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RESUMO

AVILA, Bianca Pio. Perfil protebmico e parametros de qualidade tecnoldgica,
nutricional e sensorial de feijdo branco armazenado. 2018. 117 f. Tese (Doutorado
em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) — Programa de Pds-Graduacédo em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos, Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas, 2018.

O feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) é uma fonte de proteinas, carboidratos
complexos, vitaminas, ferro e calcio para milhares de pessoas em todo o mundo. Além
disso evidéncias experimentais comprovam a existéncia de uma proteina bloqueadora
da enzima alfa-amilase, com efeitos emagrecedores e reducdo na glicemia e de
grande ocorréncia em feijdes brancos, conhecida como faseolamina. Antes de ser
consumido o feijdo deve ser armazenado de forma segura, preservando assim a sua
gualidade. InformagBes sobre as mudancas bioquimicas que ocorrem nos graos
durante o armazenamento sdo amplamente estudadas, no entanto, alteracbes
detalhadas do perfil proteico sdo limitadas. Assim, o feijdo branco cultivado em
sistema organico, armazenado por um ano, com atmosfera modificada, variacdes de
temperatura e com influéncia da luz foi estudado através das avaliagbes de
parametros tecnoldgicos, nutricionais e sensoriais, além da comparacdo do perfil
protedmico, obtido por eletroforese bidimensional. De todas as avaliagdes realizadas
concluiu-se que o armazenamento a vacuo em ambiente refrigerado e protegido da
luz retarda as alteragdes fisico-quimicas dos graos, no entanto, apds um ano, 0s graos
de feijao sofrem degradacao/alteracao de suas proteinas com expressiva reducao do
conteudo de faseolamina e de proteinas expressivas no feijao.

Palavras-chave: Faseolamina; gel bidimensional; vacuo; organico.



ABSTRACT

AVILA, Bianca Pio. Proteomic profile and parameters of technological, nutritional
and sensorial quality of stored white beans. 2018. 117 f. Thesis (Doctorate in Food
Science and Technology) —Programa de Pés-graduacao em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos, Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas, 2018.

Common bean (Phaseolus vulgaris L.) is a source of protein, complex carbohydrates,
vitamins, iron and calcium for thousands of people around the world. In addition,
experimental evidence supports the existence of an alpha-amylase enzyme blocker,
which has a weight-loss effect and a reduction in glycemia and a high occurrence in
white beans, known as phaseolamine. Before being consumed beans should be stored
safely, thus preserving their quality. Information on biochemical changes occurring in
grains during storage is widely studied, however, detailed changes in protein profile
are limited. Thus, white beans cultivated in an organic system, stored for a year, with
modified atmosphere, temperature variations and with influence of light were studied
through evaluations of technological, nutritional and sensorial parameters, in addition
to the comparison of the proteomic profile obtained by electrophoresis two-
dimensional. From all the evaluations carried out, it was concluded that vacuum
storage in a refrigerated environment protected from light delays physicochemical
changes of the grains, however, after one year, the bean grains suffer degradation /
alteration of their proteins with significant reduction of the phaseolamine contente and
of expressive proteins in beans.

Keywords: Phaseolamine; two-dimensional gel; vacuum; organic.
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1. INTRODUCAO

O feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) € um importante alimento em refeicées
da populacdo mundial, sendo também parte da dieta basica do povo brasileiro. O
Brasil juntamente com india, China, Myanmar, México e Estados Unidos concentra
60% da producdo mundial desta fabacea, sendo também o maior consumidor
(CONAB, 2017).

Segundo o levantamento da CONAB (2017), o Brasil produziu (compreendendo
as trés safras de feijao 2016/2017) 3,35 milhdes de toneladas, sendo a regido Centro-
Sul (Parana, Minas Gerais, Goias, Mato Grosso, Rio Grande do Sul e S&o Paulo) a
maior produtora, com 53,04% da producéo total do pais.

O feijdo € um alimento basico que se destaca pela relevancia nutricional, devido
ao seu consumo diario. O feijdo tem despertado crescente interesse como alimento
funcional. As fabaceas contém um numero consideravel de compostos bioativos,
como os fendlicos, que estdo associados a um efeito metabdlico na prevencéo de
doencas e promocédo da saude para populagdes que consumirem esse alimento com
frequéncia (KOBLITZ, 2011).

Diversos estudos relatam uma variedade de produtos e extratos de origem
natural, incluindo compostos isolados de plantas, que estdo sendo utilizados no
tratamento da perda de peso, assim como prevenindo a obesidade gerada por uma
dieta rica em calorias (HAN, 2013).

Desde 1945, os inibidores de alfa-amilases comecaram a ser mencionados na
literatura cientifica. Segundo Bowman constatou-se a presenca de um inibidor
hidrossoluvel e termolébil nos feijdes (BOWMAN, 1954). Em trabalho com o feijao
branco, Marshale Lauda (1975), descreveram a purificacdo, bem como algumas
propriedades fisico-quimicas do inibidor de alfa-amilase, denominada faseolamina.
Essa proteina tem efeitos na inibicdo da digestdo e absorcdo do amido e atua como
complementadora de dietas para perda de peso e efeito hipoglicemiante em pacientes
portadores de diabetes mellitus ndo-insulino dependentes (DM 2) (UDANI e SINGH
2007).

A faseolamina é uma proteina extraida da farinha de feijao branco, que por se

tratar de um composto quimico, sofre alteragcbes durante o0 armazenamento
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(OLIVEIRA, 2013), sendo imprescindivel, portanto, o estudo para que se possa
compreender e manter a qualidade dessa proteina.

Por isso, desvendar as interacdes bioquimicas dos graos e associa-los as
condicdes ambientais, métodos de processamento pdés-colheita, gendtipo, entre
outros fatores, se torna tdo importante. Uma das maneiras de avaliar a composicao
proteica dos grdos é por analise do perfil protedmico. A proteoma € uma area que
permite a avaliacdo do conjunto de proteinas expressas num organismo, tecido ou

células, num determinado momento fisioldgico ou sob condi¢des induzidas.

1.1. Objetivos gerais

Caracterizar o feijjdo comum classe branco (Phaseolus vulgaris L.) proveniente
de sistema organico e avaliar o efeito das condicbes de armazenamento sobre as
propriedades tecnoldgicas, nutricionais, sensoriais e a manutencao da qualidade
proteica através da comparacgéao do perfil protedmico.

1.2. Objetivos especificos

- Caracterizar o feijjao comum classe branco orgéanico;

- Verificar os efeitos da atmosfera modificada por vacuo, incidéncia de luz,
regime de temperatura e do tempo de armazenamento do feijdo ja embalado, sobre
0s parametros fisicos, quimicos, tecnolégicos e sensoriais;

- Extrair, purificar e quantificar o contetdo de faseolamina na farinha de feijao
branco;

- ldentificar diferencas quantitativas das proteinas responsivas a esses
diferentes tratamentos e armazenamento;

- Testar a protebmica como ferramenta para avaliacdo de alteracbes de

parametros de qualidade em diferentes formas de armazenamento de gréaos de feijao.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Importancia e aspectos evolutivos da producao

O feijdo consumido no Brasil pertence a classe Dicotiledoneae, familia
Fabaceae, género Phaseolus e espécie, Phaseolus vulgaris L. O género Phaseolus
compreende aproximadamente 55 espécies, das quais apenas 5 séo cultivadas: o
feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris); o feijdo de lima (P.lunatus); o feijao Ayocote (P.
coccineus); o feijao tepari (P. acutifolius); e o P.polyanthus, sua origem evolutiva e sua
diversificacao primaria remetem as Ameéricas (FREITAS, 2006).

A producéo do género Phaseolus concentra-se nos Estados do Parana, Minas
Gerais, Goias, Santa Catarina, Rio Grande do Sul, Mato Grosso e Sao Paulo. Segundo
0 censo agropecudrio da agricultura familiar (IBGE, 2015), aproximadamente 70% do
feijdo produzido no Brasil € proveniente da agricultura familiar. A produ¢do mundial no
ano de 2016, segundo dados da FAO foram em torno de 25 milhdes de toneladas. Os
sete principais paises produtores de feijdes secos e que juntos respondem por cerca
de 64% da producdo média mundial sdo: india e Mianmar (16%), Brasil (13%), EUA,
México e Tanzania (5%), e China (4%) (FAO, 2016).

A especializacdo da producdo para atender ao mercado fez com que o
agricultor familiar passasse a produzir para a comercializacdo em maior escala, além
disso, € crescente a busca por alternativas como a redugéo dos custos de producéo,
a agregacao de valor ao produto produzido, a substituicdo de insumos e a utilizacdo
de técnicas compativeis com a preservacdo dos recursos disponiveis (DIDONET,
20009).

O mercado de alimentos organicos € um dos que mais cresce em ambito
mundial, em torno de 10 a 20 % ao ano, sendo que, a maior parte desses alimentos é
exportada. O alimento organico trata-se do alimento produzido em sistemas que nao
utilizam agrotoxicos (inseticidas, herbicidas, fungicidas e nematicidas) e outros
insumos artificiais téxicos (adubos quimicos altamente sollaveis), organismos
geneticamente modificados — OGM / transgénicos ou radia¢des ionizantes (DAROLT,
2002).

Esse mercado promissor tem atraido produtores principalmente do Sul do pais,
gue mesmo com um valor de produto mais alto, atrai 0 consumidor que busca uma

alimentacdo mais saudavel. Produtos esses que abrangem frutas, hortalicas e graos.
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O feijao orgéanico ja € uma realidade no mercado e por se tratar um produto
com alto valor agregado € necessario que sua vida de prateleira seja preservada com

gualidade.

2.2. O armazenamento do feijao

A qualidade de coccdo dos graos de feijdo estd associada ao manejo poés-
colheita e as condicbes de armazenamento (MOHAN et al., 2011). O armazenamento
de feijdo em condi¢Bes desfavoraveis reduz a capacidade de absorcdo de agua dos
graos durante a cocc¢dao, o que dificulta a separacao celular, a gelatinizagcdo do amido
e promove desnaturacao proteica (YOUSIF et al., 2007).

