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“Tudo tem seu tempo determinado,
e ha tempo para todo o proposito
debaixo do céu:
ha tempo de nascer, e tempo de morrer;
tempo de plantar, e tempo de arrancar o que se plantou;
tempo de matar, e tempo de curar;
tempo de derrubar, e tempo de edificar;
tempo de chorar, e tempo de rir;
tempo de prantear, e tempo de dangar;
tempo de espalhar pedras, e tempo de ajuntar pedras;
tempo de abracar, e tempo de afastar-se de abracar;
tempo de buscar, e tempo de perder;
tempo de guardar, e tempo de deitar fora;
tempo de rasgar, e tempo de coser;
tempo de estar calado, e tempo de falar;
tempo de amar; e tempo de odiar;
tempo de guerra, e tempo de paz”

(Eclesiastes 3:1-8)
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Resumo

RESUMO

No preparo doméstico do feijdo, geralmente ¢ utilizada a maceragio como método prévio a
cocgdo. Esta prética traz modificagdes na constituicio quimica, como por exemplo, nos
fatores de flatuléncia e no valor nutritivo do feijéo. Estudou-se o efeito da macerag@o e do
preparo doméstico, na composicio quimica, nos teores de aclcares totais, agucares
redutores e aglcares ndo-redutores, de amido e de oligossacarideos tipo rafinose em
diferentes tratamentos de feijao-comum (Phaseolus vuigaris, L.), cultivar "[AC-Carioca", e
na agua de maceragdo residual. Os diferentes tratamentos foram: feijao cru (FC), feyjdo
cozido sem maceragio e liofilizado (FCSM), feijdo cozido sem a agua de maceragdo
residual e liofilizado (FCSAM), feijdo cozido com a agua de maceragdo residual e
liofilizado (FCCAM) e agua de maceragéo residual (AM). Os feijoes foram macerados por
um periodo de 16 horas, na proporgao 3:1 (agua:feijao), em temperatura ambiente, sendo
posteriormente cozidos em panela de pressio doméstica por 40 minutos cronometrados
ap6s exaustdo do ar (jato continuo de vapor de 4gua), congelados, liofilizados e entao
triturados até a forma de farinha seca. Através de ensaio biolégico com ratos Wistar
machos recém-desmamados, obtiveram-se 0s Quocientes de Eficiéncia da Dieta (QED) e de
Eficiéncia Protéica Liquida (NPR). Foram feitos cinco tratamentos com dietas
experimentais isocaloricas (350,9 £ 37,9 keal/100g) e isoprotéicas (12,0 + 0,5%), cujas
fontes protéicas eram, respectivamente: FCSM, FCSAM, FCCAM, dieta controle de
caseina (CC), casefna mais solidos soluveis totais encontrados na agua de maceragdo
residual (CSS) e dieta aprotéica (AP), para fins corretivos, que eram oferecidas ad [ibitum.
A determinagdo quantitativa dos oligossacarideos tipo rafinose, por técnica de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC), demonstrou que O preparo doméstico do
feijao-comum, onde a agua de maceragdo residual era descartada (FCSAM), proporcionou
uma redugdo significativa nos teores dos oligossacarideos rafinose (25,0%), estaquiose
(24,8%) e verbascose (41,7%). Em relagio ao tratamento FC, o tratamento FCSAM
promoveu redu¢do nos teores de aguicares totais (80,6%), agucares redutores (58,2%) e

agucares nao-redutores (90,3%) e de amido (26,8%). As dietas cuja fonte protéica era
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caseina apresentaram valores para o QED (0,4 + 0,0) e para o NPR (4,0 + 0,1) que nfo
diferiram entre si (p>0,05), e as dietas cuja fonte protéica era feijio-comum também
apresentaram valores para o QED (0,3 £ 0,0) e para o NPR (2,9 + 0,1) que ndo diferiram
entre si, mas que tiveram menores valores em relagdo as dietas com caseina. Assim,
verificou-se que o preparo doméstico do feijio-comum proporcionou uma redugio
significativa nos teores dos oligossacarideos tipo rafinose, dos aguicares totais, agticares
redutores e aglicares ndo-redutores e do amido, principalmente quando a 4gua de maceracio
ndo absorvida pelos grdos era descartada (FCSAM). Entretanto, a redugdo dos fatores de
flatuléncia através da maceracgdo e do preparo doméstico do feijio-comum nio interferiu no

seu valor nutritivo.
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ABSTRACT PP
SECAO CIRCULANT"

On a domestic scale, beans are usually soaked before cooking. This practice results in
changes in the composition of the beans, for example, in the factors responsible for
flatulence and in the nutritive value of the beans. The effect of soaking and of domestic
preparation on the chemical composition of beans was studied, specifically on the contents
of total sugars, reducing and non-reducing sugars, starch and raffinose-type
oligosaccharides, using different treatments of the common bean (Phaseolus vulgaris, L.),
“IAC-Carioca” cultivar, also analysing the residual soaking water unabsorbed by the beans.
The different treatments were: raw bean (FC), freeze-dried bean cooked without
pre-soaking (FCSM), freeze-dried bean cooked without the residual soaking water
(FCSAM), freeze-dried bean cooked in the residual soaking water (FCCAM) and the
residual soaking water (AM). The beans were soaked at room temperature for a period of
16 hours in the proportion of 3:1 (water:beans), and then cooked in a domestic pressure
cooker for 40 minutes after the air exhaustion (water steam flux continuous). The beans
were then frozen, freeze-dried and ground, to give a dry flour. The diet efficiency quotient
(QED) and net protein efficiency ratio (NPR) were studied by a biological assay using
weaned male Wistar rats. Five treatments were applied with experimental isocaloric
(350.9+37.9 kcal/100g) and isoproteic (12.0+0.5%) diets, whose protein sources were
respectively: FCSM, FCSAM, FCCAM, control casein diet (CC), and casein plus the total
soluble solids found in the residual soaking water (CSS) plus a protein-free diet (AP) used
to correct the results. All were offered ad libitum. The quantitative determination of
raffinose-type oligosaccharides by HPLC, showed that domestic preparation of the
common bean when the residual soaking water was discarded (FCSAM), resulted in a
significant reduction of the contents of the oligosaccharides raffinose (25.0%), stachyose
(24.8%) and verbascose (41.7%). As compared to the raw bean (FC), the treatment FCSAM
resulted in a reduction of the levels of total sugars (80.6%), reducing sugars (58.2%),
non-reducing sugars (90.3%) and starch (26.8%). The diets whose protein source was
casein, presented QED values (0.4+0.0) and NPR values (4.0+0.1) which did not differ
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significantly (p>0.05), whereas the diets with the common bean as protein source

presented QED values (0.3£0.0) and NPR values (2.940.1) which also did not differ with
each other, but were lower than those with casein as protein source. Thus it was shown that
the domestic preparation of the common bean resulted in significant reductions in the levels
of raffinose type-oligosaccharides, total sugars, reducing and non-reducing sugars and
starch, especially when the residual soaking water was discarded (FCSAM). The reduction
in flatulence factors, by discarding the residual soaking water prior to cooking, however,

did not seem to interfere with the nutritive value the bean.
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Introdugdo

1 INTRODUCAO

O feijdo € um alimento bésico para o brasileiro, chegando quase a representar um dos
principais alimentos obrigatérios na dieta das populagdes rural e urbana. O cultivo desta
leguminosa ¢ bastante difundido em todo o territério nacional, cuja produgédo no ano de
1995 foi estimada em 2.946.267 toneladas (Fundagdo Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica - IBGE, 1996). Considerando todos os géneros e espécies de feijao englobados
nas estatisticas, o Brasil é o segundo maior produtor de feijio do mundo, perdendo apenas
para a India. Analisando-se somente o género Phaseolus, o Brasil ¢ o maior produtor
mundial, seguido pelo México, tendo um consumo per capita de feijdo em torno de
15.8 kg/hab/ano.

As leguminosas sdo consideradas expressivas fontes de nutrientes na dieta,
principalmente para os paises em desenvolvimento, tanto em termos de alimento energético
como protéico, bem como fonte de oligonutrientes importantes. As leguminosas se
destacam por constituirem boa fonte de proteinas, vitaminas (tiamina, riboflavina, niacina e
vitamina Bg) e certos minerais (calcio, ferro, cobre, zinco, fosforo, potassio e magnésio).
Também sdo excelentes fontes de carboidratos complexos como o amido e fibra alimentar
solavel, esta muito efetiva na diminui¢do dos niveis séricos de colesterol, e fibra insolavel
que promove a formaggo do bolo fecal, aumentando o peristaltismo e diminuindo o tempo

de transito intestinal, e ainda de acidos graxos polinsaturados livres (linol¢ico e linolénico).

Contudo, algumas leguminosas possuem atributos indesejéveis, como o longo tempo
de cocglio e a presenca de substdncias causadoras de flatuléncia. A presenca destas e de
alguns fatores antinutricionais, como fitatos e taninos, embora tradicionalmente vistos
como prejudiciais, podem ter um lado benéfico a saude, pois o problema pode ser o excesso
deles na alimentagdo (Valenzuela & Sgarbieri, 1990; Knudsen, 1986).



