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Resumo

O feijao fornece nutrientes essenciais que podem substituir parcialmente outros produtos proteicos para a populagio de baixa renda. No entanto,
os graos de feijao estao sujeitos aos fendomenos de escurecimento e endurecimento pds-colheita, que resultam na perda de qualidade tecnolégica
e sensorial, além da rejei¢do do produto por grande parte dos consumidores. Quando os processos que resultam nestes fendmenos ndo sdo
controlados, sdo necessarios mecanismos de aproveitamento deste grao para evitar seu descarte. Uma forma de aproveitamento compreende o
fracionamento dos componentes presentes no grio para a obtengao de diversos bioprodutos com propriedades bioativas, tais como os peptideos
bioativos. O objetivo deste trabalho foi realizar a extragdo proteica de feijado comum (Phaseolus vulgaris) cv. BRSMG-Madrepérola a partir
de diferentes métodos de extragdo e verificar a atividade antioxidante in vitro por FRAP e DPPH dos extratos proteicos. O melhor método
de extragdo proteica foi o0 método de extracdo alcalina (pH 8,0), com até 28,9 mg/mL para o feijio ETC. Ja a maior atividade antioxidante,
verificada pelo método FRAP, foi alcangada na extragdo que compreende o uso de acetato de sodio 20 mM pH 5,0. Os resultados indicam a
viabilidade de obtengdo de antioxidantes de ocorréncia natural e a agregagdo de valor a substratos proteicos de baixo custo, ou que seriam
descartados por serem sujeitos aos fendmenos de endurecimento.

Palavras-chave: Endurecimento. Bioatividade. Antioxidante. DPPH. FRAP.

Abstract

Common beans provide essential nutrients that can partially replace other protein products for the low-income population. However, bean
grains are subject to the phenomena of darkening and post-harvest hardening, which result in the loss of technological and sensorial quality, in
addition to rejection of the product by most consumers. When the processes that result in these phenomena are not controlled, mechanisms of
utilization of this grain are necessary to avoid its discard. An alternative to integral use comprises the fractionation of the components present
in the grain to obtain several bioproducts with bioactive properties, such as the bioactive peptides. The aim of this work was to perform the
protein extraction of common bean (Phaseolus vulgaris) cv. BRSMG- cv. BRSMG-Madrepérola from different extraction methods and to verify
the antioxidant activity of the protein extracts in vitro by FRAP and DPPH methods. The method that resulted in higher protein extraction
was the alkaline extraction method (pH 8.0), 28.9 mg / mL for ETC beans. The highest antioxidant activity, verified by the FRAP method, was
achieved in the extraction method which included the use of 20 mM sodium acetate pH 5.0. The “Hard-to-cook” phenomenon did not seem to
affect definitively the bioactivity of the bioactive proteins obtained, suggesting that it is possible to use these components as an alternative for
the use of the grains affected by the hardening process.

Keywords: Hardening. Bioactivity. Antioxidant. DPPH, FRAP.

1 Introducio aminoacido essencial. No entanto, os graos de feijao estdo

Dentre as diversas classes de alimentos, as leguminosas
representam um importante componente da dieta humana
em diversas regides do mundo, sendo o feijdo comum
(Phaseolus vulgaris) um dos mais consumidos pela
populacdo, principalmente no Brasil. Ele supre grande parte
das necessidades proteicas diarias dos individuos, uma vez
que 20% a 30% da massa seca das sementes € constituida por
proteinas (BATISTA, 2010), podendo substituir parcialmente
outros produtos proteicos para a populacdo de baixa renda.

Além do elevado teor proteico, nutricionalmente, o feijao
apresenta alto teor de ferro, calcio, vitaminas, principalmente

do complexo B, carboidratos, fibras, além de lisina, que é um
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sujeitos aos fendmenos de escurecimento e endurecimento
pos-colheita, que resultam na perda de qualidade tecnologica
e sensorial, além da rejei¢do do produto por grande parte dos
consumidores (SIQUEIRA et al., 2016).

Quando os processos que resultam nestes fendomenos
nao sdo controlados, sdo necessarios mecanismos de
aproveitamento deste grdo para evitar seu descarte. Uma
forma de aproveitamento compreende o fracionamento dos
componentes presentes no grao para a obtengdo de diversos
bioprodutos com propriedades bioativas, tais como os peptideos
bioativos (OSEGUERA-TOLEDO et al., 2011). Os peptideos

bioativos sdo compostos que exibem efeito nas fungdes ou
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condigdes do corpo e podem influenciar a satide humana. Eles
diferem amplamente em sua composi¢do de aminoécidos,
estrutura quimica e, portanto, em sua fungdo biologica. Esses
compostos frequentemente apresentam efeitos na reducdo do
colesterol, além de atividades antiprotozoarias, antivirais,
antitromboticas, anti-hipertensivas, antimicrobianas e
antioxidantes, o que os torna atraentes para aplicacdo em
alimentos e farmacos (LEMES et al., 2016).

