inativadas tornam a digestibilidade delas baixa.
Estes inibidores de proteases todos sdo geralmente chamados de fa-
tores antitripticos, mas de acordo com estudos mais recentes somen-
te 40% da inibigdo de crescimento, causada pela ingestio de legu~
minosas mal preparadas, pode ser atribuida ac inibidor de tripsina.

Gutro fator antinutriecional que vem sendo muite estudado &
conhecldo como hemaglutinina por ter a capacidade de aglutinar hema
ceas em diferentes &ﬁp@eieﬁ animais. Madhusudan e Kakade (1974) ex-
plicam a acgas depressora do crescimento das aglutininas como sendo
devida ao fato delas se ligarem as células da parede intestinal ime
pedinds a absorgas de outros nutrientas,

Todus os fatorss com propriedades antinutricionals poden sep
inativados por um tratamento térmieco adequade, Resta entdo para se
considerar como de importancia pratieca no valer nutricional das le-
guminosas, o problema da digestibilidade e o da disponibilidade bio
16gica de aminodcidos sulfurados. Estes dois aspectos 1imitanta;
do valor potencial das leguminosas como fonte proteica precisam ser
estudados mais detalhadamente.



Z2.2. METIONINA
2.2.1, Importancia no Metabalisme

A metionina & um aminodcide essencial para os animais,por~
que com o decorrer da evolugdo estes organismos perderam a capaci
dade de sintetizay as cadeias carbinicas de certos alfa-cetodciios
correspondentes aos aminoiecidos que aparecem normalmente nas pro-
teinas animais. Os microrganismos e plantas superiores podem sin~
tetizar a metionina partinde da cisteina come fonte de enxofre e
de o-succinil homosserina, em presenga de succinil CoA 2 homcsse-
rina succinilase (White, 1878).
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Além da sua participagdo na sintese das cadelas de aminodci
dos para formacdo das protefnas, a metlonina, nos organismos ani-
mais, cumpre outras funcdes. Também participa da estrutura e é
indispensavel nas fungGes de muitas proteinas, especlalmente daque
las com propriedades cataliticas. A metionina ainda cumpre com
uma serie de ocutvas fungles nac menos importantes: entre elas a
mais significativa € a de servir como velculo ou doador de grupos
metila nas reacdes de transmetilacdo. Nestas reagfes, a transfe
pencia do grupo metila da cadela lateral do aminodcido para um ato
me de ecarbono ou nitrogénio gue € feita atraves da forma  ativada

Swadenosil~metionina.

A metionina, em presenca de ATP passa para sua forma ativa
de S~adenosil metionina que pode ceder grupamentos metila para for
magac de creatina e colina restando como subproduto a S~adenosil
homoeisteina. Apés a quebra da S-adenosil homocisteina temos a
adenosina gue velta para suas fungags e a homoeisteina, que em pre
senga do &sido M5 metilfélico & a vitamina By s formara novamente
metionins. Por sua vez a colina passandd parva sua forma oxidada

(Acido betainino) pode doar grupamentos metila.

Da trés grupamentos CH, da betaina podem ser sucessivamente
doados, no "pool"” de metilas, ate chegar a pglicina. Esta por sua
vez, poderd ser oxidada resultando em serina que participa do ei-
clo retornando a metionina em presenga de homocisteina e acido
Nsﬁlg metileno folice. A serina sendo metabelizada transformar-
se-a em acido pivﬁvicc gque entra no ciclo de Krebs ou Naoc , confor

me as negessidades do organismo,
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2.2.2 Reagles Analiticas Caracteristicas

As reactes analiticas de metionina podem ser colorimétricas
& titulamétriaas5d$terminando & metionina mesmo eém pressenga de
outros aminoacidos, sdc as seguintes, de acordo com Graenstein &
Winitz (1861 ) e Concon {1874). |

a) Desmetilagdo redutora baseadsa na determinagac quantitati-
va dos produtos orginicos criginados da degradagao de metionina em
presenca de dcido iedfdrieco. O residuc, metiliodeto pode ser deter-
minado por titulagdo.

b) Métode de particgie do enxofre gue assume todo © enxofre
na molécula de proteina proveniente de cisteina/eistina, metionina
e sulfato. Procedendo uma determinacdo do conteldo total de en-
xofre da amostra e desta guantidade subtraindo a gquantidade obtida
com o tratamento com acido nitrieo a metionina ndo & oxidada en-

quanto que os outeps componentes sulfurados BED.

¢) Método iodométrico que consiste na determinagdo direta da
metionina prefente na amostra, titulando ¢ iedo com ticegulfato,

apsnas bas=ads nos compostos formades em diferentes phs,

d) Dxidagdo com peroxido de hidrog2nic que consiste na de-
términagdo pela transformagio de toda a metionina presente na amos-
tra em sulfona que pode ser determinada solovimétricamente depoils
da separagac cromatografica.

#) Reacis com nitroprussiato de sddic que em pregenga de me~
tionina em meio alcalino, ao passar para um melo dcide adquire co-
loracae vermelha.,

f} Degradacao com ninidrina formando aldeidos volateis (e ala
nina, valina, leuzina, metionina iscleucinal que podem ser  trans-
formados na vespectivas dinitrofenilhidrazonas que por sua vez po~

dem sur separados cromatograficamente.
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g) Detecclio no cromatograma de papel baseada na formagdo de

cor com o cloreto de diagdnio alfa-naftilamina em acido elopidrico,

h) HidrBlise e ciclizagio dos residuos de metionina protei-
ca utilizando o brometo de cianogeno. 0 nimero de residucs formados
2 igual a guantidade de metionina presente na amostra, peis a rea=~

gdo & guantitativa (Gross, 1887).

Destas reacdes as mals empregadas sdo d, g e h.

ey

5.2.3. Estados de Oxidagic da Metionina s sua Utilizagdo

As formas oxidadas da metionina sdo produtos da ligagdo de
um ou dois Atomos de oxigénio a ligagio sulfeto resultando em sulfd
vido de metionina e sulfona de metionina respectivamente {Walker et
al., 1975).

“O0OH T@OH Toaﬁ
1 I | .

H-C-Nip /207 g _ ¢ . wppri292, 8- C - NH

! — e l Z [ 4

?Hg -?Hz CHy
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Cﬂg CH3 Qﬁs

Atribui~se a oxidagdo destes amincacidos ao fenOmeno concor
pente da autoxidacio lipidica que forma radicals livres os quals

sdo poderosos agentes oxidantes (Tannenbaum, 19683 Durigan, 18783,
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A utilizacio de agus oxigenada para tratamento do leite e
derivados assim como na desinfeccao de equipamentos na indastria
leiteira pode também causar a oxidacdo de amincacidos em alguns ali
mentos. Acredita-se por outro lado que & tostagem e desselventiza-
gdo de certos produtos de sementes podem criar condigbes para a oxi
dagdo (Walker et al., 1875)

As formas oxidadas sao menos importante nutricionaimente, fa
to este qae!vem sendo verificado desde 1%3%, por Benett {(citado por
Walker ot al _ 1975). Até recentemente porem, o valor nutritivae
da forma de oxidacdo intermedidria tem sido um tanto controvertido.
Njaa em 1962, sintetizou sulféxido de metionina a partir de L,D e
DL metionina e a meticnina sulfona a partir da L metionina para su-
plementar uma dieta de farinha de soja que era adminietrada em ratos
jovens. Como controle foram utilizadas duas dietas: uma delas, su-
plementada com DL metionina e a outra suplementada com glicina que
funcionava como controle negativo. Através deste experimento o au-
tor concluiu que o sulfdxido de L metionina era tac eficiente guan-
to a forma reduzida como fonte de enxofre para © organismo, ac pas
so gue os sulfoxides de DL e D metionina eram respectivamente 25 e
50% menos eficientes. Ja a metienina sulfona niac era utilizada pe-
1o animal. FEntre os diferentes isOmercs de metionina nd8c havia di-
ferenga de utilizagdo. Isto velo confirmar a hipotese que a utili-
zagdo da metionina pelo organismo estd relaclonada com seu estado
de oxidagdo. Trabalhos de Miller e Samuel {(1888) e Ellinger &
Palmer (1969} vieram confirmar estes resutados {citados por Walker
et al., 18753,

Apesar de varios autores tevem reportado resultados confli-
tantes no gue diz vespeite a utilizacde do sulféxido comparade com
a metionina, todos concordaram porém que a sulfona de metionina nio

& aproveitada pe.on prganismo.
Um trabalhe feito em 1977 por @ioen e Niaa, parece poder ex-~
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plicar os resultados conflitantes s8bre o aproveitamento do sulfdxi
do. Estes autores encontraram que o sulfdéxido de metionina, era po-
bremente utilizado guando acisteina ndc estava na mistura de aminod
cidos, sendo que os trabalhos anteriores nao levam em conta a quan-
tidade de cisteina presente na amostra. A melhor utilizagdc do sul-
£f6xido em presenga de cisteina era devida a mais répida redugdo da
forma parcialmente oxidada a metionina atuande assim da mesma manei
ra que se a metionina estivesse ja reduzida.

2.2.4, Disponibilidade de Metionina

Metionina nutricionalmente disponivel € a fragdc da metioni-
na total que pode ser aproveitada pelo organismo. Nem sempre a to-
+alidade de um aminodcido pode ser biologicamente utilizavel devido
a pelo menos trés razdes (Lipton e Bodwell - 1875):

a) Loecalizagde do residuo em regides da proteina resistentes

a hidrolise
b} Oxidagdo da padeia lateral do aminodcido.
¢) Alquilagdo do grupo ticmetila.

Uma vez que, o valor bioldgico ou nutricional de uma protei-
na depende ndc so da quantidade total de um aminocdcide essencial 1i
mitante mas também da disponibilidade dele, existe um interesse es-
pecial na avaliagao das proteinas sob ¢ ponto de vista da disponibi
1idade dos aminoacidos esssenciais. (Walker et al., 1875).

m fator que determina a disponibilidade dos aminodcidos sul
furados, metionina e cistefna, segundo Pieniazek et al. (1978}, ¢ &
frequeéncia com que 08 mesmos se encontram em paptidees registentes
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a agdoc de enzimas protecliticas, quando o alimento em gue se encon-
tram & tratado termicamente. Trabalhando com caseina aquecida  por
a4 horas a 900C estes pesguisadores encontraram diferengas no con-

tehdo total e disponivel de metionina e cisteina.

Para comparar as composigoes de aminodcidos de caseina tra-
tada e nao tratada termicamente, estes autores, usaram um sigtema
enzimitico constituldo de pancreatinopeptidase E, leucinoaminopepti
dase que permitem a liberagéo de aminodcidos in vitro. 0Us resulta-
dos dos experimentos feitos com este sistema hidrolitico sugeriram
que na caseina tratada termicamente havia formagioc de peptideos re-
sistentes a hidrolise. 0 estudc de comporiamentos das caseinas oxi-
dada e nioc oxidada diante deste sistema enzimdtico e de experimen-
+os feitos in vivo mostravam uma diminuigdo da disponibilidade de

" ¥ . o
metionina e cigteina.

A diminuicdo da disponibilidade de aminodcidos na caseina o~
vidada nioc estd somente relacionada com a destruigdo de uns aminoa-
cidos como tirqsina e triptofano e oxidacao de aminoacidos sulfura-
" dos, tornando-se indisponiveis, mas também a formagdc de peptideos
resistentes a acdo de enzimas proteoliticas. Apesar da maior exten-
sio de peptideos ndo hidrolisdveis presentes na caseina tratada tep
micamente nio se pode afirmar que a diminuigdo da disponibilidade
de amincacidos estelja somente relacionada com a presenga de acido

cisteico na cadeia de peptidecs.

Rum tpabalho anterior a estes, Miller et al. {1965) encontra
ram em filés de pescado que a metionina disponivel microbiclogica-
mente mostrava maior diminuigio guando aguecida & 50% de umidade
que a 14% de umidade e que & diminuigd3c era wmais intensa com  esfe
tratamento que quando aquecida com glicose a g89C.

A explicagdo dada por Mechan e Oleott (citados por Miller et
al., 1965), para a diminuigdo da disponibilidade da metionina e
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a formagao de "gross linking" entre a cadeia lateral de um aminoa-
cidasé'bﬁtro, tanto intra como intermolecularmente. Isto € devido
a uma condensagdo entre aminoacidos com grupos hidroxilas & os gru
pos carboxilas de outros amincacidos., De acordc com esta explica-
cBo o8 mesmo autores observaram aumentos de pH'ée materiais aqueci
dos como se esperava quando se formam ligagbes de esteres. J& na
presenga da glicose embora os linkages aparegam, © pH nac aumenta

do mesmo modo.

Na mesma serie de trabalhos de Miller et al. (1965), estu-
dando a disponibilidade de aminodeidogsulfurados em filés de baca)
hau tratados pelo calor, encontraram que a disponibilidade de mé:
tionina para frangos diminuia, mas o conteudo total, determinado
por acide perférmico e cromatografia de troca idnica, permanecia o

mERMmo.

