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FESUMO

Neste trabalho foram sstudadeos parisetros Flsico-gni~
micos, Ifatores antinutricionais,. fracionamento das @xmt@iﬁas§ﬁnx§
guaciments com metionina, sfeito do tratamenio L8rmico & das oone
dicoss de sstocagem nas caracteristicas culinfriss e nunricionais
das proteinas do feijic Rosinha G2 (Fhaseolws vulgeris,L.), culti
vado no Instituto Agrondmico de Cawmpinas.

A pavtir do feijro integral, gue continha 26% de pro-
teinas, foram prepavadas seis fragoes: isclade protéice total, al
buminas, glchulinas, sflideos solfiveis em Agua, insoliveis ¢ mate-
rial dialisdvel, contendco 87, 70, 0. 50, 15 v 20% de yprobeines,
regpectivamnente. A composicio em aminocicides, exceto do materisl
dialisdvel, foi semelhante, apreseptande teor balwo de metionina
{mBdia de 0,84g/l6g ¥} e alto de lisina {(m8diaide 7,%¢/il6g N}. ©
tratamento t8rmico reduziu a lising disponivel em todas asz  amos~
tras, apresentands um decréscimo mais acentusdo wa farinha inte-
gral gue, apds wma hora a 1219C, passcw de 8,0 a 3,.54/16g H.

O fatvores antinutricionais - os Inibidores de teipsi
na ¢ de gulmotripsing e @ hemagintinina - forvanm detectados am Lo~
das az fracoes, com a albumina apresentands 2 malor atividade, on
sela, 376 e 115 unidades de tripsinag ¢ quimotripsineg. fegyﬁxtiﬁﬁw
mante, inibidaz por niligrama de proteina e hemaglutinacio alased)
0,12py de protelnas por mdlilitro. A resisténcis férmice dessesfy
tores Foi peguena -~ mencs de 10 minntos em JSgus fervente para

Feijae inteiro. Entretanto, no extrato myuoss, excebo para i hamg,



glutinina, gque deu reagdo negativa apbs 5 minutos, houve wma ati-
vagéo gue permanecey acima de 100% por mais de 2 horas de fervura
e, mesmo apds uma hora de autoclavagem a 121°C, ndo houve ipativa
cac completa.

& digestibilidade <n vitre das fragoes cruas foi bai-
xa, cerca de 45%, porém quando o felijdo fol autoclavado a 1230C
por 15 minutos, elevou-se a 79% para a fracdo globulina, 63% para
a albuwmina e 66% para ¢ igolado total. A digestibilidade no fel-
jao integral fol de 61%. Para as fracgdes isoladas e para o feijdo
integral a digestibilidade in vivo apresentou-se superior & n
pLtro.

Todas as amostras gquando cruas, mesmo com adicac  de
metionina ou extracac com etancl a 70%, foram tdxicas, provocando
100% de letalidade nos ratos entre 3 ¢ 23 diasg. Entretanto, gquan-
do ¢ feijso fol macerado por 12 horas e aguecido em agua fervente
por 2173, 5, 10, 15 e 30 minutos apresentou valores de PER 0,9,
1.0, 1,2, 1.0 e 0,7, respectivamente. Feiijio integral, albuminas,
giobulinas e isolade total, autoclavados por ?ifg minutos a 1219C,
apresentaram valores de PER 0,60, 0,72, 4,59 ¢ 0,68, respectiva-
mente. Essas mesmas amostras, guando adicionadas de 3% de metioni
na em base prot@ica, tiveram seus valores de PER elevados paArs
2,5, 4,0, 4,3 e 4,4, respectivamente. Feijdo estocado has condi~
ghes ambientais do laboratdrio por 18 meses resultou em decrésci-
me do PER de 1,3 para valor negative, elevando-se a 2,5 com a adl
gao de metionina.

0 efeito das condigoes de estocagem sobre pardmetros



fizico-guimiceos, culindyxios e nutricionais do feidjdo mostrou gque
guanto maiores o tempo, a temperatura € a umidade relativa, malo-
res foram os prejuizos. O feijlo fol estocado por 5 meses em trds
condictes: 120C e 52% de umidade relativa (UR); ambiente {[22-250C)
e §5-70% de UR e estufa a 370C e 76% de UR, tendo este {ltimo a-
presentado a depreciacic mais acentuada de suas caracteristicas ¢
riginais. Nessas cendig%es o PER caiu de 1,0 para 9,.1; a disponi~
bilidade bicldgica da metionina de 46 pava 28% ¢ da cisteina de 52
para 30%; o tempo de coccao elevou-se de 60 para 240 minutos e a
textura de 238 para mals de 500kg-forga, pelo processo de  extru-
s80 no Instron.

0 estudo da incorporacdoc de metionina no feilao am
grgcs pelo processo de maceracac, mostrou gue a melhor smnéigga
foi aguela em gue ele permansceu por uma hora a 500C em solugio
a 5% de metionina, elevando o conteldo desta de 1,5 para 24g/l6g K
0 feijfio tratado nessas condigdes e misturade com feijio testemu-
nha, na proporcdc de 1:7, tinha valor para metionina de 3g/litg N.
2 an@lise sensorial dessa mistura nac apresentoun diferenga esta-
tistica para preferéncia de odor e gosto em relagdo ao testemunha
{p=0,05). A avaliagdo nutricional dessa mistura mostrou gue o FER
do feijdo testemunha elevou-se de 0,% para 2,4 e 1,3, guando omes
mo foi cozido com e sem Agua de maceragio, raﬁpeativaménta* A ab-
sorgao bioldgica da metionina incorporada ao feijdo por maceragioc
foi de 100%, enguanto gue a da metionina contida priginalmente

no mesmo fol de apenas 535,8%.



BUMMARY

Fercent composition, toxicity, effect of heat-treat
ment on the inactivation of toxic components and on the improve
ment of nubtritional value of the raw bean {Phaseolus vulgaris,
L.}, variety Resinha G2 was studied. The above investigation
was extended also to different fractions obtained from the in
tegral flour, <Z.e., total protein isolate, albumin, globulin,
total water soluble scolids, water insoluble solids and the to
tal dialysable solids., Influence of the storage conditionsand
addition of free methionine on the bicoclogical value of the
bean protelns, as well as on the organcleptic and ¢gooking pro
perties of the bean kernels was also studied. The integral
flour contained 26% protein {dry basis) and the above mention
ad fractions 82, 70, 959G, 50, 15 and 20%, respectively. The a-
mine acid composition was similar in all materials being cha-
racterized by a low content of sulfur-~containing amino acids
.84g/16g N of methionine, and 0.54y/l6g N of cysteine and &
high content of lysine (7.%g/l6g ﬁ}* Heat-treatment reduced
available lysine from 6.0 to 3.5¢/1l6g M.

The activity of the anfinutritional factors{trypsin,
chymotrypsin inhibitors and phytchemagglutinin) was highest
in the albumin fraction, where 37¢ units of trypsin and 115
units of chymotrypsin were inhibited per miligram of protein.

Hemagglutination occourred with ﬁ,lzﬁg protein per milliliter.



Heat resistance of hemagglutinins was low (5-10min at g7eCh
The trypsin and chymotrypsin inhibitors were easily inactivat
ed in the whole bean {(10min at %70C) whereas in aqueous solu-
#isn the heat resistance was very high; one hour at 1219C not
baing sufficlient for their complete inactivation. The digest~
ibility of the bean protein increased significantly with heat
treatment particularly for the isolated protein fractions re-—.
aching values as high as 80%. In the integral flour the gl
gestiblility remained low {61%) even after heat-treatment.Shat
heat-treatment (5-10min, 1210C) improved the protein nutriti-
ve value, whereas treatment beyond 1l0min in an autoclave was
detrimental to the nutritive value, even though these {xeat-
ments were not sufficient to completely gliminate the astivity
of the known antinmutritional factors. Unheated mﬁteriai}dlkﬁ
all the experimental rats in a period ranging from three Lo
twenty three days.

Storage of the beans under different conditions ad-
yersely affected the biological value of the proteins. The e~
ffect was greater as the storage temperature and humidity in-
creased. The canﬁitiﬁna used were: 120C and 52% R.H., 22-250C
and €5-70% R.H. and 379C at 76% R.H. during six months. At
370C and 76% R.H., the PER value dropped from 1.0 to 0.1 while
the avialable methionine decreased from 46 to 28% and avall-
able cysteyne from 52 to 30%. For the same sample the cooking
time increased from 60 to 240min and the texture, gxtrusionin

the Instron, from 238 to over 500kg-force. Percentage of hard



shell kernels increased only for the sample stored at environ
mental conditions of the laboratory {22-250C and 65-70% H.R.).
Incorporation of methionine (3% of the protein) raised the
PER of the bean to the level of 2.5 even in beans that were
previously stored for six months. Addition of methionine T
the isolated protein fractions had still a much greater effect
raising the PER values from 0.72, 0.59 and 0.68 to 4.0, 4,3,
and 4.4 for the albumin, globulin and total protein isclats ,
regpectively.

A& set of conditions was established to introduce me
thionine to the whole bean by infusion. The best approach was
to soak the bean in a 5% methionine solution {1:2 ratio) at
500C for 1 hour. By this procedure the methionine content of
the bean was increased from 1.5 to 24g methionine per 1a0g
bean protein. The infused beans when mixed with the non-infus
ed ones at a 1:7 ratic gave a product with approximately 3g

methionine per 100g bean protein with a PER of 2.4.



INTRODUCAS

0 género Phaseclus ¢, mais precisamente, a espécie
Phaseolus vulgaris, onde estio botanicamente classificados os
feijoes comuns, tem contribuldo largamente com a Agricultura
do Velho e Novo Mundo. Dados obtidos atravds da medida do aar
bono radiativo mostraram que essa espéole fol adaptada 3s con
digbes de cultivo na América Central hd cerca de 7.000 anos,
situando~se entre as mais velhas culturas conhecidas. Foi in~
troduzido na Buropa no sécunlo XVI e desde entio tornou-se im~
portante oultura para grande parte do mundo.

Atualmente, o feijac comum constitui importante fon
te protéica na dieta de enorme parcela da populagac mundial,
particularmente nagueles paises em gue o consume de  proteina
animal & limitado por razdes econdmicas, por falta ou por im-
posigie veligiosa e cultural. Dentro desse contexto estioc in-
dianos, africanos e latino-americanos, sendo gue no Brasil &
praticamente a Gnica semente leguminosa fornecedora de protel
nas diretamente na alimentacao, fazendo parte da dieta diadris,
brincipalmente das classes sbeio-econSmicas mencs favorscidas.

Multo pouco se conhece sobre as Prapxiaﬂaﬁes nutri-
vionals, composigdo, caracteristicas tecnoldgicas, sensoriais
€ mesme no campo da genética dos feiifes brasileiros, princi
palmente tendo-se em conta o grande niimeroc de variedades e i3

nhagens expevimentals existentes.



Infelizmente, a vontribuigdo nutricional do feijdo
deixa multo a dessiar, uma vez que suas proteinas  apresentam
baiza digestibilidade, inadequado balango de seus aminodcidos
essencials, principalmente dos sulfurados que s&¢ o limitan-
tes, apresentando ainda substincias tOxicas e antinutriconals,
agpecialmente guando no estado coru ou mal processado. Mesmo
assim, na dieta brasileira ndo & ficil substituir o feijfo. O
grao~de-bico e a lentilha,com mais ou mencs © mesmo valor nu-
tritivo do feijao, nao sfc bem aceitos, enquanto que a soja,
gue & mais nutritiva, simplesmente nic & utilizada come ali-
mento humano no Brasil, salvo em raras excegdes. O feijdo
possul alto teor de lisina, que & o aminocBcido essencial limi
tante do arroz. Isso implica em que as proteinas de ambos se
complementam, fazendo com gque o tradicional *feijio com arroz®
represente uma fonte de proteina vegetal de hoa gualidade.

£ interessante notar gque, a despeito de as protei-
nas das leguminosas, mails especificamente dos feijdes ccmmns,
terem assumido tdc grande importincia na dieta humana, contédm
uma larga variedade de substincias gue podem ser consideradas
téxiéas para o organismo humanco € animal. Tais 9&bsﬁ§n&i&s,g§
ralmente mencionadas como agentes antinatricianaiﬁ,sﬁn na sus
maioria de natureza protdica e termolibeis, embora aignmas pa
regam ser resistentes & agio do calor, interferindo negativa~
mente ne valor bioldgico das proteinas, mesmo apbs © cozimen-—

to do feijdo.



Muitos estudos para inativar esses agentes &, oon-
seqiientemente, aumentar as gualidades e o valor bioldgico dos
gracs tém sido levados a efeito por varios pesguisadores. Al-
guns cesses fatores antinutricionais 48 foram isocolados e estu
dados com bastante detalhes, enguanto gue a natureza guimica
e as propriedades de outyos ainda nio sado bem conhecidos. De
maneira geral, esses fatores si3o termolibeis, ficando inativa
dos pelo calor e, mais rapidamente, pelo calor dmido. Todavia,
tanto o5 agentes prejudiciais como os nutrientes valiosos s3o
destruidos pelo calor e, dessa maneira, mesmo o tratamento
tBrmico ideal para a inativagdo dos agentes preijudiciais  im~
plica em solugio de compromisso.

0 Stimo procedimento no cozimento ou oubtro PrOCesso
pava inativar os inibldores de proteases, as hemaglutininas e
outras substincias tdxicas termossensiveis & provivel que nio
seja o mesmo para todas as espéoies e variedades de legunino-
sas, porgue elas contén concentragé&s diferentes desses oon-
postos.

0s principais objetivos deste trabalho foram: 1) es
tudar a toxidez de diferentes fragdes protéicas do feiiao;
2} estudar os efeitos do tratamento térmico sobre o valor big
18gico das proteinas no feijfio integral e nas ﬁifereﬁt&g fra-
goes proté€icas isoladas; 3) estudar o efeito do enriguecimnen~-
to do feijdo em grao e das fracdes protéicas iscladas com me-
tionina; 4} estudar as variagoes do valor bioldgico das prote

inas do feijdo em fungdo do tempo e das condicdes de estocagem.
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REVISAC DA LITERATURA

0 feijao comum, Phaseolus vulgaris, & uma legumino-
sa de alto teor protéico, cuja classificacas hotinica, de a-

cords com Burkard, 1932, &:

Divisao Fanerogamae
Sub~-divisac Angiospermae
Classe Dicotiledoneas
Crden Rosales

Familia Legumincsae
sub-familia - Papiiionvideas
Tribo Phaseoleas

Género Phaseolus

Espécia Phaseolus vulgarie

Kaplan, 1963, baseado em trabalhos arqueoldgicos,su
gere ¢ feijBe como originfrio das Awéricas, especialmente do
sul dos Estados Unidos, México, demais palses ds América Cen~—
tral o norte da Amdrica do Sul, principalmente das regides da
antiga cultura incaica. Baseado em estudos com carbone radia-
tive, foi possivel verificar gue no M8xice o Phaseolus vulga-
ris foi adaptadc as condictes de cultive hd cerca de 7.000 a-
nos. Apds a descoberta das Anéricas o feijao fol levado para

o Velho Huondo, onde s¢ tornou importante oultura, a ponto de
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alguns cientistas, como De Condolle, 181%,afirmarem ser o mes
mo origindric daguele continente.

Atendendo &s necessidades inerentes ac desenvolvi
mento do trabalho, nesta revis®o bibliografica serac enfatiza
das az caracteristicas fisico-guimicas, toxicoldgicas, culind
rias e nutricionais do feiido & suas Ffragoes prot@icas, dests
cando~se fatores antinutricionais e toxicidade, composigao e
valor nutricional e alteracso das propriedades originals do

feijiao comum com o tempe ¢ condigoes de armazenamento.

Patores antinutricionais e toxicidade

Come leguminosa, o feidiao comum apresenta, essanci-
almente, o3 mesmos fatores antinutricionais que a soja, ape-
nas com toxidez biocldgica comprovadamente mals elevada.

pevido & grande importdncia gque assumiu a soja  no
campo da nutricdo animal e humana, guase gue a totalidade dos
trabalhos realizados scbre os fatores antinutricionals das le
guminosas referam-se & soja. Em relacao & cutras leguminosas,
como por exemplo & espécie Phaseolus vulgarie, OB trabalhos
gi0 mais vecentes, sendo gue ¢ acervo de conhecimentos basi-
cos para tais pesguisas & encontrado nos trabalhos com a soja,
wma vezr gue as caracteristicas bioguinicas dos fatores anting
tricionais sdo semelhantes. Baseado nisso, fica caracterizada
a necessidade, para melbor entendimento do estudo dos agsntes

antinutricionais do feijdo, de se fazer referéncias  agueles
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trabalnog com soja gue foram os marcos do conhecimento de tals
fatores, a partir dos guais tiveram seqfiéncia os trabalhos
com ¢ feljdo. Entre os fatores antinutricionais que se tem o]
nhecimento no feijao, destacancs: fator antitripsina, fito-he
maglutininas, agentes bocigenos e fatores de flatuldncia. Aln
da h& outros fatores menos conhecidos, mas devide & natureza

deste trabalho, ndo serdo agui tratados.

Fator antitripsina

G inibidor da tripsina € certamente o mais conbeci-
do e estudado entre os fatores antinutricionais existentes nas
leguminosas. £ assim chamado por causa de sua capacidade de i
nibir & agdo da enzima digestiva tripsina, encontrada no tra-
o intestinal do homem e dos animais.

Segundo Laskowski e Laskowski, 1954, uma retrospec-—
tiva da evolugdo do estudo 4z antitripsina leva a um paszado
bem remcto. Numercsas observagtes sugerindo a presenca de subs
téncias capazes de inibir a bripsina foram feitas desde fins
do século passado. Essas substincias foram encontradas na cla
ra de ove, no suco pancredtico, no sangue, na urina e em mui-
tags plantas.

0 classico experimento de Osborne e Mendel, 1917, de
monstrando a superioridade nutricional da soia aguecida scobre
a pesma quando crua, deu inicio a numeroscs trabalhos na  ine-

vestigacao do fendmeno de repressio do crescimento de animais
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alimentados com soja, Glyeine maz, e outras leguminosas, prin
cipszlmente do género Phazeclus.

Johns e Finks, 1920, observaram que o feljidc comum
"Mavy bean" (Phaseoluz vulgaris) e outras legquninosas consti-
tufam uma fonte de proteinas de nd qualidade para ratos e gue,
quando tratado termicsmente, sofris uma acentuada melhoria no
seu valor nutricional. Esses achados foram confirmados por nu
merosos investigadores, que sempre conclulram pelo efeito fa-
voravel do tratamento térmico sobre o valor nutricional  das
proteinas das legumincsas, guande administradas a ratos, pin—
tos e outras espécies monogistricas. Bmbora a causa real nio
fosse conheclida, tals pesquisadores acreditavam ser a balxa
digestibilidade gue as proteinas apresentavam guando no esta-
do native a principal responsével pelo baixo valor bioldgico.

Os estudos subseqglientes continuaram mpostrande que a
repressac do crescimento de animais alimentados com soja e ou
tras leguminosas era acompanhada de virios distlirbios fisiold
gicos, embora a extensac com gque cada fator contribula para
o efeito negativo total continuasse, come ainda continua,obs-
CUTE.

A abordagem mais cientifica sobre o proplema dos i-
nibidores da tripsina, bem como o seu possivel efeits negati-
v para ¢ valoy nubricional das proteinas, teve infeio &m
1931, com o trabalho de Northrop e Runitz, que cristalizarama

tripsina do pdncreas bowino,
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Entretanto, somente em 1944 a presenca de inibidor
da tripsina em sola e feiijdo "Havy bean” foi detectada, inde-
pendentemente, por Bowman e por Han ¢ Sandstedt. Fssa desco-
berta fol o resultado da observacao ﬁé gua no extrate obtido
da soja nao tratads termicemente havia uma substincia qus
tn vitro inibia a acldo da tripsina sobre a caseina.Tal subs-
tancia apresentava efeito retardatdrio scobre o crescimento de
ratos, entretanto tornava-se inativa guando o extrato era au-
toclavade, ou entan preparado com soda praviamente submetida
a0 calor.

Os estudos subsegflentes tiveram a seguinte aborda-
gem: 1) isolamento e cristalizacdo do inibidor da tripsina da
seja, 0 que fol feito por Runitz, em 1945 e 1946, que também
estudon a caracterizagac parcial de suas propriedades, a1
1947; 2) descobrimento do inibidor da tripsina em vérias espd
cies de lsguminosas, sando tal contribuicac devida principal-
mente a Borchers e ool., 1247, Porchers e Ackson, 195G; 33 jegv)
rificagao de outros fatores téxicos de leguminosas, substin-
cias essas gue eranm adversas ao crescimento de animais Jjovens,
mas que eram livres de atividade antitriptica, o que ol devi
do principalmente a Liener e Pallansch, em 1882, e Liener, em
1853,

Kunitz, 1945 e 1946, fol gusm pela primeira ver oxls
talizou ¢ isolow da sojs um produto com forte atividade inibi

toria da tripsina. Mais tarde, o prépric Xunitz, 1947, estu-
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dou suas propriedades, mostrando sus forte afinidade pela
tripsina e menor afinidade pela guimotripsina. A esse produto
fol dado o nome de “inibidor da tripsina® ou "fator antitrip-
sina”™ que & uma proteina com propriedades de uwma s-globulina,
precipitdvel com dcido tricloracético (TCAY}, ndo dialisfvel,
pesc malecular ao redor de 24.000, com um espectro mMikimo de
absorgac a 280 nandmetros, ponto isoceldtrico a PH 4,5 e termo
labil. Sua agdo inibitdéria evidencia-se apenas no estado nati
ve, sende que o calor, dcido ou &lcali, destrdi seu poder ini
bidor. Experimentos €n vitre com esse inibidor coristaline tém
mostrado, mesmo em alta diluigde, uma reacdo estequiométrica
praticamente instantinea e irrveversivel entre a enzima tripsi
na & o inibidor, formando um composto estivel gue nape se dis-
gocia, exceto en meio fortemente Acido.

Q inibidor da tripsina encontrado na soda, guando
purificado, reage com igual peso de fripsina pura e sua ativi
dade & detectada pelo decrdzcimoe da atividade da tripsina na
digestac da caseina,

De Muelenaere, 19365, estudon o efeite da toxidez do
inibidor de tripsina extralide da soja guando aplicado por via
intraperitonial. tendo observado gue injegdes do _inibi&ax
cristalizade cinco vezas nac produziu efeitos tdxicos em  ra-
tos, enguanto gue o preparado coru produziu efsites téxicos. O
principioc tdulco parece ser extraido juntamente com ¢ inibi-

dor da tripsina e eliminado durante os primeiros eatigios da



purificacao,

O feijao americanc “Navy bean” (P. wuliguris) foi um
dos feijoes em gue Bowman, 1944, coriginalmente descobriu o i-
nibidor da tripsina, embora a primeira investigagao sistemati
ca com outras legumincsas, entre elas os feiides "Garden bean®
(¥. vulgaris} e "Lima bean” (P, lunatus}, comp fontes de ini-
.bidﬁr da tripsina tenha sido feits por Borchers e ool., 19%47.
¢ inibidor da tripsina encontrado no feiido "Lima bean®, am
contrasie com o da s50da, fol extremamente fermorresistente.,

Recentemente, virias fracgoes protéicas com ativida-
de inibitdria da tripsina foram parcialmente purificadas. Ha~
kade e Evans, 196%a, usando farinha de feiijdo "Navy bean®™, i-
solaram cinco fracbes, todas com atividade inibitdria do cres
cimento de ratos, o que pode ser atribuide ao inibidor da
tripsina e mesmo ac fator tdxico hemaglutining. Mesmo assim,
nzo hd até o momento publicagdo sobre o isplamento do  inibi-
dor de tripsina do feiido "Navy bean” em sstado quimiaamante.
PUro.