Introdugdo

Os oligossacarideos tipo rafinose (rafinose, estaquiose e verbascose) sdo
a-galactosideos considerados causadores de flatuléncia, e sua redugdo pode ser
proporcionada pelo preparo doméstico. No preparo doméstico do feijio-comum (Phaseolus
vulgaris, L.), a maceragdo, que consiste em deixar os grdos crus em 4gua por 12 a 16
horas, geralmente durante a noite, € pratica corrente, € apesar deste procedimento ser
secular, seu embasamento ndo é de carater cientifico, sendo portanto empirico. Embora
certos fatos sejam conhecidos, como a redugdo do tempo de cozimento do feijdo com a
embebigio dos grios, aspectos mais profundos, como a ativagdo da enzima o-galactosidase
(E.C.3.2.1.22) endbgena, levando, pelo menos em parte, a clivagem das ligagdes
a-galactosidicas dos oligossacarideos tipo rafinose, presentes no fejjao e causadores de
flatuléncia (Baldini et al., 1985), ou a atividade desta enzima devido a microflora do
intestino grosso (Jacorzynsky, 1987), faz com que o0s oligossacarideos tipo rafinose

presentes em leguminosas continuem objeto de estudo.

Se com relagio a utilizagdo ou ndo da maceragdo do feijao, embora varias
investigagdes cientificas sugerem sua utilizagdo, 2 questio é ainda controversa, mais
controversa é a questdo do descarte ou ndo da agua de maceragao do feijao ndo absorvida
pelos grios, ou seja, a 4gua residual, antes do cozimento. Assim. o presente estudo
procurou verificar o efeito da maceragao, realizada com uma relagéo 3:1 de 4gua para feijao
por 16 horas a temperatura ambiente, aproximadamente 25°C, e do preparo doméstico nos
teores de oligossacarideos causadores de flatuléncia quantificados por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC), na composicdo quimica, nos teores de agucares totais,
acticares redutores e agucares ndo-redutores ¢ de amido presentes no feijdo-comum
(Phaseolus vulgaris, L.), cultivar IAC-Carioca, e na agua de maceragdo residual, e
determinar o valor nutritivo dos diferentes tratamentos de feijao mediante ensaios com ratos
Wistar machos recém-desmamados, alimentados com dietas experimentais cujas fontes
protéicas eram caseina controle (CC), caseina mais solidos soliveis encontrados na
4gua de macerago residual (CSS), fefjao cozido sem maceragdo liofilizado (FCSM), feijao
cozido sem a agua de maceragdo residual (FCSAM) e feijao cozido com a agua de

maceragio residual (FCCAM). Os valores de ganho de peso, consumo de dieta, Quociente
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de Eficiéncia da Dieta (QED) e Quociente de Eficiéncia Protéica Liquida (NPR) foram

avaliados.

Muita importancia tem sido dada ao desenvolvimento de cultivares mais resistentes
as pragas e as doengas, além de apresentarem melhor valor nutricional. Neste aspecto, o
cultivar JAC-Carioca tem sido objeto de muito estudo. A qualidade tecnologica deste
cultivar estd determinada basicamente pelo seu alto valor protéico e pelo seu
comportamento frente ao cozimento, etapa comum a todos processos de industrializa¢do ou
para o consumo domeéstico; dentre as caracteristicas relacionadas com o cozimento, a

capacidade de absor¢do de dgua € uma das mais importantes.



Revisdo da Literatura

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 O Feijao-Comum na Alimentacio Humana

O feijdo-comum ¢ um membro da familia leguminosae, tribo Phaseolae, subfamilia
Papilinoideae. As sementes podem ter formatos arredondados ou elipticos. E um produto
agricola de alta expressdo econdmica e social constituindo alimento bésico de varias
populagdes, sendo a principal fonte de suprimento protéico das classes de menor renda.
Cultivado em todo territério nacional, o Brasil é o segundo maior produtor mundial de
fejdo-comum e um dos maiores consumidores dessa leguminosa. O feijao-comum
contribui apreciavelmente na complementagdo do valor nutricional de dietas a base de
cereais. S@o excelentes fontes de proteinas (18-40%) e de carboidratos (38-60%),
constituindo também fonte de tiamina, niacina, calcio e ferro (Jood et al., 1985). Como
fonte energética, os carboidratos estdo representados na sua maioria em teores de amido e
de fibras, sendo que os oligossacarideos estdo presentes em pequenas mas significativas
quantidades. Entre os fatores que limitam a utilizagdo deste alimento estdo os
oligossacarideos tipo rafinose causadores de flatuléncia. Como fonte energética, os
carboidratos representam 50-75% dos grdos, sendo que cerca de 38-45% € amido, 3-5% ¢
sacarose, na forma de carboidratos digestiveis totais, e como carboidratos indigestiveis, as
fibras brutas representam 3,5-7,0%. Os oligossacarideos tipo rafinose representam
0,2-0,6%, 1,2-3,5% e 0,2-4,0% para rafinose, estaquiose e verbascose, respectivamente
(Sgarbieri, 1989).

Em relagdo ao perfil aminoacidico, os feijdes possuem um alto teor de lisina, mas sdo
deficientes no aminodcido sulfurado metionina, além de, por outro lado, apresentarem baixa
digestibilidade. Além deste déficit aminoacidico, os feijoes possuem outros fatores
indesejaveis. como os oligossacarideos causadores de flatuléncia, taninos, fitatos, inibidores
enzimaticos € hemaglutininas (Rodriguez-Biirger ef al., 1998). Contudo, recentemente,

investigacdes cientificas estdo verificando possiveis contribuicdes benéficas de certos
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nutrientes tradicionalmente vistos como antinutricionais, como as isoflavonas e os
flavonoides (Park et al., 1997).

As quantidades de energia e proteina necessdrias para que um individuo ou animal
consiga manter bom estado nutricional dependem da velocidade com o qual ele estd
crescendo. Os métodos de avaliagdo da qualidade protéica compreendem determinagdes do
valor nutritivo através de métodos biologicos e quimicos. O Quociente de Eficiéncia
Protéica Liquida (NPR) verifica as variagdes de peso corporal considerando o peso que o
animal teria perdido se ndo tivesse ingerido a proteina, ou seja, calcula-se a deficiéncia da
proteina ingerida em “manter” e “aumentar” o peso corporal (Angels, 1995). A nutricdo
experimental, entre outros aspectos, torna possivel averiguar a qualidade do alimento em
estudo e extrapolar os resultados para humanos. O emprego do rato de laboratério em
pesquisas na drea de Nutrigdo, desde o inicio deste século, tem propiciado importantes
achados e contribuido de maneira singular para formagdo de bases cientificas e de suas

aplicagdes, neste campo de conhecimento.

2.2 O Uso da Maceragio no Preparo Doméstico do Feijao-Comum

O preparo doméstico do feijio ¢ uma pratica secular e cultural. A cocgdo é
provavelmente o método mais antigo de preparo, e seu objetivo primario ¢ tornd-lo
adequado ao consumo e desenvolver seu aroma, além de promover inativagao, destruigdo
ou remogdo de fatores antinutricionais e/ou termolabeis. Entretanto, a literatura sugere que
a combinagio de dois ou mais métodos podem ser necessarios para que a remogdo destes
fatores seja mais eficiente. A maceragdo, que consiste em deixar os grdos crus em agua por
um periodo de 12 a 16 horas, pode ser um método complementar no preparo de feijées. A
4gua de maceragio residual pode ou ndo ser descartada dependendo das preferéncias

culturais ou pessoais. O descarte da agua de maceragdo residual pode auxiliar na
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remog¢ao de componentes hidrossolaveis como os oligossacarideos tipo rafinose causadores
de flatuléncia. As quantidades de oligossacarideos tipo rafinose removidos dependem,
entretanto, do tempo, da solugdo e da temperatura de maceragdo, bem como do tipo de
fejdo. Os meios de maceragdo incluem, frequentemente, solugdes aquosas, salinas e
solugbes alcalinas diluidas em meio aquoso. Solugdes salinas e alcalinas podem
promover remogdo de nutrientes soliveis como proteinas e vitaminas. Quando a 4gua de
maceracdo residual e a 4gua de cocgdo ndo sdo descartadas, os teores de oligossacarideos
tipo rafinose podem permanecer apds o tratamento térmico. Entretanto, se a 4gua de
maceragdo residual e a agua de cocgdo forem descartadas, quantidades significativas dos

oligossacarideos tipo rafinose podem ser removidas do feijao (Sathe et al., 1984).