Nas proteinas vegetais o problema da disponibilidade de ami
noacidos sulfurados pode ser agravado pela presenga de inibidores
enzimdticos, Belitz et al, (1972) isolaram inibidores de  protei-
nase de Phaseclus vulgaris (variedade nanus) e compararam inibido-
res isolados de Phaseolus cofeineus e Phaseolus lunatus. Os resul-
tados encontrados mostraram que as proteinas envolvidas na inibi-
¢cio da acdo proteolitica s3o semelhantes nas diferentes espécies.

Oledska et al. (1973) compararam a "Facilidade" de diges-
tis enzimitica entre ervilhas, fava e diferentes espécies de fei-
jio verde utilizando digestdo in vitro. Nas treés espécies de se-
mentes foram encontrados inibidores de tripsina, quando elas esta-
vam cruas. A soja, entre o35 materiais estudados apresentou malor

capacidade inibir tripsina.

Bressani et al. (1975) atridbuem & baixa digestibilidade das
proteinas de leguminosas a quatro fatores: inibidores de tripsina,
condigoes de processamento, estrutura das proteinas e presenga de
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substancias tals como, ¢ fenol gue peor se complexar com a prote{na

topna-a indisponivel.

Isolando as proteinas de reserva do feijdo, Romere e Ryan
{1978) verificaram a presenca de peptideos grandes que resistiam a
acdo da tripsina, mas tratando termicamente a proteina isclada a re
sisténcia a acdo de tripsina era diminuida devido a alteragac da
conforma 380 nativa.

Em 1978, Evans apresentou um estudo em que se propunha a de-
terminar a causa da baixa utilizacdoc da cistina e metionina de fei-
jSes secos, fazendo ensaios bloldgicos com ratos. Embora nac  te-
nham side atingidos os objetivos iniciais do trabalho ele tem o ne-
rito de apresentar algumas importantes consideractes que podem ser—
vir como indicacdo sdObre a indisponibilidade de aminoacidos sulfura
dos. Deste trabalho as principals conclusdes que se pode chegar

sac:

a) Ratos em orescimento alimentados com feijdo autoclavade
nde absorviam 50% da metionina e u1% da cisteina do feiijso.

b) Quando a farinha do feijdo era suplementada com & metioni
na sintética, a metionina adicionada era completamente absorvida.

¢) Og fratos aparecem nos feijoes e podem se complexar com
proteinas tornando-as indisponiveils para o aproveltamento humano
No entanto, apesar desta certeza o trabalhe n3o permiziu nenhuma

conclusio baseada em dados experimentais, peis oz animals utilizadss
no teste, para a dieta controle, nac coresceram normalmente.

Durigan {(1979) no seu trabalho, onde estudou a influencia 44

condigdes e do tempo de armazeanamento no valor nutritive de feijao
afirmou que o prejuizo do valer nutritive desta semente era devido
a diminuigdo da metionina disponivel e apontou 08 perdxidos que se
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desenvolveram durante a sstocagem como uma das possiveis causas da
perda. Ndo houve mudanga detectavel na digestibilidade do  feijao
com o tempo ou condigoes de armazenamento, ndc se podendo afirmar
que a queda do valor nutritiveo fosse devida a perda da digestibili-
dade, se bem gue alguns autores como Mitehell & Beadle {1843} e
Pomeranz (1874) afirmam isto. HNeste trabalhe encontrou-ge uma oor-
relagio entre a perda de cozinhabilidade e a diminmigao do valor nu-

tyicional, como também afirma Burr {(citado por Durigan, 187%).

Apesar que Walker et al. {1975) e Tannenbaum et al. {1%69)
tenham se referido acs perdoxidos como agentes capazes de oxidar os
Atomos de enxofre da cadela lateral de aminoacidos sulfurados tor-
nando-os inaproveitaveis biclogicamente, tem-se que admitir a exis-
téncia de alguma relagdo ou interagao muito especial entre protei-
nas e lipldeos presentes em feijoes, que merece sey estudada. Pois
os lipideos em geral, se encontram aparentemente em quantidade mup i
to baixa para levar a uma perda relativamente grande de disponibili

dade de aminodcidos.
7.7.5. Problemas na Determinagdc de Metionina

considerando-se que sO a metionina e © sulfdxido de metioni-
na tem valor nutritivo, ainda que © sulfixido nie seja tao eficien
te quanto a forma reduzida, pode-se dizer que a metionina disponi
vel num alimento seria a soma destas duas formas. F de interesse
para técnicos e clentistas gque se aperfeigoem métodos quimicos sim-
ples para determinagac da disﬁbnibiiiéadﬁda metionina, porque 0s
métodos bioldgicos que vem sendo empregados neste gentido tambem
nic fornscem resultados diretamente extrapoliaveis ao sistema humang

e podem ser dispendiocsos.

4 determinacio de metionina total de um alimento & uma tare-
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fa prelativamente simples. Basta tratar a amostra com dcido perfér-
mico para garantir que 100% daaminggaiga passe para a forma de sul-
fona. Determinar a proporgio em que ve trés estados de oxidacio
se encontram na amostra original, porém & um trabalho até hoje difi
eil @evido a instabilidade do sulfdxide, gue pode ser completamente
oxidado ou voltar a forma reduzida, a metionina. Além disso, quan-
tidades variiveis de produtos metilados, nomocisteina e acido homo-
cisteivo podem aparecer depois de uma hidrélise acida comum (Walker
et al, 1978},

A andlise por espectroscopia fotoeletrdnica de raio X ou es-
pectroscopia eletrdnica para andlise quimica pode distinguir os di-
ferentes estados de oxidagao do dtomo de enxofre, mas apesar destas
metodologias serem relativamente simples, a instrumentagdc & alta-
mente sofisticada e de diffcil acesso a maloria dos pesquisadores e

teonicos.

Um veagente para determinagdo da metionina disponivel deve
distinguir o estado de oxidagdc do dtomo de enxofre da cadeia late-
ral de metionina, devendo ainda nac ser barrado por possiveis impe-

dimentss estéricos de amincdcido.

2.3. METODOS PROPOSTOS PARA A DETERMIRACACD DE METIONINA

2.3.1. Metodos Cuimicos

Virias sao as reagoes especificas para o grupe tiometila pro
postas ate hoje para determinar selativamente os produtos de oxida-
cdo ou alquilagido da metionina. A aplicacdc destas reagces  foram

revistag em detalhe por Walker el al. (1975).

Neumann (1967) aproveitou o fato de que o sulfoxido de metio
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nina @ estavel em pH elevado para fazsr uma hidrdlise especial em
meio alcalinc e determinar a fragdo de sulfdxido por cromatografia
de treca idnica. Este método nao teve sucesso devido a interferdn~
eia que surgia durante a determinacac do sglf@xida por  cromatogra
fia. A interferéncia consitia na superposigdco da pequena banda do
sulfdxide com a banda normal do &cido aspartico.

Como alternativa o mesmo autor propbs a determinagac indire-
ta do sulfdéxide.Isto e possivel medinde as quantidades de sulfona,
formadas durante a oxidacdso que deveria ser feita antes e de  de-
pois de uma reagdo de algquilagac da metionina intacta. O procedi~
mente baseia~se no fato de que o acido iodoacético reage com a meti
onina reduzida originando um derivado algquilade, ¢ que nao acontece
com o sulféxido de metienina, como indica a reagao abaixo:

CH,O0.LH

272
Met w.5-CH, ICH, CO,H *Met ~5-CH, - HCOH RAC reage
o _ ' o
" 34
ﬁetm~8~633| ICﬁz COEH Jpao reags H603 .éﬁatﬂn§~CHS

(¥

A amostra apds o tratamento com dcido iodoacético, € submeti
da a oxidacdo com dcido perfémico. Nesta etapa 86 o sulfdxido sera
oxidado a sulfona, que apés hidrélise com dcido eloridrico & N pode
ser determinado por cromatografia de troca idnica. Dois problemas

podem se aprasentar neste tipe de andlise:

193 Que © errc no resultado pode ser considerdvel caso haja

uma quantidade significativa de sulfona proteica.

2% smetionina reduzida pode ndc ser completamente alquilada

por estar impedida estericamente.
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Fllinger e Smith (1871) propuseram tambdm um metodo indireto
para a determinagdo do sulfoxido de metionips utilizando o peagente
brometo de cianogeno & determinando a metioninag total presente com
dcido performico. A reacBc da metionina com ¢ brometo de cianogeno
produz quantidades estequiométricas de tiocianeto de metila que sen
do voldtil, pode ser determinado por cromatografia gasosa. Da dife-
renca entre a metionina total, determinada por oxidagdoc e a determi
nada pelo procedimento descrito tem-se a estimativa do sulfoxido
presente. 0 inconveniente neste caso & novamente que ndo geria pos-
sivel distinguir entre o sulfoxido e a sulfona de metionina, sendo
portanto dificil determinar a metionina disponivel.

Met =~ 8 -~ CHg CNEr . CHy-S-CN ____cromatografia
gasosa

Met = E ~ CHy ___ CNBr _ ndo reage

Baseado no fato de que o anidro acético em meio Acido acéti
co reage com o sulfoxido de meticonina, lunder (1972 propds um meto
do direto para determinar © sulféxido na proteina. Durante esta re
agho toda a metionina que estiver na forma reduzida permanece intag
ta, enquanto que o sulfoxido de metionina vai reagir com o anidrice
acetico resultando num derivado sulfeto de acetoximetila. ApGs a hi
drdlise Acida o formolaldeldo liberade pelo derivadc @ removido por
arraste a vapor e aesim a metionina reduzida pode ser calculadaquan
do se conhece o valor de metionina total. As desvantagens princi-
pais deste metodo sdo: o fato de se precisar de uma guantidade rela
vivamente grande de amostra, ndo & possivel diferenciar entre o sujl

foxido de metionina e a sulfona de metionina.
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Met - 8 - CH, + (CﬂacO)QD Ac OH ndo reage

- Met -~ § ~ CH, + (03360)20 Ac OH RO

M&t “ B - Cﬂgﬁ C@CHa 2
H
- CH,0 + Met ~ EH + CH,C0,

Lipton e Bodwell (1975, 1976, 1877) vem estudando dois méto
dos quimicos para determinagdo de metionina nutricionalemente dis-
ponfvel utilizando o reagente dimetilsulféxido.Em ambos os casos a
determinacdo ndo exige hidrdlise dcida e no segundo  procedimento

& muito simples sugerindo maiores perspectivas para sua utilizagao.

0 esquema do primeirc procedimento é*

CHS
C H COCHzBr + Met - § - CH3 p—— HSCOCHQ R L R (-1
*pp”
brometo de (brometo de S~ fenacil -metioni-
fenacila na sulfonium)
Clivagem do SPM por DMSO
CH
R b~ CH e CH, CH, _cn,
By 9| };HNHDMSO' L | + R -8 - CHg
O e,
wa’ CHHEH,, Br
“ﬂﬁ“ﬁ-ﬁaw”‘ 2 sulfeto de
° metilfenacila
lactona
homossenina

Trata-se entio, de alquilar a metionina com brometo de fena-

cila e clivar o depivado com dimetilsulféxide. O sulfeto de alquil



fenacila liberads da clivagem pode ser determinado por gromatogra
fia gasosa " ou por espectrofometria.

0 esquema para o segundo procedimentc & bem mais simplés:

O

[
Met — S=CH, + (CH,), SO o GMet -S.CHy ¢ (CHyly 8

DMSO D MM S

Neste caso o dimetilsufdxido & usado oxidagdo especifica da,
metionina quimicamente inalterada medindo por cromatografia gasosa
o dimetilsulfeto resultante.

Entre os dois procedimentos o segundo tem maior poséibilida-~
de de ser utilizado para determinar a metionina intacta s&, e condi
cBes adequadas para que a reagao permita determinar quantitativamen
te a metionina intacta estac sendo estudadas pelos autores.

Um trabalho de Shechter et al, (1975) propde o procedimento
de uma oxidagdo seletiva de residuos de metionina com cloramina T e
N clorosuccinamida, em meio neutro ou ligeiramente alcalino. 0 que
nos chama atengdo neste trabalho s3c as andlises desenvolvidas para
localizar os residucs modificados, Quando se tratava de peptideocs
e protelnas desnaturados todos os resIduos de metionina eram quanti-
tativamente oxidados, sendo © mesmo Nac ocorre na prnteina natural
onde s8 og resfduos expostos sio atacados. 0s sitios de oxidagao e
ram identificados por clivagem dos peptideos ndo oxidados pela rea-
clo com brometo de cianogeno, seguido por andlise, com sequenciador
automitico do amincacido terminal.