Mesmo tendo side encontrada alta atividads inibitd-
ria da tripsina em vArias cutras variedades de Phaseolus vul-
garte ¢ observadeo gue a autoclavagem melhora o vaiﬁr_nu&riaig
nal, poucas sao as publicagdes detalhadas a respeito da natu-
reza guinmica do inibidor dessas leguminosas. Dentre og traba-
lhos dessa natureza, cabe destacar Wagner e Riebm, 1987, gue

purificaram e caracterizaram parcialmente o inibidor da trip-



sina do feiiac "Navy bean®". ¢ peso molecular encontrado  por
ultracentrifugacac foi de 23.000, peso esse guase igual &
do inibidor de tripsina encontrado ne soda - 24.000 -~ descori-
to por Runitz, 1947, Dsse inibidox demonstrou possuir dois mo
les de hexose por mol de prokeina e &ahﬁetarmiﬁagﬁeg de amino
acidos indicaram ser rico em 1/2-cistinas {30 resiﬂucgfmﬁl},§g
bre em metionina { up residuo/mol) e nao possuir triptofinio,

Ainda com respelite & natureza guimica do inibidor de
tripsina das variedades de Phasgoius vulgaris, cabe destagar
s trabaslhos de Stead & opl., 18366, e de Pusztal, 19560. Esges
autores, usande eletroforese efou centrifugacio, isclaram dos
feiides americancs "Hatal bean”™ ¢ Kidney bean”, ambos Phageo-
tus vnlgeris, um homogeneizado com forte atividade inibitdria
da tripsina e gue formou um complexo ssteqguiométrico com assa
engima.

Liener, 1976, fazendo uma smpla revisao dos agentes
téxicos em leguminosas, referiv gue os estudes presentes ye-
velam que somente serca de 40% da inibicho do corescimento e
da hipertrofis do piEncreas de animais alimentados com legumi-
nosas oruas pode sey atribuida ao inibidor da tripsina. O reg
tante da inibicio do crescimente fol atribuido 3 balxa diges-
tibilidade & outros fatores toxicos, entre oz guais as  fito-
hemaglutininas.

Numeroses pesguisadores reconhecem guoe UM DYOCESSo

adeguado de aguecimento auments as gualidades nutricionals
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dgﬁ leguminosas, entretanto, para hmbrose, 1%66, s inativag%m
cu destruicao do inibidor da tripsina pelo cozimento ou aubo-
clavagem nem sempre aumenta o valor nutricional, possivelmen-~
te devido ac desequilibric dos amino3cidos ou & presenca  de
outros principios tdxicos.

Mesmo com todos oz conhecimentos acumulados atsé i)
presente, ainda ndo se sabe com certerza a importincia dos ini
bidores de proteases na depreciacas nutricional das leguming
5a% para of animais e, principalmente, para humanos, bem cono
as suas fungoes Fisioldgicas na planta, ums vez que nao  inike

bem a atividade proteolitica das sementes onde se encontram.

Fito-hemaglutininas

Assim chamadas por sus capacidade de promover E Ty RVES
tinagao in vitre dos gldbulos vermelhos de sangue hemano e de
varias espbeles animais. Trata-se de glicoproteinas largamen~
te distribuidas no reino vegetal, principaimente entre a faml
lia das leguninosas.

Conforme citagas de virios pesguisadores, desde o
inicie do século, sabe-se que em sementes de leguminosas, es-
pecialmente de feijoss, existern substincias CADPALSE Q8 promo-
ver a coagulacdo do sangue, bam como de aglutinay eritrdcitos
lavados. A hemeglutinagdo no mais ocorre apds tratamento tér
mico das sementes ou do extrato preparadc com esses materials,

Sharon e Lis, 1372, mencionam gue o5  conhecimentos
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sobre as hemaglutininas datam desde fing do séeouln passado,
tendo sido Stillmark, 1888, ¢ primeiro a descrever o fendmeno
da aglutinagao por extratos de plantas. Inicialmente, Gtill-
mark encontrou uma proteina altamente tdwica nos graos de ma~
mona (Rieinug communis), & gual denominou “ricin®, capaz fe
aglutinar gldbulos vermelhos do sangue humano & animal. A e
guir, esse pesqguisador descobriuv uwma protelna igualmente voxi
ca no feijao jequiriti {4brus precaterixs), 3 gual denominon
Tabrin®.

A ewist@ncia de fito-hemsglubtininas no Faiizo
"Kidney bean” £ conhecida desde 1308, guando fol observada pe
ia primelira vezr por Landsteiner e Raublihschek. Bsses auntores
nao 55 verificaram a atividade hemaglutinante nos extratos de
difersntes leguminosas, mas também apontaram o Fato ds gt
muitos desses extratos atuavam sobre gifbulos vermelhos SomeT,
te de algumas espécles animais. Extratos de feiddo "Kidnewy
bean” foram stivos com todas az amosiras de ssngue  testadss.
Mendel, 190%, Schneider, 1211, Goddard e Mendel, 1928, também
reconheceram tais substincias nas leguminosas.

Desde o inicio dos estudes atd o presente, multos
rermos tém sido usados para d@&igﬁax EBRE giicoproteinas lax
gamente distribuildas entre as plantas, especiaimente entre as
leguminosas. a saber: ricina, sbrina. soina, hemaglutinina, £1
to-hemaglutining, fito-agiutinina e legtinas. Evidenciando esse

fato, cabe lembrar gue Smith e Clrole, 1972, oitaram gue Lanfer
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2 ¢col., 1944, propuseram para essa protelna aglutinadora iso-
tada da soja o nome de "sovin® e para a mesma proteina, liensr,
1853, propbs ¢ nome de "hemaglutinina da soja”. Por outro la-
4o, Sharon e Lés, 1872, referem-se a ela como fito-hemagluti-
ninas ou fito-aglutininas. Entretanto, o termo "lectinasg"” {do
latim legere = sleger), proposto por Boyd e Shapleigh, 1954,pa
raece ser mals adequado, uma ver gue essas proteinas ogorrem em
outros organismos, além das plantas. Mais recentemente, Andrews
& Jayme~Williams, 1974, referem-se a essas proteinas, especi-
almente 3s de feiides, come fito-hemaglutininas; Andrews, 1974,
come lectinas e Jaffé e col., 1974, como fito~hemaglutininas,
ou lectinas.

Nao hé& muitos trabalhos relacionados com as caracte
risticas filsico~guimicas das hemaglutininas, entretanto, sen-
do a da soja muito estudada, cabe agui mencionar algumas pro-
prisdades conhecidas e gue serviram de base para as pesguisas
dessas substincias aglutinadoras nos feijbes. Iniecialmente,
devemos mencionar Liener, 1%53%, gue desenvolveu um método Ffo~
tométrico para determinaciio guantitativa da atividade hemaglu
tinante da hemaglutinina da soija. Esse m@todo baseia-se no fa
-0 de gue on eritrdcites de coelhos sedimentam proporcional~
mente com a concentracido da hemaglutinina presente.

A presencga de miltiplas formas de hemaglutininas na
soja tem sido referida por virios pesguisadores, entre L]

quais Lis e col., 1966, gue mostraram gue a soia contém gua-
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tro diferentes hemaglutininas, separaveis por Cromatografia
em DEAE-celulose, denominadasg HG~1, HG-IX, HG-III e RBG-IV. To
dag as quatro parecem ser glicoproteinas, contendo 4,5% de ma
nose e 1% de glicosamina, com peso molecular 110,600,

Catgimpoolas e Meyer, 196%, isolaranm da soja gquatro
diferentes proteinas por focalizagao isoelétrica na faixa de
5 a 8, denominando-as de Ay B, C e D, com pontos isceldtricos
de 5,85, 6,00, 6,10 « 6,20, respectivamente e imunoquimicamen
te i&émticés. 4 fragao mais abundante foi a B, sendo similar
& fragdo HG-I descrita por Lis e col., 1966.

Dag varledades de Phaseolus vulgaris, Andrews,1974,
isolou e caracterizou no estado altamente purificado dois com
ponentes de um extrate aglutinante de feijao "Navy bean"., Unm
deles, uma lectina, promovia forte aglutinagao de eritrdcitos
& leucdoitos de cavalos, facilmente observada com os dois ti-
pos de células em concentracac de apenas guatro microgramas
de lectina por mililitreo. O ouére composto {(Componente 1) ,pog
suia pouca ou quase nenhuma atividade aglutinante = apresenta
va peso molecular de 143.000, tendo uma estrutura tetramérica,
com peso molecular unitirio ac redor de 37.000 = alanina como
amincicido N-terminal. © componente lectinag apresentou menoy
peso molecular - 114.000 -~ e o aminoficido arginina ne termi-
nal aminico da cadeia. Os dois constituintes eram glicoprotel
nas € a composicio em carboidratos representou 4,9%9% para o Com

ponente 1 e 8,1% para o componente lectina, sendo constitul
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dos de manose, glicosanina, pouca glicose e tragos de xilose
2 arabinosse.

Numercsos trabalhos sdo encontrades na literatura an
tiga, descrevendo os efeitos tdxicos produzidos em animals,pe
la ingestao de algumas leguminosas. Assim, Osborne e Mendel,
1212, cbservaram gue ratos n3o cresciam quandc a fonte protéi
“a da dieta era derivada do feijfo "Kidney bean™ e que a in-
gest3o prolongada resultava em morte dos animais, A partir des
sa observagic, numeroscs pesgquisadores, como MeCollum e onl.,
1217, Johns e Finks, 1820, Everson e Heckert, 1344, Jaffé,
1950a~b, etc., fizeram observagbes similares para um grande
nimero de variedades de feijdes gque sdo botanicamente classi~
ficados como Phaseolus vulgaris.

Mesmo sendo conhecida hd muito tempo, somente na dé
cada de 1950 foram iniciados os estudos para elucidar a toxi-
dez das fito-hemaglutininas na alimentacio animal. Muitos ci-
entistas trabalharan e continuam pesquisando para esclarecer
até gue ponto a toxidez desses compostos & prejudicial na ali
mentagdo. Entretanto, as conclusbes ainda ndo sao definitiva-
mente coerentes e, as vezes, sAo atd contraditdrias. Entre os
clentistas mencionados, merecem Qegtaque Liener ¢ Pallansch,
1952, que foram os primeiros a isolar e purificar umé substan
cla toxica da soja, mostrando caracteristicas de forte inibi-
¢ac do crescimento quando injetada via intraperitonial & oa-

paz de matar os animais se sua proporgdio, em relacgdc & dieta,
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excedesse a 1%. Essa substineia era virtualmente livree de ati
vidade antitriptica e se caracterizava aiesn m&ﬁaada atividade
aglutinante in vitre dos gldbulos vermelhos do sangue de vaE~-
rias espécies de animais. Liener, 1953, estudou o efelito re-
tardatiric do crescimento de ratos e s tomidez das hemaglati-
ninas. Segundo ele, a toxidez da hemaglutinina da soja era se
melhante a de outras plantas. A dose letal para 50% dos ratos
em crescimento (Ldgy) era cerca de 50mg/kg de pesc vive de a-
nimal quando administrado via intraperitonial, mas ndo tinha
agao letal guando administrado via estomacal até o nivel de
S00my/kg de peso vivae 0 pesmo autoy observou ainda ser a he-
maglutinina responsdvel por mais ou menos 50% da inibicdo do
cresciments dos ratos alimentados com soja orua.

Liener, 1862, revisando os estudos até enti3o reali~
zados a respeito dos agentes téxicos das leguninosas . digcutin
o fato de gue o efeito, benéfico ou nao, do calor sobre o va-
lor nutritive das lsguminosas e a presenga ou nio de inibidor
da tripsina ndc revelam uma relagic totalmente Sbvia entre si,
conclusas gue foi reportada por Borchers e Ackerson, 1950, e
também por Jaféé, 1%50a. Essas observagoes discrepantes chama
ram a atencao para a possivel presenga de outros inibidores
do crescimento dos animais naz leguminosas cruas qué. seyriam
destruidos pelo calor. Issc parece ter sido a razio para os
estudos de Liener e Pallansch, 1952, Liener, 19%3, e de ou-

tros pesguisadores no gue se refere a toxiderz das hemagluting
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nas na alimentagdo.

Reforgando as cbservacdes até entlo  evidenciadas,
Rigas e Osgood, 1955, Jaffé e Gaede, 1959, e Honavar e col.,
1%62, usando preparactes purificadas de hemaglutinina de fei-
jao comum, mostraram um efeito marcadamente inibitdrio doores
cimento de ratoe. Jaffé, 1968, sugeriu gue a agdc da hemaglu-
tinina deve ser a de combinar-se com as cdlulas da parede in-
testinal e assim interferir com a absorcio dos nutrientes.

Honavar e col., 1962, cbservaram gue os feiijdes pre
tos eram muito tdéxicos no estado cru, causando a morte de to-
dos os ratos no periodo de uma semana. Duando autoclavados a
1219%C por 30 minutos, esses feijdes promoviam um crescimento
lente e, em alguns casos, perda de peso nog ratos. Esses auty
res observaram também gue outras espécies de leguminoszas
(Phaseolus aursus, Cajanus cqjan e Cicer arietinum), que nio
apresentavam atividade hemaglutinante, nac causaram morte dos
animais com a administracas de proteina crua na dieta, apre-
sentando um ganho de peso idéntico tanto para a dieta CLUR, OO
me para a avtoclavada apds maceragac. No mesmo astuaﬁ, ainda
fol observade que uma fracgao purificada contendo hemaglutini-
na e incorporads na dieta conm i0% de caseiﬁa inibiu o cresci-
mento dos ratos, menos severamente a do feiido ”Eiaak bean®
do gue a do feijdo "Kidney bean". O aumento deo nivel de hema-
glutinina na dieta até 1,5% para o"Eidney bean® causou a mer-

te dos animais no pericdo de uma semana, enguantoe gue para o
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feijao "Black bean” foi necessirio aumentar esse nivel para
4,6% para se obter o mesmo efeito. Quando a hemaglutinina adi
cionada na dieta fol agquecida en solugio agquosa atd a fervura
por 30 minutos, ndo exerceu efeito negative no crascimento des
ratos, mesmo a niveis superiores Squeles gque foram letais no
caso da proteina ndo aguecida. Importante também fol o fato
de que os feiijdes macerados antes da autoclavagem promoveram
um crescimento normal nos ratos, observacac ezsa que estd de
acordo com Jaffé, 1949b, e que denuncia gue na agua de macera
¢3c drenada saem elementos de baixo peso molecular, responsid-
vels por toxidez mesmo apds o cozimento, bem como pelo gosto
desagradivel no produto, aldm de evidenciar gque o calor dmido
deve ser mais eficiente na destruici3o dos agentes tdxicos.

De Muslenaere, 1965, constatou gqus a atividade hema
glutinante em algumas espécies de Phageolus vulgaria varioun
de 155,000 daid&ﬁ@s de hemaglutinina por grama {U.H./g9) para
o feijao "Natal Round Yellow" atd 3.200 U.B./g para o feiido
"Butter bean". A autoclavagem desses feijdes resultou, sem ex
cegae, em reducio dessa atividade hemaglutinante atd valores
despreziveis. De seu sstude Ficou evidenciado gue, enguanto a
toxidez intraperitonial sé existiu nas leguminosas com ativi-
dade hemaglutinante acima de 1.000 U.H./q, a h&ma§1atina§ég
nao fol necessariamente o fator regponsdvel., O feijlo  “Jack
Sword”™ {(Canavalia ensiformies) foi altamente téxico,embora sua

atividade de hemaglutinacio fosse de apenas 1.200 U.H./g, aoc
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passc gue o feijdo "Haricot bean® (Phassclius vulgarte}, COm
40,000 U.H./g, nao fol tdxico.

Jaffé, 1968, discutindo as propriedades das hemagly
tinininas das leguminosas, afirms gue umas SAc mais toxicas
do que as outras, dependendo da procedéncia =  especificidade
frente a difeventes tipos de sangue. iz ainda que a  toxidesz
das leguminosas cruas € devida, provavelmente, & agéa combing
da de varios fatores, o que ficou demonstrado por De Muelena-
ere, 1265, acima referido. Ainda em 1968, Jaffé e Lette veri-
ficaram gue extratos de feijao "Kidney bean® eram ativos guan
to & aglutinagdo de gldbulos de sangue de coglhos e  tdxicos
gruando adicionados na dists de ratos em crescimento, Dietas
preparadas com esse feijde ¢ suplementadas com metionina cau-
savam perda de peso £ morte dos ratos, mesms com ou sem  adie
gac de 10% de caseina previamente digerida por &cido ou enzi-
maticamente., Fol chservada a atividade aglutinante nas fezes
dos ratos alimentados com dietas contends feijao oru. A ativi
dade antitriptica, bem como antiamilfisica, fol alta em alguns
feijoes e ausente em outros, ndc apresentando, entretanto, re
lagac direta com a inibigho do crescimento. © baixo crescimen
to promovideo por feijdes livres de hemaglﬁtininas pode ser ex
plicado pela baixa digestibilidade e s presenca de | substég
cias inibidoras do aproveltamento das proteinas, diferentes
dos inibidores de proteases & de amilases.

Jaffé e Brucher, 1972, & Jaffé e col., 1972, usando
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gl&buiﬁs vermslhos de diferentes animais, distinguiram Ggua -
tro tipos de atividade hemaglutinante nos extratos de diferen
tes variedades de feijao: 1) agueles que aglutinam eritrdci-
tos de goelhos e eritrbeitos tripsinizados de bhovinos, denomi
nados de tipo A; 2} agueles gue aglutinam somente eritrdoites
de coelhos, denominados de tipo B; 3) os gue agiubinam somen-—
te eritrdcitos tripsinizados de bovinos, denominados de tipo
C: 4) os que n3c atuam scobre nenhum dos dols eritricitos, de-
neminados de tipo D. Esses guatro podem ser detectadoes com
sangue de hamster tratado com pronase. Os extratos dos tipos
& & C foram toxicos ao serem injetados em ratos. Os mesmos ay
tores também observaram que, ac serem aguecidos tais extzatas,'
a atividade hemaglutinante sobre os eritrdoitos de coelhos de
sapareceu mals rapldamente do gue scbre o¢s tripsinizados de
bovinos e que a agdo tdxica ainda permaneceu apds duas horas
de aguecimento a 859C., Os testes mostraram que ratos alimenta
dos com felijdes contendo hemaglutininas dos tipos A & C perdg
ram peso € morreram, enguanto gue agueles gue recebesram die-
tag com o8 tipos B e D nao apresentaram sinal de intoxicacao.
Nag fezes de todos os ratos fol encontrads hemsglutinina, e
gque os levou a concluir que a diferenga na toxidez ndc foi de
vida a uma diferenca da resisténcia 3 digestao.

Pusztai e col., 1875, isolaram e caracterizaram payx
cialmente alguns constituintes tdwices do feliio "Ridney bear”.
A extensao da toxidez das fracoes de feiijdc foi avaliada pela

perda de peso de ratos em crescimento, alimentados com ama
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dieta com 5% de caseina e 5% de proteina do feijBo ou em quan
tidades proporcionais das fragoes albumina & globulina dos
feijbes. Ambas as fragSes protficas, albumina (6,3% do total)
& globulina {11% do total), foram t8xicas. Os COmpostos de
baixo peso molecular apresentaram pouca diminuigdc no cresci-
mento dos ratos. O fracionamento por eletroforese de alta ol
tagen indicou gue a malor toxidez da frag%m albumina pode ser
devida & presenca de uma isvlectina. Outra similar,mas nio i-
déntica, poderia ser também a responsivel pela toxidez da fr§
gao globulina. Esses resultados tambénm demonstraram que aS
trés proteinas - glicoproteinas I e IT e o inibidor de tripsi
na , gue juntas perfazem 3/4 do total das proteinas - contri-
buem muito pouco para a toxidez do feijdo "Kidney bean”.
Pusztal e Palmer, 1977, purificaram por cromatogra—
fia de afinidade as lectinas de feijdo “Kidnev bean”™. © NbU
(Net Protein Utilization) em ratos alimentados com dieta con-
tendo 5% de caselna foi enormemente depreciado por essa prepa
ragdo de lectina purificada, Por outro lado, distas prepara-
das com proteinas de feijdo "Kidney bean®, livres de lectinas,
ndc foram tdxicas para os ratos, de onde se pode sugerir gue
o principio tdxico estd relacionado com as lectinas do feidiSo.
A despeito da toxidez que o feijdo possa encerrar,
Jaffé e col., 1972 e 1974, evidenciaram que o regente interes
s¢ pelo estudo de suvas fito-hemglutininas & devido 3 sua capa

cidade de estimularem culturas de tecidos linfaticos a degen-
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volver mitose. Isso tem proporcionado uma excelente ferramen-
ta para o estudo de uma lavga variedade de fendmenos bioldgi~
cos relacionados com esses problemas. Esseaz autores, usando
08 quantro tipos especificos de fito-hemaglutininas, A, B, C
e D, identificados por Jaffé e col., 1972, e Jaffé e Brucher,
1872, verificaram gue: 1} em todas as culturas de linfdcitos,
ds quais foram adicionados os extratos de feiijd3o dos tipos A
e C, houve 30 & 40% de transformacdes alongadas e 4 a 5% de
células com mitose; 2} nas culturas adicionadasdos tipos B e
D ndo houve mais do gue 3% de cdlulas alongadas, nio ocorren-
do mitogénese; 3} extratos desses quatro tipog de cultivares,
purificados em Biogel P-100 e submetidos a cromatografia em
DEAE-celulose, originaram dols picos, um eluido em pH 7:9{fra
gao a} e outro em pH 5,9 (fragio 8); 4) o pesc molecular, de
terminadc por filtragadc em gel, foi maior para a fragdo o do
gue para a B, isto &, 125.000 e 85.000, respectivamente, dife
rindo as duas também em relagdo & composigao em aghcares; %)
em todos o8 casos, a fragdc e apresentou maior atividade hema
glutinante do que a 8, sendo gque a espacificidade continuocu a
resma desde o extrato oru para as ambas fragbes « e 8; 6} as
fragdes o e 8, izmoladas dos feijdes dos tipos ﬁ.e D, tiveram
uma agé& mitogénica minima, ac passo que as de A e C foram i
togénicas, sendo essa acBo sempre maior em o &0 gue em #:  7)
os tipos mais mitogénicos foram também os mais tdxicos.

Em trabalho anteriocr ao de Jaffé e col., 1972, aci~
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ma referido, Rivera e Mueller, 1966, observaram gue as  fito-
hemaglutininas de Phaseclus vulgaris podem ﬁstimuiar 0 cresci
mento ¢ mitose de linféeitos, conforme 4& havia sido observa-
do por outros pesquisadores. Elas agiuvtinam leucdeitos, hem
como gldbulos vermelhos, sendo que a atividade mitogénica de-
cresce quando as leuco-aglutininas sdo removidas por absorcgio,
Esse trabalho evidencia, pelo menos, trés atividades gdistin-
tas das fito-hemaglutininas gue afetam o8 linfdcitos: 1} uma
leuco~aglutinina; 2) um fator que induz a replicaciio do  DNA
{fator mitogénico) e 3) um fator gue induz 4 sintese do RNA.
Nenhum desses trés fatores foi isolado na forma  purificada,
tendo sido suas atividades heterogéneas em relacac & distri-
buigao das proteinas durante o fracionamento. As observacdes
desse trabalhe levam a crer gue os principios ativos estic em
varias proteinas similares com um peso melecular ao redor
de 100.000. Engajados nessa linha de pesguisa, Brucher e GG,
1969, detectarsm atividade de Ffito-hemaglutininas em axtratos
de algumas variedades de feiides silvestres, com especificida
de semelbante & dos felides comuns e induzindo a mitose em
1infdeitos humanos,

Nos estudos referentes 8s hemaglutininas das legumni
nosas, a maioria dog pesguisadores svidencia gue sua &tiviﬁaw
de & rapidamente destruida pelo calor imido.