Estudos realizados por Castellanos ef al. (1997), observando os habitos preferenciais
dos consumidores de feijdo-comum (Phaseolus vulgaris, L.) no México, verificaram que
somente 29% das familias usavam a maceragdo prévia a cocgdo do feijdo, e que cerca de
37% das familias ndo usavam a macera¢do para ndo afetar negativamente no sabor e na
aparéncia do feijdo cozido. Neste estudo, foi realizada andlise sensorial para averiguar a
aceitagdo dos feijdes cozidos macerados e ndo macerados, verificando-se que os feijdes
cozidos ndo macerados tiveram maior aceitabilidade que os feijdes cozidos macerados.
Bressani ef al. (1988) encontraram que menos de 7% das familias da Guatemala usavam a
maceragdo prévia a cocgdo. Trugo et al. (1990) e Pennacchiotti (1989) demonstraram que a
cocgdo de fejjdo-comum (Phaseolus vulgaris) teve efeito pouco significativo na redugéo de
sacarose, rafinose e estaquiose. Jood ef al. (1986), estudando o efeito de varios tratamentos
(maceragdo, maceragdo e cocgdo) em feijdes, como Phaseolus mungo, demonstraram que
os conteuados de agucares totais, agUcares redutores e aglcares nio-redutores eram

diminuidos.

A fim de se determinar o tempo de cocgdo de feijdes, estudos publicados na América
Latina sugeriram a maceragdo prévia a coc¢do, o que reduziria o tempo de coc¢do (Bressani
et al., 1988). Os aspectos culinirios que estabelecem as preferéncias sdo o tempo de

cocgdo, o sabor e a aparéncia do feijdo cozido. Com rela¢do as caracteristicas observadas
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pelos consumidores de feijdo, estudo realizado por Ferreira & Yokoyama (1999)
verificaram que, dentro das preferéncias culinarias do feijdo consideradas mais importantes
apOs o cozimento, os consumidores elegeram o sabor (51%), vindo a seguir o caldo (24%),

e em terceiro, o tempo de cozimento (19%).

Ao estudarem as alteragdes na composi¢do de carboidratos em leguminosas, dentre os
quais o feijio-comum, apds a maceragido e cozimento, Vidal-Valverde er al. (1993)
verificaram uma reduciio consideravel de monossacarideos e oligossacarideos tipo rafinose,
especialmente quando a agua de maceragéo residual e de cozimento eram drenadas. Alguns
estudos demonstraram que houve uma importante diminuigdo em oligossacarideos tipo
rafinose e fatores antinutricionais em feijdo cozido ou feijio macerado e cozido
(Barampama & Simard, 1995 e 1994). Abdel-Gawad (1993) identificou e determinou
quantitativamente os oligossacarideos no feijdo-comum (Phaseolus vulgaris, L.) usando
cromatografia gas-liquida (GLC), indicando que 51% dos aglcares totais sdo os
oligossacarideos tipo rafinose e que apos a maceragdo por 12 horas diminuiram os teores
destes oligossacarideos. Kataria & Chauhan (1988), demonstraram que a macera¢do do
feijio-guandu (Vigna radiata, L.) diminuia o teor de agiicares totais, agucares redutores,

acucares ndo-redutores e amido.

Varios métodos de preparo de leguminosas, especialmente aqueles que envolvem
tratamento térmico, sdo imprescindiveis para a nutricdo humana, pois aumentam a
utilizagdo protéica e a disponibilidade de carboidratos presentes nos graos. Com a
hidratagdo dos grios durante a maceragdo e apds a cocgdo ocorrem degradagdes,
desnaturagdes de fatores antinutricionais e formagdo de complexos insoliveis promovendo
uma redugdo dos fatores antinutricionais em feijoes (Chau & Cheung, 1997). Durante a
cocgdo de feijoes, o amido é gelatinizado e sua disponibilidade € aumentada, porém
existem fragdes no amido que s3o resistentes a4 a¢do enzimatica, passando livres do
intestino delgado para o intestino grosso, onde sio fermentados pela microflora colonica

(Bravo et al., 1998).
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2.3 Fatores de Flatuléncia em Feijao-Comum

Algumas leguminosas tém deficiéncia em certos nutrientes e possuem fatores
antinutricionais ou de flatuléncia. A existéncia destes fatores podem interferir na utilizagio
deste tipo de alimento. O feijio-comum apresenta em sua composi¢do quantidades
apreciaveis de oligossacarideos tipo rafinose, como a rafinose, a estaquiose e a verbascose,
responsaveis pela flatuléncia — retengdo de gases no intestino — em humanos. Muitas
mvestigagdes evidenciam que, apos ingestdo de fefj@o, os oligossacarideos tipo rafinose,
além de causarem flatuléncia, também causam sensacdo de desconforto abdominal e
diarréia (Ida ez al., 1981; Reddy er al., 1984). Nestes oligossacarideos, a sacarose € a
unidade basica e contém um ou mais grupos de a-galactopiranosil em sua estrutura, sendo
que as unidades de a-galactosil estdo ligadas sempre do lado esquerdo da sacarose, mais

particularmente. na molécula de glicose, como descrito por Meredith et al. (1988) (Figura
1).

Figura 1. Relagdo estrutural dos oligossacarideos tipo rafinose segundo Meredith ez al.
(1988)
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A causa da flatuléncia é aparentemente a falta de atividade da enzima
a-galactosidase (E.C.3.2.1.22) no trato digestivo de humanos e de animais experimentais,
pois os oligossacarideos tipo rafinose nao sdo hidrolisados nem absorvidos no intestino
delgado e ao passarem pelo intestino grosso sdo anaerobicamente fermentados, produzindo
gases como o Hp CO;, e CHa, causando flatuléncia, diarréia e dor abdominal (Sanchez-Mata
et al., 1998; Price et al., 1988). Alguns polissacarideos, como as fibras insoliveis e o amido
resistente, também podem favorecer a fermenta¢do no limen intestinal, contribuindo para o

processo de flatuléncia em humanos.

Por outro lado, os oligossacarideos tipo rafinose podem ser considerados fatores
bifidogénicos, ou seja, sio carboidratos fermentados pelas Bifidus bacterium spp presentes
principalmente no intestino grosso de mamiferos produzindo substéncias que podem ser
benéficas & saide humana, como sintese de vitaminas do complexo B (Bi, Ba, Bs € Bia).
4cido folico, 4cido micotinico e de 4cidos graxos de cadeia curta, que conferem maior
protegio aos colondcitos (Playne & Crittenden, 1996). As bifidobactérias sdo estritamente
anaerGbicas e estdo presentes principalmente na microflora intestinal de criangas
alimentadas com leite materno, e sua colonizagdo diminui com a idade do individuo

(O’Sullivan, 1996).

Estudos realizados com oligossacarideos tipo rafinose em soja demonstraram que as
bifidobactérias possuem fungdes protetoras, tais como garantir a imunidade, e fungdes
reguladoras ou preventivas, pois evitam constipagao pelo aumento do peristaltismo e da
pressdo osmotica intestinais, diminuem os niveis de hipercolesterolemia, regulam a pressao
arterial, aumentam a absorgdo de célcio, possuem agao anticancerigena e impedem a
produgo de produtos toxicos da fermentagéo bacteriana (Mizota, 1996; Yashima, 1996).
Em alguns paises, organizagdes estipularam recomendagdes diarias de oligossacarideos
como método preventivo de doengas e manutencdo da saude. Entretanto, este aspecto
carece de estudo, pois investigagdes sobre o efeito da maceragdo na remogio ou reducdo
dos teores de oligossacarideos tipo rafinose, que poderiam ser considerados bifidogénicos,

em feijio-comum, sdo escassas na literatura cientifica.
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2.4 Determinagiio de Oligossacarideos Tipo Rafinose por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (HPLC)

A determinacdo de agucares geralmente é feita utilizando-se métodos volumétricos
ou enzimaticos, mas eles sdo desvantajosos pois ndo determinam os aglcares presentes na
amostra de forma individual e simultdnea. Os métodos cromatograficos tém demonstrado
maior eficicia na determinacdo de agicares. A determinagdo quantitativa de mono- e de
oligossacarideos, incluindo aqueles causadores de flatuléncia, por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC) tem sido estudada por alguns autores (Johansen et al., 1996;
Meredith ef al., 1988; Reeta & Verma, 1981). Na HPLC utiliza-se instrumentos sofisticados
e automatizados, tais como reservatorio de fase mével, medidor e controlador de pressao,
valvulas para amostragem, detectores por absorbancia no ultravioleta, por fluorescéncia e
por indice de refracdo e registro de dados através de microprocessador, empregando
pequenas colunas e uma fase movel eluida sob altas presses. E um método vantajoso pois
proporciona um menor tempo para anilise, alta resolucfo, resultados quantitativos, boa

sensibilidade, versatilidade e automatizacdo (Carvalho, 1993).

Na determinacdo de oligossacarideos tipo rafinose, varios autores demostraram que as
seguintes condi¢des cromatograficas proporcionaram melhores resultados: coluna revestida
com grupos amino, acetonitrila-agua (75:25 v/v) como fase mével e detecgdo por indice de
refragdo (Hernandez et al., 1998). Revilleza et al. (1990), utilizando HPLC, verificaram que
os niveis de rafinose, estaquiose ¢ verbascose aumentaram apés maceragdo nos feijoes
hiacinti (Dolichos lablab). Entretanto, outros autores observaram redugdo dos teores de
oligossacarideos tipo rafinose em feijdes, quantificados por HPLC, apés maceragdo com ou
sem descarte da agua de maceracgdo residual submetidos ao cozimento (Vidal-Valverde et
al., 1998; Nwinuka et al., 1997; Vijayakumari et al., 1996; Khalil & Mansour , 1995).