Os consumidores sao exigentes na selecao do feijao para o consumo, sendo a
cor do tegumento fator limitante na determinacdo de prego para o comerciante e 0
consumidor. Feijdbes com o tegumento escuro nao sao escolhidos pelos
consumidores, que associam 0 escurecimento ao tempo de armazenamento e ao
endurecimento. Condigdes de armazenamento com alta umidade, temperatura e
luminosidade, e longo periodo de armazenamento resultam em feijdes escuros e
endurecidos (MOHAN et al., 2011).

Em feijdes que possuem tegumento de coloracéo clara, como os da classe
Branco, sdo muito suscetiveis a essas alteracdes. A cor esta associada a oxidacao de
compostos fendlicos presentes no tegumento e a textura as caracteristicas da parede
celular do grao, dentre as quais o grau de solubilidade dos polissacarideos e a
despolimerizagdo durante o0 processo de cozimento sdo as mais importantes
(BENINGER & HOSFIELD, 2003).

O emprego de embalagens tem o objetivo de prolongar a qualidade dos
produtos. Os feij0es destinados a alimentagéo sdo, comumente, comercializados em
embalagens plasticas de polietileno e expostos a luz. A utilizacdo da embalagem a
vacuo e protegida da luz pode ser uma alternativa ainda mais eficiente na conservacéo
do gréo, por reduzir as reacdes de oxidacdo e que sao prejudiciais para a sua
gualidade, causando escurecimento, endurecimento e perdas nutricionais (LIMA,
TOME & ABREU, 2014).

Além da embalagem, o efeito conservador do frio apresenta-se como uma
técnica promissora de manejo de graos armazenados. Esse efeito baseia-se na

inibicdo total ou parcial dos principais agentes responsaveis pela alteracdo dos
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alimentos: o crescimento e a atividade dos micro-organismos, as atividades
metabolicas dos tecidos vegetais apds a colheita, as enzimas e as reacdes quimicas.
A aplicacédo do frio permite prolongar a vida util dos alimentos durante periodos de
tempo relativamente longos, com repercussdo minima nas suas caracteristicas
organolépticas (PERUSSELO et al., 2011).

Ordofiez (2005) explica que a velocidade das reacfes quimicas e enzimaticas
diminui em termos logaritmicos com a temperatura. Portanto, a refrigeracéo reduz a
velocidade das reagcBes quimicas e enzimaticas, e permite controlar a perda de
gualidade dos alimentos decorrentes de atividade fisiologica e de outras reacdes
guimicas: desnaturacao de proteinas, oxidagao de lipideos, degradacéo de pigmentos

e vitaminas, etc.

2.2.1. Armazenamento em atmosfera modificada

O armazenamento em atmosfera modificada € um dos procedimentos que tem
ganhado destaque no estudo de varios alimentos. O armazenamento em embalagens
consiste no acondicionamento do produto em uma embalagem selada e
semipermeavel a gases, a fim de reduzir a concentracédo de oxigénio e aumentar a de
diéxido de carbono. A modificagdo da atmosfera € uma técnica de conservacéo
utilizada para estender a vida pds-colheita e manter a qualidade de produtos vegetais
(CROFT et al., 2016).

A escolha correta da embalagem, associada a um armazenamento sob
condi¢des favoraveis, minimiza perdas qualitativas e quantitativas, além de permitir
maior flexibilidade na comercializacdo e agregar valor ao produto. Os materiais
utilizados, além de protegerem os produtos contra danos, devem isola-los de
condi¢cdes ambientais adversas, como temperatura, umidade e acumulo de gases,
(JUNK-KNIEVEL et al., 2007).

De maneira geral, os filmes plasticos sdo os mais utilizados e devem apresentar
resisténcia mecanica a perfuracdo e a tenséo, e caracteristicas que permitam sua
selagem térmica. O polietileno é o plastico mais popular do mundo. Pode ser utilizado
em contato direto com alimentos, apresenta boa resisténcia quimica e prové excelente
barreira a umidade (WARHAM, 2002).

A utilizacdo da embalagem de polietileno metdalica associada ao processo a

vacuo pode prolongar a qualidade dos alimentos (OTLES & SAHYAR, 2016) devido a
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pequena quantidade de oxigénio disponivel no seu interior, e sua prote¢do contra a
luz, pode auxiliar a reducdo da atividade de enzimas oxidativas e que sdo grandes

responsaveis pelo escurecimento e o endurecimento do feijao.

2.3. Aspectos nutricionais

A gualidade nutricional dos gréos € de grande importancia, uma vez que o feijao
€ consumido por todas as classes sociais, sendo para as de menor poder aquisitivo a
principal fonte de proteinas, minerais, vitaminas e fibras. E considerado um alimento
integral e seu consumo proporciona beneficios a saude humana (BASSINELLO,
20009).

A proteina do feijdo apresenta todos os aminoacidos requeridos pelo organismo
humano, exceto os aminodacidos sulfurados metionina e cisteina, em quantidades
compativeis com as necessidades nutricionais. O feijdo apresenta teor elevado de
lisina que exercem um efeito complementar com as proteinas dos cereais, ricos em
aminoécidos sulfurados (RIOS et al., 2003). Na proporcédo de duas partes de arroz
para uma parte de feijao, consegue-se a combinac&o dos aminoacidos em proporc¢des
adequadas ao atendimento das demandas humanas pelos aminoacidos essenciais
(DOMENE, 2011).

Com relacao as fibras contidas nos graos, Goff et al. (2017) destacam seus
reconhecidos efeitos hipocolesterolémico e hipoglicémico, além do alto conteudo de
carboidratos complexos e da presenca de vitaminas do complexo B. H4& também o

beneficio do ferro com efeito antianémico.

2.4. Enzimas

Atualmente, sabe-se que o estresse oxidativo desencadeando processos de
escurecimento (cor) e endurecimento (textura) do gréo de feijdo sdo caracterizados
por multiplos mecanismos bioquimicos e, possivelmente, a producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROS) seja o evento primério para desencadeé-los (KUMAR et
al. 2018).

Segundo Kumar et al. (2018), os agentes oxidantes das ERO sao resultantes
de uma reducéao parcial do oxigénio molecular e que se distribuem em dois grupos, 0s

radicalares: hidroxila (OH"), superdxido (Oz’), peroxila (ROO) e alcoxila (RO); e 0os nédo
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radicalares: oxigénio singleto (O2) e peroxido de hidrogénio (H202). Apesar dos gréaos
recém-colhidos apresentarem baixas taxas metabolicas devido ao reduzido conteudo
de agua, a oxidacao é parte fundamental da vida aerdbica e, dessa forma, a producéo
de radicais livres ocorrem naturalmente. Fatores como a deficiéncia hidrica, variacdes
de luminosidade e temperatura, salinidade, injarias provocadas por patégenos, uso de
herbicidas, entre outros, podem intensificar a formacao dessas espécies aumentando
sua concentracao no meio celular.

Os radicais superoxidos sdo os primeiros a serem formados, 0s quais nao
conseguem atravessar as membranas biol6gicas ficando confinados no
compartimento onde foram gerados. Em seguida, havera a formacdo da espécie
peroxido de hidrogénio que tem a capacidade de atravessar as biomembranas e se
distribuir a partir do local de sua producdo. A Ultima e mais reativa espécie a ser
formada é o radical hidroxila (OH".). Portanto todas essas espécies destacam-se pela
grande reatividade com biomoléculas que, por consequéncia, provocam a
lipoperoxidacdo das membranas celulares, bem como a oxidacdo de proteinas e
guebra na cadeia do DNA (BROETTO et al., 2002). Um dos mecanismos que a célula
dispbe para dismutar radicais livres produzidos em condicdo de estresse € a ativacdo
de enzimas antioxidativas, dentre elas a superoxido dismutase e a catalase

A peroxidacdo de lipidios € um efetivo marcador bioquimico do estresse
oxidativo, mediado pelas EROs, em tecidos de plantas lesionados ou sob algum tipo
de estresse ambiental. A decomposi¢cdo de acidos graxos insaturados gera MDA
(malonaldeido), o qual € o mais abundante produto aldeidico originado da quebra de
lipideos. A manutencéo de baixos niveis de acimulo de MDA tem sido mostrada estar
associada com tolerancia ao calor e radiacdo intensos. Ao contrario, altos niveis de
MDA representam mais danos de membrana e menor tolerdncia aos estresses
abidticos (ARA et al., 2013).

O escurecimento enzimético também pode estar relacionado a acdo da
peroxidase e da polifenoloxidase. A polifenoloxidase (PFO, o-difenol: oxigénio oxido-
redutase), também conhecida como catecol oxidase, € uma enzima que contém ion
Cu?* no sitio ativo, catalisa a hidroxilagdo de monofendis e a oxidacdo de o-difenol

para a sua correspondente quinona, na presenca de oxigénio.



23

P
PPO + O R
-
A OH g %\,ou i Ay 'L s |
—a | | —_— C
~ 0, /V\ *— A — MU ‘
R R OH R o E R
{ |
4 R 0 |
(0]
AGENTE REDUTOR AMINOACIDOS '
OU SULFITO PROTEINAS
QUINONAS

FENOIS

Figura 1 Esquema do escurecimento enzimatico pela acao da polifenoloxidase
Passardi (2004)

As o-quinonas formadas sdo instaveis e, assim, polimerizam-se rapidamente
ou reagem com aminoacidos, peptideos e proteinas, causando alteracfes estruturais
e funcionais, diminuicdo do valor nutricional dos alimentos e dando origem a
pigmentos escuros (melaninas).O escurecimento enzimatico também pode estar
relacionado a acédo da peroxidase (PER) que é uma enzima amplamente distribuida
no reino vegetal e sua presenca foi descrita em grande numero de espécies
(PASSARDI et al., 2004).