Em trabalhos de revisio, Sharon e Lis, 1972, &

Liener, 1966 e 1976, relatam gue, embora grande progressn te~
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nha sido feito no estudo das lectinas, um grands nimero de
questdes a respeite de suas propriedades, usos e fungoes pers
manece sem respostags. Seu significado nutricional estd ainda
longe de ser perfeitamente entendido. Embora as propriedades
fisico~guimicas e bioldgicas do fator antitripaina ¢ hemaglu-
tinina sedam diferentes, haseando-se no estudo do  isclamento
e purificagac, essas substincias mostram um efeito comum:o de
diminuir o crescimento de animals jovens, mostrando gue SO
capazes de influenciar na digestac e na utilizacio metabdlica
dos nutrientes. Acredita-se gue, nesse caso, as fito-hemaglu-
tininas exercem um efeito ndc-seletivo adverso na absorcgio de
nutrientes ao nivel intestinal, refletindo indiretamente so-
bre a digestibilidade das proteinas. A coexisténeia dessas e
de outras substd3ncias, todas com o mesmo efeito, mesmo com a-
goes bioldgicas diferentes, sugere que o mecanismo do retarda
mento 4o crescimento deve ser uma interaclc bem complexa. Pa-
rece claro que a inibicgao do crescimento deve ser resultad da
agac combinada de um certo niimerc de efeitos in&iviﬁuais.ﬁea&
mente, o3 conheclimentos acumulados durante as ditimas décadas,
egpecialmente agqueles mais recentes, tém demonstrade que as
fito-hemaglutininas, particularmente as encontradas em plan-
tas do género Phaseolus vulgaris, representam importante fa-
tor negativoe no valor nutricional dessas leguminosas.

De todos os estudos realizados, evidenciou-se sem~

pre a agao tdrica das hemaglutininas das leguminosas  guando
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ministradas a animais experimentais, sugerindo também sus im-
porténcia no campo da nutrigdo humana.

Ainda existem outros elementos antinutricionais nos
feijdes, menos conhecidos, entretants nio mencs importantes e
gue necessitam de futuras investigagdes, entre os quais os a-

gentes bocigenos e os de flatuldneia.

Agentes bocigenos

Segunde Liener, 1962, parece ter sido HeCarrison,
1933, o primeirc a mencionar o efeito golterogénico am ani-
mais alimentados com leguminosas, especificamente com soja.ks
sa observagao fol confirmada desde entio pOr TUMEroscs pesgul
sadores. Esse efeito & representado pela hipertrefia da tirdi
de, devida i sus incapacidade de sintetizar o hormdnio tif&xi
na por falta de iodo na dieta ou pela presenca de alogum Bgen-
te inibidor de sua assimilagldo pela glindula.

A presenga desses agentes goitercogénicos em Phaseo~
ius vulgaris fol referida pela primeira wvez por Gree e Ashwood,
1948, gue estudaram a inibigdo da assimilacioc de iodo radiati
voe pela tirSide humana.

Jaffe, 1961, baseado nos relatoz de vesguisadores
gue observaram ums grande perda de tiroxina nas fezes de ra-
tos alimentados com soja crua, sugeriu que o principio tdxico
do Phaseolus vulgaris poderia ter uma interferéncia com a ab-

sorgac dos nutrientes pela mucosa intestinal. Essa perda foi
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atribulda ao fato de a reabsorcic da tiroxina no intestino,on
de fol excretada pela bilis, ter sido inibida na presenga de
algum fator existente naé leguminosas.

Liener, 1966, referiu-se a produtos de soja gue,nio
tendo sofrideo tratamento térmico adequado, produziram wm mapr-
cado aumento da gl@ndula tirdide (papeira} em ratos e pintos.
Esse efeito maléfico pode ser eliminado pela suplementacac oo
iodo ou pela aplicagao de tratamento térmico aos produtos de
soja gque fazem parte da dieta,

Smith e Cirele, 1972, ac se referivem 3 falta de io
do como principal causa do bécio provocado pela ingestio de
soda nio tratada convenientemente, citam gque Bloch e col., 198),
opinarvam que a soja ¢rua continha o agente bocigeno, gue deve
ria ser removido ou destruide durante © processamente. A adi-
z&o de 160mg de iodo na forma de KI em 1009 de dieta faz com
que & hipertrofia da tirdide desapareca.

Futuras investigagtes no sentido de isolar este a-
gente de leguminosas responsdvel pelo efeitos boclgenos na £i
siologia humena e animal ainda se fazem necessdrias, para seg

melhor conhecimento ¢ caraterizacio.

Fatores de flatuldnoia

Uma revisao da literatura mostra que a flatuldneia
pode ser devida a uma série de causas. De gualguer maneirsa,

existe pouca informagao avalidvel para justificar a larga va-
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riagac na concentragao de didwide de carbono no processo de
flatuléncia. © total de CO2. em amostras de flaetus, tem apre-
sentado variacao de 1 até 60%.

A flatuléncia, que & o aclimulo de gases no trato in
testinal, representa um inconvenients gque acompanha a inges-~
tac de feiides, causando nduseas, diarréias e Jdesconfortivel
sensagac de estufamento e rufdo intestinais, por vezes doloyi
da. Essa caracteristica desencoraja um malor consumo desgsas le
guminosas de baixo custo e ricas em proteinas.

O mecanismo da produgao de gases no intestino tam
side objeto de muitas especulacdes. Richards e col., 1968, i
tam gque a mailoria das informacdes datam de Kantor, 1918, atd
trabalhos mais recentes, gue sugerem gue a associagaoc entre
dietas com feijoes e produclo de gis intestinal & devida &
fermentacao bacteriana. Apds a ingestiio de feijdo, os gases
produzidos sac principalmente COzy Hz & Hy, o que leva a grer
'que o maior fator pode ser a secrecdc intestinal, particular-
mente as secregdes pancredticas, Esses autores, estudande 8
relagdo entre substratos de feijdes e certas bactdrias intes—
tinals produtoras de gases, conclulram: 1} testes <n vitre o
in vive mostraram gque certas bactérias anaerdbicas no intesti
no grossoe & delgado estac intimamente relacionadas com a PEO-
dugcao de gases na praesenga de produtos contende feijdo "Navy
bean™ e soja; 2) os gases produzidos <n vitrso contdm alto teor

de CO2 e Hz, levando a orer gue a producdo de gis estd rela-



35

cionada com a fermentacio por bactérias do tipo Clostridium;
3} a produgac de gases por feljbes foi completamente inibida
com antibidticos ou agentes bacteriostaticos; 4) as investiga
¢oes sugerem que hid bactérias anaerdbicas no intestinc, espe-
cificamente assocladas com a formacac de gases na presenca de
produtos contendo feiilo,

Rockland & col,, 1961, verificaram que feiides em
geral contém um fator ndo identificado que estimula um ripido
crescimento e producgdo de gases por Clestridium perfringene 1~ 5
po A, gue pode ser o indutor da flatuldncia guande da  inges~
t&o de feijoes. A produgio de gases e o crescimento de Clog-
tridium perfringens foram inibidos por antibidticos.

Kakade e Borchexs, 1967, estudando a eficiéncia da
produgdo de gases em ratos alimentados com felido "Navy bean”
cru e cozido, com e sem antibidtico, concluiram: 1) o© feidan
cru produziv de 4 a 6 vezes mals gases do gque a caselina, en-
guante o cru produziu apenas de 1 a Z vezes nais; 21 a a§i§§9
de antibidtico na dieta com felijao cru reduziu significante~
mente a producac de gases nos ratos adaptados & ragdo, nao a-
presentando efelto nes ratos nao adaptados.

Hedin e Adacghi, 1862, investigaram o afeitq do tipo
de dieta e tempo de ingestac na grwﬁug%& de gases intestinais
em ratos. A dista com caseina produziu relativamente POUCOS
gases. Com feijdc vermelho, a produgdo de COz2 e Hy e o volume

total de gases produzidos aumentaram. Do segundo até o décimo
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primeiro dia, houve um gradual decrfscimo na produgio de  hiw
drogénioc, enguanto a percentagem de (02 aumentou ate 90%, marn
tendo~se constante o volume total. O pico difric da produgio
de gases intestinals ocorreu aproximadamente guatroe horas a-
pés a ingestdo da dieta.

Steggerda e Dimndck, 1966, estudaram o efeito e
dietas de feijac na concentragio de CO2 nos gases da flatulén
wia. Eles mostraram gue a alta concentracio de €Oz correlacie
nava~se com o consumo de felido e ndo com outras causas sus-
peitas de serem responsdvels por esse problema. O principal
gés produzido no aumento da flatuléneia foi 002, havendos uma
relagi@o direta entre o seu volume e o de feiido consumido em
guase todas as amostras. Hem ¢ alts conteldo de fibras dos
feijdes, nem a mudanga da estrutura dos mesmos pela homogened
zagao, alterara, o mecanismo de produgdc de flatuléncia.

Hellendoorn, 1969, observandc o comportamento intes
tinal apds a ingestao de feiijdes, conclui gue: 1) os ratos a-
presentavan grande formacaso de gases intestinais, o gque naEs
desaparsceun totalmente mesmo apds autoclavagem ou extracado do
feijao com 3lcool; 2) os resultados em humanos foram semelhan
tes, sendo a flatuléncia causads pelos cotilédones e ndo pela
cagsca do feijdo:; 3) a digestibilidade in vitro do amido da
feijoes fol menor nagueles mal-cozidos. Esge autor enfatizoun
a importéncia da descoberta de Murphy, 1963 e 1964, de que o

principioc ativo da flatuléncia tem baixo peso molecular, sen-
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do termoestivel e podende ser extraldo de feiides cozidos
a 60%.

Mesmo com todos os estudos com felides efeuados até
o momento, o fator responszdvel pela indugic da flatuléncia ni
fol estabelecido, necessitande de futuras investigagdes, dada

a importincia de se elinminar tal fator tao depreciativo.

Composicao ¢ valor nutrigional

Composicio das fragoes protéicas

as proteinas do feiido foram objeto de muitas inves
tigagoes desde os estudos de Osborne, 18%4, que,segundo Jaffe
¢ Haning, 1965, foram os primeiros a relatar gue a majoria
das proteinas extralveis eram giébalinaa, fato comprovado lar
gamente pelos pesguisadores subsegfientes,

Lantz e col., 1958, estudando feijtes mexicanus, ob
servaram gque a localizagio e ano da cultura exerciam efeito
altamente significante sobre as proteinas e amincdcidos. A va
riacdo protéica em funcao da localizagac chegou a 50%, COME
no feijfo "Michelite” {P. vulgaris}, que variocu de 23,8 até
34,4%.

Tant & Talaiani, 1969, estudande 1% leguminosas
silvestres, encontraram uma variacio protéica de 18 a 47% pa~
ra a Glyeine hispida, possibilitande a sua inclusao na dieta

animal. De trés Phaseclus vulgaris analisados - Pink rajmah,
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Red xajmah e Bakla - este {ltimo apresentou 35,1% de protei-
nas. Com sucessivas extragdes da farinha desses feijtes com
dgua e NaCl, foi possivel recuperar de 74 a 82% do nitrooénio
provenientes de albuminas, globulinas & nitrogénio nao-protéi
co, principalmente. A prolamina representou a menor fragao,de
1 & 3%, enquante © nitrogénic nao-protéico foi de 10 a 15%.No
residuo permaneceram 4 a 9% das proteinas {glutelina).

Satterles e col., 1375, estudaram azm propriedades
funcionalis do feijdo "Great northern” (P. wvulgardis), conseguin
do isolar um ooncentrado protéico com 35% de albuminas e 65%
de globulinas, representandc uma relagaoc 1:1,85, respectiva-
mente, usando extragles com solugao a 2% de NaCl. As albuminas
apresentaram boa capacidads de emu%aifiﬁaQEQg com pouna esta-
bilidade, ocorrendo o contraric com as globulinas.

Sun e Hall, 197%, isclaram do feidzo "Franch bean”
(P, vulgaris} duas fracgoes globulinicas, as guals chamaram de
Gl & G2. O ponto isoelétrico da fragac 61 foi na faixa de pH
4,4 a 5,6, enquanto que o da fragao G2 foi pH 3,7. Por outro
lado, Ishino e Qrtega, 1375, encontraram gue a giobulina do
feijdo "Black mecentral™ (F. vulgaris), gue representa 75% do
total das proteinas, contém guatro componentes, gue foram de~
signados por a, 8, & € &, de acordo com a ordem éeér&scente
de mobilidade eletroforética, contribuindo respectivamente com .
50, 1%, 10 e 12% da globulina. O componente g apresentou peso

molecular de 170.000 e coeficiente de sedimentagdo de 7,45.Es
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se componente era uma glicoproteina com 4,95% de manose = 1,198
de glicosaminag e deficiente em aminoicidos sulfurados.

8ilva e ZTachan, 1975%a, realizaram estudos em 17 va-
riedades brasileiras de feijao, encontrando uma variagioc pro-
téica de 22,1 até 31,6%. A maior fracac obtida compunha-se de
aibuminas mais globulinas, soliveis em solugac a 1% de NaCl,
Usande-se filtragac em Sephadex G-100 foi possivel isolar gua
tra fragoes albuminicas e duas globulinicas.

Jaffé e Haning, 1963, trabalbande com ¢ feijdo pre-
to "Kidney bean”, conseguiram separar com sulifato de amdnio e
eletroforese duas fragtes globulinicas soliveis em sal e nove
fragdes albuminicas solivels em agua. Extracdo similar de va-
riedades de feijoes vermelhos e brancos (P, vulgarisl desen-
volveu padrdes bem diferentes.

Seidl e col., 1969, cobservaram que uma fragao globu
1inica isclada de feiijdes pretos {P. vulgaris) era resistente
& hidxdlise pox pegsina, tripeina, guimotripsina, papaina, £i
cina, ureina & subtilisina, resisténcia essa gue apresentou pe
melhoria apds desnaturacio da globulina pelo calor ou uréia.
A atividads -dag sete proteases citadas sobre seus respectli-
vos substratos foi inibida pela globulina.

Vaitraub e col., 1976, descreveram astu&ea.sabxﬁ a
digestibilidede in vitro da tripsina e guimotripsina em pro-
teinas de 13 espécies de leguminosas. Has proteinas das espé-

gles Viefa fol marcadamente superior 3 das proteinas das es-
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pécies Phaseolus. Em guatro espéoies de Phaseolus de origen
noxte-americana (F. wvulgaris, P. acutifolius, P. multiflorus,
F. lunatus} apresentou~se muito baixa. Agentss desnaturantes

aumentaram a protedlise scobre essas proteinas.

Metionina e valor nutricional

As legurinosas em geral, incluindo as da espécie
Phaseolus wulgaris, sa0 gracs rices em proteinas. Contudo, ra
ras sHEo as espécies que ndo sidc pobres nutricionalmente, ne-
cessitande de tratamento térmico para eliminar agentes antinu
tricionais & adigao de um ou mals amincdcidos essenciais. Nu-
merosos pesquisadores tém demonstradc serem os amincfcidos sul
furados os mals limitantes, guando comparados com as exigén-
cias da FAQ/WHO, 1965. Mesmo sendo importante na dieta dos in
diancs, latino-americanos e africanos, chegando a suprir de
20 a 30% das proteinas da dieta na Amdrics Central, as pesgul
sas sobre seu uso € valor nutriciconal t8m sido n&giicangiaﬁas,
Sendo baixo o nivel de aminaéci&ms sulfurados nos feiifes, os
mMesSmOS nNA0 se prestam para © preparce de dietas proté@icas  ba-
lanceadas. Entretanto, como sac ricos em lisina, podem ser um
bom complemento para os cereails, como arrcoz, milho e outros,
deficientes nesse amincdcido essencial.

Embora, segundo Swendseld e col., 1970, citado poy
Kelly, 1971, os requisitos especificos de metionina e ciste]

na para humanos nac tenham sido estabelecidos, uma dieta com
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a totalidade das proteinss provenientes de feiides sers, segy
ramente, deficiente. Tendo em conta & importincia dos feijdes
na alimentagac de muitos povos, fica denotada a necessidade de
se melhorar o seu valor nutricional, seda pov meihoramantos
genéticos, corregao dos amincdcidos deficientes ou pela  com-
plementagac com oubros alimentos. Jaffd, 1950c, publicow  im-
portante trabalbo sobre uma série de feijdes venezuelanos gue
apresentava deficiéncia do aminodcido essencial metionina. Se
gundo Xelly, 1871, os estudos gue evidenclaram a necessidade
de suplemsntagac dos aminodcidos sulfurados em Feiifes tive-
ram inicio na d8cada de 1950, embora tais estudos com  oukras
leguminosas datem de &pocas bem anteriores.

Tandon ¢ col., 1957, mostraram gve a metionina foi
surpreendentemente limitante em 25 variedades de feiibes {P.
vulgaris) da Amrica Central, enguanto gue a lisipa fol  sem
pre alta. A concentracao de proteina das amostras analisadas
variou de 20,1 a 27,9%, com uma média de 24,1%. B composicgao
dos aminohcidos metionina, triptofanic e lisina, em g/lég N ,
foi €,80 a 1,39 (média de 1,17}, 0,56 z 0,94 (média de 0,6B8le
7,22 a %,22 (meédia de B8,46), respectivamente.

Bressanl e col., 1961, investigando a composigdo em
aminofeidos esssnciails em variedades de feiides da GCuatemala,
conciuiram gue metionina e cistelna foram oz malsg Iimitantes,
ficando em sequndo e terceirc lugares a leucina e triptofinia

respectivamente. Todas as amostras acalisadas continham alito
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teor de lisina, fazendo dos feijSes uma boa fonte desse aming
dcido essencial. Tambénm chegaram a conclusfes semelhantes Mo-
rags @ Angeluccl, 1971, gue estudarawm 12 variedades de feiido
(P, vulgaris} cultivadas no Brasil, bem como Baldi e Salami-
ni, 1973, gue estudaram = variacio de aminofcidos esssenclals
em 22 espécies de Phaseolus. Esses autores encontraram uma va
riacao de metionina mais cisteina de 0,7 a 1,569/1l6g N e 1,51
a 3,8q/15g N, respectivamente, valores inferiores aos TRCOmen
dados pelo padrac FAG/GS.

Jaffé e Brucher, 1974, estudando 100 linhagens pu-
ras de felijtes quanto ao teor de proteinas & amincicidos sul-
furados, encontraram: 1} o valor médio pars proteinas foi de
22,7%; 2} os valores médics para metionina e cisteina, em g/
log N, foram respectivamente 1,12 ¢ 0,98, confirmando serem
esses 08 anincdcidos limitantes. Esses resultados confirmam e
ampliam as cobservacgoes de Kelly, 1971, gue encontrou evidén~-
cias da existéncia de fatores genditicos gue determinam o ni-
vel de metionina em feiides. Kelly estudon a variagdo gendti-
ca da metionina de feijdes pultivadeos nos Estados Unidos, oo
cluindo gue: 1) de 3.600 cultivares e linhagens analisadas, a
penas 82 tiveram mais de 33% de metionina microbiclogicamente
disponivel; 2) cos niveis de metionina foram mais altos nas 1i
nhagens cruzadas Jdo gue nas puras, levando a crer na possibie
lidade de se podeyr selecionar linbagens com maiory teoy de me-

tioninag.



&3

Fatos alimentados com dieta oonvendo feljfio autocla
vade como fonte de protelnas tiveram wm FEgUeng  crescinenio,
mas guando a mesma fol suplementads cowm meticming  apresentog
regultados compavivels con a caselina, concluosfes a gue chegea-
ram Brassani e ool,, 1883, Kakade e Evans, 1265 o Evans &
Bandemer . 1967. Egses pesgulsadorss verificaram goe ratos all
sentados com dieta de felifo orw, com ou sem suplemsniacio de
metionina, morrerar em sencs de 14 dles. A Moestibiiideds das
proteinas nio melhorou com a sua adicho ou de outros aminciel
dos, smbora o valor bloldgico o amwments de peso benhawm melho-
rade significativanente com a adigac de apspas §,2% de metio-
nina no feijzo autoclavado.

Fakade & ool., 196%, observaram mue a indiaspenibili
dade da cistelina do inibidor da tripsins fol um fator gus cog
tribuiv para ¢ baike valoy nutritive do feldiio “Havy bean®. A
resisténcia do inibidor da tripsina deste feiddc so @tagaé de
ernzinas digestivas parveos ser o wmaio fator snwolvide na balws
digponibilidade da cisteina pare o crescimentoe de pintos, Isso
& importante porges o teor de olszteinz no inibidor de tyipsi-
na dessa variedade de feldjac chegs a 15,54/ 10y ¥, enguanto ns
amostra integral & de apenas 1,.0g/16g B, Zssin, ele zoendus &
defivifneia de cistelna, em virtede de seu coultebdo ﬁﬁ&pmﬁ}mg
gional, nao podends o animzl usd-izx pars ag %uas neepszidades
de orasgimento. B cambém possivel gue, ach oertas condigoes,

pasa deficifncla povss ser intensificeds pela bhabilidade o
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inibidor da tripsina de inpedir a protedlise da dleta e, as-
sim, astimalar a Qraéngéﬂ de enzimas pancredticas, excretadas
pelas fezes, causando uma perda de cisteina de origem endfge-
W

Evans ¢ col., 1974, tentaram explicar as razoes da
baixa utilizagdo de wetionina e de cisteina das proteinas des
feiites ¢ da soia, mesmo com tratamento tdymico adequado. Ra-
tos jovens foram alimentados com dieta contendo 10% de prateg
nas de feiilao ou de soja, com ou sem 5ﬁpl@mﬁnta§§a de metioni
na. O crescimento maximo de mals altos valores de PER foram
obtidos guando a proteina da dieta de feiddo continha 3,3% de
metionina mals cisteina e, para a sciz guando esse valor foi
de 2,6%. Isso indica gue a metionina mais a cisteina nos fei-
i0es san menos utilizdvels pelos ratos ém cresoimento do  gue
na soja. Aproximadamente 49% da metionina e 25% da - eistelna
contidas nos felides foram excretadas nas feres com & yratai
na nao digeria, valores que para 2 soja foram de 26 e 1l%,res
pectivanente. Somente cerca de 1% Jda metiondna e 2 a 9% da
cisteina foram exoretadas na urina. ¢ total de metionina &
cisteina na proteina ndc digerida, concorre para a m3 ubiliza
céo desses amincdcidos.

& despsito de serenm daficiénieg em metionina, a mes
ma nio estd totalmente disponivel nos feijfes e ainda hi per-
das durante o processamento térmico. Shemar e Perking, 1975,

verificaram que a metionina adicionada 3 proteina de soia e
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fervida em Agua por 30 minutos foi destruida em condicdes ae~
rébicas. Parte da metionina adicionada foi degradada para g~
metilmercaptopropionato {(metional). Os experimentos mostraram
gque na proteina 38 qual sla ndo fol adicionada também houve u-
ma redugdc de 30% em seu tecr, pela formacdo de metional.Quan
dc se procedeu ao aguecimento sob vicuo, as perdas foram meno
res.

Pant e Taléiani, 1969, estudando as protelnas de va
riedades de feijdes silvestres, observaram gue a fragdo globu
lina representa boa fonte protéica sob ¢ aspecto nutricional,
desde gue seja suplmentada com metionina, seu aminodcide es-
gsencial mais limitante, Citam ainda gue a albumina & semelhan
te nutricionalmente & globulina, mas que sua extracio naoc & e
condmica, por representar apenas 7% do total das proteinas 2X
traidas. Os testes de PER com a fragao glebulina autoclavada,
deram valores de 2,1 para o feijao "Red raimah”, 1,3 para o©
“pink rajmah" e perds de peso para o Ffeijdo "Bakla®.