10
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Diante da importancia na produgéo e consumo no pais, além de seu valor nutricional
e cultural do feijdo-comum, torna-se interesse de estudo o efeito da maceragio e do preparo
doméstico nos teores de oligossacarideos tipo rafinose na utilizacdo deste alimento, visto
que na literatura as controvérsias ndo esclarecem ou nfo definem uma tendéncia para esta

pratica culindria.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material

3.1.1 Fontes Protéicas

Utilizou-se feijao-comum (Phaseolus vulgaris, L.) cultivar IAC-Carioca, de
importancia econdmica e disponivel na cole¢do do Instituto Agronémico, Campinas, SP,
lote 05/1999. A matéria-prima era submetida a diferentes tratamentos; dois tratamentos de
fejdo (proporcdo fejjdo:agua de 1:3) eram submetidos a maceracdo por 16 horas a
temperatura ambiente, aproximadamente 25°C, cozidos em panela de pressio doméstica
por 40 minutos cronometrados apds exaustdo do ar (jato continuo de vapor de agua). Um
destes tratamentos era cozido com a dgua de maceragdo residual e o outro sem a agua de
maceracgdo residual, ao qual foi acrescentado agua para o cozimento. Foi feito um terceiro
tratamento onde o feijdo era cozido sem maceragdo, nas mesmas condi¢des de cozimento.
Os feijoes cozidos foram congelados em freezer doméstico e depois liofilizados
(liofilizador Virtis, modelo 10-146 MR-BA), sendo entdo triturados, obtendo-se os mesmos
em forma de farinha com granulometria 70 mesh. Como controle foi utilizado caseina

comercial com teor protéico 80.2%, proveniente de M. Cassab Comércio e Indistria Ltda.
p pr

3.1.2 Animais para experimentac¢io

Utilizou-se 48 ratos albinos machos da linhagem Wistar, recém-desmamados (21 dias),
com peso inicial 53,4 + 5.4g, provenientes do CEMIB - Centro de Bioterismo da
Universidade Estadual de Campinas, SP. Foram utilizados 8 ratos por dieta (tratamento)
em gaiolas de crescimento individuais, com dieta e 4dgua fornecidas ad [libitum, no
Laboratério de Ensaios Bioldgicos do Departamento de Planejamento Alimentar e
Nutri¢do da UNICAMP, Campinas, SP, com temperatura e umidade relativa de 23 £ 1°C e

50-60%, respectivamente, e ciclos alternados de claro e escuro de 12 horas.
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3.2 Métodos

3.2.1 Determinacdoes Quimicas
3.2.1.1 Composi¢ao centesimal
3.2.1.1.1 Proteina Bruta

O nitrogénio foi determinado nos feijdes cru e cozido sem maceragdo liofilizado pelo
método semimicro Kjeldahl (AOAC, 1975), utilizando-se como catalisador na fase da
digestdio o diéxido de titdnio (Williams, 1973) e utilizando-se 5,40 como fator de conversdo
de nitrogénio para proteina nos feijdes (Mossé, 1990). O contetido de proteina bruta na
caseina utilizada nas dietas experimentais foi calculado utilizando-se 6,38 como fator de

conversdo para proteina de caseina (AOAC, 1995).

3.2.1.1.2 Lipideos Totais

Foram determinados segundo método de Bligh & Dyer (1959), usando os solventes

cloroformio, metanol e agua.

3.2.1.1.3 Fibra Bruta

Foi determinado segundo método de Scharrer e Kiirschner, descrito por Angelucci ef al.

(1987), usando acido nitrico, acido tricloroacético e acido acético para hidrolise.

3.2.1.1.4 Umidade

A determinagdo da umidade foi realizada por gravimetria, utilizando estufa a 105°C até
peso constante (Pearson, 1976).

13



Material e Métodos

3.2.1.1.5 Cinzas

Foram determinadas por incineragdo a 550°C em forno mufla (Lees, 1979), obtendo-se

o residuo mineral fixo.
3.2.1.1.6 Carboidratos

Determinados por diferenga, usando a formula: 100 — (proteina bruta + lipideos totais +
fibra bruta + cinzas).

3.2.1.1.7 Agucares Totais, Acticares Redutores € Agucares Nao-Redutores

A determinac@o de agucares totais, aguicares redutores € agucares nio-redutores seguiu a
metodologia proposta por Lara (1976), com modificagdes para as condigdes de trabalho. Os
agucares foram extraidos de 1 grama de farinha de feijio cru (FC), feijao cozido com a
agua de maceragao residual liofilizado (FCCAM), feijao cozido sem a agua de maceragao
residual liofilizado (FCSAM), feijao cozido sem maceragéo liofilizado (FCSM), e 10 ml de
4dgua de maceragao residual (AM). As amostras foram levadas a volume com agua destilada
para se obter 200 ml de solugao. Determinou-se 0s agucares redutores em uma aliquota de
10 ml desta solugdo. Para determinar Os agucares totais, transferiu-se 50 ml da solucao
anterior para um baldo volumétrico de 100 ml, adicionou-se 2 ml de 4cido cloridrico
concentrado, aqueceu-se em banho-maria a 70°C por 2 minutos. Apos resfriar o baldo,
neutralizou-se com solugdo de hidréxido de sodio a 40%, utilizando-se papel indicador.
Completou-se 0 volume com agua destilada e determinou-se 0S agucares totais em uma
aliquota de 10 ml desta solugdo. Os agucares ndo-redutores foram calculados por diferenca.
A técnica de titulagho seguiu O método Eynon e Lane (AOAC, 1970), utilizando Aparelho
de Oxirredutimetria por Titulagio Redutec, modelo TE 086 da Tecnal. Todas as analises

foram feitas no minimo em triplicata.

14
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A determinagdo de amido, em termos de substdncias sacariﬁcéveis. totajs,'scguiu .:0
método classico de Bergeret (1937), com modificagdes para as condi¢des de trabalho, para
produtos amildceos. Utilizou-se como amostra 10 gramas de farinha de feijio cru (FC),
feijao cozido sem maceragdo liofilizado (FCSM), feijdo cozido sem a agua de macerago
residual liofilizado (FCSAM), feijdo cozido com a dgua de maceragdo residual liofilizado
(FCCAM), e 10 ml de agua de maceragdo residual (AM). As amostras foram transferidas
para baldo volumétrico de fundo chato de 250 ml. Adicionou-se 75 ml de 4gua destilada e
15 ml de 4cido cloridrico concentrado. Procedeu-se destilagdo por 2 horas. Ap6s resfriar o
baldo, filtrou-se com la de vidro e neutralizou-se com solu¢do de hidroxido de sodio 2
mol/L, utilizando-se papel indicador. As amostras foram levadas a volume com &4gua
destilada para se obter 200 ml de solugdo. Determinou-se as substincias sacarificaveis
totais por titulagdo segundo o método de Eynon e Lane (AOAC, 1970), com modificagdes,
utilizando-se Aparelho de Oxirredutimetria por Titulagdo., modelo TE 086 da Tecnal.
Determinou-se os teores de amido multiplicando-se o resultado encontrado pelo fator 0,90.

Todas as analises foram feitas no minimo em triplicata.

3.2.2 Determinacdo Quantitativa dos Oligossacarideos Tipo Rafinose por

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Para a extracdo e determinagdo quantitativa dos oligossacarideos tipo rafinose, foi
utilizada a metodologia proposta por Vidal-Valverde er al. (1993). Para tanto, os
oligossacarideos tipo rafinose foram extraidos de 10 gramas de farinha de feijdo cru (FC),
feijdo cozido sem maceragdo liofilizado (FCSM), feijdo cozido sem a 4gua de residual
liofilizado (FCSAM), feijdio cozido com a dgua de maceragdo residual liofilizado
(FCCAM), e 10 ml de agua de maceragdo residual (AM) com 100 ml de solucgio de etanol
a 80%, utilizando-se destilagdo por 15 minutos, seguido de filtragdo em funil de vidro

Hermex com placa porosa n°l. O residuo foi reextraido duas vezes e lavado com &gua
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destilada at€é que o Teste da Reagdo de Molisch (Assumpgdio & Morita, 1968) fosse
negativo. Completou-se o volume a 100 ml, evaporou-se a solucdo de etanol a 80% em
rotavapor (modelo RE Biichi) a 50°C e usou-se aliquotas deste extrato, filtrado em
membrana Millipore (ME 0,45 um x 47 mm) para andlise cromatografica.

As determina¢des foram realizadas em equipamento de Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia, provido de bomba (Varian 9012), utilizando o programa de bomba Star
Chromatography Workstation e detector de indice de refragdo (Varian Star 9040 IR).
Utilizou-se as seguintes condi¢des cromatograficas:

- Coluna: NH; (12,5 x 4 mm);

- Fase mével: acetonitrila-dgua ultra pura (18,2 MQ), 75:25 v/v;
- Velocidade de fluxo: 1 ml/min;

- Volume de injegdo: 20 ul;

- Detector de indice de refracdo (Carvalho, 1993).