As peroxidases apresentam um carater bifuncional no metabolismo oxidativo,
pois podem utilizar o H202 para oxidar varios substratos por meio do seu ciclo catalitico
peroxidativo e também podem produzir hidroxilas a partir do H202 por intermédio do
seu ciclo catalitico hidroxilico. Assim sendo, as peroxidases de parede celular podem
viabilizar o alongamento celular devido a producdo de hidroxilas e a clivagem nao-
enzimatica dos polissacarideos de ligacdo cruzada. Por outro lado, estas enzimas
também podem restringir o crescimento celular por meio do espessamento da parede
celular em decorréncia da eliminagdo do H20: associada a polimerizagdo dos
precursores da lignina (LISZKAY et al., 2004).

OH

OCH;, Peroxidase
H,0, + : > H,0 + brown-red compounds

Guaiacol

Figura 2. Acéo da peroxidase sobre compostos fendlicos
Fonte Passardi (2004).
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2.5. Alfa-amilase

No processo de degradacdo do amido, as enzimas envolvidas podem ser
classificadas de acordo com o modo de acdo em endoamilases, exoamilases e
enzimas de desramificacdo. As endoamilases sao representadas pelas a-amilases,

gue hidrolisam o amido nas liga¢des internas (NUMAO et al., 2002).

Figura 3. Estrutura tridimensional da alfa-amilase pancreatica humana.
Fonte: Numao et. al. 2002.

A a-amilase é encontrada em plantas, animais, e micro-organismos e catalisa
a hidrolise dos carboidratos complexos em acUcares simples, como maltose,
maltotriose e glicose. Oficialmente, € denominada a-1,4-glucano-4- glucanohidrolase
classificada pela sigla EC 3.2.1.1 atuante sobre ligag@es glicosidicas a-1,4. A hidrélise
pela a-amilase ocorre em diversos passos, comegando com a ligacao do substrato a
enzima, seguida da separacdo do polimero, e um processo hidrolitico para liberacéo
de diversas moléculas menores (WANG et al., 2011).

A degradacdo do amido pelas a-amilases in vitro tem dois mecanismos
propostos: o atague multiplo e o ataque em multicadeia. No primeiro, a enzima pode
se ligar a uma determinada regido do substrato e liberar apenas uma molécula,
enguanto que a outra por¢do mais longa do polimero € retida para posterior hidrolise.
Ja no ataque em multicadeia, a acdo da enzima ocorre com apenas uma reacao
hidrolitica, que resulta em duas moléculas de tamanho semelhante (TORMO et al.,
2006).
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Os produtos resultantes da digestdo pela a-amilase sdo uma mistura de
maltose, maltotriose e unidades ramificadas de glicose que contém 6-8 unidades de
glicose com ligagdes tanto a-(1,4) e a-(1,6). A inibicdo da a-amilase humana pode
dificultar a digestdo dos carboidratos complexos, reduzindo assim a absorcédo e
consequente diminui¢ao da disponibilidade, promovendo ou apoiando a perda de peso
e a diminuicdo dos picos de glicemia (CHOKSHI, 2007).

2.6. Inibicéo da alfa-amilase no feijao branco

Inibidores de a-amilase foram identificados em muitas espécies de plantas. Em
1943, Sandstedt e Kneen descreveram a inibicdo da atividade enzimatica por
substancias derivadas de trigo, centeio, sorgo. Bowman (1945) encontrou atividade
semelhante em extratos aquosos de feijao branco. Desde entdo, os inibidores de a-
amilase foram isolados de varias outras espécies vegetais, incluindo muitas
variedades de feijdo comum, Phaseolus vulgaris (branco, vermelho e preto)
(CHOKSHI, 2007).

Segundo Richardson (2001), os inibidores de a-amilase proteicos podem ser
classificados de acordo com sua estrutura terciaria em 6 tipos: proteina-CM, kunitz,
taumatina, knotina, tionina e lectina. Os inibidores do tipo lectina (a-Al) séo tipicamente
representados pelos inibidores encontrados no feijdo comum (Phaseolus vulgaris), e
séo descritas 3isoformas. A isoforma mais caracterizada, conhecida como a-Al1, foi
identificada como um inibidor da a-amilase homologo a fitohemaglutinina (PHA -
estimula a mitose progressiva de linfocitos na cultura de células e causa eritro
aglutinacdo). A segunda variante da a-Al, chamado a-Al2, é encontrada em alguns
tipos de feijbes selvagens.

Extratos brutos de feijdo comum contendo inibidores da a-amilase tipo lectina
foram usados in vivo como bloqueadores da absor¢cdo de amido no inicio de 1980,
para o controle da glicemia de individuos portadores de diabetes mellitus e obesidade.
Essas primeiras tentativas foram sem sucesso, devido a presenca indesejavel de
PHAs e inibidores de proteases no extrato. Mais tarde, resultados mais consistentes
foram obtidos a partir da administracdo de a-Al purificado. Esta classe de inibidores
tem sido utilizada por suas propriedades inseticidas para proteger as sementes da
predacao de insetos (FRANCO et al., 2002).
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Os insetos fitofagos, como muitos outros animais, utilizam-se de enzimas
digestivas, tais como amilases e proteinases para processar os nutrientes obtidos das
plantas, necessarios para seu desenvolvimento. As plantas, por sua vez, utilizam
diversos mecanismos para se defender do ataque dos insetos, dentre eles a produgcao
de proteinas que inibem a acdo das enzimas digestivas dos insetos. Os inibidores de
enzimas digestivas podem ser encontrados em diversas partes das plantas, mas as
sementes sdo as principais fontes dessas proteinas. Estudos recentes tém
demonstrado que a presenca dos inibidores de enzimas digestivas nas plantas
aumenta sua resisténcia ao ataque das pragas (MARSARO et al., 2006).

No feijoeiro, o a-All acumula-se nas sementes, perfazendo de 9 a 11% total de
proteinas. A sintese do All no feijdo branco ocorre a0 mesmo tempo em que se
formam as proteinas faseolina e fitohemaglutinina (PHA), sendo acumulado nos
vacuolos de armazenamento de proteinas. O a-All é uma lectina do feijdo comum,
gue é sintetizada no reticulo endoplasmatico rugoso, modificada no complexo de Golgi
pela remocado de um peptideo marcador e apés uma N-glicosilacdo, é transportada
para os vacuolos de armazenamento de proteina onde € proteoliticamente
processada. O a-All é detectavel 17 dias apods a polinizagdo nos cotilédones e no eixo
da semente, a partir dai, ha um aumento constante e a concentracdo maxima ocorre
depois de 28 dias de maturidade (FRANCO et al., 2002).

Evidéncias experimentais crescentes tém sugerido que extratos ou derivados
de feijao branco, Phaseolus vulgaris podem ter a capacidade de reduzir a ingestéao de
alimentos, o depdésito lipidico corporal e a glicemia. Os efeitos da utilizagado do a-Al
também tém sido demonstrados na reducao dos picos de glicemia e da concentracéo
plasmatica de insulina (MACCIONI et al., 2010).

Além disso, quando administrado em conjunto com as refei¢des, o a-Al tem-se
mostrado eficaz na reducéo da absorcao gastrointestinal de carboidratos, sem causar
desconforto (CHOKSHI, 2007). Notadamente, esse extrato mostrou-se eficaz na
reducdo da ingestdo de alimentos e liquidos altamente palataveis, incluindo biscoitos
amanteigados e bebidas achocolatadas e de alimentos regulares ou amido
enriquecido, o que sugere que os derivados de Phaseolus vulgaris podem ter
capacidade de reduzir seletivamente o apetite para a ingestdo destes produtos
(MACCIONI et al. 2010).
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2.7. Compostos bioativos

O feijao, assim como outras leguminosas, contém elevado teor de compostos
bioativos, tais como: inibidores enzimaticos, lectina, fitato, oligossacarideos e
polifendis (principalmente taninos). Esses compostos desempenham efeitos positivos,
negativos ou ambos, e assim, alguns deles séo considerados fatores antinutricionais
ou assumem efeitos preventivos a algumas doencas. Podem ainda auxiliar na reducao
da glicemia, doencgas cardiovasculares, de diabetes, do sobrepeso, possui capacidade
antioxidante e capacidade anti-inflamatéria (CAMPOS-VEGA et al., 2010; OOMAH et
al., 2010; RAMIREZ - JIMENEZ et al., 2014; LUNA-VITAL et al., 2015; RAMIREZ-
JIMENEZ et al., 2018).

Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sédo originados no metabolismo secundéario das
plantas, sendo essenciais para 0 seu crescimento e reproducdo. Os fendlicos
englobam desde moléculas simples até moléculas com alto grau de polimerizagao.
Estdo presentes nos vegetais na forma livre ou ligados a agucares (glicosidios) e
proteinas e séo incluidos na categoria de interruptores de radicais livres, sendo muito
eficientes na prevencao da autoxidacdo (OZCAN et al., 2014).

Nos alimentos, os compostos fendlicos podem contribuir com a cor, sabor,
principalmente pelo sabor amargo e adstringéncia, odor e estabilidade oxidativa dos
alimentos que os contém, embora em alguns alimentos os compostos fendlicos ndo
proporcionam sabor amargo e adstringente. Em adicdo ao valor nutritivo de feijdes,
significativa quantidade de compostos fendlicos é encontrada no tegumento, tais como

os acidos fendlicos, flavondides e antocianidinas (MACHADO et al. 2008).

2.8. Carboidratos

2.8.1 Lignina

A lignina é uma substancia organica de natureza quimica complexa. E
impermeavel a agua, muito resistente a pressao e pouco elastica. Depois da celulose,
€ 0 polimero vegetal mais abundante. A lignina deposita-se na parede celular, partindo

da lamela média, onde € encontrada em maior quantidade (60% a 90%). A
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porcentagem decresce bastante quando se passa da parede primaria para a
secundaria. E a lignina que da as células vegetais grandes resisténcia a pressio e a
tracdo (SCHUETZ, 2015).