Em 1941, McCarthy.Sullivan descreveram um método para & de-
terminagdc de metionina, gque era baseado no fato de que a metionina
em solugdo ao passar de meio bdsico para meio dcido em presenca de
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ferricianeto de sddio desenvolvia coloragio vermelha. Na proteina
nativa, o acido utilizade para & reagdo colorimétrica desnaturava e
precipitava a proteina, impedindo a leitura no colorimetro. Para so
iucionar o problema utilizaramuma hidrdlise acida prévia da protei
na que também servia para eliminar o triptofanc gue interferia 1i-
geiramente na reagao colopida. Alguma interferéncia provocada tam-
bém pela histidina era eliminada mediante alcalinizagdo do meio e

adigdo de glicina.

McCarthy eSullivan trabalharam com caseina e nao encontraram
muitas dificuldades para osbtengdo de um hidrolisade 1impido, mas
outros autores trabalhando com cutros substratos tiveram problemas
de escurecimento. Lunder (1873) propds uma modificacio do  método
original retirando as impurezas do hidrolisado com carvac ative e
lavagem deste com 3lco0l etilico para recuperar a metionina. Por
esta razdo McCarthy e Paille {1969) modificaram a metodologia  em-

pregando a hidrdlise alcalina.

Tambam para evitar a destruigdo Zeida da metionina Horn et
al. (1884) introduzirem a hidrdlise com papaina. Pogteriormente
este tipo de hidrolise veio ser bastante utilizados por muitos autg
res como Palwik{(1873),Cherké = Neumer (1974} & Moreira et al,
(18786).

0 conteido de metionina e cistelna disponivel em varios ali-
mentos fol determinado por pieniazek (1975). Usando hidrdlise en-
simatica os resultados obtidos para metionina disponivel com método
quimico eram confirmados por ensaios bioldgicos feitos com ratos em

crescimentc.

rannenbaum et al, {1869) determinaram metionina disponivel em
caseina oxidada utilizando uma hidrdlise enzimdtica com pronase de

S.griseus sseguida por reagdo colorimétrica de MeCarthySullivan mo-
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dificada. A& reacdo permitia distinguir entre a forma de metionina
e sulfoxido de metionina mas contava com ¢ problema da baixa sensi-
bilidade do nitroprussiate de =6dic para amosiras com pequenas guan

tidades de metTinnina.

Em prateinas com alto teor de metionina, come clara de OVO,
caseinato de sddio, caseina e preparados com proteina de soja, fo-
ram bons os resultados obtidos por Tederko (18723, modificando )
método de Me Carthy e Sullivan.

Sio vApios autores que descrevem métodos para determinagdo
de metionina total, utilizando fundamentalmente o &cido performico,
como agente oxidante, & separagao eromatografica por troca idnica.
As modificagbes descritas sdo adaptagles necessarias devido ao tipo
de amostra. Entre os autopes podemos citar Kremen e Vaughn (1987) ,
que trabalharam com feijdoc mungo, Herrick et al. {1872}, que deter-
minaram metionina em ervilha, feijdo e lentilha e temos ainda Jama-
lian & Pellet (1968) que determinaram metionina total em virios ali

mentos tipicos do Oriente Medio.

A espectroscopia fotoeletrdnica de raios-X ou espectroscopia
eletrénica para andlise guimica pode distinguir entre as diferentes
formas de oxidacdo do &tomo de enxofre. Mas, embora oS principios
destes metodos sejam bastante simples, a instrumentagdo & sofisti-

cada.

7.3.2. Metodos Bioldgicoes

Ensaios bioldgicos para avaliar a disponibilidade de metioni
na tem sido descrites utilizandeo ratos e frangos. Nestes asos,
os pardmetros sAc peso ganho, Agua corporal, proteina consumi-
da, vacic consumida pelos animais e estes parametros sdo utiliza
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dos para calculos de WP, PEReeficiBneia da conversido do alimento
{FCE) ou retencads de nitrogénioc.

Mi{ller et al. (1965) estudaram uma metodologia onde fran
gos eram utilizados na avaliagdo da disponibilidade de meticnin;
em varias fontes proteicas. Utilizaram comeo dieta basal farinha
de soja e farinha de amendoim, experimentande em ambas as dietas
‘pasais diferentes niveis de metionina e cisteina adicionadas. Pa
ra avaliagdo de metionina em seis concentrados proteicos de origem
animal empregaram a farinha de amendoim. Os resultados de  todas
as dietas administradas a frangos foram comparados com pesultados
de avaliacdo de metionina disponivel utilizando microorganismos
(Streptoccus zymogenes). A correlacio entre os dois tipos de avali
acdo tinha r = 0.93 guando as dietas, antes de serem avaliadas por
microofganismos, aram submetidas a tratamento prévio com papaina.

Num outro trabalhc desta serie destes autores submeteram
miseulo de bacalhau congelado a dezesseis Aiferentes condigbes de
tpatamento térmico, com a umidade variando de 1 & 50% & a tempera~
tura de 45 a 1189C, alguns tratamentos tiveram 10% de glicose adi~-
cionada. Para avaliagao da disponibilidade de metionina e leucina
Fizeram ensalos microbicologicos utilizando StreptocoCcus ZYMOKENEes
e para dlgestlbllidade fopam utilizados ensalos com ratos. 08 en-
saios microbioldgices podiam medir de maneira gatisfatoria os da-

nos caugados pelo tpatamento térmico em anincacidos sulfurados.

Njike et al. (1875), numa sorie de trés trabahos descre-
yeyam também um ensaio biolbgico com frangos mais preciso que 08
anteriormente mencionados. Inicialmente foi necessarioc estabele-
cer uma dieta basal para estes experimentos, e am geguida, as po-
téncias relativas de diversos concentrados protelcos de origem ani
mal foram determinados pela medida do ganhp de peso, eficiéncia de
conversao do alimente (FCE) e retencaoc de nitrogénio.
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Nio se apresentaram diferengas significativas entre as
médias obtidas de qualquer das medidas tomadas como indicativas da
disponibilidade. Os mesmos hioensaios efetuados com concentrados
proteicos de plantas indicaram a inferioridade das proteinas vege-
tais, guando comparadas com as proteinas animais. Esta inferiori-
dade nio podia ser justificada em termos de indisponibilidade de
metionina mas do contetdo inadequado de metionina total nas amos-
tras vegetais.

papra métodos microbiolbgicos, os microorganismos mais u-
tilizados para determinagdo de disponibilidade de aminodcidos sul-
furados sao: Leuconostog mesenteroides e o Streptococgus zZymogenes

mutantes estes que ndo sintetizam sua prépria metionina, alem de

outro amincacidos.

De uma maneira geral o procedimento para métodos microbio
1Q21§Q& congiste de uma hidrolise enzimatica parcial, para facili
tar o aproveitamento por 48 horas a 37° ¢ com quantidades medidas
deste hidrolisado incorporadas num meio gintético, que sontem to-
dos os nutrientes necessﬁ¥l@$p&ra o ¢reseimentc da bactéria, exce-
to o nutriente que se esta estudando. Por turbidimetria mede-se
o crescimento da bactéria e a gquantidade do aminodcido disponivel
& avaliada comparando com uma curva padrac feita com quantidades
conhecidas do aminocacido (Miller et al, 18853, Quando ao invés da
hidpdlise enzimatica se utiliza a hidrolise acida, pode-se determi
nar a quantidade mais proxima do contetdo total de amincacidos do
alimento ja que o fator digestibilidade néo intervem., Fica portan
to a pergunta: a hidrolise com enzimas vegetais ou fungicas "in vi
tpo" representam adequadamente O Processo no sistema digestive do

homem ?

Hannah et al. (1877) utilizaram pronase para determinar
aminodcidos sulfurados disponiveiz em Vigna unguiculata e Phaseo~
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lus vulgaris, mas ndo temos informagdo quanto a correlagdo  entre
estes resultados e qualquer avaliagdo feita com animais superiores,

Também Evans et al. {19768} usaram o Streptococtus 2Zymo-
genes para determinar a disponibilidade de metionina em Farinhas
preparadas com cinco 1egum1nosas encontrands diferengas ndo signi
ficativas entre o empregoc de pronase na hxdrollsa prévia ao ensaio
microbicldgico e o procegso de hidrdlise acida, seguida da reagdo
colorimétrica de Mc Carthy e Sullivan.

F interessante ressaltar o fatc de gue no trabalho de
Miller et al. (1865}, obtiveram boa corvelacdo (r = 0.%3) entre a
avaliacio feita com substratos submetidos a agiio enzimatica e ava-
liacao miercbioldgica posterior e os testes destes mesmos substra-
tos feitos por avaliacdo biologica. Tem-se gonsiderar ¢ fato de
que estes substratos niac foram submetidos a tratamento térmico e
nestes casos as diferengas de utilizagido de uma prmtezna por orga-
nismos diferentes se fazem mais marcantes.

Resumindo esta revisdo pode-se afirmar:

19) A maioria dos métodos quimicos empregados para avall
acio do estado de oxidagdo do étamc de enxofre da metionina nao
sho capazes de distinguir entve 9 sulféxide e a sulfona.

29) Que o método de Mc Carthy e Sullivan baseado numa re
agao cléassica tem condigdes para ser usado na dosagem conjunta de
metionina e sulfdxido de metionina, embora esta pcssibilzdade nun

ca teha sido bem estudada.

39) Embora parega ndo existir diferenca entre 08 sistemag
de hidrolise prévia para 08 snsaios microbiologicos, sempre restam

diuvidas. No caso dos métodos microbiclégiceos, sdc necessarias re-
tativamente grandes quantidades de proteina para avaliacgac da dis-
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ponibilidade de aminodcides,

40) £ importante desenvolver ou poder contar com alterna
tivas quimicas que, através da dosagem de metionina quimicamente
disponivel, pudessem dar uma medida da disponibilidade piologica
de um amincacide essencial, come 3 metionina., Deve ser levado em
consideragac gue 08 métodos bicldgicos também ndo podenm f ornecer
resultados absolutos ja que o aproveitamenio de um amincdcido por
organismos diferentes nic é necessariamente © mMesmo.
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3, MATERIAL £ METODOS

3.1. AMOSTRAS

Para este trabalho doze variedades de feijao Phaseclus~—

vulgaris,L) foram fornecidas pelo Institute Agrondmico de Campi-
nas. As variedades pertenciam a safra de fevereiro de 1878 ¢ eram
as seguintes: Aeté I, Aeté II, Aroana, Bico de Ourc, Cara Suja, Ca
ricca, Boiano Precoce, Pirata I, Piraté 11, Rosinha Gy SC7010,
SP70562 De cada vapiedade foram : formados quatro lotes, um para
ser submetido a andlise imediatamente e os oulros para serem arma-

zenados.
3.1.1. Preparagao de Amostras

0 procedimento para preparagado das amostras, que seriam
submetidas a andlise quimica fol © mesmo em todos os lotes de fel-
j&c formados, tanto para o8 lotes que foram como para 08 que nao

foram armazenados.

0s graocs de feijdo passavam primeiramente por um moinho
de martelo para serem quebrados. Nesta etapa progurocu~se evitar o
agquecimento para minimizar as possiveis perdasckaaubstghciastermas
sensiveis. 0s farelos da primeira quebra foram posteriormente rg
duzidos em um moinho Braun até passarem por uma peneira de 100 me-
sh. Um res{ﬁua tegumentoso que ficou na peneira, representando a-
proximadamente 2 a 3% do peso total dos graocs submetidos a moagem,
que foi desprezado. O material resultante {farinha de 100 mesh)

33



foi embalado em frascos pldsticos guardados em refrigerador.
3.1.2. Armazenamentce Je Amostras

Aproximadamente 40 g de cada varledade de feijdo foram
armazenadas por oito meses, distribuidas em trés cubas, com fras-
cos de vidro, de mode que cada cuba contivesse as doze variedades.
No interior das cubas foi colocada uma solugac saturada de sulfato
de amonio que permitia uma umidade relativa constante de 80% na
faixa de temperatura de 20 - 30° C. (Hall, 19§7). Esta solugdo
£0i penovada cada duas semanas com a finalidade de garantir uma u-

midade relativa constante.

Durante o8 oito meses de armazenamento num ambiente on-
de a temperatura variou entre 20 « 26 C. 08 inter-
valos de tempos que os lotes foram retirados. do armazenamento para
analise foram: 60, 150 e 240 dias. ‘

3.1.3. Caracterizag8o Bromatoldgica das Amostras
3.1.3.1. Umidade

A porcentagem de umidade de todas as amostras foi de-
terminada em estufa a 110° ¢ até que a farinha tivesse pesoc cons-
vante, conforme a metodologia deserita pela ADAC (1870).

3.1.3.2. Proteina

A wetodologia empregada foi exatamente a proposta pela
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ACAC (1870) pava determinagdo de nitrogemic pele metodo ée ' Keih
dahi. A porcentagem de proteina de cada variedade fol obtida multi‘

plicando a porcentagem de nitrogeénic pelo fator 6.25,
3,1.3.3. Composigdo de Aminoacidos.