Padrdes de rafinose (O-o-D-galactopyranosyl-[1—6]-a-D-glucopyranosyl-p-D-
frutofuranoside) e de estaquiose o-D-galactopyranosyl-[1—6]-a-D-galactopyranosyl-
[1—6]-a-D-glucopyranosyl-B-D-frutofuranoside) (Sigma Chemical Co., St. Louis,
Missouri) foram utilizados para estudar a linearidade da concentra¢do dos oligossacarideos
rafinose e estaquiose em relagdo as areas dos picos e construgdo da curva de calibragdo.
Injegdes de solugdes de 0,25, 0,50 e 1,00 mg/ml de rafinose + estaquiose em éagua ultra
pura, foram estudadas.

A quantificagdo de cada oligossacarideo foi feita por comparagdo da altura dos
picos com os correspondentes padrdes, no minimo em triplicata, & excegdo do
oligossacarideo verbascose, cujo padrdo nfo foi disponivel, sendo entdo identificado pelo
tempo de retengdo (Frias et al., 1994; Revilleza et al., 1990; Sosulki ez al., 1982; Macrae &
Zand-Moghaddam, 1978) e quantificados comparando-se com as dareas dos picos

cromatograficos dos oligossacarideos rafinose e estaquiose (Frias et al., 1994).
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3.2.3 Ensaio Biolégico

3.2.3.1 Preparo das Fontes Protéicas

A matéria-prima era submetida a diferentes tratamentos; dois tratamentos de feijdo
(proporgdo feijdo:agua de 1:3) eram submetidos & maceragdo por 16 horas a temperatura
ambiente, aproximadamente 25°C, cozidos em panela de pressdo doméstica por 40 minutos
cronometrados apds a exaustdo do ar (jato continuo de vapor de agua). Um destes
tratamentos era cozido com a agua de maceragdo residual e o outro sem a agua de
maceragdo residual, ao qual foi acrescentado agua para o cozimento. Foi feito um terceiro
tratamento onde o feijio era cozido sem maceragdo, nas mesmas condi¢des de cozimento.
Os feijoes cozidos foram congelados em freezer doméstico e depois liofilizados
(liofilizador Virtis, modelo 10-146 MR-BA), sendo entdo triturados obtendo-se em forma
de farinha com granulometria 70 mesh.

3.2.3.2 Dietas Experimentais

Foram feitas formulagdes das dietas experimentais, para realizagdo do ensaio
biologico. O ensaio biolégico teve 5 tratamentos: A. dieta cuja tnica fonte protéica era
caseina (CC); B. dieta cuja fonte protéica era caseina mais o teor de solidos solaveis
encontrado na dgua de maceragdo residual (CSS), para fins comparativos; C. dieta cuja
fonte protéica era feijao cozido com a agua de maceragdo residual liofilizado (FCCAM) e
sob forma de farinha com granulometria 70 mesh; D. dieta cuja fonte protéica era feijao
cozido sem a agua de macera¢do residual liofilizado (FCSAM) e também sob forma de
farinha com mesma granulometria; E. dieta cuja fonte protéica era feijdo cozido sem
maceragdo (FCSM), nas mesmas condi¢des; e uma dieta aprotéica (AP) isocaldrica, que era

utilizada para fins corretivos.
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As 5 dietas experimentais eram isoprotéicas (12,0 + 0,5%) e isocaléricas
(350,9 + 37,9 kcal/100g). As dietas foram formuladas segundo o "American Institute of
Nutrition" (Reeves ef al., 1993), dieta AIN-93G, para ratos em crescimento, a excecdo do
teor protéico, para determinagdo do indice de qualidade protéica (Pellet & Young, 1980).
As formulagbes das dietas, bem como as misturas salina e vitaminica utilizadas nas dietas,

encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1. Composi¢do das dietas experimentais utilizadas no ensaio biologico

Ingredientes Dieta’
Caseina* Feijao** Aprotéica

Feijao - 617 -
Amido de milho 453 - 603
Caseina 150 - -
Amido dextrinizado 132 167 132
Sacarose 100 86 100
Oleo de soja 70 70 70
Fibra (celulose) 50 15 50
Mistura Vitaminica’ 10 10 10
Mistura Mineral® 35 35 35

"Valores em g/kg de dieta. Em todas as dietas foram adicionadas L-cistina (3,00 g/kg), bitartarato de colina
(2,50 g/kg) e tetrabutilhidroquinona (0,01 g/kg), segundo formulagdo da AIN 93-G.

*Dieta controle de caseina e dieta de caseina mais sélidos soliveis encontrados na 4gua de maceracio residual
liofilizada

**Dieta de feijdo cozido sem maceracdo liofilizado, dieta de feijdo cozido sem a d4gua de maceracio residual
liofilizado, dieta de feijao cozido com a agua de maceragdo residual liofilizado

? dcido nicotinico (30 mg/kg), pantotenato (15 mg/kg), piridoxina (6 mg/kg), tiamina (5 mg/kg), riboflavina (6
mg/kg), acido folico (2 mg/kg), vitamina K (750 pg/kg), D-biotina (200 ng/kg), vitamina By, (25 pg/ke),
vitamina A 4000 Ul/kg, vitamina E 75 Ul/kg.

* (g/kg de mistura mineral): carbonato de calcio (357,00), fosfato de potdssio (196,00), citrato de potdssio
tribasico (70,78), cloreto de sodio (74,00), sulfato de potdssio (46,60), 6xido de magnésio (24,00), citrato
férrico (6,06), carbonato de zinco (1,65), carbonato de manganés (0,63), carbonato cuprico (0,30), iodeto de
potédssio (0,01), selenato de sodio (0,01025), paramolibdato de aménio (0,00795), metassilicato de sédio
(1,45), sulfato de potésio e cromo (0,275), cloreto de litio (0,0174), 4cido bérico (0,0815), fluoreto de sddio
(0,0635), carbonato de niquel (0,0318), vanadato de aménio (0,0066).
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3.2.4 Tratamento Estatistico
Os resultados foram submetidos a analise de varidncia ANOVA e testes de confronto

de médias, de Duncan e Dunett, usando o programa Statistica, considerando p<0,05 como

probabilidade minima aceitavel para diferenca entre médias.

19



Resultados e Discussdo

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracteriza¢io Quimica dos Tratamentos do Feijao-Comum

4.1.1 Composi¢io Centesimal

Os dados obtidos sobre a composicdo do fendo-comum foram consistentes,
constituindo em uma boa fonte protéico-energética. A composigdo centesimal, em base seca,
encontrada para feijdo cru e feijdo cozido sem maceragéo liofilizado era, em percentagem,
18.36 £ 0,11 e 19,81 + 0,09, 2,31 £+ 0,03 e 2,48 + 0,05, 0,62 £+ 0,01 e 1,33 £ 0,03,
4,64 £0,14 ¢ 5,69 £ 0,15, e, 64,70 e 69,22, para os teores de proteina bruta, lipideos totais,
cinzas, fibra bruta, e carboidratos, respectivamente, e umidade de 9,37 £ 0,02 ¢ 1,47 £ 0,12,
0 que estd em concorddncia com outros autores (Tezoto & Sgarbieri, 1990; Sgarbieri,
1989).

4.1.2 Agucares Totais, Aciicares Redutores e A¢iicares Nao-Redutores

Os teores dos agucares totais, agucares redutores ¢ agucares nio-redutores, estao
demonstrados na Tabela 2. Verificou-se que o processo da maceragdo seguido de cocgédo
ocasionou uma redug@o nos teores dos trés tipos de aguicares, € que somente o processo de
coc¢do também ocasionou uma redugdo, embora de menor magnitude, a4 excecdo dos
acucares redutores. Os teores dos agucares redutores encontrados estdo de acordo com
outros autores (Bakr, 1996; Khalil & Mansour, 1995) que estudaram o efeito da maceragéo
e da cocgdo na redugdo dos teores de agticares em leguminosas. No preparo doméstico do
feijio-comum, a embebi¢do dos grdos solubiliza os agucares, tornando-os livres ou

degradando-os. Este processo poderia contribuir para a redugéo dos teores dos agtcares.
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Tabela 2. Agucares totais, aglcares redutores e aguicares ndo-redutores nos diferentes
tratamentos de feijao-comum (Phaseolus vulgaris, L.), cultivar IAC-Carioca, e na dgua de

maceragio residual, em base seca (média e desvio-padrao, no minimo n=3) — lote 05/99.