A teoria da lignificagdo em graos de feijdo relaciona o desenvolvimento do
endurecimento com a polimerizacdo dos compostos fendlicos (provenientes
principalmente do tegumento que sdo ricas nesta substancia), medida pela
polifenoloxidase e pela formacéo de ligacdes cruzadas entre os compostos fenolicos
e as proteinas da parede das células dos cotilédones. Considerando que a
polifenoloxidase se encontra envolvida com a reagéo de polimerizagdo dos compostos
fendlicos, o aumento de sua atividade poderia estar envolvido com o processo de
lignificacdo da lamela média e da parede celular e consequentemente reducédo na
absorcao de agua e endurecimento do feijao (VOXEUR, WANG & SIBOUT, 2015).

2.8.2. Oligossacarideos da familia rafinose

Os oligossacarideos da Familia Rafinose, representados pela rafinose,
estaquiose e verbascose, sdo acucares de baixo peso molecular que contém um ou
mais grupos a-D-galactopiranosil na sua estrutura. Na estrutura dos oligossacarideos
a sacarose € a unidade basica e pode conter um ou mais grupos a-D-galactopiranosil
(a-D-Gal), sendo que as unidades de a-galactosil estdo sempre do lado esquerdo da

sacarose, ligadas ao carbono 6 da molécula de glicose (ZHAO et al., 2017).

Sacarose

a-D-Gli-{1_-2)-B-D-Fru

Rafinose

a-D-Gal-(1—6)-u-D-Gli-(12)-p-D-Fru

Estaquiose

a-D-Gal-(1—6)-a-D-Gal-(1—6)-a-D-Gli-{1_2)-E-D-Fru

Verbascose

a-D-Gal(1 +6)-a-D-Gal (1 +6)-a-D-Gal(1_+6)-u-D-Gli-(1 -2)-p-D-Fru

Figura 4. Relagéo estrutural dos oligossacarideos da familia rafinose.
Fonte: Oliveira et al. 2001

Os oligossacarideos da Familia Rafinose sdo sintetizados e armazenados em

sementes e tubérculos, durante o processo de amadurecimento, permanecendo
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estaveis nos estagios iniciais da germinacgéo. As propor¢cdes desses oligossacarideos
nas leguminosas variam de acordo com o grau de maturacéo da planta e de condicfes
de cultivo como composicao do solo e temperatura (ZHAO et al., 2017).

Eles estdo presentes em quantidades relativamente altas (2-15% de peso seco)
em sementes de leguminosas. Nos grdos, a estaquiose é o oligossacarideo mais
encontrado, seguido pela rafinose e verbascose, sendo que, a distribuicdo desses
acucares varia de acordo com o grao (XU, CHAO & WAN, 2009).

Oligossacarideos da familia rafinose, especialmente a rafinose e a estaquiose
sao considerados os maiores fatores de flatuléncia apds a ingestéo de feijao ou outros
legumes (SINGH, BANERJEE & ARORA, 2015). Esses acUcares fazem parte do
grupo de carboidratos dietéticos reconhecidos como oligossacarideos nao digeriveis.

Fodmaps (Fermentable Oligosaccharides, Disaccharides, Monosaccharides
and Polyols), sdo o conjunto de alimentos fermentaveis que sédo mal absorvidos pelo
Nosso organismo. Esses alimentos, incluido o feijdo, sdo fermentaveis pela microbiota
intestinal, causando desconforto abdominal e flatuléncia (MOLINA-INFANTE et al.,
2016). Sendo estes oligossacarideos hidrossoluveis, pode-se reduzi-los por lixiviagao.
Segundo alguns autores (OLIVEIRA et al., 2001) a realizagcdo do remolho pré-coccao
pode ser uma alternativa vélida para diminuir as proporc¢des dos oligossacarideos
presentes, tornando-se mais efetiva se a agua for eliminada antes da cozedura.

A auséncia da enzima a-galactosidase, responsavel pela quebra das ligacdes
galactosidicas a-1-6 no trato gastrointestinal, faz com que os oligossacarideos se
acumulem no intestino delgado e sejam fermentados por bactérias anaerdbias. A
fermentacéo dos oligossacarideos leva a producao de acidos graxos de cadeia curta
e gases como dioxido de carbono, hidrogénio e metano, que podem ocasionar diarreia

osmotica e dor abdominal (NA et al., 2016).

2.9. Fatores antinutricionais

A biodisponibilidade de um nutriente relaciona-se com a capacidade do
organismo em utilizd-lo apdés sua ingestdo. Os alimentos possuem em sua
composicdo elementos quimicos que causam diminuicdo da utilizacdo organica de
alguns nutrientes, sendo tais compostos denominados fatores antinutricionais. Os

fatores antinutricionais como os fendlicos, acido fitico, entre outros, quando ingeridos,


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0210570515002216
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ocorre redugcdo na digestibilidade proteica, assim como efeitos indesejaveis na
digestao relacionados a flatuléncia (OLIVEIRA et al., 2001).

As sementes das leguminosas contém diversos compostos com efeitos
negativos sobre seu valor nutritivo, como os inibidores de tripsina, os fitatos, os
polifendis (principalmente taninos, nos feijdes) e oligossacarideos (rafinose e
estaquiose). Esses compostos sdo conhecidos como fatores antinutricionais ou,
conforme alteracdes de conceito ainda em processo de discussdo, compostos

bioativos, por apresentarem também efeitos benéficos. (LIN e LAI, 2006).

2.9.1. Taninos

Tanino é um termo quimico usado para descrever uma ampla classe de
compostos, que inclui todos os polifendis em plantas com peso molecular superior a
500 Dalton. Sdo normalmente divididos em dois grupos: taninos condensados (ou
proantocianidinas) e taninos hidrolisaveis (os mais encontrados em feijdo comum). Em
graos de feijao, estes metabdlitos encontram-se principalmente no tegumento e,
juntamente com as antocianinas, determinam a cor, tonalidade e intensidade dos
grdos. O conteudo de taninos varia de acordo com a coloracdo da casca (FRAGA,
20009).

Taninos muitas vezes sado considerados fatores antinutricionais, pois se
associam a reducao na digestibilidade de proteinas e carboidratos, além de reduzir a
absorgéao de alguns minerais (MOURA et al., 2005). O principal impacto dos taninos
na nutricdo deve-se a habilidade desses compostos em complexar varios tipos de
moléculas. Além da capacidade dos taninos em precipitar proteinas, eles também séo
capazes de interagir com outras macromoléculas, como carboidratos, membrana
celular de bactérias e ions metélicos (EL-HADY & HABIBA, 2013).

Sabe-se que tanto a hidratacé@o prévia, quanto a coc¢do tem papel importante
na reducéo deste composto fendlico, pois durante o processamento o0s taninos podem
migrar para a agua de maceracao e para o caldo de coccdo, sendo possivel que
alguns deles se difundam para o endosperma do cotilédone e se liguem as proteinas.
Essa perda aparente de taninos pelo cozimento ndo é devido a destruigdo quimica e
sim devido a mudancas em sua solubilidade e reatividade (RAMIREZ-CARDENAS et
al., 2008).
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2.9.2. Acido fitico

O acido fitico e seus sais constituem a principal forma de armazenamento de
fosforo em sementes de cereais e leguminosas e sua ac¢do antinutricional esta
baseada na capacidade de formar complexos insollveis com minerais, proteinas,
diminuindo a biodisponibilidade destes, além de inibir enzimas proteoliticas e
amiloliticas (CARBONARO et al., 2000).

Na maioria das sementes de leguminosas, o fosforo fitico constitui
aproximadamente 80% do fosforo total. Varios complexos insoltveis formados pelo
acido fitico com minerais, como o calcio, o zinco, o ferro e 0 magnésio, podem torna-
los indisponiveis, dependendo da concentracdo de ambos (acido fitico e minerais) no
alimento, das condicbes do processamento, da digestao ou hidrélise do fitato pela
fitase e da capacidade da mucosa intestinal para absorver minerais (CARBONARO et
al., 2000).

O fitato pode ser considerado bastante estavel ao calor. Tanto a maceracao em
temperatura ambiente quanto a coccédo do feijao, ndo alteram o contetudo de acido
fitico (RANILLA et al., 2010).

2.9.3. Digestibilidade de proteinas

Segundo Martinez-Manrique (2011), a digestibilidade pode ser definida como
um processo que engloba a hidrélise das proteinas pelas enzimas digestivas até
aminoacidos e posterior absor¢cdo dos mesmos pelo organismo, sendo expressa em
porcentagem. Portanto o valor nutricional da proteina é determinado pela sua
digestibilidade, seu conteudo de aminoacidos essenciais e pela disponibilidade dos
mesmos.

A digestibilidade proteica € um parametro nutricional que avalia o
aproveitamento de uma fonte proteica, podendo ser influenciada por varios
compostos. A reduzida digestibilidade das proteinas do feijao (40 a 70%) e de outras
leguminosas é multicausal, sugerindo a acédo de fatores ligados a casca (taninos), aos
cotilédones(inibidores de natureza proteica, como o0s inibidores de proteases e
lectinas, e outros como taninos, fitatos, saponinas e alcaldides), a estrutura (compacta

estrutura de suas proteinas, o que fornece resisténcia a hidrolise enzimatica), a outros
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componentes do grao tais como amido, hemicelulose, fibras, minerais e outras
proteinas, e ao processamento e armazenamento (SEBASTIA et al. 2002).

Em geral, graos crus apresentam teores maiores de compostos antinutricionais
em relacdo aos mesmos graos cozidos. Assim, a desnaturacao das proteinas tende a
melhorar a digestibilidade, por melhorar a flexibilidade das proteinas e facilitar o
acesso das enzimas proteoliticas. (DIAZ-BATALLA et al. 2006).

2.9.4. Inibidores de protease

Encontrados em ampla distribuicdo no reino vegetal, alguns compostos séo
capazes de inibir a atividade das enzimas tripsina, quimiotripsina, amilase e
carboxipetidase. S&o considerados um dos fatores envolvidos na baixa digestibilidade
das proteinas do feijao.