Antunes e Markakis, 1977, mostraram gue a protelna
do feiidc "Navy bean”, deficiente em aninofcidos sulfurados ,
pode ser largamente melhorada gquando misturada com castanhas-
do-Pard {Bertholletia exceleq} do Brasil, gque sio excepcoional
mente ricas em metionina, com 6,18g/1l6g N. Dietas com esse
feiijzo, moido e autoclavado por 10 minutos a 1219C, deram um
PER de 1,53 gquando comparados com 2,5 para a cageina, enguan-
to gue aguelas com proteinas de feijao e castanhas nas propor

coes de 80:20, 90:10 e 95:5 forneceram valores de PER de 2,42,
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2,16 e 1,95, respectivamente, com um total de 10% de protelnas

Alteractes das propriedades originails de feidao com

o tempo € condigles de armazenamento

Mesmo sendo os felijdes importantes fontes de px{:}t&§
nag, com custo menor do que a proteina animaig seu baixc con~
suno per capita nes Estados Unidos continua decrescendo. Isso
& atribuildo ao longo tempo requerido para sua cocgao. O adven
to dos produtos pré-cozidos ou dos alimentos de cozimento ri-
pido tem tornado o problema do dificil cozimento dos feiijdes
um importante desafio a ser resolvido. Provavelmente, por ser
o feijdo um dos alimentos wais estaveis, poucos sdo os traba-
ithos sobre a gualidade em funcdo do axmazenamﬁnta,Eﬂtratante;
& do conhecimente geral gue, guante malor o tempo de armazen-
namento, maior serd o tempo necessdric para o cozimento.

Norris e Wood, 1356, verificaram gue a umidade do
grac & dos mais importantes fatores na conservagfo da qualida
de dos feijdes. Nas suas cbservagbes, relataram gue a umidade
acima de 13% fol altamente prejudicial , promovendo deteriorg
g&a rapida, enguanto gue abaixo de 10% e armazenamento a 259
nac promoveram aprecifvel perda de qualidade, mesmo por um pe
ricdo prolongado.

Muneta, 19%64, estocou guatro espécies de Fhaseolus
vrlgarie e outras leguminosas em armazéns de metal galvaniza~

do & a temperatura ambiente, variando de 20 a 3709C.0 tempo de
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armazenamento fol de 18 meses, por ser esse um pericde maior
do gque o normalmente utilizade para um feijdo comercidivel. Eg
se autor destacou como principais observactes: 1) o tempo de
cozimento variou mulito para uma mesma varisdade guando planta
da em locals diferentes; 2} importante fator no aumento do
tempo de cocgao fol umidade de armazenamento, sempre - maior
guanto maior o teor de umidade do feijao: 3) & possivel que a
oxidagao e peolimerizacio dos lipidios causem mudancas na per-
meabilidade dos tecidos do gr8o, o gue por sua vezr afeta o
tempo de CoOCQac.

Suspeitando da possivel correlacde entre o tempo de
cozimento e a composicio lipidica, Takayama & col.,1965, estu
daram gquatro espécies de Phaseolus vulgaris = cutras legquming
sas, tendo side todas as amostras plantadas em duas localida-
des diferentes. Esses pesquisadores verificaram gue n2o houve
correlacac significativa entre trigliceridecs, fosfatideos ou
lipidios totais e o tempo de coocdo dos feijdes. Preocupados
com ¢ mesmo problema , Burr e col., 1968, sstudaram o efeito
da umidade, temperatura e tempo de armazenamentc no cozimento.
Dessa pesguisa, os autorses conclulram que qualguer aosmento na
wnidade {acima de 10%), na temperatura e no tempo de armazena
mento contribul acentuadamente para piorar as gualidades de:
cozimento dos felijdes. Um feijdo "Pinto bean®, armazenadso por
7 meses a 329C, teve seu tempo de cocgac aumentado 14 vezes ,

passande de 24 para 340 minutos. O aumento do tempo de AXTAZE
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nagem yesultou em aumentce do tempo de cocgac. Com umidade a-
haixo de 10% e temperaturs de BY9C,nidc houve aumento significa
tivo no tempo de cocgdo guando o feijao fol armazenado por
dois anocs.

Kon, 1968, de posse dos resultados referentes ds al
teragtes nos feijdes armazenados, mencionadas por varios auto
res, espscialmente por Burr & col., 1968, procurcu verificar
se a interferéncia no tempe de cozimento dos Feijdes estoca-
dos com alta umidade e temperatura era devids a mudangas nas
substdncias pécticas. Ele verificou gue o feljao *Sanilac
bean” cultivade no estado de Michigan, sstocado por 4 anos a
320C com 8,1 e 13,33 de umidade, necessitou respectivamente de
29 e 210 minutos para a cocgdo, nac havendo entretanto altera
gao significativa no teor das substincias pécticas.Issc leva
a crer nac ser esta a responsivel por tal alteragao.

Rockland e Metzler, 1967, desenvolveram um Processo
ripido de cozimento de feijfes cultivados nos Estados Unidos
com grande variacdo nas caracteristicas de cocgac. O método
congiste, fundamentalmente, em submeter o feijdo a um  vouo
intermitente por 30 a 60 minutos, em solugdc de sal contendo
NaCl, Na3zPO4, NaHCO3 e MNa,C03, deixando-o a seguir por mais
& horas nessa solugac, gquando & lavado e secado. O seu tempo
de cozimento varion de 25 a 35 minutos, sendo bem maior antes
desse bratamento. O feiijlo tratade, com uma umidade de 8,5 a
9,5%, pode ser armazenado por 6 meses sem haver perda nas suas

gualidades de coogao.
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Molina e col., 1976, agueceram feiildo preto em
gracs por Z, 5 e 10 minutos, a 121°9C, e 10, 20 e 30 minutos,
sob vapor a 380C. Esses antores verificaram gue tais tratamen
tos nao afetaram a aparéncia fisica, mas diminuiram significan
temente o desenvolvimento do fendmeno de endurecimento dos
gracs estocados a 259°C e 70% de umidade relativa, por 9 meses,
2pds esse tempe, naoc houve diferenca significativa entre a dy
reza ao cozimento dos feijoes tratados e do controle armazena
do a 49C.

Molinag e col., 1974, estudaram a interrelagao entre
¢ tempo de maceragado, tempoe de cocgdo e valor nutritive  das
proteinas do feiijdo prete {(Phaseolus vulgaris}, variedade
5-19-8 da Guatemala, em fungdo do tempo e das condigdes de ar
mazenamento que foram: a} 3 meses a temperatura de Z2-3250C e
£0-70% de umidade relativa e bl 6 meses a 21° e 77% de umida-
de relativa. Nesses experimentos fol dada é€nfase ds seguintes
obgervacoes: 1} houve um aumento no tempo de cocgdo sm  auto-
clave a 1219C de 10 minutos para o feiido recém~colhido para
20 2 30 minutos no final do armazenamento, em ambas as condi-
poes acima referidas: 2) a estocagem fol prejudicial so wvalor
biolbgico das proteinas do feiijao submetido a gualguer trata
merto estudado; 3} a solubilidade das protelinas foi afetada
pelo pericde de armazenamento para todos os solventes usados:
4} houve um aumento na metionina e lisirna durante os 6 meses

de armazenamento, para ¢ gue nao houve nenhuma explicacio.
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ﬁé todos oz estudos realizados com o cbijetive de e-
lucidar as alterag¢oes ocorridas nos feiides armazenados, sao
poucas as explicacles para os fendmenos coorridos na deprecia
¢ac das caracteristicas de cocglo = do valor nutriciocnal. Fa-
ce a isso, fica evidenciada a necessidade de maiores pesqgui-

sas para explicar essas mudangas.
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MATERIAL B METODOS

Material
Material ntilizado no preparo das anostras

O material usado para os estudos foi o feijao da va
riedade Rosinha G2, safras de 1976 e 1977, fornecido pela
Secac de Leguminosas do Instituto Agrondmico de Campinas, Sao
Paunlo.

Foram feltos estudos no feidio integral, cru e cosi
do, sob varias condigoes, no feijao estocado por tempos varid
veis e em diferentes condicoes de umidade relativa do ar e de
tempevatura, no feijdo macerado em solugac de metionina e tam

bém em fracoes isoladas do feijao integral.

Ingredientes (nutrientes) para og ensaios bioldgicos

Utilizaram~se produtos comercials técnicos ou farme
gduticos, com excecdc dos sals minerals quimicamente purcs e
de diversas procedéncias, a saber: caseina livre de vitaminas
(Difco), caseina comercial (Indlistria e Coméreio de  Laticl-
nics TACRICY Ltda.), amido de milho grau alimenticio (Refina-
gGes de Milho Brasil), Bleo ds 5§ja comercial {Primnf}g SaTa~
rose (Aglcar Hefina&é Unido), vitaminas grau - farmacéutico

{(Merck}, metionina e cisteina {Sigma e Carlc Erxbal.
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Reagentes para as andlises guimicas & bioguimicas

Os reatlvos utilizados para ag andlises guimicas fo
ram todes de graun analitico e de diversas procedéncias Merck,
Baker, Sigma, Bcibra, Carle Erba, etc.). Para as anidlises bio
gquimicas, as enzimas foram protease de Streptomyces grisaus
(Sigmal, guimotripsina d¢ pincreas bovine {Calbiochem}, pan-
creatina de péncreas de porco (BDH-~Biochemicals), tripsina de

pancreas bovinge {(Sigma) e pepsina,

Gpayelhos € sguipanentos

Ka execugdo das andlises gulmicas, bioguimicas, fi-
sicas e nos ensalos bioldgicos, além da vidraria, aparelhos e
utensilios indispensivels de laboratdrio, utilizaram-se os sg
guintes squipamentos ¢ aparvelhos especificos:
-~ Analisador de andncicidos DBeckmen, Modelo 120C;
- Liofilizedor Virtig, Modelo 10-14% MRE-BA; |
- Centrifuga refrigerada Sorvall, Modelo RCZ-B;
-~ Freazer Revoeo, Modelo ULT-1250-B~3;
- Butoclave Inferco, Sterii-Matic:
~ CAmara com temperatura ¢ umidade relativa controladas;
- Shaker com temperaturs conirolads:
- Espectrofoidmetyro Perkin~Elmer, Modelo 402;
~ Potencidmetro Corning, Mdslo Digital 110;
-~ Moinho de wartelo, Lab. Pulverizing Mill 582624;
~ Ingtron, Modelo & 10200

- Gaiclag de tela ¢ chapas galvanizadas para ratos.
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Animais utilizados nos ensaics bioldgicos

Utilizaram~se ratos brancos recém-desmamados, de am
bos os sexos, da linhagem "Wistar™, com 21 a 25 dias de idade
(30~4%g) no infclo dos ensaios, provenientes do Biotério da

Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto, 8Sao Paulo.

MEtodos

Praparo das amostras no laboratdric

Farinha integral

0 feijae em grac, com cerca de 10% de umidade, fol

molide até granulometria de 70 mesh, em moinho de martels.

Farinha descorticads

o feitde fol macerade em fgua por 12 horas a tempe-
ratura ambiente e a segulr dasgoriicado, secado em  corrente
de ar a 359 e nmoido até granulometyia de 70 mesh, em moinho

de martelo.

Casca molda

A casca do feiido foi extraida apds o mesmo ter si-
do macerado por 12 horas, sends secads em corrente de ar &

B & molda.
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Farinha extralida com etanol o 70%

& farinha integral de feljao, preparada como descri
to acima, fol submetida a 8 extragdes sucessivas com  etanol
a 70%, na proporgao sdlido/liguido 1:3 (p/v). Bpds as extra-

¢oes, a farinha fol secada em corrente de ar morno (350C).

Farinha de feijac autoclavado

O feijao fol wacerado em Agua por 12 horas a tempe-
ratura amblente, na relagdo de 1:3 (p/v). Seguiu-se a elimina
gav da &gua de maceracgdv e autoclavagem com as amostras sub-
mersas em Agua por 5, 10, 15, 30 e &0 minutos, a 1219C, findo
o gque as amostraz foram liofilizadas & moldas em moinho de

martelo, até granulometriz de 70 mesh.

FParinha de feiijao cozido sob pressac atmos férica

0 feijao foi macerado nas mesmas condigbes anterio-
res e, apds substituir a Bgua de maceracdo por igual  volume
de Bgua destilada, aqueceu-se até fervura por 9,0, 1,0, 2,06,
2t/2, 3,8, 4,0, 5,0, 7473, 10,0, 15,0, 30,0, 60,0 e 120,0 mi-
nutos, sob pressac atmosférica normal, sendo as amostras a se
gquir liofilizadas e moldas em moinho de martelo até granulome

tria de 70 mesh.

86lidos scolfiveis em Agua

Com a farinmha integral preparada conforme  descrito
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anteriormente, foram feitas 3 extragces sucessivas com  dgua
destilada, na relagao 1:4 (p/v), seguidas de centrifugagas a
B.000xg por 10 minutos e combinando-gse com os sobrenadantes.O
extrato total fol liofilizado e acondicionado em frascos bem

vedados,

561idos inscliveis em Agua

Essa fragdo foi constitulda pelo vesiduo insolfivel
em &gua da extragao dos soliiveis totais e, apds liofilizada ,

foi também acondicionada em frascos vedados.

Fragao albumina

Fol obtida a partir da extragdc gom solugido a 2%
‘de NaCl. O extrato foi dialisado contra &gua destilada por
48 horas e centrifugado a 5.000xg por 10 minutos, sendo que
o scbrenadante continha a fracao albumina composta por prﬁteg
nas soliveis em &gua. Esse waterial, apds liofilizagao, foi i

gualmente guardado em frascoos bem vedados.

Fraczo globulina

Essa fragao foi constituida pelo pracipitado da did
lise do extrato saline em agua, liofilizada e gquardada em

frascos bem vedados.
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Isclado protéico total {albuminas + globulinas)

Essa fragdo fol constituida pele extrato salino to
tal dialisado em Agua destilada, liofilizado e acondicionadeo

em frascos de vidro.

taterial dialisdvel

Material que atravessa a membrana de difilise por og
nose (PM < 8§.000), Apds liofilizado, foi ascondiciconado am
frascos herméticos. Essa fragdo contém elevado teor de agiica-

res ¢ outras substincias altamente higrosciplcas.

Fragoes protéicas autoclavadas

As fragoes de albuminas, globulinas e isoladc pro-
téico total, preparados conforme descrito acima, foram sUB~-
pensas em Sgua destilada atd concentragio de 5% de s8lidos to
tais e autoclavados a 1219C por 74/3, 15 e 30 minutos. A se-

gulr, foram liofilizados e guardadas em frascos bem vedados.

Feijao macerado em solugdo a 1% de metionina

Os graos de feiijdo foram macerados em solucdo a 1%
de metionina por 1 hora a 509C, na relagdo 1:2 €pfv3'e, em se
guida, secadoz ao sol até atingir seu peso original. Paras ]
incorporagac nas dietas, o material foi macerado em agua {(12h)
e vozido com ¢ sem a Agua de maceragdo, liofilizado e moido

emr moinho de martelo até 70 mesh.
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Felijdo macerado em solucdo a 5% de metionina

Os grdos de feijdo foram macerados em solugdo de me
tionina a 3%, mantendo-se a relagdo sdlido/liguido, tempo e
temperatura como no tratamento com a solucdo de metionina a
1% anteriormente descrito. A seguix, uma parte desses  graos
fol lavada em Agua corrente e a outra nac, sendo ambas coloca
das para secar ao sol. Depois de secos, o grios lavados fo-
ram misturados com feijao testemunhs na proporgdc 1:4 e os nio
lavados 1:7, respectivamente.

Para in¢0r§arag50 nas dietas, es53as amostras Fforam
tratadas de maneira idéntica 3s maceradas com solugao de me-

tionina a 1%.

Feijao estocado em prateleira no laboratdrio

O feijdo, em sacos de fibras de algodioc, foi estoca
do por & meses em prateleira no laboratdrioc, 3 temperatura de
£2-250C ¢ 65-70% de umidade relativa. Rvs 0, 2, 4 & & meseg
foram retiradas amostras para andlises fisicas, quinicas e bio
guimicas no gric ou na farinha integral, preparada a partir
do mesmo. Nos periodos de 0, 3 & 6 mezes foram retiradas aMOS
tras para testes bicldgicos, sendce maceradas em &gua por 12
horas a temperatura ambiente na yelagac 1:3 {p/v)., seguindo-
se o cozimento apds a eliminacas da Agua de maceraglo, em pa~
nela sob pressao atmosférica normal durante o tempo necessie

rio para Otimo cozimento dos griocs, em cada epoca de  estoca-
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gem. Esse tempo fol anotado e o oritéric adotado para a sua
fixagao foi o ponto &time de cozimento estabelecidp pelos pPro
vadores. Isso feito, as amostras foram liofilizadas e moidas

em moinho de martelo até granulometria de 70 mesh.

Feijao estocado em clmara refrigerada e desumidificada

0 feijao, em sacos de fibra de algoddo, loge apbs a
colheita, fol estocado por 6 meses na cimara refrigerada da
Segac de Leguminosas do Instituto Agrondmiceo de Campinas man-
tida 3 temperatura de 120C ¢ 52% de umidade relativa. Com o
feijao nesgas condigdes, procedeu-se de maneira idéntica 3

deserita para ¢ Ffeijido estocado em prateleira no laboratdrio.

Feijdo estocado em estufa a 370C & 76% de umidade relativa

G feijdc, logo apds a colheita, fol estocado a 3IT70C
e 76% de umidade relativa na cimara de temperatura controla-
da do laboratdrio de microbiologia desta Faculdade, pelo pe-
ricdo de & meses. A umidade relativa foli mantida por uma solu
¢ac de dcido sulffirica a 31% (wWwilson, 1921), colocada no mes-
me compartimento gue a amostra enm cubas de vidro herméticas.
Com o feijdc estocado nessas condicdes, procederam~se oS mes—
mos estudos que para o feliijao estocado no laboratdrio & na cd

mara refrigerada e desumidificada, acime descritos.
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Andlises guimicas e fisicas

Nas amostras devidamente preparadas, foram feitas em
duplicata ou triplicata, as andlises gue se seguem, cujos va-
lores médios estio representados em quadros e figuras na apre

sentacac dos resultados.

Umidade

A umidade fol determinada segundo o m8todo descrito
no AQAC, procedimento 7.003, 1370. As amostras foram levadas
d estufa a 100-1059C até pesoc constante, a partir do gue  se

caleculow a percentagem de umidade.

Clinzas

A determinagdo das cinzas foi feita segundo o méto-
do descrito na AOAC, procedimento 7.010, 1970. As amostras . em
cadinhos de porcelana, foram carbonizadas lentamente em chapa
quente, sendo a seguir levadas & mufla por 6 horas a 550~
6000C. Apds essa incineracdo, os cadinhos foram colocados em
dessecador até temperatura ambiente, pasados 2 calovlada a

percentagen de c¢inzas na amostra original, por diferenca.

Extrato etérec

Determinou~ge segundo o método descrito no ACAC, pro

cedimento 7.048, 1970, utilizando-se o aparelho de  extragio
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de Goldfish. Wa extragac usou-se como solvents &ter de petrd-
o (p.e. 3Q*§3QC}, por & horas, com refluxo continuo através

da amostra.

Proteina bruta

A proteina bruta fol determinada pelso método semimi
cro~Rijeldahl, descrito no A0AC, procvedimento 2.23, 1955, para
aitrogénio total, valor que, multiplicado pelo fator 6,25, re

prasenta a percentagem de proteina bruta.

Hitrogénio nao-~protéico

Determinado segundo o método descrito por Becker e
col., 1940, Na execucao do método usaram—-se Sg de amostra en
50ml de agua destilada, agitando-se magneticamente por 1 horsa,
seguindo-se a adicac de 50ml de Acido triclorcacBitico (TCA} a
10%, agitagao por mals 10 minutos, filtragac e determinagdodo
nitrogénio (Kjeldahl)! no filtrado, sendo este o nitrogénic

nao-protéico.

Ritrogénio protéico

Calculado por diferenga entre o nitrogénic total e

o nao-protéico da amostra.

Fibra bhruta

Determinada pelo método desaritc no A0AC, segqundo o
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provedimento 7.054, 1975,

Carboidratos

Calcoulados pela diferengas entre 100% ¢ a soma  dos

componentes analisadoes.

Solubilidade das proteinas em fgua e em NaCl

Ma realizacBo deste ensaio, seguiram-se fundamental
mente as recomendagoes de Belter e Bmith, 135%, com adaptagtes
para as condigoes de itrabalho. Com amostras que nac  sofreram
tratamento térmico, foram preparadas suspensdes na proporgac
de 1:100 {pfvi, tanto para a Aoua destilaﬁa comp para solucgao
a 2% de NaCl, agitando-se em agitador magnédtico por 30 minu-
tos em temperatura ambiente, Seguiu-se filtrag@o e determina-
cie da proteina no sobrenadante (%8 x 6,25}, a partir do que
ge caleculou a percentagem de extragac em fungéa do teor de

proteina bruta da amostra.

Eletroforese em gel simples de poliacrilamids

& eletroforese fol realizada segundo o método de
pavis, 1964, ligeiramente modificado por Constantinides e
col., 1976. Na realizacdo dos testes foram usadas as seguintes
solucdes
a) 60¢g de acrilamida, 0,59 de H-N'~metilenobisacrilamida {BIS)

em 130ml de Agua destilada;
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b} tampio tris-HCL 3,0M, pH 8,8, contendo 0,23% de N-N~N'=N'-
tetrametilencdiamina;

¢l solugac 0,14% de persulfato de amdnio;

4} 10y de acrilamida, 2,5 de N-N'-metilenchisacrilamida (BIS)
em 100ml de 3gua destilada;

e} 4my de riboflavina em 100ml de Bgua destilada;

£} tampic tris~HC1 0,54, pH 6,8, contendo 0,46% de N-N~N'~N’~
tetrametilencdiamina.

& parite experimental fol realizada usando-se tubos
de vidro de %, %cm de comprimento por 4,5cm de didmetro, fixa-
dos verticalmente em we suporte € preenchidos, com o auxilic
de uma seringa atd atingir 7,5cm de altura, com uma  solugdo
preparada na hora com as solugdes a) e b) e Agua destilada,mas
proporgles respectivas de 2,44, 2,62, 2,44ml e mais Sml de so
lugdo ¢} . Para evitar a formagio de uma superficie odncava pe
lo efeito da tensdo superficial, foi adicionado lentamente,pa
ra ndo diluir a superficie do gel, 0,5ml de Agua destilada.Os
tubos assim preparados foram deixados em repouss por aproxima
damente 30 minutos para formagao de gel, apds o gque se reti-
rou & agua superficial com o auxllio de papel absorvente. &
segulr, fol preparado o gel sap&ziax com as solugdes 4d),e),F)
e Agua destilada nas proporgdes respectivas de 1,0, @,5, 4,5
e 0,4ml, o gual, com uma zeringa, foi colocado nos tubos atd
uma altura de lem. Para evitar a formagao cdneoava do gel, pro

ceden-se da mesma maneira gue para o gel inferior. Os tubos
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foram entaco deizados em repousce por 13 minutos, sendo a poli-
merizagao auxiliada pela incidéncia de luz fluorescente. Apds
eliminar a &gua superior, os tubos foram retirados do suporte
e colocados no aparelho de eletroforese. Beguiu-se a  adigdo
de tampdo tris-glicina 0,005, pH 8,2, contendo 2 gotas de a-
zul de bromofencl a 0,5%, tanto no compartimento superior co-
mo no inferior do aparelho, conectando-se o sletrodo negativo
na parte superlior e o positivo na inferior. As amostras Foram
preparadas em tampdo tris-glicina 00,0058, pH 8,32, contendo 2%
de sacarcee, sendo a concentragac final de proteinas de lmg/
ml. A segulr colocou-se lentamente, com o auxilic de uma pipe
ta especial, 0,2ml de amostra na superficie do gel superior,
conectando-se o eletrodos a wma fonte de potencial eldtrico,
marca Ortec, modelo 4100. Inicicu~ss a eletroforese mantendo-
sg a corrente constante em Z,3mA /tubo, até o corante atingiy
a superficie do gel inferior, aumentando-se para 4ma/tubo, -
té& o final da corrida, momento em que © corante aproxima-se do
£inal do gel Inferior (cerca de 2 horas). Os géis foram reti-
rados dos tubos e imerses poy 10 minutos em solugao de  amido
Schwartz a 1% em 7,5% de dcido ac&tico glasial, com a finali-
dade de fixar as proteinas. A descoloragac foi feita em 48-~50
horas, através de lavagens sucessivas com Acido acdticoe gla-
cial a 7,5%, A segulir, fol medida a mobilidade relativa de ca
da banda (MR}, dividindo-se a distd@ncia percorrida pela banda
pela disténcia percorrida peleo corante. A intensidade relati-

va de cada banda fai anotada come sendo fraca, média ou forte.
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Capacidade de absorcdoc de Agua

Hesta determinagac, maceraram-se 100y de feijic por
& horas a temperatura ambiente, a partir 4o gus se determinou
a capacidade de absorgac de agua pela diferenga de peso entre

o feijac antes e apbs a maceragio.