Tratamento Agucares Totais  Aciticares Redutores Aciicares

(%) (%) Nao-Redutores’(%)
Feijio Cru 20,03 +0,07* 6,05 + 0,04* 13,98 + 0,06°
FCSM* 15,52 £0,09° 3,54 +0,02° 11,98 + 0,06
FCSAM** 3,89 +0,03¢ 2,53 +£0,05° 1,36 +0,04°
FCCAM*** 8,85 + 0,00° 3,05 +0,05° 5,80 + 0,03
AM sk 0,69 + 0,00° 0,65 +0,01° 0,03 £0,01°

abede | otras diferentes na mesma coluna indicam diferenga estatistica (p<0,05)

®valores obtidos por diferenga
FCSM*- Feijdo cozido sem maceragdo liofilizado
FCSAM?**- Feijio cozido sem a dgua de maceragdo residual liofilizado
FCCAM#***. Feijdo cozido com a 4gua de maceragdo residual liofilizado
AM****_ Aoua de maceragdo residual (valores expressos em g/100g de feijdo cru, em base seca)

A analise da Tabela 2 mostrou que apenas o processo de cocgdo (FCSM) foi
responsavel pela redugdo de 22,5% dos agucares totais. Entretanto, ao se considerar o
processo de maceragdo prévia a cocgdo, onde a agua de maceragdo residual foi descartada
(FCSAM), observou-se que a redugdo atingiu 80,6%, comparando-se o teor dos agucares
totais encontrados no feijio cru com aquele encontrado no feijdo cozido sem agua de
maceragdo residual liofilizado. Ao se considerar o volume total da dgua de maceragdo
residual (AM) obtida apés drenagem do feijdo-comum cru macerado, encontrou-se as
respectivas quantidades de agucares totais, aglcares redutores e agucares nao-redutores
removidos do feijao-comum cru (2090,63 g de fejjao-comum cru/3600 ml de agua residual),
em base seca: 14,40 + 0,00 g, 13,68 £ 0,01 ge 0,72 £ 0,01 g.
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As mudangas quimicas e fisicas que ocorreram no feijio-comum e na 4gua durante a
macera¢do ainda ndo estdo bem entendidas. Segundo Bakr (1996), a hidratacdo que ocorreu
no feijdo-comum poderia facilitar a extragdo de componentes para a 4dgua de maceragio.
Esta hidratacdo ativaria enzimas do feijdo-comum, causando degradagio enddégena de
constituintes, gerando produtos de clivagem que passariam para a 4gua de maceragio,
difundindo produtos de baixo peso molecular. Neste sentido, alguns agticares, dentre estes
glicose, frutose, sacarose, rafinose, estaquiose e verbascose, poderiam estar presentes na
dgua de maceragdo residual. O tratamento térmico também poderia contribuir com as
alteragdes fisico-quimicas no feijdo-comum, tais como mudangas na estrutura resultante do
grdo, o que poderia ser constatado nas quantidades encontradas dos agucares totais,
acucares redutores e agucares nio-redutores nos diferentes tratamentos de feijao-comum

cozidos macerados ou nio macerados em relagdo ao feijao-comum cru.

4.1.3 Amido - substincias sacarificaveis totais

Nas leguminosas, 0 amido € o principal carboidrato do ponto de vista quantitativo. As
leguminosas sdo preparadas e cozidas em diferentes formas, dependendo das preferéncias
culturais. Diferentes tratamentos e preparos podem afetar os niveis de carboidratos
disponiveis nas leguminosas. No caso do amido, com o preparo doméstico do fejjio-comum,

ele € gelatinizado e sua disponibilidade fica aumentada (Casafias et al., 1999).

A existéncia de fragdes no amido que sdo resistentes a agdo enzimatica — amido
resistente, e de alguns polissacarideos como a fibra insolivel que sdo fermentados pela
microbiota intestinal, contribuem com o processo de flatuléncia, juntamente com os

oligossacrideos tipo rafinose (Bravo et al., 1998).
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Os teores de amido (substancias sacarificaveis totais) encontrados para os diferentes

tratamentos fejjdo-comum e na d4gua de maceragio estio demonstrados na Tabela 3.

Tabela 3. Teores de amido em termos de substincias sacarificaveis totais nos diferentes
tratamentos de feijdo-comum (Phaseolus vulgaris, L.), cultivar IAC-Carioca, e na 4gua de

maceragdo, em base seca (média e desvio-padrédo, no minimo n=3) — lote 05/99.

Tratamento Teor de Amido (%)
Feijao Cru 46,76 £ 0,05*
FCSM* 40,19 +0,00°
FCSAM** 34,21 +0,06°
FCCAM*** 36,91 + 0,07
AM**** 0,46 +0,00°

bed | etras diferentes na mesma coluna indicam diferenga estatistica (p<0,05)

FCSM*- Feijdo cozido sem maceragéo liofilizado

FCSAM**- Feijdo cozido sem a dgua de maceracio residual liofilizado

FCCAM***- Feijao cozido com a dgua de maceracfo residual liofilizado

AM****_ Agua de maceracio residual (valores expressos em g/100g de feijdo cru, em base seca)

Verificou-se que o teor de amido diferiu (p<0,05) entre o tratamento feijao cru e os
demais tratamentos de feijdo, que apresentaram uma redu¢do nos teores. No tratamento
FCSAM, onde a agua de maceragdo residual foi descartada, observou-se redugéo de 26,8%
em relagdo ao feijao cru. Assim, como observado nas quantidades encontradas dos agtcares
totais, agucares redutores e agucares ndo-redutores, a maceragao associada ou ndo a cocgio,
contribuiu para reducdo nas quantidades das substancias sacarificaveis totais nos diferentes
tratamentos de feijdo-comum cozidos macerados ou nfio macerados em relagdo ao feijao
cru. Ao se considerar o volume total da dgua de maceracdo residual (AM) obtida apos
drenagem do feijdo-comum cru macerado, encontrou-se 9,72 g de amido removidos em
feijao-comum cru (2090,63 g de feijdo-comum cru/3600 ml de agua residual). Os valores
encontrados estdo em concorddncia com outros autores (Vidal-Valverde et al, 1998;
Nwinuka ef al., 1997; Kataria et al., 1990; Sgarbieri, 1989; Jood ez al., 1986).
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4.2 Oligossacarideos Rafinose, Estaquiose e Verbascose

Os teores dos oligossacarideos rafinose, estaquiose e verbascose determinados por
HPLC estio demonstrados na Tabela 4. Verificou-se que na determinag¢@o das curvas de
calibragio dos padrdes oligossacarideos rafinose e estaquiose, foram encontrados os

coeficientes de regressao r* 0,995502 e 0,995763, respectivamente.

Tabela 4. Oligossacarideos rafinose, estaquiose e verbascose nos diferentes tratamentos de
feijao-comum (Phaseolus vulgaris, L.), cultivar JAC-Carioca, ¢ na agua de maceracdo

residual, em base seca (média e desvio-padréo, no minimo n=3) — lote 05/99.

Tratamento Rafinose (%) Estaquiose (%) Verbascose (%)
Feijao cru 0,40 + 0,03 3,23 +0,18 0,12 +0,01°
FCSM* 0,32 £0,04° 2,95 + 0,15 0,08 + 0,00
FCSAM** 0,30 +£0,02° 2,43 £0,04° 0,07 £ 0,00°
FCCAM*** 0,48 +0,02° 2,85 +0,07° 0,10+ 0,01*
AM *kx 0,19 +0,03° 0,41 +0,02° 0,07 +£0,02°

abod [ otras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica (p<0,05)

FCSM* - Feijdo cozido sem maceragao liofilizado

FCSAM** - Feijdo cozido sem a 4gua de maceragéo residual liofilizado

FCCAM®*** . Feijio cozido com a dgua de maceragdo residual liofilizado

AM**** _ Agua de maceragio residual (valores expressos em g/100g de feijdo cru, em base seca)

Na Tabela 4, comparou-se os teores dos oligossacarideos rafinose, estaquiose e
verbascose dos tratamentos feijio cru (FC), feijio cozido sem maceragio liofilizado
(FCSM), feijio cozido sem a 4gua de maceragdo residual liofilizado (FCSAM) e fejjao
cozido com a 4gua de maceragdo residual liofilizado (FCCAM) e na éagua de maceragdo
residual (AM), todos em base seca. Observou-se que, em relagdo ao tratamento FC, houve
uma redugio nos teores dos oligossacarideos rafinose (20,0% e 25,0%), estaquiose (8,7% e
24.8%) e verbascose (33,3% e 41,7%) para os tratamentos FCSM e FCSAM,
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respectivamente. No tratamento FCCAM, observou-se redugdo nos teores dos
oligossacarideos estaquiose (11,8%) e verbascose (16,7%) e um aumento dos teores do
oligossacrideo rafinose (20%) em relagdo ao feijao cru. Observou-se também que o
oligossacarideo verbascose foi o oligossacarideo encontrado em menor quantidade nos
diferentes tratamentos de feijio-comum, o que esta de acordo com outros autores (Revilleza
et al, 1990). A reducdo dos oligossacarideos tipo rafinose apds maceragdo seguida de
cocgdo onde a 4gua de maceragdo residual era descartada (FCSAM), demonstraram a
hidrossolubilidade destes oligossacarideos. Segundo Sathe er al.(1984), os teores dos
oligossacarideos tipo rafinose poderiam ser removidos do feijdo se a agua de maceragéo
residual for descartada, pois os oligossacarideos tipo rafinose estdo solubilizados e livres,
porém se a agua de maceragdo residual ndo for descartada, os oligossacarideos tipo rafinose
poderiam permanecer, fato este que pdde ser observado no tratamento FCCAM, em relagdo
aos teores do oligossacarideo rafinose. Os teores dos oligossacarideos rafinose, estaquiose e
verbascose encontrados estio de acordo com os resultados obtidos por Vidal-Valverde et al.
(1998), Nwinuka et al. (1997), Khalil & Mansour (1995), Abdel-Gawad (1993) e Sgarbieri
(1989), ao verificarem que o preparo doméstico do feijao-comum proporcionou reducédo

significativa (p<0,05) nos teores dos oligossacarideos tipo rafinose.