Os tipos de inibidores de proteases mais amplamente distribuidos séo
Bowman-Birk e Kunitz, esses ultimos encontrados na subfamilia Papilionidae, da qual
o feijdo-comum faz parte. A tripsina humana é fracamente inibida pelo inibidor Kunitz,
ja o inibidor Bowman-Birk (BBI) é relativamente estavel & exposi¢cdo ao suco gastrico
humano. Em muitas plantas, particularmente em sementes de leguminosas, se
encontram os inibidores de proteases, entre 0os quais estéo os inibidores de tripsina e
quimiotripsina, que reduzem o valor nutritivo das sementes e a disponibilidade dos
aminoacidos (LIERNER, 1994).

A forte inibicdo de tripsina tem sido associada a hiperplasia e/ ou hipertrofia
pancreatica, pelo aumento excessivo da secrecdo de tripsina pelo mecanismo de
auto-regulacao por feed back. No entanto, atualmente o interesse por esta classe de
inibidores de proteases € principalmente baseado nas descobertas de que o BBI pode
atuar como agente preventivo do cancer. Os BBIs também mostraram atividade
antiinflamatéria pela inibicdo de proteases envolvidas no processo inflamatorio
(AMORIM et al., 2009).

2.10. Analise sensorial

A andlise sensorial € uma ciéncia multidisciplinar que utiliza um grupo de

pessoas que utilizam os sentidos (visao, olfato, paladar, tato e audi¢éo) para evocar,
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medir, analisar e interpretar caracteristicas sensoriais e a aceitabilidade dos produtos
alimenticios, e muitos outros materiais (LAWLESS e HEYMANN, 1998).

A gualidade sensorial ndo € uma caracteristica propria do alimento, mas sim o
resultado da interacdo entre esse alimento e 0 homem. E uma resposta individual, que
varia de pessoa para pessoa, em fungcao das experiéncias, de expectativas, do grupo
étnico e de preferéncias individuais (GULARTE, 2009).

A andlise descritiva pode ser considerada como a primeira fase na
caracterizacdo sensorial de um alimento, desde que uma terminologia pré-definida
para descrever as percep¢les sensoriais seja empregada. Os testes séo realizados
em cabines individuais e as amostras sdo codificadas. Escalas de intervalo sdo
utilizadas para medir a intensidade de percepc¢ao dos atributos sensoriais (GULARTE,
20009).

O Teste de Avaliacao de Atributos é um teste derivado da analise descritiva,
gue avalia todas as caracteristicas do produto, através de escalas, que determinam a
intensidade de cada atributo sensorial presente na amostra. Este teste se diferencia
do ADQ pelo fato que o pesquisador € quem determina os atributos, e ndo 0s
julgadores (DUTCOSKY, 1996).

Entre as culturas de grdos, o feijoeiro é a que exibe o mais alto nivel de
variabilidade quanto a cor, tamanho e forma da semente, sendo que estas
caracteristicas influenciam as pessoas quanto a preferéncia por determinada
variedade (CARNEIRO, 2005).

Apesar da grande producdo e consumo de feijao no Brasil, h4 caréncia de
estudos que caracterizam aparéncia, aroma, textura e sabor dos graos das diversas
variedades de feijao, ou seja, na maioria das vezes ndo se conhece o perfil sensorial
dos graos de feijao, principalmente daquelas variedades melhoradas geneticamente
(GULARTE et al., 2017).

2.11. Proteoma

O termo "proteoma" foi utilizado pela primeira vez por Marc Wilkins em 1994 e
foi originalmente definido como conjunto de proteina provenientes do genoma. E o
termo "Protedmica" foi definido como o estudo do proteoma (WILKINS et al., 1996).

Desde entdo, muitas definicdes tém sido utilizadas, como o termo “proteoma”, para
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referir-se a identificagdo sistematica do perfil proteico total do genoma (BLACKSTOCK
& WEIR, 1999), ou seja, refere-se ao conjunto de proteinas que sdo expressas pelo
genoma de um organismo ou tipo celular. No entanto, esse termo pode também ser
usado em um sentido menos universal, para se referir ao conjunto de proteinas que
esta sendo expresso num dado momento da vida da célula (ABBOT, 1999).

A prote6mica tem como objetivo estudar as propriedades das proteinas, seus
niveis de expressao, suas funcdes, modificacdes pos-traducionais e interacdes, entre
outras. Portanto, o passo do genoma para o proteoma € um passo do nivel da
informagéo genética para a funcéo celular. As concentracdes de proteinas que séo
alteradas em determinadas condicdes fisiolégicas podem mostrar quais funcdes
sofrem modificac6es (JUNGBLUT, 2001). Dessa forma, a analise do proteoma torna-
se importante em estudos de comparacfes da expressao génica em diferentes
estados fisiolégicos de um organismo.

Existem vérias formas de se analisar um perfil protebmico. A abordagem
classica € o estudo da expressao proteica global (expression proteomics), que envolve
a criacdo de mapas quantitativos das proteinas expressas de extratos de células ou
tecidos e, para tal, dois principios séo utilizados: o de separacao e o de identificacdo
(JOCELYN & ILANG, 2002).

As duas técnicas de separacdo mais utilizadas séo a eletroforese bidimensional
e a cromatografia liquida multidimensional. Na eletroforese bidimensional, as
proteinas sao separadas por uma focalizagcao isoelétrica (IEF) e, posteriormente, por
massa molecular. Essa estratégia resulta em uma alta resolucdo para separar
proteinas de extrato proteico complexo (JOUBERT et al., 2000).

A espectrometria de massa permite a identificacdo de proteinas em pequenas
concentragdes por sequenciamento e os dados gerados sdo, entdo, comparados com
0s obtidos nos bancos gendmicos, que favorecem a andlise do proteoma, aliando

espectrometria de massa com analise in silico do proteoma (CAGNEY et al., 2003).

2.12. Eletroforese bidimensional

Na eletroforese bidimensional, a primeira dimensao consiste em separar as
proteinas de acordo com seu ponto isoelétrico (pl) por focalizacao isoelétrica (IEF) e

a segunda dimensao as separa de acordo com sua massa molecular por meio de
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eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS, conhecida por SDS-PAGE
(O’FARREL, 1975).

Nesta técnica, todas as proteinas em uma amostra sdo separadas
simultaneamente, fornecendo informacfes Uteis sobre ponto isoelétrico, massa
molecular, expressdo, abundancia relativa e modificacdes pds-traducionais,
verificadas pela alteracdo da mobilidade eletroforética, se caracterizando como um
método de separacdo muito eficiente. Sua precisao € tanta que variagdes em um Unico
aminoacido podem resultar na mudanca deposicdo de uma proteina em um gel
bidimensional (JUNGBLUT, 2001).

Embora cada spot ndo represente necessariamente uma proteina diferente
neste mapa (proteinas fosforiladas e nao fosforiladas aparecem como spots de pl
diferente, assim como a glicosilagcéo e outras modificacdes mudam consideravelmente
0 peso molecular dos polipeptideos), a andlise dos géis reflete a sintese de proteinas

em cada tecido, nos diferentes estagios dedesenvolvimento (MULLEN et al., 1996).

2.13. Identificacéo das proteinas in silico

A identificagdo de uma proteina pelos valores das massas moleculares de seus
peptideos € realizada por comparacédo in silico em banco de dados disponiveis. A
impressao digital da proteina prové uma identificacdo virtual da sequéncia de
interesse pela comparacdo dos valores de massas dos fragmentos obtidos
experimentalmente apés a digestao triptica com fragmentos virtuais obtidos de uma
simulacdo de hidrdlise triptica de proteinas de um banco de dados, considerando os
seguintes aspectos:

1) a combinacgdo das sequéncias de proteinas em um banco de dados possui
um valor (escore) e sdo “ranqueadas” de acordo com o numero de combinagdes de
massas de peptideos, a acuracia das massas e o tamanho da proteina;

2) se ha uma identificacdo a massa da sequéncia peptidica € correlacionada a
sequéncia proteica do banco e

3)geralmente, um grande nimero de peptideos com alta acuracia de massa €
encontrado, este resultado pode significar em um alto escore (ou seja, alta
similaridade) e alta cobertura da sequéncia proteica (CRAVATT et al., 2007).

O software Image Master faz alinhamentos de espectros de massa de

peptideos ou proteinas obtidas experimentalmente com os deduzidos in silico a partir
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do genoma ou banco de proteinas. Os dados obtidos também podem ser analisados
utilizando-se outros programas, tais como PepTident, Mascot, ProFound, Ms-Fit,
Multldent, Tagldent ou CombSearch (PERKINS et al., 1999).

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Amostras

As amostras de feijdo organico grupo comum (P. vulgaris L.), classe branco,

variedade Branco Chileno, foi adquirida no municipio de Cangucu no Rio Grande do
Sul (RS), Brasil, da safra 2015/2016.

Figura 5. Feijdo Branco Chileno.
Fonte: prépria autora

3.2. Condi¢bes de armazenamento

Os gréos foram embalados em sacos de polietileno com espessura de 80um
nos seguintes modelos: transparentes (permitindo a passagem da luz) e metalicos

(blogueavam a passagem de luz).
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Figura 6. Sacos de polietileno metalico (a) e transparente (b). Fonte: propria autora

As condi¢cdes de armazenamento foram: gréos refrigerados em geladeira (4 +
1°C) e graos em temperatura ambiente (sem controle de temperatura), com e sem a
presenca de vacuo. As embalagens foram seladas a vacuo (Macsul modelo TP550-
Brasil).

Os graos foram armazenados no Laboratério de Pds-Colheita, Industrializacao
e Qualidade de Graos, do Departamento de Ciéncia e Tecnhologia de Alimentos
(DCTA) da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel (FAEM) da Universidade Federal
de Pelotas (UFPel) situada no municipio do Capédo do Ledo — RS — Brasil, até a

realizacdo das analises laboratoriais, em um periodo de 365 dias.
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O quadro 1 demonstra as médias psicrométricas registradas na cidade do

Capdao do Ledo em que foi realizado o armazenamento.