Casca dura ("hardshell™) ou impermeabilizada

Maceraram-se 200 graos de feiido por & horas a tem—
peratura ambiente, & partir do que se determinou a parcentagen
de graos que ndo absgorveram Agua ("hardshell"), isto &, grios

oom & casca dura ou impermeabilizada,

Textura medida no Instron

Na realizagao desse ensaio, usaram-se amostras de
feijac estocadas em diferentes condicdes de temperstura e umd
dade relativa. As smostras foram maceradas por 12 horas em &-
gua & temperatura ambiente, na relagso 1:3 {(pfv). Seguiu-se a
cocgao por 30 minutos, sob pressac atmosférica, resfriamento,
at® 300C, e medida reoldgica, pelo processo de extrusio, ugan
do-ge uma celula de 7x7cm, com furos de 0,6om de difmetro. &
velecidade de extrusao foi de l0om/minuto. Os resultados fo-
ram expressos em kg-forga na cé&lula extrusora, segundo esty-

dos realizados por Bourne e Mover, 1568, e Bourne e col., 1968,
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Lisina disponivel pelo método quimico

Usaram~se 8 reagentes e o procedimento descritos no
metode de Kakade e Liener, 1969,: Bcido 2,4,6-trinitrobenzeno-
sulfdnico (TNBS), para complexar com © grupo e-NHs da lisina,
formando o compesto "g~THP~1lising® Esse complexo colorido pode
ser determinado pela leitura da absorbdncia em 346énm, relacio

nando~se com uma curva padrao.

Metionina determinads por colorimetrias

Usarap—se 08 reagentes e ¢ procedimento descritos
no métode de Lunder, 1973, gue se hasela na reacaso com nitro-
prussiato de sbdio em meio Acido, dando colovagio gue pode ser
lida em 520nm, avaliando-se ¢ teor de metionina através de u=-

ma curva padrao.

Triptofanio determinado por colorimetria

¢ triptofanio foi determinado pelo m@todo colorimé-
trico de Spies, 1967, que estd baseado na hidrdlise enzimdti-
ca das proteinas e reagac colorimdtrica com N-dimetil p-amino
benzaldeldo (p~DAB) e leitura a 600nm, relacionada con e

curva padrac de triptofénio.

Aminoicidos totails

Foram determinados pelo método de troca idnica de

Spackman e col., 1858, usando-se um Analisador Beckman,.modelo
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120C. Seguiram-se basicemente as recomendacbes descritas na
manual do aparelho para o preparo das amostras, Beckman Inst—
ruments, 1966, a saber: 1) 25mg de protelinas e 15ml de HCY
&% em tubo de vidro gque fol congelado com No liguido e fecha-
do em chama sob vicuo; 2} seguiu-se a hidrSlise por 22 horas,
a 110°C, filtrando-se o hidrolisadso em filtro de vidro G-4 e
completando~se o volume para 50ml; 3) tomou-se 20ml dessa so-
lugdo e, em evapmraﬁo£ rotatlee com banho a 45°9C, evaporou-se
o HCL, lavou-se o residuwo 3 vezes com 20ml de Roua destilada
por vewr; 4) dissolveu-se o hidrelisado final em 10ml de tam-
pao citrato de sbdio pH 2,2 (correspondendo a lmg de protei~
nas por mll: 5) procvedeu~se a cromatografia, colocando-se 0,4
ml dessa solugao, tante para aminoficidos bi3sicos como para a-
minodcidos neutros e Acidos; 6) corride o aminograma, calou~
lou-se qaantitativamente'ag amincieidos das amostras, exceto

o triptofdnio, gue & destruide na hidrdlise Acida,

Anilises bioguimicas
Digestibilidade in vitre

Usaram-se o8 reagentes e o progedimento descoritos
por Akeson e Stahmann, 1964, gue estdo baseados na hidrdlise
enzimdtica das proteinas sm pH &cido com pepsina, seguida de
hidrdlise em condigdes alcalinas com pancreatina, determinan-
do~se a seguir o nitrogénisc (Kisldahl) ndo precipitivel ocom

TCA.
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Atividade do inibidor da tripsina

Fol determinada hasicamente segundo o mdtodo origi-
nal descrito por Xunite, 1947, gue emprega caseina como subg-~
trato e leitura espectrofotom@trica a 280nm dos aminoicidos 1
berados na hidrdlise em fungdo de uma concentracio de tripsi-
na. Foram introduzidas algumas modificacdes ac método, talis
comes 1) 2% de caselina, em lugar de 1%; 2) cileoule das unida-
des de tripsina inibidas, segundo recomendagido de Kakade e
col., 196%; 3) mistura de reagdc com guantidade, atendendo 3s
condigoes de trabalho. Na determinagio da atividade inibitd-
ria do fator antitripsina, usaram-se na mistura de reagdo. de
0,1 a 0,3mg de proteinas do extrato contendo o inibidor,o Qque
resultou na melhor atividade nas condigdes do método.

levando-se em conta a definigio de unidade de trip-
sina ({UT) come sendo o aumento de 0,01 unidade de absorbin-
cia a 280nm nas condigdes do teste, calcoulou-se as  unidades
de tripsina inibidas (UTI} pela diferenca entre as unidades
de tripeina totais {UT )} da atividade mixima e as da amostra

gonterndo o inibidor.

Atividade inibitdrias da guimotripsina
FPoi medida basicamente segundo o mdtodo original des
crite por Kunitz, 1947, que emprega caseina como substrato e

leitura espectwfotométrica dos aminoficidos liberados na hidré

lise, em fungac de uma concentracgio de guimotripsina. As modi



68

ficagGes feitas foram aguelas sugeridas por Rakade = col.,1970,
gue ugaram cidleio na rveagdo para garantit a linearidade entre
a atividade da guimotripsina socbre a caseina e a concentracio
da enzima. Hesss determinag%ag usaram~-se na mistura de r&agéo
de 0,1 & 0,3mg de proteinas do extrato contends o inibidor, o
gue resultou na melhor atividade nas condigdes do método. A u
nidade de qwimatripa;na (00T} fol definida como para a tripsi
na e caleulada dividindo-se a absorbincia por ¢,0l ou uma uni
dade. & atividade do inibidor (UQTI) fol dada pela diferenca
entre a atividade da gquimotripsina na auséneia {atividade mi-

ximal e na presenga do inibidor.

Atividade da hemaglutinina

Utilizou-se, fundamentalmente, o mdtodo descrito por
Liener, 1955, que se basela na grande sensibilidade de agluti
nagao dos eritrboitos, especialmente de cﬁeihcé, tratados com
tripsina, gquando em presenca da hemaglutinina. Neste trabalho,
a avaliagao da aglutinagdo, em lugar de ser fotomdtrica, fol
por observagao visual, sendc levada em conta a aan&eaﬁra@%&m&
nima de proteinas no extrato capaz de provocar aglutinacac dos
eritrocitos tripsinizados.

Para a realizagao do ensalo, o extrato de faijzo
foi diluldo com soro fisioldgico, de maneira a conter protei-
naz de lmg até 0,000488mg/ml. O extrato, nas suvas diferentes

diluigoes, foi misturado com a suspensdo de eritrbecitosm pro
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POLCAn de l:1. Delxou-se em repouso a temperatura amblente,por
1 hora. Centrifugou-se por 5 minutos a balxa rotagio (200xg) e
observou-se qual a concentragado minima de proteinas capaz de

produzir aglutinagao dos eritrdcitos tratados com tripsina.

Inativagao dos fatores antinutricionais

Preparou-se extratos de feijdo em Agua e em tampdo
fosfate 0,1M, pH 7,6, com teor de proteinas de Img/ml, que fo
ram aguecidos em banho-maria fervente e em autoclave a 12100,
por tempos diferentes, guando foram medidas as atividades dos
inikidores de tripsina, quimotripsina e hemaglutinina. Calou-
lou~se a percentagem de inativagao ou ativacdo desses fatores
em fungac dos diferentes tratamentos térmicos, tomando-sa o
extrato cru como referéncia ou atividade 108%. Pol falto
também estudo de inativacgido desses fatores antinutricionaisno
feijdo tratado em condicdes diferentes de tempo e temperatura,

usado na elaboragdo das dietas para o8 testes bioldgicos.

Ensaios bioldgicos

Para estudo da qualidade nutricional das proteinas
nas amostras submetidas acs diferentes tratamentos, determina
ram~s8e o guociente da eficiéncia protdica (PER), a digestibi-
lidade aparente, a absorgao da metionina e a disponibilidade
de metionina e de cisteina, utilizando-se ratos em crescimen-

to. Durante o8 experimentos, os animais foram mantidos em
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gaivlas individuais, com Bgua e comida ad I<bitum. Em todos
os ensaios & caselna foi usada como protelna-padrdo na base

de 10% da dieta.

Preparc dasg dietas

Na realizacgdo dos ensaios biolbgicos, foram prepara
das dietas, culja composigac centesimal esth basicamente sspe~-
eificada ém.kllisan, 1964, Friedman, 1%75, e no AOAC, procedl
mento 43.183, 1%75. As proporgdes usadas estdc representadas
no Ouadro 1, sendo que nos Quadros 2 & 3 gstan representados
0s valores da composigdo das misturas salina & vitamlnica usa

das nas dietas.

Ouadro 1: Composigdc centesimal das dietas utilizadas nos en~
saios bioldgicos

Componentes : Fercentagen
Proteinas {provenientes da cada amostral 10
Gordura {Sleo de soja comercial} 8
Sais minerais (V. Quadro 2 } 4
Vitaminas (V. Quadro 3 } 2
Sacarcse (aglcar refinado comercial) 25

Zmide {amide de milho comercial} para 100




Quadro 2! Composigdo centesimal da mistura salina usada

dietas para os ensalos bioldgicos
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nas

Componentes . Percentagem
Molibdato de awmbnio (NHg)gMo7034.4H20 0,003
Carbonato de cdloioc CaC0s 249,290
Fosfato de cileio CalPOy 0,430
Sulfato chpriceo Cusoy 5,156
Citrate férrico Fet3 + (CgHgOy.H20), 4,620
Sulfato de magnésio MgS04.7H30 %, 980
Sulfato de manganés MnSO04.H0 0,121
Indeto de potissio  XI 04,0008
Fosfato de potassio KpHPOy 34,310
Cloreto de sddic HaCl 25,060
Selenito de sddio Naz8els 0,002
Cloreto de zince ZnCla 4,020

Fonte: ROGERS, Q.R.

& HARPER, A.E. 4.

Butr., §7:267-273,19%5.

No Quadro 3, encontra-se sspecificada da mistura wvi-

taminica utilizada nos ensaios bioldgicos. A composicao

foi

baseada no trabalho de Warner, 1962, sobre as exigéncias mia&

mas do rate em crescimento & na composigao da mistura vitami-

nica da Nutritional Biochemicals Corporation (NBC), Cleveland,

Ohio, BUA, especificada no ICHR Diet Catalog, 1977 e 1978,
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Quadro 3: Composigio centesgimal da mistura vitaminica utiliza
da nas dietas para os ensaiocs bioldgicos

Componentes Composicac Composlicdo Composigac
{mgi® de Warner** da NROSS®*% §§§§§§§§;§§
Vitamina A 10,000 S0.000 4¢.,000
Vitamina D 10,0600 10.000 10.000
Biotinsg _ 4,5 2,0 2,0
Yitamina E 300,0 50,0 564,0
Vitamina X 0,5 225, 0 150,40
Vitamina B6 65,0 106.,0 50,0
Vitamina B1lZ 0,025 0,135 4,1
Inositel 54,0 500,0 200,80
Niacina 75,0 450,0 260,0
Riboflavina 12,5 100,86 50,0
Cloridrato de tiamina 6,25 146,0 50,0
fcido £8lico 5,0 3,0 7.8
Pantotenato de cilcio 4G,0 304,0 200,40
Acido p~aminobenzdico 50,0 R00,0 200,90
Cloridrato de colins 3.750,0 7.500,0 7.500,0
Lcido ascbrbico - 4.500,0 4.,500,0
Etoxiguim - - 2.800,0

Dextrose, velcule p/i00g $5.704,2 85.213,% -

Bacarose e Ffarinha de man~
dioca torrada {50%+50%),ve
foulo p/l00g - e 84.390,9

*Exceto para Vitaminas A e D, gue estao em unidades internaci
nais (U.I.).

** WARNER, R.G. HAS/NRC, publication no9%8, p.51-81, 1962,

**% Mutritional Biochemicals Corporation, Dilet Catalog da ICN,
Cleveland, Ohio, EUA, p.24, 1977 e 1978.
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Quociente de eficiéncia protéica (PER)

Na avaliagao bioldgica das proteinas, atraves do
quociente de eficiéncia protéica (PER), foi usado o método des
crito por Osborne e col., 1919, amplamente revisado por
Allison, 1964, e apresentado no AOAC, procedimentos 43.183-
43.187, 1975.

Na realizacgao dos ensaios foram usados ratos bran-
cos de ambos os sexos (50%+50%) da linhagem "Wistar", com ida
de de 21 a 25 dias (30-45g) no inicio do ensaio, mantidos em
gaiolas individuais com agua e dieta ad libitum, pelo periodo
de 28 dias. Findo esse periodo, foram calculados Os valores &
PER, dividindo-se os ganhos de peso em gramas pela proteina
consumida, também em gramas, tendo-se a caseina como padrao.
A composigao centesimal das dietas foi sempre a representada
no Quadro 1. Os ensaios tiveram inicio apds 24 horas de adap-
tagéo nas dietas experimentais, tendo-se pesado inicialmente
Os ratos e a dieta a eles administrada. A partir dessa pesa-
gem, estabelecida como inicio, foram feitas pesagens regqula-
res a cada 7 dias, pelo periodo de 4 semanas (1o, 79, 149,219
e 289 dias). As peésagens foram feitas sempre a fim de obter
O peso de cada rato e respectiva ragao consumida. Calculou-se
em funcao do mesmo teste, em alguns casos: 1) ganho de peso
por rato e por dia; 2) ingestao de dieta por rato e por dia ;
3) eficiéncia da ragao, que foi o quociente do ganho de peso

pela dieta ingerida, multiplicado por 100.
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Digestibilidade aparente das proteinas

Para esta determinagao utilizaram-se as mesmas ra-
¢oes e ratos dos ensaios dé PER. Os ratos foram mantidos indi
vidualmente em gaiolas metabdlicas, com agua e dieta ad 1ibi-
tum, por 4 dias de adaptacao e 6 dias de ensaio, depois do
que se estimou a digestibilidade aparente das proteinas, pela
determinagao do nitrogénio total ingerido e excretado nas fe-
zes. O calculo foi feito pelo quociente do nitrogénio absorvi

do pelo ingerido e multiplicado por 100.

Disponibilidade bioldgica da metionina e cisteina

Na avaliagao da disponibilidade de metionina e cis-
teina, usou-se o procedimento da adicao desses aminodcidos em
niveis crescentes nas dietas elaboradas com o feijao tratado
em diferentes condigdes e preparadas segundo a composigao cen
tesimal referida no Quadro 1. Para a disponibilidade de metio
nina, as dietas foram enriquecidas com 0,9% de cisteina e com
concentragoes crescentes de metionina com base de proteina das
dietas (0,3, 0,6, 0,9, 1,2, 1,5, 1,8 e 2,0%). Para a disponi-
bilidade de cisteina, as dietas foram enriquecidas com 0,6%de
metionina e com concentragdes crescentes de cisteina, com ba-
se na proteina das dietas (0,2, 0,4 e 0,6%). Os ensaios foram
realizados com ratos nas mesmas condigoes dos testes de PER ,

mantidos individualmente em gaiolas com agua e comida ad ltbi

tum, por 10 dias, findo o que se estimou a disponibilidade dos
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aminoacidos sulfurados em fungao da curva de crescimento dos
ratos e do conhecimento do contelido de metionina e cistelna

nas amostras.

Absorgao bioldgica da metionina

Na avaliagao da absorgdo da metionina livre adicio
nada ao feijao, foi usado o procedimento de balango de metio
nina, conforme trabalhos de Evans e col., 1974, e Evans e
Bauer, 1978, estabelecendo a relagido entre a metionina inge-
rida e a excretada nas fezes, desprezando-se a excretada na
urina, por nao ser superior a 1,5%, segundo esses autores.

Para os ensaios, foram utilizados ratos nas mesmas
condigOes dos testes de PER, mantidos em gaiolas individuails
com agua e comida ad libitum, por 10 dias, sendo 5 de adapta
¢ao, findo o que se estimou a absorgao da metionina pela sub
tragao da quantidade ingerida pela eliminada nas fezes e mul

tiplicado por 100.

Analise sensorial
Analise sensorial do feijao macerado em solugao de metionina

Num primeiro dia de ensaio, a avaliagdo sensorial
foi realizada empregando-se o método Psicofisico de Compara-
¢ao Pareada Direcional, para ﬁedir a preferéncia a nivel de
laboratdério, Amerine e col., 1965, Garruti, 1976, e Sgarbie-
ri e col., 1978.
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Usaram-se as amosiras de feljaoc macerado em  solu-
¢oes & 1 & a 5% de metionina e feiilo sem maceraglio como tes-
temunha. Ezsas amostras foram maceradas em Sguz destilada por
i2 horas e cozidas nz mesma Agua, em panela de pressic, colow
cando-se a seguly porgdes de 10y em beguers de 50ml, mantidos
em agquecedor sspecial com temperatura controlada snire 45-5009C
Nesgas condlicdes, og provadores {eguipe composta de 5 homens
e 8% mulheres na falxa etiriz de 20-40 anos) rzoeberam 3 pares
de tratamentos por =zessio de prova, com intervalos de 30 se-
gundos, e deverilam indlcar, dentro de cada par, a amostra pre
ferida, conforme modelo representade na Figura 1.

Num segunde ensalc,s avaliagac sensorial foi reali-
zada empregando-se o mdtodo de Fscals Nio~Estruturada de %Som,
para medir & preferéncia a nivel de laboratdrio, Amerine &
col., 1965, Raéfﬁnﬁpaxgef e col., 1956, e Baten, 1946.

Usaram-se amostras de feiisc macverado em solugdo
a 5% de metionina, sendo esse feiilo lavado ou ndo apds a me-
ceracio e felldo testsmunha. Essas amostras foram maceradas
em Agua destilada por 12 horas e cvozidas na mesma dgua, gem e
com tempero (1%), &m panela de pressio. Bm seguinda colocou-
ge 10g das amostras em beguers de 50ml, mantidos em aguecedor
ggpecial {éﬁw%ﬁﬁﬁ} & nessas smnﬁig%es foram apresentadas aos
provadores {equipe composta de 5 homens ¢ 5 mulberes na faixa
stdria de 20-40 anos), que deveriam indicar pars cada amostra
a sua opinido sobre oz pardmetres sensoriais de odor e gosto,

expregsando a preferéncia na escala, conforme Figura 2,
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Andlise estatistica dos resultados da avaliagdo sensorial

Com os resultados da andlise de preferdncla pelo md
todo Psicofisico de Comparagio Parsada Direclonal, determinoy
se a preferéncia dada em fregliiénocia, baseando-ss na tabela de
significincia para ¢ teste pareado bicaudal, Roessler e col.,
1856, Garputi, 1976. O nimero de repetigoes para cada trata-
mento fol de 4, sendo o delineamento estatIstico pareade (3 pa
res do tratamento com 4 repetigdes).

Com os resultados da andlise de preferéncia pelo md
todo de Escvala Ndo-Estruturada, estudou-se: a) andlise da va-
ridncia, Cochran e Cox, 1957, Gomes, 1970, sendo o esgquema es
tatistico de delineamento em blocos casuvalizados (3 tratamen-
tos x 6 repeticdes), & b) teste de Dunnett para significincia
estatistica das diferencas entre médias para © testemunha e

para o8 tratamentos, Dunnett, 1855,
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Teste Parsado - preforénoia,

Home Data

Produto

Dentro de cada par, faga um ciroulo na amostra que vocod prefe
rir. Se desejar, faga ocutros comentirios. Lave a boca entre o

ma amostra & outra.

Pay

1}

2}

33

Comantirios:

Fig. 1: Modslo de Ficha usada no teste Psicofisics de Comparacio Paresda Divecional pars ave-
fiagfio de preferéneia.
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Eseala Nio-Egruturads - preferncia

Home ' Data

Produto

Por favor, prove cada amostra e 48 a sua opiniao sobre GOOR
e GOSTC, usando as escalas abaixo. Se deselar, faga outros ¢o

mentarios. Lave a boda entre uma amostra e outra.

ODOR
HNe amostra Estranho Normal
%_A.Mw._w._...\”. IR P PRI R R S P _,,._...,_I
fIRE—— - p— . . ;
GOBTO
HY amostra Moaito ruim Muito bom
{.\.__....,...-..._ T T _.,.__z
‘,. . — - — - e . "
i-_...‘.‘.._n. R R A — .,i
Comentirios:

Fig. 2: Models de ficha usada no teste de Escala Mﬁguﬁmu‘mmda para avaliagio de preferingia,
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RESULTADOS

Estudo da composigao e da toxicidade do feiido inte

gral e das fragoes iscladas por extracic e diflise

Nos Quadres 4, 5, 6 e 7, apresentamn-se o8 valores
das determinagdes quimicas, fisicas e da toxicidade determing
da in vitro e im vive nas amostras preparadas no laboratdrio,

utllizadas no preparc das distas para os ensalos bioldgicos.

Principais componentes

No Quadro 4, estao os resultados das determinacgdes,
expressas em percentagem de proteina bruta ($Nx6,25), substidn
cias nitrogenadas soluveis em acido tridlomcdtico a 3%, multi
plicadas por 6,23, fibra bruta, extrato stéreo, cinza e carbol
dratos, determinadeos por diferenca entre o valor 100 e a soma
dos componentes determinados. Os dados sac a média de varias
determinagdes & estdo expressos em hase seca.

Og resultados indicam que a protelina variou de 15,1%
nos sblideos insollveis em Bgua a 892,6% na fragio globulina: o
nitrogénico nac-prot@ico foi mais baizo nos sblidos insoliiveis
e mais elevado no material dialisidvel em Agua, sanﬁw.as valow-
res, respectivamente de 0,62% e 18,51%; a variagao das ginzas
fol de 0,87% para os sGlidos insoliveis a 17,13% para © mate~
rial dialishvel; a fibra bruta esteve presente apenas na fari
nha integral e nos blidos insoliiveis; os carboidratos desde

9,15% para a fracgdoc globulina at® 74,.4% para os sd0lidos inso-



loveis.

£t interessante obzervar o elevado valor de substdn-
cias nitrogenadas sollveis em &cido tricloracBtico (TCA} da
fracac albumina, mesmo apds a didlise. Isto parece significar
gue existe uma guaentidade relativamente elevada de polipepti~
deos de peso molecular suficientemente elevado nessa fragaoc
para nao serem eliminados pela didlise, mas que nac  precipi-

tam com o TCA na determinagio do nitrogénio naco-protéico.
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Ko (uadro &, aﬁresaatamwge.es resultados das deter-
minagdes de aminclcidos totais. Os resultados estdo expressos
em gramas de aminodcidos por 16y de nitrogénio.