Os antioxidantes podem ser aplicados em processos
oxidativos, uma vez que a oxidag¢do resulta na producdo
de radicais livres (O?, OH, H,0,) durante o metabolismo
e a respiracdo em organismos aerobicos. Quando eles sdo
produzidos em excesso ¢ ndo sdo eliminados, os radicais
podem atacar as moléculas mais proximas, subtraindo elétrons
¢ iniciando uma reagdo em cadeia na qual uma molécula
sem elétron ataca outras moléculas. Os radicais livres
desempenham um papel critico em distarbios relacionados
a satde e podem levar a doengas cardiacas, aterosclerose,
diabetes, cancer e doengas neuroldgicas. Nos alimentos, eles

podem resultar na deterioracdo de atributos de qualidade,

como sabor, cor e textura (LEMES et al., 2016).

Devido a complexidade e diversidade de compostos
presentes namatéria prima vegetal, com distintas caracteristicas
e bioatividades, se faz necessario a investigacao de diferentes
métodos para extracdo de proteinas e peptideos, pois os
solventes utilizados para extracdo variam e de acordo com
suas propriedades e condi¢des podem resultar em diferentes
eficiéncias na extrag@o das moléculas alvo (MAHATMANTO
etal., 2014).

O objetivo deste trabalho foi realizar a extragdo de
proteinas de feijao comum (Phaseolus vulgaris) cv. BRSMG-
Madrepérola a partir de diferentes métodos/solventes de
extracdo e verificar a atividade antioxidante in vitro dos
extratos proteicos.

2 Material e Métodos

A estratégia utilizada para obtencdo dos extratos proteicos
a partir de feijao comum (Phaseolus vulgaris) e determinacao
das propriedades bioativas foram baseadas de acordo com o
fluxograma apresentado na Figura 1.

Figura 1 - Fluxograma de obtencdo de proteinas com atividade antioxidante obtidas a partir de feijao
comum (Phaseolus vulgaris cv. BRSMG-Madrepérola).
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Fonte: Dados da pesquisa.

2.1 Material vegetal e preparo das farinhas

Foram utilizados grios de feijdo comum (Phaseolus
vulgaris) cv. BRSMG-Madrepérola submetidos a diferentes
tratamentos: ETC — recém colhido; HTC - endurecido (4
meses a 40 °C e UR%: 70-75) e AUTO - feijdo endurecido
submetido ao processo de autoclavagem a 121 °C por 30 min.
Os graos de feijao descascados ETC, HTC e AUTO foram
triturados em moinho de facas, peneirados em tamis de 35
mesh (0,425 mm), acondicionados em sacos de polietileno e
armazenados sob refrigeracao (4 °C) até o momento de sua
utilizagdo.

2.2 Métodos de extracio e quantificacdo proteica

As extragdoes foram realizadas conforme descrito por
MAHATMANTO et al. (2014) e OSEGUERA-TOLEDO et
al. (2011).

Meétodo 1: Diclorometano/Metanol (1:1): 1 g de farinha de
feijao foi solubilizada em 5 mL do solvente e colocados sob
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agitagdo, durante 1h a 25 °C. O extrato foi centrifugado a 4000
rpm durante 5 min e o sobrenadante coletado e submetido a
evaporagdo do solvente.

Método 2: Acetonitrila/Agua/Acido formico (25:24:1): A
mistura de 5 mL de solvente para cada 1 g de farinha foi agitada
durante 1h a 25 °C. Em seguida o extrato foi centrifugado a
4000 rpm, durante 5 minutos. O sobrenadante foi coletado e
foi realizada a retirada da acetonitrila.

Método 3: Acetato de s6dio 20 mM pH 5,0: 1 g de amostra
foi adicionado em 5 mL do solvente e agitados, durante 1 h a
4°C. O extrato foi centrifugado por 5 minutos a 4000 rpm a
4°C e o sobrenadante coletado.

Me¢étodo 4: Bicarbonato de amdnio SmM, pH 8,0: 5 mL
do solvente foram adicionados a 1 g de amostra e agitados
durante 1 h a 25 °C. O extrato foi centrifugado a 4000 rpm
durante Smin e o sobrenadante coletado.

Me¢étodo 5: Extragdo alcalina (pH 8,0): 1 g de amostra foi
adicionada em 5 mL de agua ¢ o pH da solucdo ajustado para
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pH 8,0 (NaOH 0,2 M). A solugdo foi agitada durante 1 h a
25°C e em seguida centrifugada a 4000 rpm durante 5 min. O
sobrenadante foi coletado e armazenado. O procedimento foi
realizado durante 5 ciclos de extracao.