Quadro 1. Médias psicométricas registradas no periodo de 2015/2016

Periodo de Médias da temperatura Médias de umidade
armazenamento (meses) 10,1 (°C) relativa £1 (%)
Janeiro 29 82,9
Fevereiro 30,2 83,1
Marco 25,3 86,2
Abril 23,8 89,6
Maio 21,8 90,1
Junho 15,3 87,3
Julho 17 88,1
Agosto 19,7 84,2
Setembro 18,6 86,6
Outubro 21,9 86,2
Novembro 25,3 78,2
Dezembro 28,4 78,7

Fonte: Dados meteorolégicos da Embrapa Clima Temperado.

3.3. Métodos

3.3.1. Delineamento

Foi utilizado delineamento completamente casualizado, num esquema fatorial

2x2x2x5 (presenca e auséncia de vacuo) x (presenca e auséncia de luz) x

(temperaturas de armazenamento) x (tempos de armazenamento), com 3 repeticbes

para cada tratamento. A Figura 6 apresenta o fluxograma do delineamento.
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Feijao branco

Armazenamento

(meses)
0,3,6,9e12

VAcuo L7 Temperatura
(refrigerado e
(com e sem) (com e sem) ambiente)

Figura 7. Fluxograma do delineamento das condi¢Bes de armazenamento do feijdo branco.
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As Tabelas 1 e 2 representam o delineamento experimental do estudo.

Tabela 1. Delineamento experimental para avaliar o efeito das condicfes e do tempo
de armazenamento nas propriedades fisico-quimicas, nutricionais e sensoriais de
feijdo branco

Variaveis
Independentes Variaveis dependentes

Tempo
Luz Vacuo Temperatura (meses)

0 Caracterizacéao
(peso de mil de gréos, dimensoes,
classificacao, teor de umidade,
proteina bruta)

Presenca Com Refrigerado

Sem Parametros tecnologicos
(cor, tempo coccéo,
3 coeficiente hidratacao)

Auséncia Com Ambiente Parametros nutricionais

Sem (inibicdo alfa-amilase, fendis)

6 Atividade enzimética
(SOD, polifenoloxidase,
peroxidase)

9 Antinutricionais
(taninos, fitatos, digestibilidade,

12 inibicdo de tripsina, oligossacarideos, lignina)
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Tabela 2. Delineamento experimental para andlise sensorial e analise protedbmica de
feijdo branco sob o efeito das condi¢cdes e tempo de armazenamento

Variaveis
Variaveis Independentes dependentes
Tempo
Luz Vacuo Temperatura (meses)

Extracédo das
0 proteinas

Analise da
Auséncia Com Refrigerado integridade
das proteinas
12
Eletroforese
Presenca Sem Ambiente bidimensional

Analise dos géis

Perfil de massa
Molecular e pl

Analise
comparativa
das proteinas

Andlise Sensorial

3.4. Caracterizacdo dos gréaos

3.4.1. Classificagéo do feijao

A classificacdo dos graos de feijao foi realizada no momento do recebimento
das amostras (tempo inicial) e no final do armazenamento (12 meses) conforme a
Instrucdo Normativa n°® 12 (BRASIL, 2008).

3.4.2. Peso de mil graos
Foram contados mil grdos de cada amostra, em 4 repeticdes, e pesados em
balanca de preciséo (BRASIL, 2009).
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3.4.3. Dimensoes

As dimensdes dos graos de cada cultivar foram determinadas com o uso de um
paquimetro digital, através da determinacdo do comprimento, da largura e da
espessura de 50 gréaos (BRASIL, 2009).

3.4.4. Teor de umidade e proteina bruta
As analises do teor de umidade e proteina bruta foram executadas de acordo

com a metodologia indicada pela AOAC (2006).

3.5. Parametros de qualidade tecnoldgica dos graos de feijao

3.5.1. Cor do tegumento

A cor do tegumento de grdos inteiros e uniformes foi determinada com o uso
de um colorimetro Minolta modelo CR-300, o qual indica as cores em um sistema
tridimensional. O eixo L* representa a variacdo de cor da amostra entre o preto e o
branco, indicando a intensidade da luminosidade da amostra. O eixo a* apresenta a
faixa de cores entre o verde e o vermelho, e o b* indica a escala colorimétrica do azul

ao amarelo.

3.5.2. Tempo de cocgao

Utilizou-se o método tatil de Vindiola, Seib e Hoseney (1986) para avaliar o
tempo de coccado. Os graos de feijao branco foram hidratados previamente por um
periodo de 10 horas, na proporcédo 1:3 de agua. O tempo de cocc¢ao foi marcado apos
a saida da pressao pela valvula da panela., usando como indicador quando o centro
do gréo de feijao apresenta coloracdo branca quando pressionado entre placas de

vidro.

3.5.3. Coeficiente de hidratacéo
O coeficiente de hidratacdo foi estabelecido de acordo com o método descrito
por El-Refai et al. (1988).
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3.6. Parametros nutricionais

3.6.1. Extracao da faseolamina

Os gréos de feijao branco foram secos em estufa com circulagéo de ar até peso
constante. Posteriormente, moidos até 60 mesh. A farinha obtida foi ressupendida em
agua na proporcéo 1:5 p/v. A mistura foi submetida a agitacao por 15 minutos e filtrada
em tecido de organza. Logo apés centrifugado por 10 minutos a 5000 x g. Recolhido
0 sobrenadante, o precipitado foi ressuspendido nas mesmas proporcées de agua,
repetindo as operacgdes 3 vezes. Os sobrenadantes foram recolhidos e aquecidos a
70°C por 5 minutos e centrifugados por 10 minutos a 5000 x g (PUSZTAI, 1995).

Precipitacao isoelétrica por variagdo do pH do extrato proteico

O extrato proteico, preparado conforme no item 3.4.1.1, apresentou um pH igual
a 6,3. Para precipitacdo isoelétrica de proteinas interferentes os valores de pH foram
ajustados como proposto por Pusztai (1995). O pH foi ajustado para 5,0 com HCI
1mol.L ! e deixado em geladeira a 4°C po ruma noite com posterior centrifugacéo a
7000xg por 10 min. Ao sobrenadante recolhido foi adicionado NaOH 1mol.L - até o
pH 9,5 e novamente colocado em geladeira por uma noite e centrifugado conforme
descrito anteriormente. O sobrenadante foi recolhido e o pH foi corrigido com HCI
1mol.L* para 6,9.

Em seguida, o extrato foi purificado com a adi¢ao 1,5mL de solugéo de cloreto
de sédio 1% e centrifugado por 30 minutos a 3000 xg. O sobrenadante foi aquecido a
70°C por 15 minutos e centrifugado em seguida a 3000 xg por 60 minutos. O
sobrenadante foi recolhido e armazenado a 4°C por uma noite. O precipitado foi
removido por centrifugagéo de 3000 xg por 30 minutos. Ao sobrenadante foi acrescido
tampao citrato fosfato (propor¢éo 1:5) pH 8,0 10mM. A inibicdo enzimética foi testada

no sobrenadante.

3.6.2. Inibicdo da alfa-amilase

A determinagdo dos ensaios das atividades do inibidor da a-amilase e da
enzima alfa-amilase foi realizada utilizando a metodologia proposta por Ngoh & Gan
(2016). Para se determinar a atividade do inibidor da a-amilase, € necessério o

conhecimento da atividade desta enzima.



44

Ensaio da atividade da alfa-amilase

Uma aliquota de 0,5 mL de suspensao de amido 1 % em tampéo fosfato de
s6dio 0,2 mol. L't (pH 7,0) foram adicionados a 0,25 mL de solugdo de enzima a-
amilase. Ao final de trés minutos, a reacao foi finalizada com a adicdo de 2 mL do
acido dinitrosalicilico e aguecido em agua em ebulicdo por 20 minutos. O tubo entéo
foi resfriado em agua corrente e o volume foi completado com agua destilada para 13
mL. A absorbancia foi lida em espectrofotometro a 540 nm contra um branco. Os
acucares redutores liberados foram expressos em maltose. Uma unidade de atividade
enzimatica é definida como aquela que libera do amido solavel, um micromol de
grupos redutores (calculados como maltose) por minuto, a 37 °C e pH 7,0, nas

condicOes especificadas.

Ensaio do inibidor de alfa-amilase

Foram utilizados 100uL do extrato purificado contendo faseolamina, e
adicionados 500uL de solugao de enzima a-amilase, incubando-se por 10 minutos a
37 °C. A esta mistura, foi adicionado 0,5 mL de solucéo de amido 1 %. Ao final de 10
minutos, a reacao foi finalizada com a adicdo de 1 mL do &cido dinitrosalicilico e
aquecido em agua em ebulicdo por 5 minutos. A solucdo foi resfriada em agua
corrente e o volume completado com agua destilada para 10 mL. A absorbancia foi
lida em espectrofotbmetro a 540 nm contra um branco (amido+amostra) e uma
amostra controle (amido+enzima). Os resultados da inibicdo da a amilase foram

expressos em (%) de inibicao.

3.6.3. Fenois totais

Determinacado pelo método descrito por Nasar-Abbas (2008). O extrato foi feito
a partir de 2g de feijao cozido, seco e moido e determinado pela rea¢do de carbonato
de sddio e Folin-Ciocalteau 1 N. Os teores de compostos fenélicos foram expressos
em mg de acido tanico por grama de amostra, através de curva realizada com padréo

de acido tanico.
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3.7. Atividade Enzimética

3.7.1. Superoxido dismutase

A determinacéo da atividade da SOD (DEL LONGO et al. 1993), considera a
capacidade da enzima em inibir a foto reducao do NBT (Azul de nitrotetrazdlio cloreto).
A atividade foi determinada pela adicdo de 50 mL de extrato bruto a uma solucéo
contendo 13 mM de metionina, 75 mM de NBT, 100 nM de EDTA e 2 mM de riboflavina
em tampao fosfato de potassio 50 mM, pH 7,8.