Para determinagdo da composigdo de aminoicidos de  uma
amostra, utilizande o analisador automaticoe de aminocacidos, énecqi
sipia uma hidrélise com acido cloridrice & N. Para que esta hidrd
1ise seja satisfatdria deve existir uma pelacdo adequada de protei-
na e volume de acido empregado, que devera estar ao redor de 1 mg

de proteina por ml de acido.

No caso do presente trabalho, 100 mg de farinha de rads.
variedade foram hidrolisadas em tubos selados preenchidos ate a
borda com dcido cloridrico 8 N, dando um volume final de aproximada
mente 25 ml. FEsta quantidade de amostra e este volume de acido es
ravam dentro da relagdo tida como adequada pois a porcentagem me-
dia de proteina por amostraestava em térne de 27 a 28%.

Apds 22 horas de hidrdlise em estufa a 110° € ¢ hidro-
1isado foi filtrado a vacue em funil de vidro porosc fino e o volu
me completado para 50 ml com dgua destilada. Deste volume tomou-
s5e uma alfqumta de 10 ml para ser evaporada em rotavapor, fazendo
apos a primeira evaporacgac trés lavagem suscessivas com 15 ml de
dgua destilada para retirar o excesso de acido. 0 evaporado foi
dissolvido em tampao cltrato em pH 2.7 de modo que ao final da 4i-
luigio ficasse 1 mg de proteina por ml de tampac. Para  determina
cdo dos aminodcidos 0.2 ml de amostra foram injetados no analisa-
dor de aminodcidos modelo Beckman 120 C.
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3.%. DETERMINACAD DA METIOHINA

3,2.1. Estudo dos Pardmetros que Influem na Hidrolise
3.2.%.a. Escolha da Enzima

Foram testadas tnés_anzimas-prwtaﬁliticas para encon-~
trar gual a que servivia melhor para os objetivos do trabalho,ou
seja a exposigdo de residuos de metionina para complexagdo com
nitroprussiato de sddio. Dentre estas enzimes duas eram inespeci
ficas, a proteass de Bacillus subtilis e a do Streptomyces gri-

seus @ uma enzima especifica, a papalna, também foi testada.

Papa as duas primeiras proteases fol seguido o proce-
dimente de hidrdlise descrito por Spies (19872) para determinacdo
de triptofanc, modificando a concentragdo da solugdo enzimitica,
de 1% para 0.2% de enzima em tampac fosfato pH 7.5.Ap0s Z4 horas
em banho-maria a 409C o hidrolisado, que continha 200mg de fei-
jao Rosinha G5 em 5ml de solugdo enzimatica foi filtrado e 1 ml
deste hidrolisado foi submetido a precipitagio com dcido clorkri
co concentrado. Neste teste maior turbidez indica menor agao daen-

zima.

A pepsina teve sua atividade testada pelo procedimen-
' to de Akeson e Stahmann (1367) que consistia em hidrolisar 500mg de
proteina de feijdo Rosinha 67 com 12.5mg de pepsina em 15ml de é
cido cloridrico por 3 horas em banho-maria a 37°C. O testede pre

eipitagdo com acido eloridrico concentrado tambem fol efetuado aqui.

3.7.1.1. Determinacio da Atividade Enzimdtica
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Pelo teste anterior fol escolhida a protease do Strepto
myces griseus da qual foil determinada a atividade através de dois

testes: precipitagdo com TCA e reacdo colovimetrica de  MeCarthy
e Sullivan, modificada por Tannenbaun {1889},

A solugdo enzimdtica para os dois testes foi: 100 mg de
protease de Streptomyces griseus dissolvide em $0 ml de tampic fos

fato pH 7.5. Apds 1S minutos a solugdo fol centrifugada a 15.000
r.p.m. por 15 minutos e o scbrenadante utilizado para a hidrélise.

3.2.1.1.1. Precipitagdc com TCA

pas series de tubo, cada um contendo 100 e 200 mg de
caseina e 5 ml de solugdc, foram incubadas em banho-maria a 40° ¢.
Durante & primeira hora de incubagdo retirava-se um tubo de cada
série em intervalos de vinte minutos depeis da primeira hora de in
cubagdo, os intervalos de retirada passaram-se a nd3c ser de sessen
ta minutos ate se completassem trés horas de incubagdoc. De todos
estes hidroliszados tomaram~se 1 ml para ser precipitado com 5 ml
de solucdc de TCA § %. Agitou-se esta mistura esporadicamente por
40 minutos apds os quals Ffilltrou-se a mistura em papel de filtro,
efetuando-se a2 leitura da absorbancia do filtrado em espegtrofote-
metro a 280 mm. Quando a leitura da abscorbancia do filtrado ficou
constante considerou-se que a reacdo estava virtualmente Lom-

pleta.

3,2.1.1.2. Reaclc Colorimetrica de McCarthy e Sullivan

Pdra sste tegte 200 mg de caseina, milho (variedade nop
mal verds) e de feijao Resinha Gz foram incubados com 5 ml de solu
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enzimatica por 2% horas em banho-maria a 40° C. Os hidrolisa-
dos fovam f£iltrados em papel de Filtro e submetidos a precipita
gdo com dcido cleridrice concentrado e a reagdo colorimétrica de
McCarthy ¢ Sullivan, modificada por Tannenbaum (1963).

3,%2,1.3. Estudo do Coclente Enzima Substrate

Devido ao fato da adicdo de acido provocar a preci-
pitacdo do hidrolisado de feijdo pensou-se que a relagdo enzima
substrato nioc estivesse adequada para este substrato. Para otimi
zayr este parametro solugoes enzimiticas de protease de §.griseus
fopram preparadas de modo que cada 5 ml de solugac corrvespondesse
a 5, 10, 15 e 20 mg de protease, respectivamente.

De cada uma destas solugdes 5 ml foram incubados com
200 mg de farinha de feijfio Rosinha 67 em banho-maria a ¥0°C por
24 horas, sendo cada filtrado destes hidrolisados submetidos a
precipitagio com dcido cloridrico congentrado e a reagado colori-

métrica pelo procedimento de Tannenbaum (1868).
5.9.1.4. Estudo do Efeito do Mode de Adigdo da Enzima
A enzima protease de Strepltomyces griseus,para ser

empregada na hidrdlise foi preparada como 3% se indicou na sec~-
cdo 3.2.1.1.

A 200mg de amostra de feljde (Rosinha 63) adiciona-
va-se 2ml da solucSc enzimitica no inIcio da incubagao.Decarridas
duas horas adicionava-se mais ?ml e finalmente, apds 4 horas,com
pletava-se o volume para 5ml,deixando hidrolisar por % e 8 horas
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gm gada caso.

Noutros parcelamentos eram adicionados 2, 2 & 1 ml em
tempos de £, 4 e B horas respectivamente,'para um tempo fotal de
24 horas. Também adigdes de 2.5 ml inicialmente e 2.5 ml apds &
e 8 horas deixando 8 & 24 horas respectivamente antes da reagdo
de precipitagac e colorimétrica. Comoc controle tomava-se um tubo
onde & ml de solugdo enzimatica foi incubada por 24 horas, como
em todos os casos anteriores a 40°, A Tabela 2 mostra o parcela-
mento detalhadamente.

TABELA 2: Parcelamento do modo de adigdc da enzima

Acrescimos de Tempo do Tempo total de
TUBDS enzima em soO- acrescimo hidrolise em
lugao. {ml) | em horas  horas
_ 2 0
1 2 Z k
1 . b
2 G
2 Py 2 8
1 B
3 . 0 8
- a
2 o
4 2 g 2k
1 8
2.5
5 a5 24
B 5 ) 24




3.1.2.5. Estuds do Tempo da Hidrdlise

Cada 200 mg de farinha de feijdo Gy com 5 ml de solu~
gdo enzimatica, preparada come foi descrita no {tem anterior dei-
xadas a 40° C por 1, 2, 4, 6, 8, 18 e 24 horas. Retirados do ban
ho, og hidrolisados resfriados, foram filtrados em papel de filt
tro e submetidos a testes de precipitacdc e colovimétrice coms nos
testes anteriores. '

3.2.2. Testes para Eliminar ou Diminuir a Interferéncia dos Inibi
dores da Protedlise

_ No inicio todos os procedimentos descritos ndo foranm
bem sucedidos porque sempre ocorria a precipitacdo do hidrolisado
con adiqﬁa-de‘gcida, o que indicava a presenga de peptidecs gran-
des ou mesmo proteinas no hidrolisado. Resolveu-se entdc ten-
tar eliminar os efeitos dos inibidoves, que se sabe presentes em
feiibes, atraves de dois procedimentos: desnaturagdo térmica e

" tratamento acido brando previo.
3.2.2.1. Desnaturagdo Térmica.

Amostras de 10 g de feiijado B, foram cozidos em panela.
aberta, por trinta minutos, com uma quantidade de agua que corres
pondia a um teor de aproximadamente 90% de umidade, cuidando de
ndc deixar evaporar toda &gua ¢ mantendo a umidade o mais constan

te possivel, Em seguida, a amostra fol congelada a ~40% ¢ e
1icfilizada. Na farinha obtida do liofilizado efetuavam-se, apds
hidrolise pelo procedimento habitual, os testes de precipitacio
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com Acido cloridrico e reacdo colorimeteica, segundec Tannenbaum
(lgfig}w

3.2.2.2. Tratamento Prévio com Aoido

Tomava-se 1.2 g de amostra {farinha de feijdo Rosinha
GEE e 20 ml de Acido cloridrico I Ndeixando em banho maria a 80°¢c
por 10, 20 e 30 minutos. As solugdes foram neutralizadas com
NaDH e ¢ volume completado pava 30 ml.

e cada uma das trés solugdes tomava~se iml e 5mlde so
Jugdo enzimdtica (100mg de protease de S,griseus em 50m de tampﬁg
fostato pH 7.5), em banho maria a 48" durante 2% horas. Apds  ©
pesfriamento e filtragaoc em papel de filtro efetuavam—-se o8 tes-
tes de precipitaco com dcido clorfdrico e vreagao colorida de
MoCarthyeSullivan modificada por Tannenbaum {1868).

Para experimentos posteriores ficou escolhido o tempo
de vinte minutos de pré~tratamento com aAcide frace, como sendo a-
dequado, por apresentar melhores vesultados durante os testes efe

‘tuados.

Com o objetive de verificar se este tipo de tratamento
facilitava a atuagdo da enzima, 5 ml de uma solugdc pré tratada e
de uma solucac contrele {(substrato suspensc em dgua} foram deixa-~
das com solucdo de protease por 3, 6, 8, 18 e 2% horas em banho-
maria a 40°C.  As pratefn&s nao digeridas apés estes tempos de re
acao foram precipitadas com TCA 5% e filtradas em papel de filtro
fazendo-se a leitura da absorbancia a 280 nm.

n tratamento acido prévio permitiu uma maior atividade

da enzima que levou a que sS& pensasse em otimizar o tempo de hi-
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drdlise para maior produgdo de cor da reagio de complexagio de
nitroprussiato de sddio com metionina. Amostras de 5 ml de solu-
¢do pré-tratadas com dcido, de acordo com o procedimento ja des-
crito foram incubadas por intervalos de 1, 2, 3, 4, 6, 18 & 24 ho
ras a 40°C, apds os quais os hidrolisados filtrados em papel d;
filtro foram submetidos a reacgdo colorimétrica de MecCarthy Hulli-
van pelo procedimento de Tannenbaum (1868).

Uma vez escolhido o melhor tempo de hidrdlise, proce-
deu~se o pré~tratamento acido em quatre variedades de feijao, se-
guido por hidrdlise com 5 ml de solugdo enzimatica por 8 horas.
No filtrado dohidrolisado fez-se a determinago colorimétrica de
metionina de acordo com a metodologia descrita por Tannenbaum
{1869). A finalidade destas determinagbes fol verificar a exten-
sdo da reagde apds o tratamento deido.

2.72.7.3. Modificacdo do Méetodo de Hidrolise

08 presultados dos testes acima descritos levaram a
conclusdc de que se fazia necessaria uma modificagdo da metodolo-
giaz de hidrdlise quando se tratava de protefnas cruas de feijazo.
Um aumento do volume da solugao fol necessaria para permitirmaiocr
homogenizagac da solugdc de protease e substralo.

Outra modificagdo que prevaleceu para os testes posteri
oras consistiu em preparar a solugdo enzimatica com 100 mg de pro |
tease de 5. griseus em 100 ml de Agua destilada para ser utiliza-
‘da na sua totalicade, ao contrdrio da gsolugaoc dissolvida em tam-
pao fosfato que devia ser centrifugada, para postericrmente ser

utilizado apenas o scbrenadante.

Com a finalidade de verificar se a modificagao surtia
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efeito realmente foram novamente feitos os testes de atividade
_enzimétiéa . do modo de adigdc da enzima, do coclente enzima/gu-
‘betrato e do tempo de duracdo da hidrdlise, como j& havia sido
feito para o procedimento nds modificads.