O contetdo de proteina foi determinado utilizando-se o
kit Qubit® fluorometer, seguindo as instrugdes do fabricante.
O resultado final da dosagem foi expresso em pg de proteina

por mL.

2.3 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi determinada por meio da
reduc¢do do radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) pelos
antioxidantes presentes na amostra (BRAND-WILLIAMS et
al., 1995). Uma aliquota de 50 pL de amostra foi misturada
com 200 pL do radical DPPH (150 mM). A mistura reacional
foi homogeneizada, deixada a temperatura ambiente por 15
min e analisada a 520 nm.

A atividade antioxidante pelo método de Redugdo do
Ferro (FRAP) foi realizada de acordo com o método descrito
por Benzie e Strain (1996), com algumas modifica¢des. Para
o preparo do reagente FRAP, misturou-se 25 mL de tampao
acetato de sodio 0,3 M (pH 3.6), 2,5 mL de uma solucdo 10
mM de TPTZ (2,4,6-Tris (2-piridil)-s-triazina) preparada com
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HCI140 mM, e 2,5 mL de uma solugao aquosa de cloreto férrico
20 mM. Aliquotas de 50 pL de amostra foram misturadas com
150 pL de dgua e 1,3 mL do reagente FRAP recém-preparado.
Esta mistura foi homogeneizada e mantida a 37°C. Apo6s 30
minutos foi realizada a leitura a 595 nm. Os resultados para
DPPH e FRAP foram expressos em concentragdo de Trolox
equivalente (mM TE).

2.4 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de variancia e teste
Tukey, considerando o nivel de significancia de p<0,05, para
detectar diferengas significativas entre os tratamentos. Todos

os ensaios foram realizados em triplicata

3 Resultados e Discussao

Sabe-se que o feijao é uma importante fonte de proteinas.
Para extracdo destas proteinas foram utilizados cinco
diferentes métodos que levam em consideragao fatores como
o pH, temperatura e forca i6nica, uma vez que estes exercem
influéncia direta na solubilidade das proteinas. O Quadro 1
apresenta o teor proteico (mg/mL) e a atividade antioxidante
(mM TE/mg proteina) obtido a partir de diferentes métodos de
extragdo para proteinas do feijdo.

Quadro 1 — Teor proteico (mg/mL) e atividade antioxidante (mM TE/mg proteina) obtido a partir de diferentes métodos de

extracdo para proteinas de feijao Madrepérola.

. fon . FRAP DPPH
Método Feijao Proteina (mg/mL) (mM TE/mg proteina) (mM TE/mg proteina)

AUTO 0,46 +0,01°® 14,70+0,92 %8 2,47+0,10 °
1 HTC 0,47 +0,01% 16,39+0,51 4 nd
ETC 0,82 +0,02¢ 4,20+0,17 < nd

AUTO 0,97 +£ 0,01 bA 16,03+0,88 ** 8,88+0,16*
2 HTC 0,98 £ 0,01 9,45+0,54 *8 nd
ETC 0,98 +0,01 ** 15,98+1,32 A nd

AUTO 2,2 +0,1b%A 5,81+0,08 *¢ 5,03+0,15°
3 HTC 0,8 +0,01° 14,98+0,95 & nd
ETC 0,76 = 0,01 B 21,67+0,55 * nd

AUTO 3,1+0,1% 3,67+0,34 <8 4,59+0,12 ©
4 HTC 0,9 0,0 9,84+0,41 °* nd
ETC 11,4+0,3¢ 1,1740,35 4 nd

AUTO 19,5+1,9 0,89+0,14 44 3,70+0,03 ¢
5 HTC 21,3+2,1%® 0,31£0,00 <& nd
ETC 289 +£2,14 0,31+0,00 ¢ nd

*Letras minusculas iguais na mesma coluna representa que nao ha diferenca significativa entre os diferentes tratamentos para o mesmo tipo de feijao.
Letras maitsculas iguais na mesma coluna representa que nao ha diferenga significativa entre os diferentes tipos de feijado para o mesmo método de

extragdo. n.d — ndo detectado.
Fonte: Dados da pesquisa.

Amaiorextragaoproteicafoiverificada, independentemente
do tratamento aplicado aos graos de feijdo, através da extragdo
alcalina (Método 5), atingindo 28,9 mg/mL para o feijao ETC.
Ja4 a maior atividade antioxidante foi verificada no extrato
obtido através da extragdo proteica com acetato de sodio 20
mM pH 5,0 (Método 3), com 21,6 mM TE/mg proteina para o
feijao ETC, determinada pelo método de FRAP.