Assim, as mudancas que ocorreram nos teores de agucares, especificamente nos
teores de oligossacarideos rafinose, estaquiose e verbascose, na maceragdo € na coc¢ao,
associadas ou ndo, poderiam ser atribuidas a natureza da estrutura resultante dos graos, ao
metabolismo nos grios, a difusdo de componentes para a dgua de maceragdo € a influéncia
do crescimento de microrganismos na agua de maceragdo (Frias et al., 1996; Mulywidarso
etal., 1991).

Os tempos de retengdo médios, em minutos, na determinagdo por HPLC encontrados
para os oligossacrideos rafinose, estaquiose e verbascose foram, respectivamente: 6,90 +
0,11, 12,93 + 0,31 e 24,03 + 0,79. Alguns fatores influenciam no tempo de retengdo das
amostras, como grau de afinidade da amostra com a fase movel e com a fase estacionaria,

solubilidade da amostra na fase mével e o tamanho molecular (Collins ez al., 1995). O tempo
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de retengdo engloba todo o tempo que 0 componente em questdo fica no sistema
cromatografico, quer na fase movel, quer na fase estacionria. Foi calculado o tempo de
retencdo relativo (tr) em minutos do oligossacarideo verbascose nos diferentes tratamentos
de feijio-comum e na agua de maceragio para melhor justificar a localizagdo do pico
cromatografico bem como sua quantificagdo. Este parimetro, demonstrado na Tabela 5, foi
obtido pela diferenga entre o tempo de retengdo dos oligossacarideos rafinose e estaquiose,
separadamente, € 0 t€mpo de retencdo do oligossacarideo verbascose (Frias et al., 1994;

Revilleza et al., 1990; Sosulki e? al, 1982; Macrae & Zand-Moghaddam; 1978).

Tabela 5. Tempo de retengdo relativo (tr) em minutos entre 0s oligossacarideos (verbascose
- rafinose) e (verbascose — estaquiose), de acordo com 0s valores encontrados na literatura e

aqueles determinados na presente Dissertagao.

tg (min) verbascose - rafinose verbascose - estaquiose
Valores da literatura® 16,67 £ 0,58 11,33+ 1,11
Valores encontrados** 17,13 £0.73 11,11 £ 0,67

* Valores médios do tempo de retencio relativo (tg ) em minutos do oligossacarideo verbascose encontrados
pelos autores Frias et al. (1994); Revilleza et al. (1990); Sosulki et al. (1982); Macrae & Zand-
Moghaddam (1978)

*% Valores médios do tempo de retencdo relativo (tg ) em minutos do oligossacarideo verbascose encontrados

na presente Dissertagdo

Os cromatogramas obtidos por HPLC dos oligossacarideos rafinose, estaquiose €
verbascose (resposta no detector em Volts x tempo em minutos) dos diferentes tratamentos
de feijio-comum e da dgua de maceracdo residual estao apresentados nas Figuras 2, 3, 4, S5e
6. Verificou-se que as sequéncias dos picos cromatograficos foi rafinose, estaquiose €
verbascose, 0 que estd em concordéncia com varios autores (V idal-Valverde et al., 1998;

Nwinuka ef al., 1997; Khalil & Mansour, 1995).
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Figura 2. Cromatograma obtido por HPLC dos oligossacarideos rafinose, estaquiose e

verbascose (resposta no detector em Volts x tempo em minutos) no feijdo-comum cru
(Phaseolus vulgaris, L), cultivar IAC-Carioca — lote 05/99. a: rafinose, b: estaquiose, ¢:
verbascose. Coluna NH, (12,5 x 4 mm), fase movel acetonitrila-agua (75:25 viv), fluxo 1
ml/min, detector indice de refragdo
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Figura 3. Cromatograma obtido por HPLC dos oligossacarideos rafinose, estaquiose €

verbascose (resposta no detector em Volts x tempo em minutos) no feijio-comum
(Phaseolus vulgaris, L), cultivar JAC-Carioca — lote 05/99, cozido sem maceragao. a:
rafinose, b: estaquiose, ¢: verbascose. Coluna NH; (12,5 x 4 mm), fase movel
acetonitrila-agua (75:25 v/v), fluxo 1 ml/min, detector indice de refracéo
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Figura 4. Cromatograma obtido por HPLC dos oligossacarideos rafinose, estaquiose e
verbascose (resposta no detector em Volts x tempo em minutos) no feijao-comum
(Phaseolus vulgaris, L), cultivar JAC-Carioca — lote 05/99, cozido sem a é4gua de
maceragdo residual. a: rafinose, b: estaquiose, ¢: verbascose. Coluna NH; (12,5 x 4 mm),
fase mével acetonitrila-agua (75:25 v/v), fluxo 1 mi/min, detector indice de refragéo
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Figura 5. Cromatograma obtido por HPLC dos oligossacarideos rafinose, estaquiose e
verbascose (resposta no detector em Volts x tempo em minutos) no feijdo-comum
(Phaseolus vulgaris, L), cultivar IAC-Carioca — lote 05/99, cozido com a é4gua de
maceracdo residual. a: rafinose, b: estaquiose, ¢: verbascose. Coluna NH; (12,5 x 4 mm),
fase mével acetonitrila-agua (75:25 v/v), fluxo 1 ml/min, detector indice de refragdo
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Figura 6. Cromatograma obtido por HPLC dos oligossacarideos rafinose, estaquiose e
verbascose (resposta no detector em Volts x tempo em minutos) na dgua de maceragio
residual. a: rafinose, b: estaquiose, ¢: verbascose. Coluna NH, (12,5 x 4 mm), fase movel
acetonitrila-agua (75:25 v/v), fluxo 1 ml/min, detector indice de refracdo
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Os oligossacarideos rafinose, estaquiose e verbascose, tomados em conjunto,
representaram, em relacdo aos teores de agucares totais, nos tratamentos feijdo cru (FC),
feijdo cozido sem maceragdo liofilizado (FCSM), feijdo cozido sem a agua de maceragéo
residual liofilizado (FCSAM) e fefjao cozido com a agua de maceracdo residual Liofilizado
(FCCAM), respectivamente, as seguintes percentagens: 18,7; 21,6; 72,0 e 38,8. Segundo
Abdel-Gawad (1993), os a-galactosideos responsaveis pela flatuléncia em humanos,

representam expressiva percentagem dos agucares totais em leguminosas.

Com relagdo & participagdo percentual dos oligossacarideos rafinose, estaquiose e
verbascose, dentro dos aglcares totais, observou-se que a estaquiose apresentou
percentagens bem maiores nos diferentes tratamentos, que variaram entre 16,1 a 62,5%,
enquanto que a rafinose variou de 2,0 a 27,5% e a verbascose variou de 0,5 a 10,1%. Este
fato estd de acordo com alguns autores que, ao verificarem as concentragbes de
oligossacarideos tipo rafinose em leguminosas, dentre elas o feijao-comum, encontraram
que a estaquiose € o oligossacarideo mais abundante em relagéo a rafinose e a verbascose
(Rupérez, 1998; Borejszo & Khan, 1992) (Tabela 6).
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Tabela 6. Percentagem de oligossacarideos rafinose, estaquiose e verbascose em relagdo
aos teores de agucares totais nos diferentes tratamentos de feijao-comum (Phaseolus
vulgaris, L.), cultivar IAC-Carioca — lote 05/99.

Tratamento Agiicares Totais Rafinose Estaquiose Verbascose OTe
(%) (%) (%) (%) (%)

Feijao cru 20,03 £ 0,07 2,00 16,13 0,60 18,73
FCSM* 15,52 £ 0,09 2,06 19,01 0,52 21,59
FCSAM** 3.89+0,03 7,71 62,47 1,80 71,98
FCCAM*** 8,85+ 0,00 5,42 32,20 1,13 38.75

e Oligossacarideos totais: rafinose+estaquiose+verbascose

FCSM*- Feijdo cozido sem maceragio liofilizado

FCSAM**- Feijdo cozido sem a 4gua de maceragio residual liofilizado
FCCAM***. Feijdo cozido com a agua de maceragéo residual liofilizado

A maceracdo dos feijdes crus e o tratamento térmico demonstraram serem
complementares no preparo doméstico do feijio-comum, auxiliando na remog¢do dos
oligossacarideos tipo rafinose, principalmente quando a agua de macera¢do residual foi
descartada. Associadas a este fato, a extragdo alcodlica dos oligossacarideos tipo rafinose
com solugdo de etanol a 80% e as condigdes cromatogréficas utilizadas possibilitaram obter
resultados quantitativos que refletissem o efeito da maceragdo e da cocgao nos diferentes

tratamentos de feijao-comum.
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4.3 Ensaio Biologico

Os valores encontrados no ensaio biologico com as dietas experimentais controle de
caseina (CC), caseina mais s6lidos soluveis encontrados na agua de maceragdo residual
(CSS), feijao cozido sem maceragdo liofilizado (FCSM), feijdao cozido sem a 4gua de
maceracdo residual liofilizado (FCSAM) e feijdo cozido com a 4gua de macerag@o residual
liofilizado (FCCAM) estdo demonstrados na Tabela 7.