3,2.3. Estudo da Reagdc Colorimetrica

Em vista das modificacdes que fol necessario introdu-
2ipr no procedimento de hidrdlise, resolveu .se também verificar
os parametros que influem na reagdoc colorimétrica.

3.2.3.1. Efeito da Concentragido de Acido

Observou-se que quande © Acido cloridrico utilizado -
na reagaoc coiorim&trica era proveniente de garrafas mais velhas,
produzia-se um complexo colorido de cor mais intensa e ndo havia
formagdc de bolhas na mistura final que dificultam a leitura no
espectrofotometro,. Baseado nesta observagac pensou~se que & COn
centracdo do Acide ndo estivesse otimizada segundo os procedimen

tos citados na literatura.
Fstudando-se entdo o efeito desse parametro na produ-
¢do da cor vermelha, testando-se as concentragdes de dcido clori

drico 2, %, 6, 8, 10 e 12 §,usande a L metionina e um hidrolisa-
do proteice de feijdo como fontes de metionina complexavel.

3.2.3.2. Efeitoc da Concentracdo de Nitroprussiate de Sédio
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Tendo em vista as modificacdes que se fizeram necesga-
rias na aplicacio desta metodologia & proteina de feijde, foi de~
terminada também, como precaucads, a dependéncia 44  intensidade
~da cor vermelha da concentragdo do nitroprussiate de sédio. 0 pro
- cedimento foi o mesmo que o do item anterior para a& preparacio de
‘hidrolisados e padrdes, o que variou no procediments colorimétri-

co foram 56 as concentragbes das solugBes de nitroprussiato de s3

die (p. a. Merck), que passaram a ser 0.5, 0.75, 1.00, 1.:25, e
1.80%. A concentragdo do dcido cloridrico empregado foi 8 NW.

3.2.2.3. Curvas Padrde gas Formas de Oxidagdc do Aminodcide.

Apds o estudo de todos estes pardmetros curvas padrio
~de solugdes preparadas com L metionina, sulféxide de metionina e
sulfona de metionina foram preparadas, pelo procedimento modifica

- do por Tannenbaum (1969) para testar a capacidade de cada forma

-desenvolver cor. A sclugdc inicial tinha 1 meg de aminodcido por

1 oml de agua. A partir desta diluigdo obtinha se as seguintes:

0.503 0.25; D.125; 0,625 milequivalentes/ml. Depois de efetua-
da a reagdo colorimétrica (& descrito no item 3.3.) as curvas de
‘cada forma do aminodeido foram tragadas pelo método dos minimos

guadrados.

3.3. METODO MODIFICADO PARA AVALTACAO DE METIONIA QUIMICAMENTE
DISPONTVEL., PROCEDIMENTO FINAL.

As modificagdes que preveleceram para as andlises defi
nitivas podem ser dividas em modifica¢des na reagdo de hidrdolise

e na reagdo colorimétrica.
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 3.3.1. Hidrdlise Enzimitica

Na hidrdlise enzimdtica, as modificagdes consistiram em:

10} Abandonar o uso de tampao fosfato pH 7.5 na Preparacac
da solucdo enzimatica por causa da interferencia dele no degenvolvi
-mento_da reagaoc colorida. O tampac fol subsgtituido por dgua desti
jada vesultando num pH final de 5.2 a 5.5. A relacac de protease
e Agua na solugac de 1:100 ou seja cada ml da solugao corTespon

diz a 1 mg da protease.

79) A velaglo enzima/substrato fol fixada em 1:20, e a solu
'gaa enzimatica fol utilizada na sua totalidade 34 que a digaalﬁgzo
era completa e ndo apenas 0 sobrenadante Como guandc a solugdo era

preparada com tampdo.

363 0 tempo de hidrdlise fol reduzide de 24 para 8 horas e
a temperatura do banho-maria empregado ficou gendo wo® .

0s hidrolisados pesfriados e filtrados em papel de  fiitro
foram submetidos a reacao colorimétrica.

3.3.2. Reacio Colorimétrica

Em um tubc de ensaio colocava-se 1 ml do hidrolisade filtra
do com 0.5 ml de hidroxide de s6dic 5 Nagitando-se lentamente. Em
seguida adicionava-se 0.8 ml de solucdo de nitroprussiato de scdio
1% com agitac3oc lenta, e por ltimo 1 ml do Scide cloridrico 8N,
A leitura em espectrofotometro Perkin Elmer 3386 era feita a 510 nm

apds 5 minutos de adigdo do acide.
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3.5, METODO USADO POR MOREIRA ET AlL:

Estes autores propuseram um método para determinar metioni-
na em diferentes variedades de feijdes brasileiros enceontrando
bons resultados. Fol por iste utilizado para comparar com o meto-
do modificado neste trabalho, na determinacac de metionina de qua-
tro variedades de feijdo sepuindo este procedimento a hidrélise
enzimatica de 1.7 g de farinha de feijac fol feita em  erlenmeyer
em banho-maria a 50° C com uma solugdo enzimatica gue continha:
250 mg de papaina, 5 ml de solugdo de hidrdlise (186 mg de EDTA,
55 ml de cianeto de s6dic 10% e 10 ml de tiodiglicol 0.5%  volume
Final de 500 ml) e 10 ml de tampdo triz-HCl pH 7.17.

0 tempo de hidrélise recomendade no método original & qua-
+ro horas mas ro caso do presente experimento fol precisc que se
estudagsse novamente este parametro. Varicu-se ¢ tempo de incuba-
cdo por 2,4, 6, 8, 18 e 24 horas. O tempo mais adequado gue se en

controu para a determinacdc de metionina foi 8 horas.

Depois da incubagdo de 8 horas a reagdo gnzimdtica termina-
va com & adigdo de 6 gotas de deido fosforire a 85% e agquecimento
a 65° € por 10 & 15 minutos. Uma vez reafriade o hidrolisado pro-

cedia-se a Filtragdo em papel de filtro.

Para a veacao colorimétrica tomaram-se I ml de filtrado do
nidrolisado, 0.5 ml de hidréxidc de sédic 3 e 0.5 ml de nitroprus
giato de sodio 0.5% procedendo-se uma agitagdc branda por 6§ minutos
e adicionando finalmente 1.0 ml de dcido fosforico 8 M.A  leitura
da absorbincia foi feifta em espectrofotdmetro Perkin Elmer 338, a
515 nm.. (om este procedimento determinou-se o teor de metionina
de @uatro_variedades de feiiac para comparar Com O metodo modifica

de propesto neste trabalho.
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3.5. DETERMINAQAC DE METIONINA E CISTEfNA TOTAL POR OXIDAGAC.

3.5.1. Preparacdo ge Padrdes

Foram pesados 0.5 mmoles de metionina {74.6 mg} & de gis-
teina (50.6 mg) para serem oxidadas segundo Jamalian e Pellet
{1968}, Os dois aminocdcidos foram oxidados com 50 ml de solugdo
oxidante que era preparada duas horas antes de ser utilizada e con
tinha 72 ml de Acide formico, 7.5 ml de dgua oxipenada (32%) e
1.5 ml de metanol. Para que houvesse oxidacd3c completa era preci-
s0 que a solugac fosse deixada por 18 horas em geladeira.

Antes da solugao ser evaporada adicionou-se 4 ml de dcido
bromidrico. Em seguida, lavou-se uma vez com gua, que tambem foi
evaporada em rotravapor até quase a secura. O baldo de evaporagaoc
era lavado e o volume foi completado para 50 ml, ficando a solucio
com 10 umcles de amostra por ml de solugdo, que fol deixada no
freezer em frascos plasticos ate o momento do uso.

No momento de ser utilizado, este padrao foi diluide na pro
porgdo de 1:10 e desta diluigdo 1 ml foi dissolvido em 1 ml de tam
pac citrato pH 2.2 para ser passado no analisador de amincacidos
modelo Beckman 120 C de acordo com as condigles que serdo descri-

tas abaixc.
3.5.2. Preparacac de Amostras

A farinha de feijao (100 mg) fol oxidada segundo a mesma me
todologia descrita para os padrdes, s& que apds a lavagem com agua
no rotavapor, para retirada do acidoe bromidrico, efetucu-se a hi-
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drélise dcida. O procedimento foi o seguinte: colocavam-se lﬁ ml
de HC1 6 Nno baldo de evaporagdo usando o acido para extrair o pro
duto e lavar o baldc. Lava-se mais uma vez com um pouco de decido
e juntavam-se as aliquotas em um tubo F/L com tampa de rosca e ar-
ruela de teflon, completou~-se o volume do tubo e deixou-se hidroli-
sar em estufa a 110° ¢ por 27 horas,

Quando o tubo retiradc da estufa esfriasse procedia-~ge a
filtragdo em funil de vidro poreosoc fino a vacuo, completandc ¢ vo-
lume para 50 ml com &gua destilada. Somente 10 ml do filtrade foi
evaporado usando a bomba de vacuo e fizeram-se trés lavagens conm
10 ml de agua destilada cada vez. Apbs as lavagens extrala-se o
evaporade do balao com 5.0 ml de tamp3o citrato pH 2.2 injetando-

se 0.2 ml na ¢oluna de analisader de aminodcidos modelo Beckman
| 120 € cujas condigtes foram: coluna fol a mesma que a utilizada pa
ra a separagio cromatografica de aminodcidos neutros e dcidos ( 50
cm de comprimento e temperatura 55° C), resina AA-25 da Beckman,
Ins, Palo Alto, Califdrnia e os tempos de eluigdo foram em média
12 e 39 minutos para dcido cisteico e metionina sulfona respectiva

i mente;
3.8, DiSSSTIBILID&DE DAS AMOEBTRAS ARMAZENADAS

‘A digestibilidade das amostras foi determinada utilizando-
se um teste quimico. Todas as amostras tanto as que sofreram arma
zenamento como as que nao sofreram o armazenamento foram submeti-
das a hidrolise com protease de Streptomyces griseus, por  tempos
diferentes como se fez para o casc de determinacdo da atividade en
zimdtica. Apés a hidrdlise procedia-se a precipitacdo de 1 ml do
hidrolisado com uma solugdo de TCA 5%, filtracgdo apds quarenta mi-

nutos e leitura da absorbancia do filtrado a 780 nnm.
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Este teste foi feito para ver se havia uma queda da disges-~
tibiiidade dos Ffeijdes durante ¢ armazenamento a qual se pode-
ria atribuir qualquer variagdo ocorrida na quantidade de metionina

detectada.
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4. RESULTAROS E DISCUSSKG

4,1. COMPOSIGCAD CENTESIMAL

0 nivel proteico das doze variedades de feijdo analisa
das variou entre 22.92 e 31.05%, com uma porcentagem media de
28.42% de proteina. A variedade com maior porcentagem de protei-
na foi 8P 7052 e a de menor teor de proteina a variedade Cario-
ca. Como }a era esperadc encontrou-se que o indice de proteina
nac varia significativamente com o tempo de armazenamento.

0 valor médio de 28,42% de proteina encontrados nas de
terminagbes deste trabalho assemelha-~se ao valor de 25% reportado
por outros trabalhos (Moraes e Angelueti, 18713 Maneepaum et al.
1974).  Sabe-se que o nivel de protefna difere de uma variedade
para outra e os dados foram obtidos de variedades diferentes da
que se tomou como referéncia. Também o local do plantio, o ano
da colheita, tipo de scolo, o tipo de fertilizante empregado podem
determinar variacBes do nivel proteico estando portante justifica

da a diferenga encontrada nos resultados apresentados.

0s teores de proteina obtidos pelc procedimento da
AOAC para determinacdo de nitrogdnio em alimento, pelo métode de
¥eihdahl estdc na Tabela 3.
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TABELA 23: FPorcentagem de proteina dos feijGes
em base seca em funcéo do tempo de
estocagenm (dias)

Amostras 0 8D 150 240
Aeté 1 28.1 30;2 30.1 30.0
Aete IT 31.0 30.9 30.8 30.8
Aroana 26.0 26.4 286.0 26.4
B. de Ouro 28.8 28.3 28.5 28.8
C. Suja 30.8 31.0 30.5 30.3
Carioca 23,7 - 22.9 24,2 23.3
3. Precoce 28.6 28.1 27.7 27.3
Piratd I 29.0 28.1 28. 4 27.6
Piratd II 30.6 30.2 30.8 30.2
8C 7010 30.7 30.8 28.8 30.6
SP 7052 30.7 31.1 30.6 31.0
Rosinha G, 29.8 30,4 30.9 30.7
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Com o decorrver da estocapem, a umidade dos grios aumen
tou até-apraximadaménta 13%, para depois diminuir durante o quin-
to mes de armazenamento e de maneira mais acentuada houve  gueda
da umidade no oitave mes de armazenamento, como pode ser visto na
Tibela ¥. A andlise de varifncia destas umidades foi significati
va 2 nivel de 1%,

‘Como pode ser observado na Figura 1 e também na Tabe-
la % o maior aumento do teor de umidade daé FPA0s oCorreu no tem
pc'inieial do armazenamento, até os 60 dias. Dai para os 150,
250 dias a diminuigic da umidade encontrada n3o  era  esperada,
pois o normal seria a estabilizagdc do teor da umidade depois de
um periodo de aumento, isto tude em fungdo da umidade relativa
constante da atmosfera artificial.