A reacéo foi iniciada pela iluminacdo das amostras, em camara composta por
tubos fluorescentes (15 W), a 25° C. Ap6s 5 minutos de incubacéao, o final da catalise
foi determinado pela interrupcéo da luz. O composto azul formado (formazana) pela
foto reducédo do NBT foi determinado pela leitura em espectrofotdmetro a 560 nm.

As amostras consideradas ‘branco’ para a andlise receberam os mesmos
reagentes, porém foram mantidos cobertos com papel aluminio, portanto, abrigados
da luz. Uma unidade de SOD é definida como a atividade da enzima necessaria para
a inibicdo de 50 % da foto reducdo do NBT.A atividade de SOD foi expressa como

atividade especifica (Unidade SOD mg de proteina), conforme equacéo 1 a seguir:

Eq. 1

Atividade EspecificadaSOD = U = % de inibicdo x volume da amostra gL

ug de proteina 50 % x concentracdo de proteina ug pL

3.7.2. Atividade da peroxidase (PER)

A atividade da enzima peroxidase foi determinada de acordo com a técnica
descrita por Ferhman e Diamond (1967). O extrato enzimatico (1 mL) foi incubado com
0,4 mL de peroxido de hidrogénio a 3% e 2,0 mL de tampao fosfato de potassio 0,1
mol. L't pH 5,0 e 4,0 mL de guaiacol a 0,5%. As leituras foram feitas imediatamente
em espectrofotometro 470nm durante 2 minutos. Uma unidade enzimética foi
considerada como a quantidade de enzima que provocou o aumento de 0,001 unidade
de absorbéncia por minuto de reacdo. A atividade enzimatica da peroxidase foi

expressa em unidade. g* de feijdo. minuto™.
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3.7.3. Atividade da polifenoloxidase (PFO)
O extrato enzimatico utilizado foi o mesmo da peroxidase com adicéo de catecol
como meio de reacdo, durante 2 minutos (ZAUBERMAN, 1991). A atividade foi

expressa unidade. g* de feijdo. minuto.

3.8. Antinutricionais

3.8.1. Taninos totais

As anadlises de taninos totais foram realizadas através da construcédo da curva
padréo e das leituras das solu¢fes, a uma absorbancia de 725nm, obtidas a partir das
amostras com a utilizacdo de acido tanico, reagente de Folin-Denise solucao de
carbonato de sédio, conforme metodologia da AOAC (2006). Os taninos totais foram

expressos em equivalentes de acido tanico.g* amostra.

3.8.2. Digestibilidade proteica

Foi empregada a técnica descrita por Hsu (1977), para a determinacdo da
digestibilidade proteica in vitro. A farinha (com o teor de nitrogénio conhecido) foi
digerida com pepsina e pancreatina, em seus pHs 6timos. A reacdao foi interrompida
pela adicdo de acido tricloroacético. A digestdo enzimatica foi caracterizada pela
gueda do pH ap6s 10 minutos com o ajuste da equacao que descreve a queda do pH

versus tempo.

3.8.3. Teor de acido fitico
A determinacao do teor de acido fitico foi realizada de acordo com Haug e
Lantzsch (1983). Resultados expressos em mg de equivalentes de acido fitico.g? de

amostra através da curva padrao de acido fitico hidratado.

3.8.4. Inibicado da tripsina

Para a determinacao da atividade inibitéria de tripsina na presenca ou auséncia
de inibidores, utilizou-se o método proposto por Kakade et al. (1974), no qual foi
medida a atividade proteolitica da tripsina bovina utilizando como substrato sintético o
D,L-BApNA. O calculo da atividade de inibidor de tripsina (TIA) foi feito pela conversao

dos resultados obtidos em miligramas de tripsina pura inibida por grama de amostra.
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3.8.5. Oligossacarideos

Extracéo

Os oligossacarideos foram extraidos de 10 g de farinha de feijdo cozido seco
diluindo-se em 10ml de &lcool etilico 80% (BARAMPAMA & SIMARD,1994). As
amostras foram colocadas em banho-maria a 50°C por 3 horas, agitando 15 segundos
a cada uma hora. Coletado o sobrenadante, realizou-se novamente o mesmo
procedimento ao precipitado acrescente mais 10 mL de etanol e deixe em banho por
mais uma hora. Centrifugou-se a 7000 rpm por 15 minutos. Os sobrenadantes foram
entdo rotaevaporados a 50°C e filtrados em papel filtro. O liquido filtrado foi colocado

em placas de petri e secos em estufa ventilada a 30°C.

Quantificacao

O cromatografo consistiu no sistema HPLC Shimadzu, provido de injetor
automatico, coluna com uma bomba quaternéria, detector de indice de refracéo,
coluna modelo Luna NH2 100A (250 x 4,6 mm, 5 um - Phenomenex - USA) e fase
movel contendo acetonitrila-dgua ultrapura (70:30). As concentracfes de rafinose e
estaquiose foram calculadas usando as medias das areas dos picos comparados com
os padrdes, com tempos de reten¢éo de 10 e 13 minutos respectivamente e expressas

em g.100g* de feijdo seco.

3.8.6. Lignina

Os teores de lignina foram determinados pelo método gravimétrico de oxidagao
da lignina pelo permanganato de potassio, proposto por Van Soest e Wine (1967), na
fibra detergente neutro/acido. A lignina foi expressa em g.100 g de matéria seca.
Anadlises de microscopia Otica também foram realizadas para a visualizacdo da
presenca ou auséncia de lignificacdo nas amostras que apresentaram maiores e
menores valores de lignina pelo método gravimétrico, utilizando-se corante azul de
metileno 1% em boérax 1%. As amostras foram vistas e fotografadas usando um
microscépio de luz composto OlympusBX51 (Olympus Corporation, USA) e suas

imagens digitais coletadas usando uma camera digital (Sony DSC-W180, EUA).
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3.9. Andlise Sensorial

A avaliacdo sensorial foi realizada no Laboratorio de Analise Sensorial do
Centro de Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e de Alimentos da Universidade Federal
de Pelotas. Participaram da analise sensorial uma equipe treinada de 20 avaliadores
de ambos o0s géneros, constituidos por estudantes da Universidade, todos assinaram
o termo de consentimento livre e esclarecido e foram informados sobre os
procedimentos da pesquisa.

Utilizou-se Método Descritivo com o Teste de Perfil de Atributos nos gréos de
feijdo cozidos e crus no tempo zero e apds 12 meses, com escala ndo estruturada de
9 pontos tendo como objetivo avaliar a percepcdo dos consumidores quanto a
manutencdo das caracteristicas sensoriais dos grdos de feijdo apdés o
armazenamento. A amostra foi codificada com trés digitos aleatérios (DUTCOSKI,
1996) oferecida em pratos de porcelana, pesando 10 g a por¢éo. O teste foi realizado
em cabines individuais, com luz branca, isentas de ruidos e odores, em horario

distante das principais refeicdes.

3.10. Anédlise protebmica

3.10.1. Extracéo das proteinas

O método de extracdo das proteinas do feijao branco foi baseado no protocolo
de Faurobert, Pelpoir & Chaib (2007) e foi realizado nas amostras de feijao com tempo
inicial de armazenamento, nas amostras que ficaram refrigeradas por 12 meses a
vacuo e sem presenca de luz e nas amostras que ficaram armazenadas por 12 meses
em temperatura ambiente sem vacuo e com presenca de luz. A analise proteémica foi
realizada, portanto, nos feijdes que apresentaram as melhores e piores respostas em

suas condig¢des fisico-quimicas durante o0 armazenamento.

3.10.2. Determinacéo da Concentracdo de Proteinas Totais
A quantificacdo das proteinas totais nos extratos foi realizada empregando-se

a metodologia descrita por Bradford (1976) a partir da curva analitica de BSA.
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3.10.3. Analise da integridade das proteinas

Foram escolhidas, aleatoriamente, dez amostras de proteinas totais extraidas
para visualizacdo em gel de poliacrilamida 12,5% (m/v), a fim de observar a
integridade das mesmas e a eficiéncia do método de extracdo. A separacdo das
proteinas ocorreu por eletroforese, a 100V, 400mA e 50W, durante,

aproximadamente, 1hora e 40minutos.

3.10.4. Eletroforese bidimensional

Para a eletroforese 2-D, foram utilizadas tiras de 7 cm, com gradiente de pH 3-
10. A rehidratacéo foi realizada utilizando-se soluc¢do protéica contendo 60 ug de
proteinas e quantidade de tampéo de rehidratacdo (8 M uréia, 2 M tiuréia, 4% (p/v)
chaps, 20 mM DTT) suficiente para completar 150 L, durante 12 h. Em seguida,
procedeu-se a focalizacao isoelétrica (IEF) a temperatura de 20°C e amperagem de
50uA por tira. Em seguida, procedeu-se a separacao eletroforética em gel de
poliacrilamida na presenca de SDS (SDS-PAGE) com coloracdo de Coommasie Blue

e avaliacao dos géis no software Image Master 2-D Platinum 7 (G&E Healthcare).

Andlise dos géis

Para a aquisicdo das imagens dos geéis e andlise dos dados, os géis
bidimensionais corados com Coommasie Blue foram digitalizados utilizando o scanner
Image Scacnner lll LabScan (G&E Healthcare) e as respectivas imagens analisadas
no software Image Master 2-D Platinum 7 (G&E Healthcare). Os spots proteicos foram
detectados automaticamente pelo programa e em seguida foram feitas correcdes
manuais. Os géis foram alinhados e agrupados em triplicata e, entdao, a determinacéo
guantitativa dos volumes de cada spot foi realizada (teste Tukey). Os spots foram

guantificados em unidades de volume (area versus intensidade).

Analise de bioinformatica

A anotacdo funcional de proteinas identificadas foi realizada com base nos
seguintes bancos de dados de proteina: UniProtKB, NCBI, bem como na literatura. O
peso molecular e pls teoricos das proteinas caracterizadas foram obtidos através da
seguinte ferramenta: http://web.expasy.org/compute_pi/, e 0s experimentais no
software Image Master 2-D Platinum 7 (G&E Healthcare). As fung¢des putativas foram
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pesquisadas através do UniprotKB, bem como na literatura (De La Fuente et al., 2011;
De La Fuente et al., 2012; Natarajan et al., 2013; Rossi et al., 2017).