Os resultados mostram que, com excegae do material
dialisavel, todas as fragdes tiveram a composigadc em aminodoi
dos mais ou menos semelhante. O metrisl dialisdvel, visto ser
composto de elementos de baixe peso moleculsr, praticaments
sem proteinas, apresentou um aminograme desequilibrado, notan
do-se inclusive a auséneia de alguns aminoécidos. ¥Nas demails
fragoes a lisina foi alta, variando de 7,5 a 8,7g/16g H. A
metionina fol praticamente constante em todas as fracoes mé-
dia de 0,84¢/1l6g N), mostrando ser o aminpdceido limitante, se
gundo o padrac da FAD, 1965, Esses valores de metionina foram
baixos para todas as amostras, uma vez gus pelo método colord
métrico direto de Lunder, 1973, foram praticamente o dobro.
Bssa diferenga fol provavelmente devida & hidrdlise adcida
(1109C, 22 horas), gue destruiu boa parte da metionina. O ami
nodcido cisteina apresentou apenas tragtes em algumas fragoes,
0 que nac & devido & sua suséneia 2 sim 3 sua grande facilida
de de degradagac durante a hidrdlise. O walor do triptofanic
variou de 0,37 at® 1,69, exceto para a fragdo albumina, que
apresentou um valor de 3,2g/100g de protelinas, gque pode Ry o

considerado sxcepcionalmente alto.
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puadro 5@ Composicasc em amincdcidos da farinha crua de feiijao
Resinha G2 e de 6 materiais resultantes do fracionamento da

mesma farinha {(g/léey N} ¥

Aming- Material analisado**

Acidos Farinha F1 P2 3 ¥4 ¥E Fé
Lys 7,74 7,87 7,52 8,02 7,74 g,86 1,49
Thr 5,12 5,49 6,49 4,85 4,77 5,24 1,01
val 4,34 5,68 6,18 6,21 4,72 6,41 0,94
Met 0,82 0,82 0,82 0,90 g,78 0,98 0,37
Ile 4,23 4,92 5,15 5,84 4,13 5,77 4,48
Leu 9,71 9,84 16.84 12,580 B,17 12.27 1,74
Phe 5,82 6,84 5,53 7,2 4,75 6,40 0,79
Prpk ks 1,28 1,69 3,21 1,19 1,41 0,57 0,24
Bigz 2,56 2,83 2,48 3,53 2:75 4,23 1,47
Arg 5, 48 4,45 4,34 5,59 6,66 6,88 8,17
Asp 17,11 16,77 16,64 28,33 16,84 18,54 10,88
Ser 7,62 7.63 7,67 8,59 6,02 7,94 0,66
Glu 24,76 17,82 16,63 24,21 19,20 23,73 23,62
Pro 3,94 3,85 4,17 4,08 3,43 4,72 -
Gly 4,62 41,3 5,01 4,67 1,66 5,80 1,07
Ala 4,61 4,61 5,21 4,81 2,38 5,26 1,52
1/2 Cys 0,76 £ 1,61 t L 0,67 0,79
TYr 2:95 2,599 3,35 3,40 Z.45 3,13 0,36
NE3 1,86 2,12 7213 3,88 2,21 1,92 2,43

* Troca ifnica segundo Spackman e col., 19%8, Analisador Becl-
man L20C.

**Farinha integral preparada com feiiao cru; FL, isolado pro-
téico total(albuminas+tglobulinas): F2, fragéo albumina; ¥3,
fragac globulina; P4, sblidos solfivels em Bgua; F8, sdlidos
insoliiveis em Agua; F6, material dialisivel.

*k¢Matodo colorimBtrico de Spies, 1967,
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Atividade de fatores antinntricionals

¥o Quadro 6, apresentam~se 08 valores encontrados
nas determinagoes de atividade do inibidor de tripsina e de
guimotripsina ¢ & atividade aglutinante das £ito-hemaglutini-
nas, atividade essa expressa na capacidade de aglutinar as he
mhcias tripsinizadas de bovinos.

Os resultados mostyram gue a atividade do inibidor de
tripsing, bem como a de guimotripsina, fol alta para algumas
fragbes e baixa para outras. A fracac albumina foi & gue apre
sentou a maior atividaide desses fatoras, com 376 unidades de
tripsina inibidas por miligrama de proteina {UTI/mg) e 115
unidades de guimotripsina inibidas por miligrama (UQI/mg). A
fragac globulina apresentou peguena atividade, ou sedia 63UTTAng
de proteinas e 23UQI/my de proteinas, sendo gue valores mails
paixos foram encontrados apenas na fragao dos sdlidos insoli-
veis em Ggua, 170TI/mg e 19U0I/mg de proteinas.

A maior atividade da hemaglutinina foi  encontrada
na fracio albumina, gue acusou aglutinagdc guando a concentra
cio de proteinas ha mistura de reagae fol de apenas 0,12ug/ml
as demais fracdes apresentaram uma atividade de hemaglutinagso
am pouco menor, sendo a mais baixa a da fragio de sdlidos in-
soltveis ém agua, l;ZSﬁngl, geguindo-se a da farinha inte~
gral, gue necegsitou de 0,49ug/ml para provonar a aglutina§§&

dos glfbulos vermelhos de sangue bovino tripsinizado.
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Guadro &: Atividade dos fatores antinotricionais da farinha
crua do feijao Rosinha 62 e de 5 diferentes materiais obbie
dog pele fracionamento dessa farinha

Material %t?@ﬁ&k&dﬂ &tﬁéﬁ&&adﬁ %@hﬁﬁ&ﬁaﬁa
analisado inibidor e inibidor e fito-hemsgly
(UTE/mgFrot)*  (UQL/mgProt)*  (ug Prot/mi}**
Farinha integral 161.3 41,8 0,45
Tsolade protéico total 173,7 78,2 0,19
Fracac albumina 376,4 115,2 0,12
Fragao globulina 63,8 23,7 0,25
86lidos soliivels em Bgua 2384 65,8 G,3%9
501idos insolivels em Agua 17,4 19,2 1,25

*Unidades de tripsina e de guimetripsina inibidas poy miligra

ma de proteinas,

**Concentragao minima de proteina, na mistura de reagho,capas
de provocar aglutinagdo dos eritrdcitos tripsinizados de bo

wing.
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Ensaios hioldgicos de toxides

¥o Quadro 7, apragentamwge o5 valores encontrados em
testes de alimentacac em que a farinha de feijao crua ¢  fra-
goes isoladas da mesma foram as Onicas fontes de proteinas u-
tilizadas nas dietas. Com a farinha integral forem feltos tanm
bém testes em gque se adicionaram 1,%2 e 3,08 de metionina na
base protéica da dieta. Nesses ensalos fol calculada a varia-
cio de peso corporal e a ingestdo de dieta por dia e por rato.
Ho mesmo Quadro encontram-se também o periode letsl, em dias,
para as diferentes dietas.

08 resultados mostram gue todas as amostras Foram
multo tdxicas. A julgar pelo periodo letal, pode-se dizer que
as amostras constituldas dos compostos sollveis em 3gua foram
as mais thOxicas. Assim, as dietas elaboradas com a farinha in
tegral, material dialisBvel, fragBo albumina, sblides goil~
vels em agua e o isolado protéico total (albuminas+globulinas)
Foram as mais toHxicas, matando s ratos no periode de 3 & 10

dias. As fracbes constituidas dos sdlidos inscliiveis em &gua

Foram as menos tHxicas, levando, respectivamente, 10-14 ¢ ngf
23 dias para z morte de todos os ratos submetidos ao teste. A?
roxidez nAo estd ligada 3 casca, uma vez gue a dieta com fari’
nha de feijac descorticado foi ainda meis toxica do que com a
farinha integral. Os compostos tdxicos também ndo foram extral
dos con etanol, porgue & dieta preparada com farinha extralda

com etanol a 70% fol tac tdxica guanto a integral. &  fragac
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dizlisavel foi a mais tdxica, o gue deve ser atribuldo a vi-
rios fatores, como deficiéncia em guase todos os  aminofcidos
exceto o dcido glutdmico, pordm a morte dos animais em 3o
curto tempo evidencia a presenga, na dieta, de componentes t§
wicos, 18 gque a dieta livre de proteinas nao matou 08  ratos
em 10 dias e a perda difria de peso fol bem menor. O enrigue-~
cimento com metionina tamb®m nac eliminou o efeito tdxico,ten
do apenas diminuido um pouco a perda de peso dos ratos em an-

saic, guando comparadc com a farinha integral sem metionina.
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guadro 7: Toxidezr bicldgica relativa da farinha crua de fei-
jac Rosinha G2 e de diferentes materials cbtidos por fracioe

namento dessa farinha®*

Fonte de proteinas Variagao cor~ Ingestac Periodo letal
poral de peso de dieta para o8 ratos

nas dietas {g/rato/dia) {g/ratoflia) {dias}

Ffarinha integral ~1,61 2,49 48
Farinhatl,S%metioning®# ~1,4% 2,78 -8
Farinha+3fmetionina®® -3,11 2,55 49
Farinha descorticada -1,7% 3,0% 3~7
Farinha extraida c¢/etancl -1,21 3,74 3-10
881idos solbveis em Aqua -2,44 3,79 5~9
s6lidos insolivels em Ggua ~0,9%0 2,00 10-14
Fracao albumina - 02 2,91 =10
Fragao globulina ~1:12 4,38 12-23
Isclade protéico total ~1,53 3,03 58
Material dialisbvel -2 ,68 3,19 3-7
Dieta s/proheingks* «-6,53 3,10 -
Dieta padrdo cl/caseina +2,49 7,83 -

*Ratos despamados, linhagem "Wistar™, mantidos em gailolas in-

dividuais com agua & comida ad 1{b{tum,
*kpercentagen de metionina em base prot@ica da dieta.

**¥¥Dieta com todos 0% ingredientes, menos a proteina gue foi
substitulda pelo amido. Us ratos permaneceram 10 dias  na

dieta, sem trer havido nenhuma morts.
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Efeito do tratamento térmico scbre as proprisdades
nutricionais das proteinas do feidao & na elimina~-

cio de fatores thuicos

Juociente de eficidncia protBica, digestibilidade e fatores

antinutricionais no feiijdo integral

No Quadro 8, estac os valores do guociente de eafi-
ciénela prot@ica (PER),de digestibilidade irn vive, atividade
do fator antitripsina e da bhemaglutinina no feijac que sofreu
tratamento térmico em Agua fervente {970C) por tempos diferen
tes. Utilizou~se a caselina na dieta padrio.

Os resultados indicam gue o tratamento térmico em 3
gua fervente, at® 10-15 minutos, melhora o PER, tornando- s5e
prejudicial com tempos mals prolongados. Isso mostra gue 08 &
gentes tOxicos sao extremamanté termolébels e gue o decrdésci~
mo no valor nutricional, & medida gue prolongames o tratamen-
to térmico, deverd ser atribuido ao efeito nocivo do  calor.
Tratamento tdrmice por 21/2 minutos em Zgua fervente 33 apre-
sentou um PER de 0,91, gue fol melhor do gue 30 minutos 4o
masme tratamentc ou 15 minutos em autoclave a 121°9C. A diges-
tibilidade in wivo fol praticamente a mesma para todos os tra
tamentos, cerca de £3%, mostrando nao ser este o fator respon
savel pela melhoria ou queda do valor nutricional em  funglo
do tratamento té&rmico. A inativagdo do fator antitripsina foi
de 66% aos 31/2 minutos de tratamento tdrmico em Bgua ferven—
te e de 95,5% aos 30 minutos, sende 100% a inativacgao oom

71/5 minutos de autoclave a 121°C, A hemaglutinina apresentou
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alguma atividade até os 15 minutos de agquecimento a 879C.
Na Figura 3, apresentam~se ag curvas de crescimento
médic dosz ratos vtilizados nos ensaios de PER correspondente

as Juadro 8.

Lisina disponivel pela reagdc com trinitrobenzenosulfato (TNBS)

No Quadro 8, apresentam-se og valores de lisina dig
ponivel nas fragoes de feijfo com diferentes tempos de trata-
mento térmico em autoclave a 121°9C. Os valores vepresentam @
média de 2 determinagdes e s3c expressos em gramas de lisina
por l6g de nitrogénio.

Pela observagio dos resultados fica evidente gque
houve reducdc na disponibilidade de lisina em quase todas as
amostras, guando foi aumentado © tempo de tratamento t2rmico.
¥a farinha integral, guande no estado <rd, a lisina disponivel
foi de 6q/16g N, tendo baixado em guase 30% esse valor,%5 aos
5 minutos de aguecimento, valor esse due nan varion mals ne
decurse do tratamento térmico. A fragdc dos sdlides  insoli-
veie totais tambdm apresentou comportamento semelhante. As de
mais fragles nac apresentaram redugdo significativa durante o
tratamento.

£ interessante o fato de gue o material dialisavel,
com 2,5g/16g ¥ de lisina {(Quadro 3 J, nac apresentou  lisina

disponivel, mesme na amostra sem nenhum tratamento térmico.
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Fig. 3: Curvas de grescimento dos rates utilizados nos ensaios bioldgicos de PER {Quadre 8}
do feiifio Bosinba G 2 submetide a diferentes tratamentos termicos. &, caseing; B, C, DL E s
¥, feijfio aquecido em dguz (97°C) por 2 V/2, 6, 10, 15 e 30 minutos, raspectivamente; G,
feljfio sutoclavado por 15 minutos a 121°C,
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Ouadro 9: Efeitco do tratamento térmico na disponibilidade de
lisina da farinha de feijdo Rosinha G2 ¢ de 6 materials obti-

dos por fracionamento da mesma¥

Tratamento térmico, minutos a 1219C

Ampstras " 5 15 a0 60
Farinha integral - 6,0 3,8 3,8 3,5 3,5
Isolado protéico total 6,0 6,4 6,3 £,1 5,0
Fragao albumina 6,3 G,k 6,1 5,7 5,7
Fragac globulina 6,5 7.1 6,5 6,2 6,2
Sdlidos soliweis anhua 6,3 6,3 5,9 5:9 5.9
851lidos insclliveis em & 4,1 3,2 2,4 2,9 2,9
Material dialisavel 0,0 0,0 0,0 a,0 G,0

sMBtodo colorimétrico de Xakade e Liener, 195%.
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Quociente de eficifncia proté&ica e digestibilidade de fragdes

proté&icas isoladas

No Quadro 10, estdo os valores de PER, bem como de
digestibilidade in vitro e in vive de fragoes protdicas  de
feijae submetidas a diferentes tempos de auvtoclavagem a 1219C,
Em todos os casos utiligou-se a caseina como dieta padrdo de
controale.

Has Figuras 4, 5 e &, apresenta—-se as cuyxvas de ores
cimento mddic dos ratos utilizados nos ensalos biloldgicos {PER
correspondentes ao Quadro 10.

A observacgio dos resultados mostra gue gualquer das
fragoes estudadas apresentou acentuado decréscimo no valor
vicldgico e no aumento de peso em funcad do aumento do  tempo
de tratamento térmico. Isso mostra gue o tratamento térmico
foi ben&fico até um certo limite, a partir do gue resyultou em
depreciagaoc. Verificou-se que em todas as fragles gatudadas,
a autoclavagem por 7+/3 minutos formeceu o melhor PER, apesar
de ainda teren side baixos em relacic aocs valores comumente
encontrados para o feijdo. A fracao albumina fol a gue deu ©
PER mais alto, 0,72, mostrando ser constitulda de proteinas de
valor bioldgico muito baixo, =specialmente tendo-se em conta
gque a caselina forneceu um PER de 3,36, A digestibilidade in
pive variou entre 82 e 86%; nao tendo zido afetada pelos tra-
tamentos térmicos aplicados. A digestibilidade in vidtro esteve
ao redor de 63% para as albuminas, 78% para as globulinas &
6% para o isolado protéico total {albuminas+globulinas). A 41
gestibilidade irn viire decresceu um pouco cam.a aumento go ftem

po de tratamento termico.
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Quadro 10: Efelto do tratamento tdrmico sobre o valor bioldgi
co {(PER) e digestibilidade das fractes protéicas isoladas do
feijac Rosinha G2 comparado com a caseina®

Fonte protdica Autoclavagenm Digestibilidade
das dietag®*® a 121ec PER &+ DP i piEre  inm vive
{minutos) % R

74 /4 0,68+0,28 66,86 85,42

L 15 G0,6320,21 66,28 85,85

30 0,5320,30 64,16 85,08

71/ 0,72£0,22 $3,82 81,82

F2 15 | 0,51+0,28 63,12 82,17

30 0,45+0,23 59,45 83,11

i/ 0,59:0,31 79,23 85,93

¥3 15 0,430,290 78,72 85,71

30 0,1320,22 76,82 84,48

Cageina 3,360,277 99,30 93,37
*Ratos recém-desmamados, da linhagem “Wistar", mantidos an

gaiclas individuais com agua e comida ad I<bitum por 28 dias,

- 4FY, isolado prot@ico total.
¥2, fracdo albumina.

F3, fracac globulina.
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Fig. 4: Curvas de crescimento dos retos utilizedos nos snsaios bioldgicos de PER {Que-
deo 10} com & fraclio albuming do feijfio Rosinha G 2, sutoclavads por tempos difersn-
tos. A, caseina: B, C 2 D, slbuming sutoclsveda 3 1219C por 7 Y2, 15 s 30 minutos,
respectivamants, '
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Fig, B: Curvas de crescimento dos ratos utilizados nos enssios hioldgicos de PER {Qua-
dro 10} com 2 fraglo globuling do feijfo Rosinha G 2 autoclavada por tempos difersn-
tes, A, casafna; B, € e D, globuling autoclavada a 1219C por 7 1/2, 15 ¢ 30 minutos
respetivaments,
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Eig. §: Curvas de crescimento dos eatos utilizados nos ensaios biolégicos des PER {Gua-
dro 10} com o isolado total do feijfio Rosinha G 2, autoclavado por tempos diferentes,
A, cassing; B, © 8 D, isolado fotal dislisade (adbumings + globulinas) sutoclavado a
121°C por 7 1/2, 15 e 30 minutos, respectivaments.
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Efeito do tratamento t&rmico no extrato aguoso sobre a ativie

Aade doz Ffatores antinuvtricionais

¥o Quadro 11, o8 resultados mostram gue para os ini
bidores da tripsina e da guimotripsina o aguecimento 4o extra
to agquese em agua fervente aumentou a atividade, chegando a
115 e 158%, raespectivamente, logo aos 5 minutos de aguecimen-
to. Depods de 2 horas de aguecimente, a atividade antitripti-
ca sra de 104% e a antiguimotriptica de 2%%. Quando tratado
em antoclave a 121°9C por uma hora, o extrato aguoso ainda a-
presentava pegquena atividade inibitdria para ambos inibidores.

A hemaglutinina fol completamente inativada com apg
nas $ minutos em Agua fervente.

Ainda nfo temos uma explicagdo plausivel para esse
fendmena, uma ver que o aguecimento do grac inativow rapida-

mente esses inibidores, tornando~og inscliveis em Zgua de

dificil extragao, como comprovam os dados das Figuras 7 e 8,
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Efeito do tratamento t@rmico no grao inteiro scbre a ativida-

de dog fatores antinubricionais

Ha Figura 7, podemos verificar a relagao encontrada
entre a inativacgac do fator éntitripgina; da hemaglutinina e
a perda da extratibilidade das proteinas em fungldo do tempo
de tratamento tirymico dos graos am agua fervente, A inativa-
cdc do fator antitripsina fol r3pida, nao sendo mais detecta-
da atividade apds 4 minutos de tratamento térmico a 370C, en~
guanto gue a hemaglubinina parece ser um pouco mais resisten-
te, apresentando uma pequena atividade acs 7 minutos e nenhu-
ma acs 10 minutos de aguscimento. Comprovagac semelhante pode
ser verificada na Figura 8 (foto} em gue algumas bandas de
proteinas desapareceram &o extrata aguose obtido dos graos com
maiores tempos de aguecimento, inclusive as bandas correspon-
dentes acs inibidores de tripsina e de guimotripsina {(I).

Ho extrato de feijao cru fol possivel  distinguir
10 bandas de protelinas, sendo gue com ¢ aumento do tratamento
t@rmico, o nfmero de bandas tornou-se menor, havendo alnda u-
ma diminuicdo da mobilidade relativa das proteinas gue passa-

ram a se concentray nas bandas de menor mobilidade no gel.
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AQUECIMENTO EM AGUA FERVENTE, EM MINUTOS

Fig. 7: Inativacio térmica do fator antitripsing, da hemeaglutining ¢ perda de solubilidade
das protefnas do feiifo Rosinha G 2, previamerde macerado em dgus por doze hovas, A, ath
vidade residual do fator antitriptico; B, atividads residual da hemaglutining; €, solubilidade
das proteinas em dgua.
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feito das condiges e tempo de estocagem sobre as
propriedades fisico~guimicas, culindrias e nubri—
cionais do feiiao

Propriedades fisico-quimicas e culinidrias

Has Figuras 9, 10, 11 e 12, apresentam-se as determi
nagoes de alguns parimetros fisicawqaimicas e culinidrics do
feljao estocado por § meses em 3 condicgoes diferentes, guais
sejam: a) clBmara controlada a 129C e 52% de umidade relativa
{UR} do ar; b} condigbes ambientais de laboratdrio, 22-25°C e
65-70% de UR e ¢} estufa controlada a 379C e 76% de UR. A ca-
da 2 meses, duvante a estocagem, foram retiradas amostras &
feltas as determinagdes percentuals de hidratacio, casca dura
{("hardshell”), ou seja, grios com casca impermedvel a agua,di
gestibilidade <n vitre, solubilidade das proteinas em Bgua =
em solugdo a 2% de NaCl, bem como medida da textura pelo prow-
cesgo de extrusac no Instron e observagic visual da cor.o tem
po de coogio fol feito em amostras a cada 3 meses de estoca-
gem.

Os resultados mostram que houve variagdo dos pardme
tros estudados em fungéﬁ d¢ tempo de estocagen, sendo, no en-
tanto, mals acentuada nas amostras estocadas nas condigoes de
temperatura e UR mais elevadas. A Figura 9, mostra gue o grau
de hidratagao diminuiu na estocagem a 129C de 90 para 80%,5en
do a diminuigao bem maior no feijdo gue ficou no ambisnte de

laboratbric, de 90 para 42%, enguanto gue aumentou no estoca-
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do a 379C de 90 para 109%. Na Figura 10, cobserva-se Gue a per
centagen de casca dura ou impermelvel permansceu constante, 2%
no estocado a 129C, aumentando no estocade no aunbiente de 2
para 66% @ desaparecendo no estocado a 37%C. A Figura 11, mos
tra gue z textura medida no Instron pelo processo de extrusio
permanecsu praticamente constante, cerca de 260kg-forca na
célula extrusora, para oz Ffelides estocados a 129 e no ain-
biente, tendo aumentado para mais de 500kg-forca {limite da
ascala do Instron), apds 4 meses de estocagem a 379C. A Pigu~
va 12, mostra gque o ftempo nNecessario paras a cmcgém, sob preg-
sao atmosférica normal, aumentou nas 3 condigodes de estocagen,
passandoe de 60 para 95, 116 & mals de 240 minutos pars o8 fel
joee estocados a 129C, 22-259C e 379C, respectivamente. O fel
iAo estocado a 379C, meswo apds 240 minutos de cozimento, ain
da permaneceu com textura rigida, contrastando com o felljaono
vo,que, apés cozido, apresentou uma textura farinicea e macia

Também foram estudados outros parimetros, oculos -
feitos das condigoes de estocagem nac foram muito acentuados,
sende mencionadog a seguir. A digestibilidade im viftro do fel
80 cru e cozido sefreu peguena redugao nas 3 condigdes de es
tocagem, sendo & mals acentuada para o feijio estocado a 379%¢
yér f meses. A sclubilidade das proteinas em Bgua 2 em solu-
gfo a 2% de NWaCl também diminuiu um pouco com o tempo de esto
cagem e aumento de temperatuora e UR. A observacio visual mos-
trou gue a cor natural ndo mudou quande o feiiddo foi estocadeo
a 129C, mas escurecen progressivamente no felijBo estocado no

ambiente & multo mais nagquele a 379C.
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Fig. 8 Variagdo da capacidade de absorgo de dgua do feijfio Rosinha G 2 em funglio do
tempo ¢ conmdiches de estocagem. Percentagent de hidratsgiio no feijdo macerado por seis
horas & teraperature ambients, '




108

100

+ B-22.259C,
£5.70% UR

CASCA DURA (%}
-

- C-37°C, 76% UR

A29C, 52% UR

PERIODO DE ESTQUAGEM, M MESES
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Fig., 13 Variagdo de casce dura do feilio Hosinhs G 2 em fungio do tempo 2 condigfes
e estocagern. Percentagem de cases impaymedvel apGs seis horas de maceracio om dgua 2
temperatura ambisnte.
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Fig. 11; Alteracio da textura do feijio Rosinha G 2 em fungdo do 1empo 8 condighes de
estocagem, Textura medide pele forgs de extrusBo no INSTRON: feiffio macerado 12 ho-
rus @ corido 30 min. sob press@o atmosférics.
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Fig. 120 Variagfio do tempo de coogdo do feilfo Rosinbha G 2 em funclo do tempo e
gsondigfes de estogagem. Feiffio macerade por 12 horas e cozide sob pressfo stmosiériea,
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Propriedades nutriclonals

Mo guadro 12, apresentam~se 08 valores nutricionais
encontrados no feijao estocado Qwr & meses, em condlgdes dife
rentes de temperatura e umidade velativa. Apbs a colheita,aocs
3 & aos 6 meses de estocagenm, foram feitas as  determinagtes
de PER, disponibilidade de metionina e cistelina & digestibill
dade aparente 4n vive das proteinas.