A diminuigdo da umidade_&epais de i50:dias,'parténta,
acredita-se gue tenha sido o resultadé de dois fatores: um aumen-
+o excessivo da temperatura que ndo foi registrado ou um erro sis
temdrico na preparagdc saturada de sulfato de aménic. A respeito
deste segundo fator, sabe-se que o lote de sulfato de amdnio uti-
iizado na fagse inicial da estocapem era diferente do que se usou
depois dos 150 dias de armazenamento.

As condigéés'de armazenamento ndo foram  rigorosamen~
te eon%feladas devido a falta de equipamento especlalizado para
este tipo de experimento no laboratério em que se  desenvolveu
esta pesquisa, fazendo-se necesaériﬁ.trahalhar em condigdes adap

tadas. A temperatura do meio ambiente onde foram armazenadas
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TABELA Y: Porcentagem de Umidade dos feijdes -
em fungde do tempo de estoca-
- gem (dias}

Amostras 0 50 150 240
Aeté I 9.7 12.7  12.1 11.2
Aete II B.2 13.3 12.2 3,9
Arcana 8.3 _ 13~2 o 13.1 15,3
B. de Ouro 8.3 12,3 13.0 0.5
C. Suja 7.7 13.5 12.3 'zi.s
-Cariaca - 7.5 12,? 10.6 i0.8
G. Precoce 7.9 12.5 11.8 11.1
Piratd I 7.8 13.0  12.3 9.8
Piratd II 'a*z 11.5 13.1 1.7
- SC 7010 8.7  12.7 120 10.3
SP 7052 8.0 . 12.8 13.1 9.9
‘Rosinha Gy 7.7 12,0 13.3  10.2
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as cubas v&riouia mencs possivel, com aa variagoes do clima,
manteve~-se entre 20 - 25° C duranté todog o5 meses de armazena-
mente. A variagdo como se pode ver ndc foi t3c drastica consi-
derando~se que o local de armazenamento ndc foi uma estufa cu-
ja temperatura pudesse ser controlada mais adegquadamente. Tam-~
bem ﬁan se disﬁunha de estufas com umidade relativa controlada
que pudessem manter o ambiente com saturagdo constante  durante

todos os meses de armazenamento dos gracs. Para corrvigir, na
medida do possivel esta falha o que se fazia era mudar a solu~

gao do sulfato de amdnio saturada, que teoricamente deveria con
feriyr uma umidade relativa do ar de 80%, de cada duas semanas.

Talvez tenha havido um erro na preparacdo destas solugtes de sul
fato de aménio e inicialmente a umidade relativa conferida ac am
biente deve ter sido alta, com queda depois de 150 dias e | as
amostras tiveram seu teor de umidade diminuido pava atingir

um estade de equilibrio com o ambiente.

Na Tabela 5 temos os dados obtides guando se fez a
anilise estat{stica da variagdo da porcentagem de umidade das
doze variedades de feijac durante os oita.meﬁes de armazenamern-
to. Z?ar biocos.tomau*sa as porcéntagens-da umidade das doze va-

riedades de feijéo)os quatroe tempos de armazenamente que 830
ditos tratamentos. Pode-se concluir por ssta tabela que houve
variagae significativa da porcentagem de umidade durante os tem

pos de armazenamento a nivel de 1 e 5%.
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TABELA 5:  Andlise de Varidncia da porcentagem de

Umidade X Tempo de Armazenamento

Causasg de
61 50 SOM Te
Variacdo
- Blocos 11 2.11 0.19 5.08%
Tratamentos 3 - 164.68 R, B0 10.02 ek
Res Iduo 33 180.93 5,48
Total ' 7 1u.14 0.03
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‘Ha Tabela &, aparece a composigio de aminocacidos de

‘doze linhagens de feljao, determinadas estas gquantidades de aming
adcidos em analisador de aminofcidos modelo Beckman 120C. Observa-
se que o8 valores de metionina e cisteina obtidos diretamente do
analisador, depois de hidrdlise Acida normal, estdoe sujeitos a al
to erro devidco as baixas quantidades em que eles se encontram. Is
to, além das consideragdes 33 mencicnadas na revisdo bibliografi-
ca. 0s valores comumente Fornecidos como "certos™ para os aminoa-
cidos sulfurados sdo os correspondentes aos niveis totais  estdo
na Tabela 7. Mesmo considerando os valores da Tabela 7, uma compa
ragdo rapida destes niveis com o padrdc de requerimento de aminod
- cidos essenciais fica demonstrado que sdo estes os primeiros ami-
._no%aidms iimitantes no feijdo. Em seguida estd a isoleucina que

-em todas as variedades & encontrada numa proporgaoc de mais ou me-

nos & metade da que & citada como sendo ideal pelo padrdo e final
'ﬁente a valina, gue aparece como sendo aproximedamente dois ter-

¢os da guantidade referida pelo padrdo.

_ Estas observacbes estio de acordo com os  resultados
de Voraes e Ahgelucci (1971} gue encontraram estes mesmos aminod-
- ecidos em baixa quantidade quando trabalharam com doze variedades
de feijles brasileiros. Outros autores como Evans et al. (17 ,
Kapoor et al. (1972), Jaffé (1973), Bressani (1873) e Janiic
(1975} ja citam a metionina como sendo o aminodcido mais limitan-
te de todas as variedades de leguminosas. Outros amincacidos que
sic encontrados em pequenas quantidades também podem variar com
diversos fatores, tais como variedades estudadas, tipo de solo, &
‘no de colheita e outros, diferindo de trabalho para trabalho a
prépargﬁo em comparacidc com o padrdc da FAC, mas, de maneira pge-~
ral, para:feijaes os trés aminocdcidos metionina, isoleucina e va-

lina sdoc os que mais comumente se encontram em baixa quantidade.
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4,2, ESCOLHA DO METODO DE DETERMINACAC DA METIONINA.

Pelas razdes i3 expostas no {tem 2.2.4. & interessan
te conhecer a quantidade de metionina nutricionalmente dis poni-
vel, uma vez que ela & um aminodcido essencial para organismos a

‘nimais, e nem toda metionina presente num alimento pode ser apro
veitada.

A metionina total pode ser determinada por oxidagao
axaustlvacmm dcido performico seguida por separagao arcmatagrafz
ca edetermlnagam calorlmetrica da metionina. Mas como nem toda
‘metionina presante num alimente pode ser aproveitada biclogica-
mente faz-se necessaric o desenvolvimente de um método analltlco'
. gue permita distinguir entre a metionina alterada, ou seja, agque
la que nac tem valor nutricional, e a metionina intacta presente
ne alimento.

_ 0 nitroprussiate de sddio, reagente de aspecifieida—
de. relatlvamenfe boa, foi utilizado num método descrito poy Mo
carthy e Sdllivan em 18k1. 0 meétodo e baseado na propriedade que
tem a metionina reduzida de formar um complexo com o nitroprus-
sidto de sédio desenvolvendo cor vermelha ao passar de um meio
basico para um meio dcido. Para formagdo do complexc € preciso
que a metionina presente na proteina, além de reduzida estela es
tericamente de31mpedlda, A hidrolise acida foi muito bem sucedi
da no. metodo de McCarthy e Sullivan porque além de pesolver o)
prablema-dc impedimento estérico, tambem destrula o triptofano
que, através de um complexo colorido formado com o reagente, inf
terferia na determinagdo da metionina. A interferéncia da histi

dina .reacio colorida era evitada pelo uso da glicina no meio.

Yarias modificacSes foram feitas neste métode  para
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que pudesse sar aplicade numa série de substratos, mas até hoje
a capacidade do metodo para determinar metionina nutricionalmen-
te disponivel nds foi explorada.

_ Tannenbaum et al. (19638) desenvolveram um  procedi-
mento modificando o métode de MeCarthy e Bullivan que permitia
distinguir a metionina de seus produtos de oxidagdo, o sulféxide
¢ a sulfona. Mas com este método ocorria o problema de ndc po-
der ser utilizado para determinagdc em proteinas com baixe teor
de metionina, devido a baixa sensibilidade da reagdoc do ferricia
neto de 56dic e da possivel interferéncia de pigmentos de amos~
tra no desenvolvimento da cor.

'Apesar destas desvantagens este procedimento chamou
a atengdc por ser capaz de distinguir entre as formas de metioni
na reduzida e as oxidadas. A hidrdlise proposta pelo método @
enzimatica, evitando portanto a transformacado da forma parcialmen
te oxidada, em forma reduzida e ainda o reagente empregado na ret
030 colorimétrica é de facil obtencdo e manipulagao. Assim pen-
gsou-se em testar a capacidade deste método para avaliagao de me-
vionina, efetuando as modificagbes que se fizessem  necessirias

para aplica-lo a feijdes que tem baixo teor de metionina.

Inicialmente parecia que o maior problema seria a pe-
quena guantidade de metionina presente nos feijfes e que as modi
ficagdes precisariam ser no sentido de aumentar a sensibilidade
da reacdo colorimétrica. N3o se contava com o aparecimento  de
problemas com a hidrolise enzimdtica, pois se estava trabalhando
com protease do Streptomyces griseus que, além de ser inespeci-

fica & uma enzima proteclitica potente. Houve porém a formagdo
de um precipitado com a adigio de dcido durante a reagac colori-
métrica que, sepundo MeCarthy e Sullivan, & devido a presenca de
peptideos grandes ou proteinas nfoc hidrolisadas. Embora nac se
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pessa afirmar que o precipitade seja exclusivamente causado pela
presenga de tais peptidecs e proteinas, isto €, que ndo exista
também alpguma interagas com outros componéntes do grao, Trabal
hou-se  portanto partindo da premissa que os inibidores enzimi-
ticos do feijdo estivessem dificultando a agédo da enzima nas oon
digtes de hidrdlise empregadas inicialmente.

“.3. PADRONIZAGAO DAS CONDICOES DE REACAD

4.3.1 Hidrdlise Enzimatica

A protease do Streptomyces griseuge uma enzima proteo
1ftica ndo especifica que pelos trabalhos de Johnson e Smillie
{1972) atua como uma asparargina-serina-glicina-serina protease
que parece ser mais semelhante a protease alfa 1{tica do Myxobac
ter 485 gue com qualquer outra serina protease. Para o caso do
presente trabalho ndo importa o fato.dela ndo atuar de maneira
especifica na cadeia polipeptidica uma vez que & funcido dela @
reduzir o tamanho das cadeias até o ponto de eliminar os resi-
ducs que impedem estericamente a metionina e evitar a precipita-
gdo de peptideos grandes com adigdo de acido duvante a reagao co

Forimetrica.

O procedimento para uso da hidrdlise enzimatica com
protease foi descrito por Spias (1967) no seu método para deter-
mlnagao de trlptafano, 86 que a temperatura do banho utilizado
foi u0°c pois nesta temperatura a enzima n3c tinha atividade al-
terada e o banho-maria empregade para incubagdo tinha a sua tem-
peratura controlada mais facilmente podendo ser mantida constan-
te durante o tempo necessario. A concentragdo da solugao enzima
tica utilizada por Spies era 1%, mas partiu~ge de uma solagaa de
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0.2% de enzima preparada sm tampao fosfato pH 7.5
%.3.1.1. Atividade Enzimitica

Antes de se iniciar o experimento para  padronizagao
das condicBes de hidrdlise testou-se a atividade enzimdtica da
protease escolhida com casefna, através do método de orecipita-
¢dc com deide tricloroacético (TCA). Apds incubar o© substrato
por tempos diferentes procedia-se a precipitagdc e filtragio das
proteinas e polipeptidecs de alto peso molecular, enquanto gue
og aminodcidos livres passavam para o filtrado. Pela leitura da
absorbincia do filtrado a 280 nm em espectrofotdmetro avaliava-
se a extensio da hidrSlise. Na primeira hora de hidrdlise, o au
mento da absorbineia foi rﬁpido, devido principalmente ac elevy
do peso molecular do substrato inicial. J& na segunda hora de
hidrdlise a absorbincia aumentou mais lentamente até se estabili
zar na terceira hora de hidrélisé; significando que toda protei-

na fol hidrolizada pele menos parcialmente.

Foram utilizadas duas quantidades de substrato  para
e ter certeza da saturacac da enzima com o substrato. O ocorri
do durante o experimento pode ser visto na Figura 2.