Tabela 7. Ganho de peso (g), consumo de proteina (g) € Quocientes de Eficiéncia da Dieta
(QED) e de Eficiéncia Protéica Liquida (NPR) das dietas experimentais (média e
desvio-padrdio) cujas fontes protéicas eram caseina controle (CC), caseina mais sdlidos
soliveis encontrados na dgua de maceragdo residual (CSS), fejjdo cozido sem maceragdo
liofilizado (FCSM), feijdo cozido sem a agua de maceragdo residual liofilizado (FCSAM) e
feijio cozido com a 4gua de macerac@o residual liofilizado (FCCAM), obtidos no ensaio

biolégico com ratos Wistar machos recém-desmamados, 8 ratos por dieta, durante 10 dias.

Dieta Ganho de Peso Consumo de Proteina QED NPR
Experimental (2) (g
CC* 522 +62° 14,1 £1,3° 0,4 +0,1° 4,1 +0,4°
CSS** 48,5 +5,6° 13,9 + 0,6 0,4 + 0,0 3,9+0,5°
FCSM*#** 21,8 +4,0° 9,1 +1,3° 0,3+0,1° 2,9+0,4°
FCSAM**** 18,8 +3,9° 7,5 +0,9° 03+0,1° 2,9+0,6°
FCCAM**x#x* 18,2 +4,9° 7,7+0,8° 0,3 +0,0° 2,8+0,2°

*b.¢ ] etras diferentes na mesma coluna indicam diferenga estatistica (p<0,05)

*Dieta controle de caseina

**+Dieta de caseina mais solidos soliiveis encontrados na agua de maceragdo residual liofilizada
***Dieta de feijio cozido sem maceragéo liofilizado

****Djeta de feijao cozido sem a dgua de maceragio residual liofilizado

*xx¥*Dijeta de feijao cozido com a dgua de maceragdo residual liofilizado
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Para o tratamento aprotéico obteve-se —4,7 + 1,2g, como perda de peso média.
Observou-se ainda que, as dietas CC e CSS ndo diferiram (p>0,05) em ganho de peso,
consumo de dieta nem nos indices de eficiéncia da dieta (QED) e de eficiéncia liquida da
proteina (NPR), mas diferindo das demais dietas experimentais cuja fonte protéica era
feijio-comum, que apresentaram valores inferiores. Entre as dietas experimentais de
feijdo-comum também ndo foi encontrada diferenca estatistica nos dados avaliados, &
excegdo do consumo de proteina das dietas FCSAM e FCCAM que apresentaram valores

ainda menores.

Verificou-se que a quantidade de fatores de flatuléncia presentes na agua de
maceragio acrescidas a dieta de caseina nfo afetaram o valor nutritivo de uma proteina de
alta qualidade, como a caseina. Os valores do NPR encontrados para as dietas de caseina

estio em concordancia com os autores Agunbiade & Longe (1999) e Hughes et al. (1996).

Alguns autores (Agunbiade & Longe, 1999; Fernandéz er al., 1996), avaliando a
composicio de aminoécidos essenciais e a sua biodisponibilidade em leguminosas
maceradas e cozidas, verificaram que o preparo das leguminosas aumentaram,
consideravelmente, os indices de crescimento, como o NPR e o quociente de eficiéncia de
conversio alimentar. Amaya ef al. (1991) estudaram o efeito da frequéncia de recocgao
sobre o valor nutritivo da proteina e na disponibilidade de ferro em feijdo preto cozido sem
maceragdo (Phaseolus vulgaris), ndo encontrando diferenca estatistica significativa nos

valores de NPR.

Na Figura 7, encontram-se os Quocientes de Eficiéncia da Dieta (QED) e de
Eficiéncia Protéica Liquida (NPR), com vistas a visualizar a proporgéo entre os mesmos, de
ratos Wistar machos recém-desmamados, 8 por dieta, cujas fontes eram caseina controle
(CC), caseina mais sélidos soluveis encontrados na dgua de maceragao residual (CSS),
feijio cozido sem maceragio (FCSM), feijao cozido sem a agua de maceragdo residual
(FCSAM) e feijio cozido com a agua de maceragao residual (FCCAM), durante 10 dias de

experimento.

[#5]
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Figura 7. Quocientes de Eficiéncia da Dieta (QED) e de Eficiéncia Protéica Liquida (NPR),

média e desvio-padriio, de ratos Wistar machos recém-desmamados, 8 por dieta, durante 10

dias alimentados com as dietas experimentais caseina controle (CC), caseina mais solidos

solaveis encontrados na agua de maceragdo residual (CSS), feijdo cozido sem maceracao

(FCSM), feijdo cozido sem a agua de maceragio residual (FCSAM) e feijdo cozido com a

agua de maceragdo residual (FCCAM).
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No preparo doméstico do feijio-comum ocorrem varias alteragdes fisicas e quimicas,
dentre elas a reducdo dos fatores antinutricionais e de fatores inconvenientes como os
oligossacarideos causadores de flatuléncia. Estas redugdes sdo importantes para a nutrigdo
humana e de animais, pois promovem uma maior utilizagdo protéica e de carboidratos. O
efeito da maceragdo e da cocgdo do feijdo-comum nos teores dos oligossacarideos tipo
rafinose demonstrou que o descarte da dgua de maceracdo residual, ou seja, ndo absorvida
pelos graos, promoveu redugdo destes oligossacarideos. Entretanto, verificou-se no ensaio
biologico que os teores dos oligossacarideos tipo rafinose presentes nos diferentes
tratamentos de feijdo-comum e na 4gua de maceragéo residual ndo interferiram na utilizagdo
deste alimento. Os oligossacarideos tipo rafinose podem causar flatuléncia em individuos
susceptiveis, levando-os aos desconfortos abdominal e social. Porém. recentes estudos
demonstram que beneficios podem ser atribuidos a estes oligossacarideos. Eles podem ser
utilizados como fonte de carboidratos e de energia por um grupo especial de bactérias
presentes na regido colonica do intestino grosso liberando produtos benéficos a saude. Sao
as bifidobactérias que, por efeito antagdnico, inibem a atividade das bactérias putrefativas e
reduzem a formacgio de produtos téxicos da fermentacdo (Tomomatsu, 1997). Levando-se
em consideracio que os oligossacarideos tipo rafinose ndo sio de fato fatores
antinutricionais e que podem até ser benéficos, o uso da macera¢do para reduzir estes
oligossacarideos torna-se questionavel, pois em individuos menos susceptiveis ou aqueles
resistentes a flatuléncia apés ingestdo de feijio-comum, os oligossacarideos tipo rafinose
poderiam ser utilizados como fatores bifidogénicos. Porém, torna-se necessario maiores
investigagdes para elucidar os efeitos da macera¢@o na redugao dos fatores de flatuléncia, e

uma futura extrapolagdo para humanos que se alimentam com dietas complexas.
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5 CONCLUSOES

1. A maceracdo do feijdo-comum cru por 16 horas promoveu a absorgdo de agua
pelos grios, proporcionando remog¢do dos fatores de flatuléncia rafinose, estaquiose e
verbascose, dos teores de agucares totais, aguiicares redutores e agiicares ndo-redutores e de

amido em termos de substancias sacarificaveis totais.

2. A utilizacdo da maceragdo associada a cocgdo com descarte da dgua de
maceracdo residual (tratamento feijio cozido sem agua de maceragéo residual), ocasionou
reducio nos fatores de flatuléncia rafinose (25,0%), estaquiose (24,5%) e verbascose
(41,7%). nos teores de aglcares totais (80,6%), agucares redutores (58,2%) e agucares

nao-redutores (90,3%) e de amido em termos de substédncias sacarificaveis totais (26,8%).

3. Os valores médios dos Quocientes de Eficiéncia da Dieta (QED) e de Eficiéncia
Protéica Liquida (NPR) das dietas cuja fonte protéica era caseina, 0,4 £ 0,0 e 4,0£0,1, e
para as dietas cujas fontes protéicas era feijao-comum 0.3 + 0,0 e 29 £ 0.1,
respectivamente, demonstraram que as quantidades dos fatores de flatuléncia, os
oligossacarideos rafinose, estaquiose e verbascose presentes na dgua de maceragdo residual
acrescidas a dieta de caseina ndo afetaram o valor nutritivo de uma proteina de alta
qualidade e ndo diminuiram a qualidade nutricional do feijio-comum, pois proporcionou

crescimento adequado nos animais experimentais para dietas contendo leguminosas.

4. Tendo-se em vista que ndo houve alteragdo do valor nutricional do feijdo-comum,
o uso da maceragdo associada ao tratamento térmico para remoc@o dos oligossacarideos
tipo rafinose, tornar-se-ia discutivel, pois para os individuos menos susceptiveis ou aqueles
que consomem quantidades pequenas ou moderadas destes oligossacarideos, que ndo sdo de
fato fatores antinutricionais, poderiam atuar como agentes bifidogénicos, portanto

exercendo uma fun¢o benéfica a saide.
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