Os resuliados svidenciam acentuada redugac nos pard
metros estudados em fungao do tempo de estocagem e, especial-
mente, das condigoes mails slevadass de temperatura e umidadere
istiva. Oz valores de PER decrasceram de 1,01 apds a colheita
paga 0,566, 0,43 e 0,10 nas amostras de feiido estocadas por 6
meses om camara com bemperatura controlada a 129C e 52% de UR,
ambiente de laboratdrio a 22-259C & 65-70% de UR e em estufa
a 37 e 76% de UR, résyeativamentee A disponibilidade bilolb~
gica da metionina e da cistelna, bem como a digestibilidade a
parente im vive das proteinas, decresceram nas 3 condicdes de
estocagen, sendo gue © maior decréscimo fol para o feildo es-
rocado sm estufa a 379C ¢ 76% de UR. Esses valores apds a co-
lheita foram de 46,3, 51,6 & 62,4%, gue decresceram para 27,6,
30,1 e 54,5%, respectivamente, para z disponibilidade de metl
onina e cisteina e paré a digestibilidade das proteinas no fi
nal de 6 meses de estocagem.

Os resultados mostram gue a estocagem RAO conservou
as qualidades nutricionais do feijac e que guanto malor foi a
remperatura, a umidade relativa e o tempo de estocagem, malo-

res Foram as perdas das gualidades nutriciconals e culinarias.
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Bfeito da adigao de metionina ao feijfc integral e

ds diversas fragdes

Adigao ac feijdo com diferentes tempos de estocagem

Ko Quadro 13, encontram-se os valores de variagio de
peso e consumo de dieta por rato e por dia, PER, bem como di-
gestibilidade aparente iz vipe Sas proteinas do feiide, logo
apbs a colheita, com 10 & 18 meses de estocagen em  condicles
normals de prateleira {ambiente do laboratdrio, com cerca de
309C ¢ 70% de UR). TambBm sdc apresentados dados do mesmo fel
8o enriquecido com 3% de metionina e 2% de cisteina em rela-
gao d proteina. Utilizou~se dietas com 10% de protelnas de
feijao e caselna na dieta padrio.

Os resultados mostram que  © teﬁpm de estocagem in-
fluiv drasticamente no valor bioldgico das proteinas do fei-
jac. As condicdes de estocagem naoc foram maitﬁ.ﬁréstiaas, cer
ca de 30%C, mas suficientes para reduzir de modo gignificati-
¥o as gualidades nutricionais das proteinas. Logo apds a co-
lheita, o PER fol de 1,27, valor esse gue caiu para ~0,29 &
={,45, respectivamente aos 10 e 1B meses de estocagem. O enyi
gquecimento com metionina e cisteina elevou o PER para 2,45,
2;56 & 2,46 nos 3 pericdos de estocagem. Isgo representa uma
elevagao de guase 100% do valor do PER do feiido logo apbs a
colheita e uma elevagao muito maior em relagic 3s amostras @5

tocadas por 10 e 18 meses, muito embora © ganho de peso jeloia
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rato e por dia tivesse sido menor com as amostras estocadas |,
isto 8, 1,96 no inlcio, contra 1,65 e 1,13, apbs 10 & 18 nme-
ses de ostocagen, respectivamente. A digestibilidade aparente
in vipo nao mudou guase nada em fungao do tempo de estocagem
oun do enviguescimento.

Na Figura 13, estdc representadas as curvas de cres
cimento mé&i& dos ratos utilizados nos ensalios de PER coryes-

pondentas ao Quadro 13,
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Fig. 13: Curvas de crescimento dos ratos utilizados nos ensaios bioldgicos de PER {Quadvo 138
relativos 30 tempo de estocagem e envigquecimento com metioning e cisteina do feijis Rosinha
G2, A, caseing; B, F ¢ G, distas de Teijfic estocado 0, 10 ¢ 18 meses, respectivamenta: B, C e
{3, mesmos feiifes enriquecidos com 3% de metionina g 2% de cisteina em base da proteina da
dista,
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Adigaoe ao feijdo integral = &s fraches isoladas

Ne Quadro 14, apresentam-se os valores de aumento de
peso e consumo de ragdo por rato e por dia, PER e digestibili
dade aparente inm vivoe das protelnas da farinha integral e das
fragOes protéicas do feijldo. As amostras foram  autoclavadas
por 71/4 minutos a 1219C e testadas biologicamente sem & com
adicdo de 3% de metionina ¢ 2% de cisteina em relagio & pro-
teina.

A anflise dos resultados evidencia ¢ grande aumento
no valor de PER e aumento de peso dos ratos submetidos s die
tas enriquecidas. Esses valores foram maié altos do que o
propric padrac de caseina, sendo apenas a farinha integral a
gque apresentou tais valores infericres aos da caseina. A diw~
gestibilidade ndo melhorou com o enrigquecimento, =am nenhum
dos casos. Nao houve tamb&m aumento de consumo da dieta,

Na Figura 14, apresentam-se as curvas de crescimen-
tey dos ratos utilizados nos ensaios de PER, Quadro 14, Pode-
se facilmente notar que a melhoria no crescismnto dos ratos
fol superior, com excegao da dieta com farinhs integral, & da

oropria dieta padrzo de caselna.



118

~gupercad ¢ opdETeX W PULSISTO Op $¢ ¥ BUTUOTISN &P & WOO B URS Seped

~edead seletp Be Opues ‘DpTrl B sounumw €y zod sepeaTTooe seoteacad seoboxy vns o orlTel op WUUTICdyy

wrpgl] ProEpTED o pnbe woo FRTD g7 S00 SgUSMITENPTATRUT SOpRaLEMTR L TEI T, WReDMIITT vP SO0,

R oL Liovacis L8’ 6p'e RUTBERY
g8 58 rieE EETOFR0PTYT 827 0WRe0 0T 8 0%y g1'e 270 TR} oorenatd opRiost
6808 cz'ol  GT'OFREY  TEY0F6ED 09y, 00’y 40°¢ €270 . eurmgerh oedexg
OTER TR £2ORTOY  eTioveL’g 5074 £6°E 2ol 5e'a wrmmcre opberg
72429 11918 P06y’ L2TOF09°C0 912 014 a6’ T 280 Texbsaur RUUTILI
um&xn BIBU/E  38w/0 YL 1eu/0 18U E 38U/ Jeu/ s #3SEIDTD BBRU

(%) oaia u2 : {e1p/Onex/b) {eTp/anes
SpRpTTIgTAsed 1 du3gEg TSP 9p opasebu osad Sp oyueD seugaioad op eRuGg

sBepeETORY seorgsoxd ssodexy sens sep @ yeabajur 2O BYUISOY oceitaz op seU

~16303¢ SBEP TRUOIDTIINU JOTRA © 2I¢gOS TUTUOTION WO cedejusmerdion ep O3TIR 11 OIpEN)




i

B0~

m

60

k;

40

GANHO DE PESD (g/RATO)

200

Y i
i4 21 28

udfee

DURACAD DO ENSAID, EM DIAS

Fig. 14: Curvas de crescimento dos ratos utilizados nos ensaios de PER (Quadro 14}
som farinha integral de feiifio Rosinha G 2 e suas fracfes protéicas, avtoclavadas e anri
guecidas com metioning, A, caseing; B, C, [ 2 E, feiffio integral, albuming, globulina,
isolado total, sutoclavados a 121°C por 7 172 minutos,
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Estudo da incorporagac de metionina no feiddo em gric
pelo processo de MACeracgac

Efeito do tempo, temperatura & concentragio de metionina

Nas Figuras 15, 16 & 17 apresentamn~s¢ as curvas re
ferentes aos valores de xeten§§o de metionina no feiijao, &m
fungac do tempo, temperatura e concentracac de metionina na

solugac de maceragac.

Na Figura 15, pode-se observar gue a maceracic  em

solugao a 3% {(limite de solubilidade a 259C) de metionina e

temperatura ambiente, levou 10 horas para o maximo de  reten

¢ac, 1l6g de metionina/100g de proteina de feiljdc, decrescendo

com tempos mails longos de maceragdo. Nesse periodo de 10 ho-

ras de maceragao, o feijdo absorveu mais do gue 100% de 3gua,
dificultando a secagem posterior, além de depreciar um pouco

as caracteristicas de aparéncia do feiijdc depois de seco.

Wa Figura 16, observa-se a maceragiao em solugdo a 5%

{limite de solubilidade a 509C) de metionina ¢ temperatura de
509C, Nessas condigles, o pericdo de 1 hora 38 foi suficiente
para atingir o miximo de retencao de metionina pelo  feijdo,
24g/100g de proteinas. Esse procedimento fol muito convenien-
te, polig on graosg, no Fim de 1 haré; absorveram cerca de  40%
de égua,.e éua facilitow a secagem posterior, além de conser-

var as caractéristicas de melhor aparéneia do produto COmpara

das com ag 40 processe anterior.
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Na Figura 17, manteve~se o tempo de 1 hora e a tem-
peratura de 50°C constantes, tendo-se variado a concentragao
de metionina na solugdo de maceragdo. O resultados confirmam
que a maiocy absorcgac se deu com a malor concentragio de metio
nina, isto &, 5% de metionina, gue & o limite de solubilidade
desse aminclcido a 309C.

A andlise dos dados das Figuras 15, 16 e 17, mostra
gque a melhor condigac para incorporar metionina ao feijdc em
grans por meceracido fol aguela em gue © nmesmo paerpaneced &m
solugao a 5% de metionina 3 temperatura de 50°C durante 1 ho-
ra. 8ob ¢ aspecto comercial, & pr&tico porgue torna mais f£3-
cil a secagem e ¢ produto final com 24g de metionina/l00g de
proteinas de feljao permitiu uma mistura com feijio testemu-
nha, na proporgac de 1:7, dando ainda um produto final com
mals de 3y de metionina/léyg ¥W. Com esse procedimento, o teor
de netionina do feljao foi igual ao da caseina, sem  alterar
as caracteristicas de aparéncia e melhorando consideravelmen—
te o valor nutricional do produtso, como ficou evidenciado pe-

ios dados do Quadro 16,
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g METIONINA/16g N DO FERIAD
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TEMPO DE MACERACAO, EM HORAS

Fig. 15: Curva de retengdo de metionina no feijio Rosinhe G-2 em funglo do tempo de
maceracdio em soluclo 3 3% de metioning & temperatura ambiente.

g METHONINA/18g N DO FELAD

i §

x
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TEMPO DE MACERACAC, EM MINUTOS

Fig. 16: Curva de retenglio de metioning no feijfie Rosinhs G 2 em fungdo do tempo de
maceraciio em solugdo a 5% de metionina e tempsraturs de S0VC.
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METIONINA NA SOLUCAO DE MACERACAO (%)

centracSo de metionina na solugfio de maceragio durante unm hora a 50°C,

Fig, 17: Curva de retencio de metioning no feiido Bosinka G 2 em funglo da con-
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Metioninag incorporada ao feijao por maceracac

No Quadro 15, os resultados indicam gue ¢ feijdo ma
cerado em solugoes de metionina pode ser utilizado para ele-
var o8 teorss deste aminolcido para valorss prdsimos acs da
caselina, isto &, 3,15¢ de metionina por 16g de nitrogénio.

fuando © fgijée fol cozido sem a Agua de maceragio,
houve uma redugio da metionina de 3,24 para 2,13, mostrands
haver grande perda na &gua de maceracgac. Com isso, fica evi-
denciado gque nao & conveniente eliminar a 3gua de  maceragao
guando esta for feita antes 4o cozimento do feidao gue +tenha
gido enriguecido com metionina pelo processo de maceragido, 0O
feijac macerado em solugdo a 5% de metionine atingiv vm  teor
deste aminodcido acima de 24g/lég N, uma vez gue a misturs na
proporcio de l:7 com feijao testemunha ainda vcontinha 3,02¢/
l16g N, mostrando a grande vantagem desse procedimento sob o

aspecto de processamento industrial.
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Quadro 1531 Concentragac de metionina em amostras de feiijo Ro

sinha GZ antes e apls enriguecimentc por maceracio

Tratamente das amostras de felizo* Metionina
(g/16g N)**

Testemanha, cozido sem Ggua de maceragio 3,85

Macerado em solugdo a 1% de metioning, cozido
sem a agua de maceracin 2,13

Macerado em solugBo a 1% de metioning, cozido
com a agua de maceragio 3,24

Macerado em solucdo a 5% de metionina, mistu-
rado na proporgdo de 137 com felido testemwha,
oozido sem a Ggua de meceragdo ' 1,98

Macerado em solugdo a 5% de metionins, mistu-
rado na proporgao de 1:7 com o felido testemu
vha, oozido com a Sgua de maceragio 3,02

Dieta padvdc preparada ¢om a caseins 3,18

* moostras ubilizadas no preparo das dietas do Quadvo 14,

**Yalores encontrados pelo método colovindtrice de Iunder, 1973,




126

Avaliagao nutricional das proteinas do feijfo enriquecido com

metionina pelo processo de maceracdo

No Quadro 16, estaoc os resultados dos ensaios biold
gicos efetvados com amostras de feijao que foram maceradas em
s0lugoes a 1% e & 5% de metionina por 1 hora a 509C e secadas
#0 501, O feijao macerade em solucdo a 5% de metionina fol
misturado com feijéa\testemunha na proporgao de 1:7. Essas a-
mostras foram maceradas em 8gua por 12 horas e submetidas ao
cozimentoe por 1 hora a pressdo atmosférica, sendo num caso co
zidas na Agua de maceragdo e no outre cozidas apds substituir
essa agua por agua destilada. A seguir, foram liofilizadas e
moidas exn moinho de martelo.

Os resultados mostram gue a maceragac com solugdes
de metionina elevou o PER de (0,85 para cerca de 2,5 em  gual-
quer dog casos, quando o cozimento fol com a dgua de macera-
GAu. Quando a Bgua de maceracgio fol desprezada antes do cozi-
mento, o8 valores de PER baixaram para 1,6 e 1,3, ¢ gue mosg~
itra que boa parte da metlonina fol eliminada com a &gua de ma
COragas.

0 auwmento de pesc corporal dog ratos, bem como a e«
ficiénela das dietas, também responderam favoravelmente A ine-
corporagao de metionina na maceracdo, sendo um pouca'mais bal
x08 guandc o cozimento foi sem a dgua de maceragdo.

Ha Filgura 18, apresentan-se as curvas de orescimenw-
te médic dos rates utilizados nos ensaios biolbgicos (PER)cox

raespondentes ao Quadro 16, pode-se verificar que o crescimenw
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to nadc alcangou o 42 caseina em nenhuma das aAmostras, mas me-

lhorou consideravelmente guando o feijfo foi enriguesidc com

metionina pelo processo de maceragac.
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DURACAC DO ENSAID, EM DIAS

Fig. 18: Curvas de crescimants dos ratos utilizados nos ensaios de PER {Quadro 18) no
estudo com feljfic Rosinhs G 2 enviquacido ers solugdio de metionine. A, easeina; D e C,
solugiio 2 1% de metioning com e sem dgua de maceragdo, respectivaments; £ 2 B, solu-
¢io 3 5% de metioning, com & sem dgua de maceraclio, respectivamente; F, foijio ndo an-
riguecido, sam a dgua de maceragio.
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Disponibilidade bioldgica da metionina

We Quadro 17, apresentam-se os dados de disgponibili
dade bhiolbgica da metionina no feiido testemunha e no macera-
do em solugio a 5% de metionina e misturado com feijac teste
munha na proporgac de l:7.

Essas amostras foram macerdas por 12 horas em  &gus
destilada e na temperatura ambiente, gseguindo-se cozimento
na mesma agua, por 1 hora a pressac atmosfBrica, liofilizagao
e moagem. H8 percentagens de disponibilidade bioldgica da me-
ticnina, determinadas pelo balange da absorgio do feiido tes-
temunha e do macerado foram 55,8% e 83%, vespectivamente.d me
lhoria na disponibilidade da metionina do feijio macerado re-
sultou a absorcgac de 100% da metionina que fol incorporada ao
feijao pelo processo de maceragdo. Essa verificaclo foli feita
por chleulo a partir dos valores de ingestdo e excregiao da me
tionina pelos ratos submetidos 38s respectivas distas, confor-~
me apresentado no Quadro 17. A disponibilidade da metionina in
corporada por maceragao fol de 103%, o gue pode ser atribuide
a uma superestimacio dos resultados, cu entdc ter havido uma
melhoria na utilizagdo da metionina do proprio feijdc, motiva
da pela presenca da metionina de fonte sinté&tica.

O fato da metionina incorporada ac feijao pela mace
racidc permanecer totalmente disponivel, constitul mais uma e~
vidéncia da praticabilidade do processo, sempre gque o enrique
cimento com esse aminclecido se fizer necessiric ou se mostrar

vankajoso.
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Quadro 17: Disponibilidade bioldgica da metionina incorporada

a0 feijio Rosinha 62 por maceragloc®

Distas com feljao®k*

Metionina#**

Testemunha Macerado
Ingerida {my) 103,45 387,51
Incorporada {mg} ' 272,63
Exoretada nas fezes (mg) 45,71 67,20
Absorvida (mg) 57,74 336,31
Disponivel (%) 55,78 83,09
Incorporada disponivel (%) 103,00
Dieta ingerida {g} 111,00 134,00

*Ratos da linhagem "Wistar®, mantidos em gaiclas individuais,

com Bgua e comida ad IZh{fum, por 10 dias.
**Metionina total determinada pels método de Lunder, 1%73.

*#*Dietas preparadas com feiijfic testemunha e macerado em solin
gac a 5% de metionina, misturado na proporgac de 1:7  com
feijao testemunha, cozidss por 1 hora, sob pressio atwmosfs

rica com a Agua de maceragao.
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Avaliasgac sensorial do feiido testemunha e enviguecido por ma

CRracan
Anflise de preferéncia pelo mBtodo Psicofisico de Comparagio

Pareada Direcional

Ho Quadyce 18, observam-se os resultados da anflise
sensorial de preferéncia do feijdo em graos macerado com soly
gbes a 1% & a 5% de metionina. Os resultados indicam gue otra
tamento A {feijdo testemunha) nic diferiu de B {feiifo mAacera
do em solugdc a 1% de metioninal) e nem de C {feijfc macerado
em solugdo a 5% de metionina e misturado na proporgde de 1:7
com o testemunhal, ac nivel de gignificincia estatistica de

5%, nas condigdes do experimento.
Andlise de preferéncia pelo método de Escala Nio-Estruturada

Gg resultados do Quadro 19, mogtram a preferéncia
para odor o gosto do feijao maceradeo em solugdo a 5% de metie
nina. A anflise estatistlea indica que tanto para o odor quan

o para o gosto o tratamento A (testemunha) diferiun de B {(fel

jao macerado em solugdo a 5% de metionina, lavado e misturado
na proporgac de 1:4 com testemunha) & de © {(feijzo maceradoem
solugdc a 5% de metionina e misturado na propeorgée de 1:7 com
testemunha) ac nivel de significdncia estatistica de 5%, guan
do o feijdo fol cozido sem tempero. O tratamento A alcangou
maior média, portanto maiocr preferdncia em relagao ac odor e
gosto, usando-se ¢ teste de Dunnett, 1955, pars significineia

estatistica entre o testemunha e os tratamentos. O tratamento
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B ndc diferiu de C ao nivel de probabilidade de 5%.

guando o feijao fol cozido com tempero, &  anidlise
de varidncia da preferéncia gquanto ac odor e gosto mostrou
nic haver diferenga estatistica ao nivel de 5% entre o teste-
munha & o8 tratamentos B e €, guer para o odor ou rara o gos-

to.

Guadro 18: Preferéneia para feijdo Rosinha 62 magerado em so-
lugao de metionina, usando~se o mdtodo Psicofisico de Compa -

rag&o Pareada Direcional, dada em fregliéncia (N=40)1

Comparagac entre anostras

Repeticoes
A x B A x . C
I 9 1% 6 408
1T 5 5hs 4 RS
111 3 5RE 5 ghs
v 5 5ns 7 308
1

Significinceia do teste parsado, Roessler e col., 1956.
* Significativo {p=0,08)},
ns - nao significativo {(p=0,05}

A - feijBo testemunha, B e C - feijdo macerado em solugoes a
1% ¢ a 5% de metlonina, respectivamente, sendo gue O macera-~
do em solugac a 5% fol misturado com feijfc testemunha na

proporgac de 1:7.
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Quadro 19: Preferéncia para o odor e gostoe do feijdo Rosinha
52 macerado em solugao de metionina e cozido com e sem tempe—

ro, usando~se o método de Escala Nio-Estruturadat

Tratamentos @da# de fsiijdo Gosto de feiijac
Temperado  Sem tempero Terperado Sem temperc

A 7,8308 | 7 B4% 7, 4408 6,68%
B 7,39 7,08 7,08 6,09
- 7.28 7,22 715 5,07

Y cada valor representa a média de 60 repeticodes.

* & tratamentoe A diferiu de B e C {p=0,05}

ng -~ nao significative (p=0,05).

A ~ feidzao testemunha.

B - feijdc macerado em solugfo a 5% de metionina, lavado &
misturado na proporgac de 1:4 com feiddo testemunha,

C - feijao macerado em solucac a 5% de metionina e wisturado

na proporgac de 1:7 com feijBoc testemunha.
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DISCUSSED DOS RESULTADOS

Os estudos com feijoes{(Phaseolus vulgarie) sio fei-
tos, em geral, no grio integral ou farinha do mesmo. Por isso
¢ interesse neste trabalho centralizou-se nos agpectos fisi-
co-guinicos, toxicoldgicos, culindrios & nutricionais do fei-
jac Rosinha G2 e em fragfes obtidas da farinha integral. Quan
to & composigan, geralmente 08 valores estdo em concorddncia
com 08 varios trabalhos descritos na literatura para cutras
variedades do mesmo género,

¢ teor em proteina bruta, Quadro 4, foi de 26,3%,
portanto, dentro da failxa de variagic protéica nas  legumino-
gsas, 18~47%, Pant e Tulsiani, 1969, Lantz & col., 1958, & ou-
tros. As fragoes prepavadas no laboratdric apresentaram gran-
de variagao nos teores de proteina bruta, 15-%0%, sendo omais
baixc para a fragio de sblidos insolliveis em Agua. No feiddo
integral os valores de nitrogénio nao-protdico, cinzas, extra
to etfreo e fibra bruta estac de acordo com Morass e Angsluc-—
ci, 1871, entre outros,

Exceto para a fragdo dialisdvel, Quadro 5, a compo-
sigdo em aminodcidos foi semelhante em todas as demais. A me-
tionina fol baixa em todas as fragoes, cerca de 0,8@}15g‘&,3§§
do o amincicido essencial limitante, Bressani e cool., 1961,
Jaffé e cel., 1974, KRelly, 1971, Evans ¢ Bauer, 1978. A hidrd

lise acida a 1059 pode destruir boa parte da metionina, de-
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vendo a concentragac da mesma ser mais elevada nas amostras
estudadas. (nando feita a hidrdlise a frio e a  determinagio
pelo méitodo de Lunder, 1973, esse valor fol em midia 1,5g/lég
N. A lisina varicu de 7,5-8,7g/16g N, concordando com  Tandon
e col., 1957, gue encontraram uma média de 8,459/ /16y ¥ em 25
variedades de felibes, Moraes e Angelucci, 1971, que ancontra
ram resultados semelhantes em 12 variedades brasileirasde fej
40es. Isso torna o feiddo um bom complemento para 08  cereals
arroz, trigo, milho, etc., gue sao deficientes nesse aninoel
do esgencial e com teor bem mais alto gus o felido em metioni
na. Por outro lado, a disponibilidade da lisina, determinada
por método guinico, fol baixza em todas as fragdes, Quadro 3,
cerca de 6g/l6yg N, reduzindo-se ainda com ¢ tratamento tErmi-
co. O efeito do tratamento t&rmico f£fol maior no feiiao inte-
gral ¢ nos sdlidos insolivels apds extragao das protelinas,que
com 30 minutos a 1219C tiveram a lisina disponivel  reduzida
em cerca de 50%. Entretanto, come o método usado foi um méto-
do guimico, nao se pode afirmar que a disponibilidade zeda a
mesma In VIivo.