Quando o teste da atividade enzimdtica foi a reagido
colorimétrica de MeCarthy e Sullivan apds hidrdlise por 24 ho-
ras, ao contrario do teste anterior os resultados nao foram taoc
satisfatérios. Utilizando como substrato para a enzima a casei
na, milho {variedade normal verde) e feijac Rosinha Gys @ 08 hi~
drolisados foram submetidos a reagdo colorimetrica (Tannenbaum ,

1969). Para a caseina e milho fei possivel observar desenvol-

vimento de cor com o ferricianeto de s6dio e fazer a leitura da
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absorbancia do complexo em espectrofotdmetro a 510 nm, apesar de
gue o resultado encontrade nao estivesse da acordo com o espera
do. O hidrolisado de feijao, poreém apresentou wim pracipitaﬁg
que impedia qualguer leitura, ainda que se pudesse observar oop
vermelha na supensdo.

Com estes testes acreditou-se que a capacidade pro-
teolitica da enzima pravavelmante estava sendo diminuida nas ocon
digdes de hidrélise. Isto &, apesar de ter-se efetuado a hidrd-
lise das protelnas, pele menos no caso do feijao, a extensioc de-
la ndo era suficiente para fornecer peptidecs soliveis em acido.

4.3.1.2. Estude das Condigdes de Hidrdlise

Na tentativa de resolver o problema apareciments de
rrecipitado, procurou~-se otimizar as condicdes de hidrdlise va~
riandc a concentracao da enzima, adicionando aenzima numa aliquo
ta inicial e completando a quantidade desejada com adicdes parce
ladas (Tabela 2}, e ainda estudando o efeito do tempo de hidrdli

B8,

Pode-se verificar que para haver producdc de cor foi
necessario uma concentragio minima da enzima de 0.2%. Concentra
goes maiores de enzima ndo melhoraram os resultados, razdo pela

qual decidiu-s& que a relagdo enzima-substratc permaneria 1:20.

Como se ve na Tabela 2, tentou~se adicionar os 5 ml
de enzima, utilizados para obter uma relagiic de enzima~substrato
de 1:20, parceladamente. No entanto, nao se observou  melhoria
alguma, o precipitado continuava aparecerdo com a adicdo de aci~
do.
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Pela avaliagdo viaual da cor desenvelvida, verzfiaoﬁ
se que tempos de hidrélise menares que guatro horas nac deveriam
ser usados, embora ndc fosse possivel determinar o melhop tempo
devido ao aparecimente de precipitade em gusalguer dos tempos  de
incubagio.

$.3.1.3. Testes para Eliminar ou Diminuir a Interferdncia dos
Inibidores da Protedlise.

Por se estar trabalhande com farinha de feijdo ecru,
que & uma fonte de vdrios inibidores da protedlise enzimitica,
pareceu conveniente aplicar alguns processos de desnaturagdc as
proteinas do feijdo, antes de submete-las a hidrdlise.

0 primeiro tratamento consistiu em desnaturar termi-
camente as proteinas de feijdo, submetendo os gréos inteiros a
cozimente com égﬁa em panela dberta por trinta minutos. Apos
liofilizacdo os graos foram moidos até a cbtengdo de farinha de
100 mesh, gue fol hidrolizada pelo processe habitual. Consta-
tou-se qQue apesar, deste tratamento, continuava aparecendo o pre
cipitado quando se adicionava dcido ao hidrolisado.

0 segundo tratamento fol uma pre-digestdo acida bran
da com acido cloridrico 1 N a 80° C, seguida por neutvalizagio da
solugdo antes de submete-la a agdo de enzima proteolitica. 0 prg
tratamento deu bons resultados com algumas variedades testadas,
ou seja ndo havia mals formagdo de precipitado, e durante a pea-
gdo colorimétrica aparecia a cor vermelha. Estudando o tempo de
pré-tratamento verificou-se com vinte minutos 08 me~
lhores resultados, porem trés problemas surgiram com este proce-
dimento.
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A primeira dificuldade foi a impossibilidade de con-
trolar a pre-digestdo, que ocasionava uma falta de reprodutibiligs
de de resultados entre as mesmas variedades gquando sofriam este“
tratamento. O segundo problema foi o aparecimentc de um gel,que
dificultava o manuselo da amostra para a leltura da reagdc colo~
rimétrica em espectrofotdmetro. Finalmente, ¢ emprego de hidrd~
lise 3cida, mesmo que branda produz mudanga nos pigmentos, de al
gumas variedades, o que, por sua vez, occasionou interferencieas
colorimetricas.

0 pré-tratamento dcido cumpria o objetive de  elimi -
nar a precipitacdo do hidrolisado em meic Secido, porem as cutras
dificuldades surgidas fizeram com que se abandonasse este trata-
mento. Porém ele veio confirmar a idéia inicial de que a Peagldo
enzimatica estava sendo prejudicada pela presenca de inibhidores
intrinsecos. Na Figura 3 pode-se verificar o aumento da ativida
de da protease associada com a desnaturacac produzida durante o

pré-tratamento acido.

0 gel, ate agora de origem desconhecida, que se for-
mou com algumas variedades quando submetidas ao tratamento acido
prévio. Sabe-gse a este respeito que Mec Cready et al. (citado
por Scamparini, 1978) propos um meétodo onde pectinas desesterifi
cadas por acido ou alecalil podem ser precipitadas por dcido am
temperaturas inferiores a 2506, desde que tenham 4% de grupos me
toxila & uma certa viscosidade intrinseca. Pelo tipo de trata-
mento que se submetia a farinha de feijde poder-se~ia pensar que
este gel formado se devesse a precipitagdo de pectinas, mas sua
existéncia em feijdes naoc & conhecida. Considerando-se que a
desnaturagdc prévia com dcido foi positiva, no sentido de redu-
zir a inibicac enzimatica, pensou-se em suprimir ou eliminar a
acdo dos inibidores mudando as condigoes de pH da reagdc enzimi

&7




tica, ndo incorrendo assim em mudancas desfavoraveis.

4.3.1.4, Modificagdo do Metodo de Hidrolise

0 método de Tannenbaum et al. (1969), para determi-
nagdo de metionina, ed tem sensibilidade quando 1 ml do hidroli
sado que & empregado na reagdo colorimetrica contiver 0.1 almg
de metionina. Tomando-se 200 mg de farinha de feijdo, que  ti-
nha em media 28.42% de proteina, para ser hidrolisado com § ml
de solugdo enzimatica, cada ml da salugém continha teoricamente
0.8 mg de metionina. Portanto, a quantidade de metionina conti-
da no hidrolisado era sufieiehte'para gsatisfazer a sensibilida-

de do metodo.

Considerando~se que a quantidade de farinha de amosg
tra originalmente sugerida para a mistura hidrolitica era rela-
tivamente alta para um volume de salggée enzimatica pequeno,foi
necessaric modificar o volume da solugdc para obtengac de  uma
splugio menos viscosa. Embora sem alterar a concentragdo da en-
zima, o volume empregado aumentou. A segunda modificagfo  con=-

que proporcionava ac meio um pH em torno de 5.5, eliminando a
possivel interferéncia dos long fosfato do tampdo no sistema hi
drolitico. Neste caso nac foi necessario centrifugar a  solu-
v . . " - u - ol - &

gac enzimdtica, ja que esta constitula uma solugao limpida.

Mo primeirc experimento, sem gualquer modificagdo
alem do aumento de volume e a precipitagBo da solugdc enzimiti-
ca, verificou~se gue o teste de precipitagdo em presenga do éci
do eloridrico era negativo.A partir dal foram feitos estudos pa
ra otimizar condigdes de hidrdlise com as modificagtes introdu-
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zidas.

Quanto a influencia do tempo de hidrdlise na quanti-
dade de metionina detectada, um fato bastante intevessante foi
observado. Até olto horas de reagdo verificou-se um aumento da
quantidade de metionina determinada pela reag@c colorimétrica,
apresentando-se em geguida uma gueda lenta e prograssiva (Figu-
ra 4). O fendmenp foi observado inclusive gquando se  incubou
uma quantidade conhecida de L metionina, tendo o amido como vel
culo, com a solugdo enzimatica. Ainda gquando se incubava uma
solugdc de metionina de conecentragdo conhecida vom uma golugdo
enzindtica, também apds 8 horas de incubagdo ocorria uma dimi-
nuigao da quantidade de metionina determinada. Uma possivel ex
plicagdo para este fato & que a enzima ou a metionina liberada
com © decorrer da hidrdlise sofram degradacdo diminuinde & com-
plexagac de metionina com ferricianeto de sédis. A possibilida
de da metionina ser utilizada por microorganiemos durante a hi-
drélise, porém estd descartada devido as precaucdes que  foram

tomadag.

A eliminagio do precipitado que se obteve afinal,
pelc use de &gua ao inveés de tampdc fosfato como solvente da
enzima pode ser atribuida a auséncia dos {ons fosfato como sen-
do favoravel a estabilidade da enzima frente ao substrato fei-
jao. Outro fato que pode justificar a eliminagdc do precipita-
do € o novo pH da solugdo de hidrdlise, que ficou em torno de
5.2. & 5.5. De acordo com trabalhos feitos recentemente e ain-
da nao publicados, ao redor destes pHs ocorre a precitacds dos
inibidores protecliticos de feijdc permitindo uma agdo satisfa-

toria da enzima,

4.3.1.5. Modificacdc da Reacdo Colovimeétrica

Observando-se que guando ¢ dcide cloridrico emprega-
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do na reacdo colorimétrica era proveniente de garrafas usadas
‘ja durante um certo tempo, vcorriz um desenvolvimento de  gop
mais intensa, sugerindo que a concentvacic do Acido poderia
ser otimizada. Para concentragbes de Acide entre 2 8 8 N ndo
haﬁve desenvolvimento de cor vermelha do complexo metioninader
rieianeto. Quando a concentragac foi 8 N ocorreu um desenvolvi
mento de cor intensa sem o problema das bolhas de ar que in-~
terferiam na leitura colorimétrica, como nos casos em que se
usaram conceniragoes de 10 e 12 N. Houve portanto a necessida-
de de modificar a concentragidc do acido para 8 M.

Estudando o desenvolvimento da cor em fungio da
concentracao dou reagente de McCarthy e Sullivan, obgervou~se
gque mudando a concentracdo do nitroprussiato de sddio enprega~
do na veagdo para 0.5% nido ocorria o dessnvolvimento da zor do
complexo, enquanto que concentragoes superiores a 1% o branco
da reacao desenvolvia uma cor marron intensa que absorvia mais
que as amostras. A concentragao do nitroprussiato ficou em 1%

As solugdes alcalinas de hidrdxido de sddio e po-
tassic nio influivam na intensidade de cor apresentada pela
solugéo ficando ¢ hidroxide de sodio como reagente a ser uti-
lizada para alcalinizar o meic nas andlises posteriores.

De acorde com Tannenbaum et al. (1868, as condi-
gSes de reagdo por eles utilizadas permitiram a distingdo de
metionina reduzida presente no meio dagquela gue se encontrasse
na forma de sulfdxido porque o ferricianeto de sddio pode-
ria se complexar desenvolvendo a cor caracteristica com a me-
tionina reduzida. Contrariando esta afirmativa, sencontrouw-ses,
ao serem preparadas as curvas padrdo com as trés formas de
oxidacdo do atomo de enxofre do aminoadcido, que a metionina
reduzida e o sulfoxido podiam formar complexos com ©  Yea-
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gente de McCarthy e Sullivan, embora o sulfoxido desse uma cur
va padrao menos inclinada como pode ser visto na Figura 5. 50
que a forma sulfona ndo deu reagidoc com ¢ nitroprussiato de gé-
dio. '

Este fato porém ndo desmerece ¢ método no sentido.
de diminuir a sua potencialidade para ser utilizado na determi
nacéo de metionina nutricionalmente disponivel uma vez que, co
mo foi citado na revisdo bibliogridfica deste trabalho, o sulfo
xido pode ser utilizado pelos organismos embora de maneira 1li-
geiramente menos satisfatdria que a metionina.

M.k, DETBRHINAQKO DS METIONINA EM DOZE VARIEDADES DE FEIJAO
(Phaseolus vulgaris, L.)

4.4.1. Avalidcgdo de Metionina Total

A determinacio de metionina e cisteina total das
doze variedades de feijdc antes do armazenamento fol feita pe-
1o metodo de oxidagdo total com dcido performico, hidrdlise a-
cida da amostra oxidada e passagem pelo analisador de aminodci
dog para separagio cromatografica e determinagdo quantitativa
das especies sulfona de metionina e dcido cisteico.

Na preparagac das amostras pava passid-las pelo a-
nalisador foi necessario efetuar pequenas modificagdes do pro-
cedimento proposto por Jamalian e Pellet (1968) para otimizara
separagdo cromatografica e determinagdo quantitativa de sulfo-
na de metionina e do acido cisteico, do meio do hidrolisado.fo
ram obtidos picos bem separados e com alturas gue permitem ©
cileulo da area de maneira precisa, como ilustra a Figura 6.
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A recuperagiac foi testada oxidande uma quantidade
de L matianin& e cisteina conhecida junto com uma amostra de
feijdac comercial, fornecendo os valores de 91% e 87% para metio
nina e cisteina respectivamente.