Paraofeijao HTC os métodos de extragdo 1 (Diclorometano/
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Metanol) e 3 (Acetato de sodio 20 mM pH 5,0) foram os que
resultaram em mais componentes com atividade antioxidante.
J& para o extrato proteico obtido a partir do feijado AUTO a
extragio com Acetonitrila/Agua/Acido formico (Método 2)
resultou na maior atividade antioxidante determinada pelo
método de FRAP, 16,03 mM TE/mg proteina.

O método 2, extragdo com acetonitrila/agua/acido formico,
foi a extragdo que resultou em maior atividade antioxidante,
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quando determinado pelo método de DPPH, 8,88 mM TE/mg
proteina.

Sabe-se que os métodos para determinacdo da atividade
antioxidante possuem diferentes estéreo-seletividade, onde
aminodacidos e peptideos encontrados na amostra sdo capazes
de reagir e estabilizar diferentes radicais (ZHU et al., 2008).
Sabe-se também que os métodos apresentam diferentes
reagdes estequiométricas que ocorrem entre 0s compostos
antioxidantes encontrados na fonte proteica e os radicais
DPPH e Fe*, dependendo da natureza dos radicais e de sua
solubilidade e difusividade no sistema (ZHU et al., 2008;
LEMES et al., 2016).

As diferengas no teor de proteinas entre os ETC, HTC
e AUTO sdo devidas a solubilidade de proteinas destes
feijoes. As diferencas podem ser explicadas em virtude da
alteragdo estrutural das proteinas ao serem submetidas aos
processos de endurecimento e autoclavagem (BATISTA
et al, 2010a; BATISTA et al, 2010b). E sabido que o
processo de endurecimento reduz a solubilidade de proteinas,
provavelmente por formagdo de complexos destas moléculas
com outras moléculas presentes no feijao (VALLE et al,
1992; NJOROGE et al., 2015).

Por outro lado, as mudangas de temperatura, umidade ¢
pressdo utilizadas no processo de autoclavagem podem ter
afetado as ligagdes covalentes e ndo covalentes da molécula,
ocasionando em um novo rearranjo da estrutura, acarretando
na exposi¢do de diferentes residuos de aminoéacidos com
diferentes graus de solubilidade (KESSEL, 2011).

Além disso, a polaridade de cada um dos solventes
utilizados contribui para a extracdo proteica das amostras,
além da polaridade dos residuos de aminoacidos que
constituem as proteinas, que interagem com mais facilidade
com determinados solventes e, consequentemente, favorece
com que essa seja extraida (MAHATMANTO et al., 2014).

A diferenga de atividade antioxidante verificada,
comparando-se os diferentes métodos de extracdo, pode ser
associada a diversos fatores, tais como o posicionamento dos
aminoacidos que pode influenciar de forma efetiva a atividade
(SARMADIA;
ISMAILA, 2011), presenga de cadeias proteicas contendo
os aminoacidos aromaticos e polares tais como histidina
e arginina que sdo capazes de potencializar a atividade
antioxidante (LUNA-VITAL et al., 2014).

Outros fatores que também interferem diretamente na
extracdo de proteinas e, consequentemente, na atividade
antioxidante

antioxidante das proteinas e peptideos

podem estar relacionados a diferenga
observada na estrutura molecular dos solventes, seus grupos
funcionais e tipo de aminoacidos da superficie da proteina
(RAMAKRISHNAN et al., 2016; UNGCHAROENWIWAT;
H-KITTIKUN, 2015), além das condi¢des operacionais
aplicadas ao isolamento dessas moléculas (HERNANDEZ-
LEDESMA et al., 2009; VERNAZA et al., 2012).

E importante notar que a quantidade de proteina extraida

parece ndo ser responsavel pela atividade antioxidante, mas
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sim o tipo de aminoédcido obtido, que atua como doador de
protons para estabilizar os radicais livies (MAHATMANTO
etal., 2014).

4 Conclusao

Os resultados indicam a viabilidade de obtengdo de
antioxidantes de ocorréncia natural a partir de substratos
proteicos de baixo custo, o feijao, ou que seriam descartados
por serem sujeitos aos fendomenos de endurecimento, como
forma de agregagdo de valor. Os extratos proteicos obtidos
a partir de diferentes métodos de extragdo apresentaram
atividade antioxidante e, portanto, possuem potencial como
antioxidantes naturais.

Amaior extragdo proteica foi verificada através de extragdo
alcalina (pH 8,0) para o feijao ETC, 28,9 mg/mL. Ja a maior
atividade antioxidante foi verificada no extrato obtido através
da extragdo proteica com acetato de sodio 20 mM pH 5,0, com
21,6 mg/mL para o feijado ETC. Os resultados mostraram que
a extracdo de proteinas/peptideos de feijoes AUTO, ETC e
HTC sao bastante diferentes dependendo do solvente usado,
em relagdo ao teor proteico e atividade antioxidante devido,
principalmente, a polaridade e intera¢ao solvente/proteina.
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