A atividade ¢n vitro dos fatores antinutricicnais |,
hemaglutining e inibidores da tripsina e da guimotripsinag,foi
slevada, guer no feijaoe integral, gquer nas fragoes isoladas,
Quadrce &. Nossos resultados conoordam com oz de virios pasgud
sadores gue frabalharam com ¢ feiddo integral, Kakade e Evans,

1965a, Liener, 1976, Jaffd, 1950a, e outros. Exceto para  as



137

fragdes protéicas globulina e albumina, as pesguisas sobre es
ses fatores sac guase inewistentes para as demais fracgdes es-
tudadas. Nossos resultados mostram que a fragac albumina apre
sentou a mais alta atividade, tanto para os inibidores de pro
teases, come para & hemagliutinina. A fragao globulina apresen
tou atividade bem mais baixa, menor ainda nos s0lidos insoli~
velis. A presencga de inibidores de proteases nos sdlidos diali
siveils indica a existéncia no feiijdo de inibidorss de  baixo
pesc molecular (PM < 10.000) ou uma possivel fragmentacgao dos
inikbidores de peso molecular mais slevado com a produgac de
fragrentos ativos dialisiveis,

A inativagao térmica dos fatores antinutricionais a
presentou comportamento diferente quando o tratamento foi fel
o no grao inteiro ou extrato aguoso, Quadro 11 2 FPigura 7.No
grac inteiroc a resisténcia térmica dos inibidores da tripsina
e da quimctripsina, bem como a da hemaglutinina, fol peuuena,
cerca de 10 minutos em agua fervente, concordando com oulros
investigadores, Runitz, 18946, Jaffe, 1950a, Lisner, 1976, gue
afirmam serem 08 mesmos termoldbeis. Quando o tratamento tére
mico consistivu na fervars 4o extrato asgquoso, a atividade dos
inibidores da tripsina e da guimotripsina aumentou, mantendo-
se acima de 100% por mais de 2 horas. Mesme apds 60 minutos a
121°C, esses inibidores ainda mostraram alguma atlvidade.d he
maglutinina 33 estava inativada aos 5 minutos de fervura. Na
literatura nao fol encontrado nenhum trabalho svidenciande es-

se fatoe, que contyvaria a afirmstiva corrente de gue essas pro
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telnas sdo termoldbeis. O fato de ndo ter sido possivel detec
tar atividade desses fatores guando o tratamento térmico foi
feito no gris pode indicar a possibilidade de haver reagas ou
complexagiaco dos mesmos com algum constituinte celular. Assim
gendo, a inativagﬁﬁ; em lugar de ser tBrmica, seria por com~
plexagac, © gque parece ndc ovorrer no extrato, onde hid uma a-
tivagac com o tratamente térmico a 97°C, provavelmente pela
exposigac mais completa do centro ative do inibidor ou pela
liberagaco de molculas de inibidor gque se encoptravam associa
das com outros constituintes do extrato cru e, portants, to-
tal ou parcialmente inativas. Por motivos ainda nio evidentes,
o tratamento t8rmico do extrato inlcialmente ativa esses agen
tes antinutricionais gque se apresentam multe termorresisten-
tes, necessitando de condigtes multo mals severas para serem
inativados. Admitindo a hipbiese de gue a inativagio no grao
se faz por complexacao, 2 provivel gue no extrato isso nac a-
contecga, o gue determinaria a grande estabilidade t8rmica dos
mespos guando em solugac. Esse fendmeno certamente merece Fu-
turas investigag&aa; bem como se reveste de importdncia prati
ca, uma vez gue fica demonstrado gque o tratamento térmico exi
gido para a inativacgdo desses inibidores vai depender nac sd
da natureza do produto, mas tambkdm das caracteristicas Figi-
cug do melo.

A eletroforese em gel de poliacrilamida de extratos

aguosos dos graos tratados termicamente mostrou o desapareci-



nento das bandas correspondentes acs inibidores da tripsina e
guimotripsing acs 5 minutos de aguecimento em Sgqua fervente,
Com o aumento do tempo de tratamento térmicn, notou-ss uma di
minuigao do nimerc de bandas om relagdo ao extrato cru, aldm
de diminuir a mobilidade relativa de certas bandas, Figura §.
Hesse caso ficou tambédm evidenciade que o tratamento térmico
do grao inteiro provocou a insolubilizacio dos inibidores de
tripsina e de quimotripsina, de tal forma que as bandas de
maior mobilidade eletroforética correspondentes a tais inibi-
dores desapareceram do perfil eletroforético.

No estudo in vive, a toxicidade do feildoc e de suas
fragoes foi extremamente elevada, provocandc letalidade total
dos ratos num periode de 3 a 23 dias, Quadro 7. Para o estudo
com o feljdaoc integral, a letalidade dos ratos em tao curto
praze, de 4 a 8 diasg, concorda com Kakade e BEvans, lgﬁﬁa,ﬂreg
zani & col., 1%63. O fato de termos encontrade toxidez em to-
das as fragoes cbtidas da farinha integral nac confirmoun a
nossa hipdtese inicial de gue a toxidez do feijdo,guando cra,
poderia ser concentrada em apsnas ume fragao, o gue facilita~
ria posterior isclamento e provavelmente a identificagac do
composto ou compostos responsivels pelo efsito tdxico. Essa
verificagdo sugeriu a possibilidade de tal substincia tOxica
s ligar inespecificamente acs componentes das diversas fra-
goes obtidas, Por outro lado, a elevada toxidez da fragdo dia

1isBvel sugeriu a existéneia no feijdo de substincias altamen
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te toxicas de baixo peso molecular e dialisdveis guando no eg
tado livre, Essas substincias poderiam ser zs mesmas gue sg-
tariam ligadss acs componentes macromoleculares dag damals
fragoes causando a toxidez aguda ¢ a morte dos animals experi
mentais com poucos dias de ingestio das dietas contendo +tais
materisisg. A toxidez aguda da farinha integral e das fragles
dela obtidas ndo parece ser devida & acio exclusiva de agentes
antinutricionals como oz inibidores de proteases o das  fito-
hemaglutininas, embora ¢sses possam contribuir para o efesito
t&xico total, Esses compostos altamente tdxicos, aparsntemen-—
te ainda nac conhecidos, seriam altamente termylabeis, pois
tratamento térmico bastante brando, insuficiente para inativg
ac completa dos agentes antinutricionais conhecidos, elimina
& toxidez aguda, melhorandc substancialmente o valor bioldgi-
co dasz proteinas em tals amostras. Se esta naoc for a explica-
¢ao para a fAcil eliminagdo da toxidex aguda e melhoria rapi-
da 40 valor bioldgico das proteinas com um tratamento tdrmico
brando, entac poderiamos supor gus existam pelo mencs 2 clag-
ses de agentes antinutricionais no feiijdo, uma altamente tomi
ca e muito termoldbil, sendo facilmente eliminada pela agao
do calor £, opktra mals termorresistente, porém de baixa toxl
cidade.

4 adigdoc de metionina ds dietas, ao contriric do
que acontece com a §0ja crua, tambdm nao eliminou o efeiro t5

xico, o mesmo acontecendo com a eliminagac da casca ou a ex-
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tragao com etanol a 70%. Ratos alimentados com dietas de ca-
seina acrescida de casca de feiifo ndo mostraram sinal de in-
tmxicag%a, O gue sugere gue Us componentes da casca nac sag
responsavels pela toxidez. E importante notar que apenas 21f2
minutos de aquecimento a 379 foram suficientes para eliminar
os fatores toOxicos do feiijdo macerade por 12 horas. Esse tra-
tamente foil suficiente para elevar o PER a um valor guase ma-
ximo para o feijdo, o gue 30 fol atingido entre 10 e 15 minu-
tos a 97°C. Apbs 21/2 minutos de aguecimento a atividade anti
triptica residual era ainda 34% da oviginal e a hemaglutinan-
te cerca de 10%, sendo ainds considerada alta,necessitando de
apenas 37ug de protelna/ml para provocar henaglutinagac. fssc suge
re paAc serem esses fatores os Unicos responsdveis pela toxidez do
feilao, o que contraria a maioris dos krabalhos publicados a
eEse raspeité, Jaffée, 1968, Honavar e col., 1862, dentre ou~
tros gue indicaw essas substincias come vesponsaveils pela to-
xidez e pela alta letalidade do feijac cru. CQutro fato gue £i
cou evidenciado pelos resultados desta pesguisa & gue trata-
mentos térmicos mals reduzidos gue os descritos na literatura
como ideais ja foram suficientes pars afetar negativamente o
valor nutritivo das proteinas guanto ao PER. Autoclavagen a
121%¢ pQr ?1X2 minvtos Lol melhor do gue por 15 e 30 minuios,
para o valor bioldgico das proteinas do felijac integral e pa
ra as fragdes albumina, globulina e isolado protdice  total,

guadro 10. Esses resultades contrariam alouns autores, entre
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o8 gualis Bressani e col., 1963, gue dizem serem necessirios
30 minutos em avtoclave a L2Z1%C para o feiido alcangar o me~
ikor valor nutricional em teymos de PER. Teis discrepinciaspo
derizm ser atribuildas a diferengas entre variedades guanto 3
sensibilidade a0 tratamento térmico.

A digestibilidade I{n vitro do feijao e suas fragles,
guando no estado cru, fol sempre baiza, cerca de 45%. Apds a
autoclavagem houve uma melhoria sensivel, chegando até 78% pa
ra as globulinas., Fara as albuminas ela fol menor, tanto #
vitve como in vive, embora tenha melhorado com ¢ tratamento
térmico. Para o feljao integral, o efelto do tratamento térmi
co foi relativamente reduzido e come consegliiénela a digestibi
lidads continuou baixa em relacac ds globulinas isoladas.
Vaintraub e col., 1976, verificaram baizs digestibilidade das
proteinas de 13 espBeies de leguminosas, sendo o8 valores mals
balixos encontrados para asz espécies do género Phaseolus.O fa-
to de s globulinas apresentarem digestiblilidade relativamen—
te slevada estd em desacordo com S2idl & ccol., 1969, que ob-
servaram em ums fracao globulinica de felices pretos, resis-
téncia & acgao de 7 enzimas protecliticss, inclulindo as diges-
tivas e que, mesmo apds s desnatlragdo com uréila, a digestibi
lidade nao melhorou multo. Segundo esses autores, essa protel
na, gue representava mais de 30% das proteinas totais do fei-
jao, contribuiria decisivamente para a baiza digestibilidade

prot@ica dessa leguminosa,
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08 egtudos reallzados até o presente ainda nao per-
mitiram uma conclusac de guais transformacdes sdo responsiveis
pela perds das gualidades criginals do feiddo durante o arma~
zenamento. Neste trabalho, o feiiso foi estocado em 3 condi-
¢Oes diferentes, observando-se que guanto maior © tempo, beme
peratura & wuldade relativa, maiores foram o prejulzos para
os pardmetros fisico-guimicos, culinfrios e nubricicnais, Fi-
guras 9, 10, 11, 12 e Quadro 1Z. Das 3 condicoes de estocagem
a mais severa fol aguela z 379C e 76% de umidade relativa.ten
do apresentade 2 malor deprsciagao das carvacteristicas origi-
nais do feiiac. A ftextura medida no Instron ultrapassou &
500kg~forca no fim de 4 meses, quandoe compavads wom 238kg-~for
g apbz a colheita, nie havendo referéncia na literabura guan
to a um estudo semelbanie. O tempo de cocgdo ulkrapassou 4 ho
ras, apresentando ainda caracteristicas de enrigecimento, ob-
gervagac também referida por Munets, 1964 ¢ Molina e col.,1975.
fmtras caracteristicas fisico-guimicas, come zolubilidade das
proteinas, percentagen de gracs casca dura, cor do tegumento,
capacidads de absorgio de Agua , tambdm foram depreciadas, ©
gue 1A havia sido observado por varios pesguissdores, entre
o8 qualis Morris e Wood, 19%5, Takavama e ¢ol., 1965 e Kon,
1868,

Muito importante fol a constatagio do decr@scime no
valor nuotricional do f2ijso em fungaoc das condigoes dé estooa

gem, pars o gue nao encontramoes nenhuma referéncia na litera-
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tura. Us walores de PER, digestibilidade in vive das probei-
nas, disponibilidade biclfgica da metionina o cisteina, dimi-
pulram progressivamente com o aumento do tempo e condigoes
mais desfavordveis de estocagenm, sendo os wvalores mailg baixos
registrados para a condigéo de 377C e 76% de umidade relativa.
3 PER reduziuv-se am 20%, enguanto a disponiblilidade de metio-
nina e de cisteinsg em cerca de 50%. Evans ¢ col., 1974, Evans
e Baver, 1878, 38 haviam observado que a disponibllidade bio-
15gica da metionina em feiioes era baixa, da ordem de 50%.Com
azta pesguisa fica demeonstrado gue & disponibilidade diminui
ainda mais em fungao do tempo e das condigoes inadequadas de
armazenamento. Futuras investigagoes deverio procurar esclare
cer 0% mecanismos de perda de disponibilidade dos amincacidos
sulfvrados, assim como o agentes causadores Jdessa perda.

% wmulto importante chamer a atengao para o fato de
gue a perda de valor bioldgico das proteinas de feiljdo parece
sstay &ireiamente relacionada com a disponibilidade bicldgica
da metionina e cisteina, embora outros fatores possam lnterfe
rir. Hossos estudos mostraranm gue um faiiso estocado em am
bignte por 18 meses sofreu uma redugdo abtd valorss negativos
de PER, depois elevados para 2,5, mediante a adicao de mebio-
nina nas dietas, Quadro 13. Isgo mostra gue s metionina adied
onads nadc sd recuperou ¢ valor biolfgice da proteina, perdido
com a estocagem,mas ainda celevou para niveils igualis Agueles

do feijac enriguecido logo apds s c¢olhelta. Contudo as propri
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T,
b

aedades flsico-guimicas, oulindriss e de digestibilidade
vive das proteinas continuaram alteradss.

g rasultaﬂo$IMﬁstxam.uma perda do valoy nutyricio
nal do feidjao como consegliiéncia da estocagem. Para garantir a
congervagac das gualidades nuiricionais do produtc nos progra
mag de armazenamento, haveria necessidade de um yrigorosy con-—
trole da temperatura e da umidade yelativa do ay. O tempo de
gstocagen nac € o fator nogativo mals imporitante na  depreci-
&§§G do felido, quando a unidade nos grios for mantida no li-
mite mAximo de 10% e a temperatura 2 mals baixa possivel.

gendo o feldio e suas fragles protiicas deficientes
em metionina, come ficou evidenciado no Cuadre 5, a aﬁigﬁ&
desse aminoicido melhorou os valores de PER e o crescimento
Guadrs 14 e Pigura 14, vespechbivaments. Pesguisadores NS
Kakade 2 Bvans, 1%658b, Bresseni e col., 1863, afirmarvam gue o0
crescimento dos ratos ¢ a eficiéncia de dietss com feljac au-
toclavado foram compardveis com a de caselina, guando fol add-
cionada metionina & dista contendo tals feijdes. Nossos resul
tados mostraram que o feiido integral e as Iragdes protéicas
albumina, globulina e isolado prot8ico total apresentaram va-
lores de FER enm torne de 0,7 quando autoclavedos a 1219C  pox

7§f2 minutos,gque foram elevados pava F45; 401: 448 & 440,.reg

pectivamente, ao ser adicionado 3% de metionina e 2% de cistel
na, em relacdo "as dietas, sendo o valor obtido pars a casel
de 3,36, B interessante notar gue a digsstibilidade {u vive

nio melhorou com a adigdo de metionina, mas a taxa de wtiliza
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cao das dietas e os valores de PER foram bem superiores para os
animais gue receberam na dieta proteina isclada, em CORMDEYSCES BOS
gue recebsram feijdo integral. 0 maior incremento de PER com  a
adicgde de metionina nas fracles protéicas iscladas, guando com-
paradce oom o da farinha integral, poderis ser explicado em fun-
pac dos seguintes fatores: al malor digestibilidade dessas pro-
teinas isoladas, comparadas com as do feldio integral; b) maior
indice de utilizagdc bicldgica de cada um dos aminodcidos essen
cials; o) possivel existdncia de um ou mais fatores gue inibem
parcialmente a utilizacic biolbgica da protelna no feijac intg
gral, inibindo em parte o crescimento dos ratos. A existéncla de
possiveis fatores tbxicos termorresistentes no felldo autocalva
do fol sugerida por Evans e Bauey, 1378.

pevide 4 deficifncia marcante de metionina no  feljao,
penscu-ge em pesgulsar um matodo gue permitisse a incorporagaoc
da mesma nos graos intelros s gue o produb resuliante fosse
massivel de comercializacio. A literatura a esse respeito nac
apresenta nada gue possa ser considerado pratico & factivel, Os
resultados, Figuras 15, 16 e 17, mostram gue, variando a concen
tragaco de metionina na golugao, o tempo & a temperatura de mace
ragio, foi possivel estabelecer a melhor condigao de sua incor-
poragic ac feiido. Maceragio dos graos por L. hora a 50°C em  s0
lugic & 5% de metionina, elevou a sua concentragic para 24g -
por 180y de protelnas de feijio, permitinde usd~los em mistura
com feijdc testemunha, na proporgac de 1:7, dando ainda um prg

duto final com teor aproximado de metioninae de 3g/16g H. Esse



147

teor de metionina fol semelhante ag ds caseins, sendo gque o oro
duto final apresentou boa aparénoia ¢ valor mutviciopal conside
ravelpente melhorado em relagao ao testemunha, como pode sey
ehservado no Quadro 16. Quando o felijde snriguecido fol mMacery
do em Agua e depois corido com @ sem a Ggua de maceragido, os va
lores de PER foram de 2,4 e 1,3, respectivamente. Isso acontece
porgue parte da metionina gue fol incorporada so feiiao passa -
para a agua durante a macaiaggm g, sendo & mesma eliminada, re
duz~se a sua concentracgac. A andlise sensorial desse produbo -
n&c evidenciou nenhuma diferenca estatistica guanto & sua  acel
tacio em relagac & testemunha ac nivel de significdnela de 5%
guadro 18 e 19%. O m@todo de incorporagico, através da maceragio-
em solugdo de metionina & de simples realizagho e poderd  ser-
justificlvel nos casos em gue o feillo participa ds dieta de wm
populagio e gue & mesma seia reconhecidamente pobre em metioni-
na. De gualguer manelira, foi possivel, sem altersr as caracteris
ricas sensoriais e de aparénoias, melhorar o wvalor nutricional -
do feijdo por um procedimento gue poderd ser praticado industri
slmante em escala comersial.

A disponibilidade bioldgica da metionina incorporada -
ac feijao pelo processo de macgeragao, determinada pela taxa de
absorcas em ratos através de balango metabdlico foi de 100% .
nuadro 17, sendo de 55,8% no feidao testemunha, concordandoe com

dados de Evans & Bauer, 1978,
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CONCLUROES

Mo feijac Rosinka €2 integral e em virias  fracles
obtidas do mesmo, detectou-se elevada atividade dos agantes
antinutricionais ~ hemaglutininae ¢ inibidores do tripsina e
quimetripsina -~ mals acentuada na fracio albumina.

A resisténcia tBrmica desses % fatores antinutricic
nais fol peguena, menos de 10 minutos em ayua fervente, guan—
do o tratamento fol no grao inteiro, ac contririo do extrato
aguoso, gurando ¢ tratamente a 28°9C provogou ativagae dos ini-
bidores de proteases que permaneceu acima de 100% ror mals de
4 hovas de fervura, em banho de 3gus, detectando-se peguena a
tividade residual mesmo apds 40 minutos a 12190,

Ouando oruas, todas asz fxa§§eﬁ; TEBIHO Gam.a&iggﬁ de
metionina, eliminagao da casca ou extracho com etanol, Fforam
altamente tdwicas, provocando letalidade total nos ratos am
pouces dias. A digestibilidade 4n witre dessas fragdes fai
sempre baixa, nao ultrapassando a 50%.

Gs fatores timicos do felido e de suas fracbhes fo-
ram multo termolidbeis, necessitando de apenas Zifg minutos em
agua fervente para eliminar a letalidade dos ratos e elevar
o seu valor mabricional, em tesrmos de PER, guase ao maxime. s
se tratamento térmico nic foi suficiente pava inativar comple
tamente os fatores antinutricionals antitripsina e hemagluti-

nina, mostrando ndc serem esses os Unicos constituintes tfwi-
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cos, como tem sldo preconizado por varios pesgulsadores.

A adigdco de metionina ds protelnaes jfsolsdss 40 fei-
jau elavouq significativemente 08 valores de FPER, @?iﬁemaianﬁ@
¢ papel limitante desse aminclcido sulfurado, sendo o efeito
desga adigac pelo menos 2 vezes maior do gue qussdo adicionada
i favinha integral do feillio.

& estocagem predfudicon &s propriedades originails do
feijzdo, sendo tal depreciacic progressivamente elevada gom o
aumanto 4o bempo, temperatura o unidade relativa. Apds estoug
gem por 6 meses a ITOC e 76% de umidade relativa, o tempo de
coceas & & bexbura apmentavam mais de 4 venes, enguanto o8 va
lores de PER diminulraw de 90% ¢ oz de disponibilidade de me~
tionina e cistelna de 50%. Quando a estocagenm, pelc mesmo pe-
riode, Fol a 1200 ¢ 52% de umidade relativa, as caracteristi-
cas flaico-guinicas, culinBriss e nubricionais néo sofyraran
alteragles significativas. A adigio de metionina ndo 85 recu-
parou o5 valores de PER, como os elsvnu signifiﬁant@mﬁn%egmag;
trando ser & mesma 2 principal responsdvel pela perda de va-
lor nutyicional durante a estocagem do feiiddo.

A maceragdn revelou-se como um processe  eficiente
para incorporar metlonins no feiijso em grios, com teor  mais
elevado, 24g/leg N, para o feildo macerado por 1 hora a 3000,
em solugac de metionina a 3%. Esse feijko mistvrado com o tes
temanha, até o nivel de metionina de 3¢/ 16y ¥, apresentou um

valor nutricional, ew termos de PER, 2.5 vezes maior ac teste
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wmunba & 2 andlize

|

i

ansorial ndo apresenton diferenca sstatlss
vice, a0 nivel de 5% guanio a sna scelbagio. A absorgao biold--
gica da mebionina adliclonada gax'mﬁa&ragém-fmi-ﬁﬁ P00%, sendo
no maxime de S56% para o feliao.

Autoclavagem & 121°C ooasiopou decrdsclng nos valos
res de PER em funcio do sumento de tempo pavs o feljao. inte-
gral, albumings, globulinas & lsclado protlco total.

A lisina disponivel sofreu redugio em todas as fra-
coes tratadas termicamente, sendo i perds mais aoentuads pars

g Farinhs integral.
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