A Tabela 7 mostra as quantidades de metionina e cig
teina encontradas com o método de oxidagdo total em mg/g de pro
teina.

A andlise de varidncia dos resultados mostraram que
nao houve diferenca significativa (nivel de 1%) entre vs valo-
res de metionina obtidos tanto pelo métode de Jamalian e Pellet
modificado como pelo método de Tannenbaum modificado, referente
408 graos que ndo foram submetidos a armazenamento.

Estes resultados indicaram que no infcic da estoca~
gem, ou seja em feijoes novos mantidos em umidades inferiores a
8.7%, quase.a totalidade de sua metionina se encontra na forma
reduzida, quimicamente disponivel. As variedade SC 7010 e SP
7052, por razoes desconhecidas, pcésdiam inicialmente baixas
porcentagens de metionina complexavel.

Na Tabela 8 pode-se obsevar os resultados de metio-
nina determinados pelos dois métodos, dados em mg/g de pr@tefna
Verifica-se que existe uma ampla variabilidade de metionina to-
tal entre as linhagens escolhidas, indo esta de 6.9 (cultivar
Rosinha 6,) até 13.7% (linhagem Cara Suja) mg/g de proteina.

Ha Tabela 9 estd3o os resultados das médias obtidas
de tres repetigdes da determinagdc de metionina complexaval pa-
ra as doze variedades durante os quatro tempos de estocagem es-

tudados.
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TABELA 7: Determinagac de metionina e cisteina total
pelo métode de oxidag3o com 4cido perfdormi

0O .
LINHAGEM COfCeﬁtPagao do aa sulfuradomg/g prot.)
_ ac. cisteico gsulfona de metionina
_ - + &
Aete 1 1.96 -« 0.14% 12.0 - 0,17
- : % 4
Aete IT 1.60 - D.4%0 11.8 « .72
_ + % _
Arcana - l.8 -~ 0.30 11.7 = 0,70
B. Ouro 1.8 I 0,00 8.0 ¥ 0,00
a + +
C.8uja 1.7 - 0.08 }3.7 - D.9D
. & +
Carioca 2.3 =~ 0.07 10.1 - 0.66
o s ' * .
G-;PZ"GCQC@ ) 2&‘8 - 000? 18!6 - gisq
. - E + ¥
Pl!"ata I 159 - 0910 806 - 9.08
. - + +
C Pipata IX 1.8 - .07 7.6 ~ 0.55
o + _ % _
SC 7010 1.8 - 0.45 13.4 - {7,548
: o . ¥ +
. 8P 7052 1.8 = (.12 31.56 - 0.4}
- Roginha GZ 1.8 = @.28 5.9 - (3.00
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TABELA 8: Metionina determinada segundo o método modificado de
Tannenbaum e por oxidagdc total com &cido perfirmico

Met., por Met. por Het. Comple-

LINHAGENS _
Tannenbaum Oxidacdo xavel
Aete I 11.7%1.10 12.040.17 87.5
Aete II 11.540,56 11.820.72 96.5
Arcana 11.7240.56 ©11.740.70 95,7
B. OQuro  8.5%1.08 8.0£0.00 106.86
€. Suia 14,51, 40 13.740,90 105.8
Caricca 10.5%0.00 10.120.66 108.8
3. Precoce 7.%x1.33 16.620. 54 B4, 4
Piratd T 6.7:0.99 8.840.06 76.1
Piratd II 6.321.072 7.6£0, 58 82.4
S¢ 7010 U 5.2%0.28 13,40, 58 38.8
SP 7052  h.620.79 11.5#0,41 39.8
Rosinha G2 4,8%0.728 6.920.00 63,6

Met. (mg/g prot.)

Met. complexdvel {porcentagem)

77




*IPIOIUT Te303

oe opdelsa wo » 12ARX3TdWOD 2UTUCTIAW, 2p wedeiusoaog ( b

(6T) €170 5 60 te2) zz°0 3 't (0TTIST'0 3 ¢°g 82°0 1 8% BYUT SOy

(Tn) €1°0 5 6°1 (36) 00°0 5 &'y (€8) 22'0 7 e°n BL°O 1 9% 2504 48

(T€) #T°0 3 6°1 (s2) 0T'0 3 5°1 (S8) 29°0 3 2z°% 820 3 19 010 08

{h8) 8Z°0 : £°% (64) Th*o ; 0°s (64) 0070 5 0°s 20°T ; g9 II Bieatq

(EL) £€°0 3 6°n (6L) $2°0 7 g°§ (64) hZ'0 3 €75 §6°0 = 4°3 I EB3®argd

(6n) 0Z°0 3 9°¢ (%0T)82°0 ; 474 (98) 0470 ; w9 BE'T 1 t"y 90008ad 9

(BE) OT°0 3 s'& - (Te) 00'0 ; gv¢ (Sh) €n'0 3 L'n 08°C 3 50T BI0TIRY

(88) 8470 3 9°5 (0n) 620 5 8°'s (38 21°0 ; 975 OR*T 3 S°HT ging - x
b

(12) s0°0 5 8°% (s8) 62°0 ; o°¢ (85) LE70 7 6°n 30°T ¢ 9°8 oang g

(zg) 0070 7 9°g (Lm) £2'0 - g°g (TL) E4°T 7 078 9§'0 3 Z°T1 PUROaY

(Z€) S0°0 7 47 ($€) heeq : 0k (€$) 80°0 7 T°g 9870 = §°1T 11 238y

(£€) 0T°0 7 &°¢ (6h) LE°0 £ L°g (65) w10 3 6'9 grr - sorn I 318y

SEIP g4y SETP 0§T - 8BTP g3 . 0 - sealsouy

(SBTDP) ojusuwPuszewdY O sjupanp

NMQMﬁvaﬁa 8/ %un) s TeapxaTducs wzﬂnawwmﬁ: BP EIPBW s VIIgVL




%.8.2. Avaliagdo Estatistica da Variagde de Metionina Complexd
vel nas Doze Variedades de Feijdo.

Em alguns casos nde fol possivel afirmar se as per-
das de metionina eram significativas, ou se dentre as varieda-
des existiam diferengas no comportamento durante a estocagem,
sendo aplicada uma analise de varidncia em fungdo das  linha-
gens, dos diversos tempos de estocagem e as repeticdes de labo
vatorio.

Os dados da Analise de Varidnecia que apavecem na Ta-
bela 10 foram obtidos por computador. Para esta anflise oon-
'siderau“se como tratamento as doze variedades, como blocos os
gquatro tempos de armazenamento. Consideram~se as interagoes
entre blocos e tratamentos e ainda o niimerc de repeticdes de

- gada analise.

TABELA 10: Analise de Varifncia de "metionina complexdvel®™ de
feijoes (Variedades X Tempo}

Causas de Variagao G. L. 5.4. Q.M. Fe
Tratamentos 11 364,728  33.12 80.54
Blocos , 3 550,21 183.40  501.42
Tnteragdes 33 257,77  7.81 21.36
Repetigoes 2 2.53% 1.2% 3.46
Residuo | 94 34,38 0.37

Total 143 1208.18
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Desta Tabela chega~se a conclusio que ha diferencas
significativas entre os tratamentos, ou sela a quantidade de
metionina quimicamente disponivel em gualquer ponto da estoca
gem difere significativamente de uma linhagem para outra. Tam
bém entre blocos, ou tempos de armazenamento, existe uma dife-~
renga significativa a nivel de 1%. HNo entante as diferencas
entre as repeticdes das determinagdes guimicas para uma mesma
variedade nac sdo significativas dentro de cada tempo de esto~
: cagem.' '

Isto indica que o procedimento € satisfatdrio e
- que as diferengas encontradas sioc devidas a erro experimental.
0 erro total do experimentc & dado por:

) Y
C.V. ;\\} OM erro 100

tk

QM erro = gquadrado médioc do erro

média de todas as determinagdes

]
H

Neste trabalho o erro total do experimento 2 10.88%,
valor este que estd dentro dog limites de aceitagac de um métg
do quimico que deve ter no maximo 12% de ervo.

Para verificar gual ¢ melhor tratamento, ou melhor,
qual & variedade que melhor suportou os oito meses de armazena
mento, empregou~se o Teste de Tukey. Este teste e aplicado pa
ra comparar qualquer contraste entre duas médias, e & exato
quando © numerc de repeticSes € o mesmo para todos os tratamen
tos.

80



0 Teste de Tukey aplicade 3s doze variedades, em qua
tro tempos de armazenamento, com trés vepeticbes para cada um re-
sultou numa ordenagaoc que foil chamada de "capacidade”.

19) Cara Suja foi a variedade de maior capatiddde de

estocagem. - No iniciQ fol esta variedade gque apresentou  mador
porcentagem de metionina complexdvel (em torno de 100%) terminan
do o pericdo de armazenaments com uma porcehtagem de metionina
complexavel relativamente alta (38%). | “

'29) Aete I, que ndo difere de Aeté II, Arocana, e

Geolano Precoce.

3?)_Araana, que ndc difere de Aeteée II, Aete I e

Goiano Precoce.

42) Aetd II, gue nao difere de Lete I, Aroana, GSoia

no Precoce, Pirata I e Pirati 1.

5¢) Goiano Precoce, gue ndo difere de Aeté I, Aete

II,Arcana, Carioca, Pirata I e Pirata IT.

6¢) Piratdl, que naoc difere de Beté II, Carioca,

Goiane Precoce e Pirata I1.

79} Carioca, que ndc difere de Aeté II, Bico de Ou-~

ro, Goliano Precoce, Piratd I e Pirata I1.
89) Piratd II, que ndoc difere de Aete II, Bico de

g1



- Ouro, Geiano Precoce e-Pivatd I,

89) Bico de Quro, que nao difere de Caricca, S8C
7010, 8P 70852, mas 2 melhor que Rosinha G,.

1093¥ 8C 7010 = SP 7052, que ndo diferem de Bico
de Ouro.

119} Rosinha G, fol o pior de todos. Esta va -
riedade 324 apresentou antes do armazenamento um teor de metio
nina quimicamente disponivel baixo (4.8 mg/g de proteina ou
seja 69% dn total). |

Todavia, as variedades Firatda II e Pirata I fo

ram as gue apresentaram amior estabilidade a estocagem, como

pode ser visto na Tabela 9. A "metionina complexavel™ nes-

tas duas variedades abaixou para 8% e 73% regpectivamente, da

quantidade de metionina compléxavel incial. Imediatamente

inferior a estas fol Goiano Precoce que ac final dos ocito me~
ses perdeu 51% de sua "metionina complexi@vel®.

Como era de se esperar psla simples observacio
de dados, o teste de médias das linhagens & variedades indi -
cou que o menor fempo de avmazenamento fol o melhor & que &
pav&a de™metionina complexével” fol maior gquanto maior o tem~

po de estocagem.

Estes resultados vem confirmar o trabalho de Du-
rigan EIQ?Q},_no;qual a disponibilidade biclogica de metioni-
na (e, consequentemente, o valor bioldgico da proteina) dimi-
nul progressivamente durante um tempo de estocagem de cito
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meses. Resga pesquisa, naoc fol possivel detectar a mudanca
do nivel de metionina pela veagldo do fervicianeto de sodic, se
gundo o procedimento de Lunder (1973},

Experiéncias futuras com animais de laboratdrio pode
rac confirmar ou rejeitar a hipotese de que a metionina biold-
gicamente disponivel & aquela gue tem a capacidade de se com -
plexar com o ferricianeto de sddio nas condicdes definidas.
£ importante vessaltar que a classe de fonte proteica, neste
caso o feijdo, pode influir no tipo de alteragido quimica gue
conduz a "perda do aminoacido sulfurado®.
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&, CONCLUSDES

§.1. Introduzindo algumas modificagdes nos procedimen

tos ja existentes, & possivel empregar ¢ reagente classico de

McCarthy e Sullivan (o ferricianeto de s8édioc) na  determinagdo
quantitativa da metionina complexdvel presente em gridos de fei-

joes.

5.2. Houve variagdc consideravel do nivel de metioni-
na total entre as diversas linhagens e cultivares selecionados
para este estudo. No feijado fresco, quase a totalidade da metioc
nina esta né forma reduzida, e prqvayelm&nte aproveitavel sob o
ponto de vééta nutricional, como foi evidenciado pela fragdc do
aminodecido complexdvel com o ferricianeto em nove das doze linha

gens.

5.3. Foi observada uma diminuigdo da quantidade de me
tionina quimicamente disponivel em fungd3c do tempo de estocagenm
dos griocs de todos os cultivares e linhagens, diminuigao esta

que foi interpretada como degradagac da metionina.

5.4. Considerando as quantidades absolutas de metioni

na em todos os feijdes, a variedade "Cara Suja" foi a de maior

8



capacidade de estocagem, embora as variedades mais estaveis fo-

ram Piratd II e Piratd I, respectivamente.
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