3.11. Analise estatistica

Os resultados foram submetidos a analise de variancia ANOVA com
comparacao de médias através do teste de Tukey a um nivel de significancia de 5%
e curvas ajustadas por meio da analise de regressdo com selecdo dos melhores
modelos. Os descritores da analise sensorial foram discriminados através dos
coeficientes de modelos de variancias e valores-p. A andlise de componentes
principais (ACP) foi realizada na matriz de covariancia dos escores de atributo em
todos os avaliadores para se obter um mapa sensorial das amostras. O teste de
correlagdo entre as variaveis dependentes dos atributos sensoriais foi realizado
através do coeficiente de correlacdo de Pearson. Os dados qualitativos e quantitativos

foram processados com a utilizacdo dos softwares Minitab 18 e XLStat Free Trial.

4.RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizacéo os atributos fisico quimicos dos gréos

4.1.1. Classificacéo do feijao

Os graos de feijao foram classificados no tempo 0 e 12 meses, conforme a
Classificacao Oficial de Qualidade e Conservacdo de Feijao do MAPA (BRASIL,
2008). No inicio do armazenamento os feijdes foram classificados como: Grupo |
(feijao comum proveniente da espécie Phaseolus vulgaris L.), Classe Branco (possui
no minimo 97% de gréos de coloracao branca) e Tipo 1 (de acordo com os limites de
tolerancia de defeitos graves estabelecidos no Regulamento Técnico). Apos 12 meses
uma nova classificacéo foi realizada. As amostras refrigeradas mantiveram-se como
Tipo 1, assim como as amostras que ficaram em temperatura ambiente a vacuo e sem
presenca de luz. No entanto, as amostras que estiveram expostas a luz, sem presenca
de vacuo e em temperatura ambiente apresentaram 2,86% de feijées ardidos, 2,38%
de defeitos leves e 9,74% de picados, enquadrando-se, portanto, em Tipo 2 segundo

0 Regulamento Técnico de defeitos graves.
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Esse aumento dos defeitos graves aconteceu devido a ocorréncia de insetos
conhecidos como caruncho do feijdo (Acanthoscelides obtectus). Os graos séo
contaminados na lavoura, onde a fémea deposita seus ovos no tegumento e em
condicbes oOtimas de umidade e temperatura, a larva é liberada, furando e
alimentando-se do grado para que possam transformar-se me pupa. Os gréos, por
serem organicos, nao tiveram nenhum tipo de expurgo antes do armazenamento. Para
descontaminar as amostras foram descartados os feijdes com maiores defeitos e com
os demais foi realizado o controle biolégico com cravos-da-india (Eugenia
caryophyllata Thunb) (HALFELD-VIEIRA et al., 2016) para assim, manter as

caracteristicas do sistema organico.

Figura 8. Gréos de feijdo contaminados com carunchos. Fonte: prépria autora.

Segundo Lima Junior (2013), praticamente, a maioria dos insetos se alimenta
do endosperma, na fase larval, acarretando perdas quantitativas e qualitativas nos

graos.

4.1.2. Dimensdes e peso de mil graos

Caracterizando a variedade de feijao Branco Chileno, observamos que a massa
de mil graos apresentou em média 460 g, massa consideravelmente maior
comparando-se com os feijdes preto e carioca, que possuem em média uma variacdo
de 175 a 262g. Suas dimensdes sao igualmente maiores, com comprimento de

14,56mm, largura de 7,18mm e espessura 5,70mm.
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O teor de umidade dos grdos de feijdo branco sob diferentes condicdes e

tempos de armazenamento estdo apresentadas a seguir:

16.5

16.0

15.5

15.0

Teor de umidade (%)

14.5

14.0

Tempo de armazenamento (meses)

Figura 9. Teor de umidade (%) dos gréos de feijao armazenados por 12 meses em diferentes

condicdes.

Tabela 3. Valor F para luz, temperatura, vacuo e tempo com a significancia correspondente para

avaliacédo do teor de umidade

Condi¢do
—@— Ambiente sem vécuo sem luz
—l— Ambiente sem vacuo com luz
— 4 Ambiente com vécuo sem luz
—4a . Ambiente com vacuo com luz
—+I - Refrigerado sem vacuo sem luz
Refrigerado sem vacuo com luz
—w— Refrigerado com vécuo sem luz
— @ Refrigerado com véacuo com luz

Condicao Valor F Pr>F
Luz 0,7 0,388
Temperatura 0,0 0,942
Véacuo 85,8 <,000
Tempo 8,4 0,000

*significativo a p<0,05.

Os graos armazenados apresentaram teor de umidade inicial de 14,1% nao

havendo variacdes significativas a partir do 3° més (p<0,05) nas amostras

armazenadas com vacuo. Foi possivel também verificar que ha relacao significativa

entre as condi¢gbes de armazenamento e tempo com o teor de umidade. Esses dados

reforcam a hipotese de que as embalagens seladas a vacuo sao eficientes para

formarem uma barreira entre o interior da embalagem e o ambiente exterior,

minimizando trocas gasosas.
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Pode-se observar que a auséncia de vacuo permitiu maiores trocas de umidade
com o ambiente. A variacdo da temperatura nas amostras contribui para um acréscimo
significativo nos teores de umidade a partir dos 6 meses (acima de 16%). Embora a
refrigeracdo por si propria possa ser uma ferramenta de armazenamento Uutil,
armazenar graos durante longos periodos de tempo, sem uma forma de controlar a
umidade, ndo é eficiente (CROFT et al., 2016).

4.1.4. Teor de proteina bruta

Com relacao ao teor de proteina bruta (Figura 10), durante o armazenamento
ndo houve gqueda significativa no teor de proteinas para os grdos mantidos em
embalagens seladas a vacuo, o resfriamento também contribuiu para a manutencao
do teor proteico, mesmo nos feijdes com auséncia de vacuo. A qualidade nutricional

dos gréos de feijdo apresentou melhor conservacdo para os gréaos refrigerados
conservando os teores de proteinas.

19.5 Condigdo
' —@— Ambiente sem vécuo sem luz
—l— Ambiente sem vacuo com luz
— 4 Ambiente com vécuo sem luz
—4a . Ambiente com vacuo com luz
@ 19.0 —- Refrigerado sem vécuo sem luz
o —— Refrigerado sem vacuo com luz
—_ —w— Refrigerado com vacuo sem luz
§ — @ Refrigerado com vécuo com luz
o 185
R=
[
e}
g
o 18.0
©
L.
(o}
@
-
17.5
17.0

0 3 6 9 12
Tempo de armazenamento

Figura 10. Teor de proteina bruta (%) em base seca, dos graos de feijdo armazenados por 12 meses
em diferentes condic¢des.
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Tabela 4. Valor F para luz, temperatura, vacuo e tempo com a significancia correspondente para
avaliacdo do teor de proteina bruta

Condicdo Valor F Pr>F

Luz 0,9 0,3769
Temperatura 98,6 0,0006
Vacuo 584 <,0001
Tempo 167,4 0,0001

*significativo a p<0,05.

A partir dos 6 meses de armazenamento, as amostras em temperatura
ambiente e as refrigeradas tiveram um decréscimo no teor de proteina bruta, com
interacdes significativas entre o tempo e a condi¢céo de armazenamento (p<0,05). Aos
12 meses o efeito da auséncia de vacuo seguido da temperatura ambiente
demonstrou maior reducdo das médias apresentando valores de proteina de 17%.

Temperaturas elevadas e armazenamento por tempo prolongado séo fatores
determinantes na queda da qualidade do produto, uma vez que estudos demonstram
a queda dos niveis de proteinas para graos, possivelmente relacionada a
desaminacdo, reacGes de hidrolise, descarboxilagdo e complexagcdo com outros
componentes dos graos (CHIDANANDA et al., 2014).

Os resultados encontrados indicam que o decréscimo no teor proteico pode
influenciar no desenvolvimento do fenédmeno “hard-to-cook”. A despolimerizacao da
fracdo protéica para pequenos peptideos e aminoacidos aromaticos tém sido
relatados na literatura para desencadear esse fenbmeno de dureza dos grédos ao
cozinha-los. Ocorre crosslinking de produtos derivados da hidrélise de proteinas com
sintese de polifendis, que migram para a lamela média durante o armazenamento e
na presencga de enzimas como a peroxidase, a lignina é formada, causando assim a
0 endurecimento dos graos e consequentemente maior tempo de coccado (COELHO
et al., 2007).

4.2. Parametros de qualidade tecnoldgica
4.2.1. Parametros de cor

As Figuras 11, 12 e 13 apresentam as alteracdes ocorridas com a cor do

tegumento ao longo do armazenamento em diferentes condic¢des.
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Figura 11. Luminosidade (L) dos gréos de feijao armazenados por 12 meses em diferentes condicdes.

Tabela 5. Valor F para luz, temperatura, vacuo e tempo com a significancia correspondente para

avaliacé@o da luminosidade

Condicao Valor F Pr>F
Luz 44,2 0,0026
Temperatura 766,5 <,0001
Vacuo 2515,1 <,0001
Tempo 774,6 <,0001

*significativo a p<0,05.

Quanto a coordenada L*, pardmetro este que indica a luminosidade, ou

tendéncia a cor branca, podemos observar que houve alteracdes significativas entre

os tratamentos. Todas as amostras escureceram ao Iongo do armazenamento, com

maior ou menor intensidade. Aos 3 meses, as amostras a vacuo foram as que tiveram

maiores valores de luminosidade, mantendo-se com esse comportamento até os 12

meses de armazenamento.

A presenca de luz, variacbes de temperatura, tempo de armazenamento e

auséncia de vacuo foram fatores significativos em relacdo luminosidade dos graos

(p<0,05), pois em todas as amostras sem vacuo os valores de L decresceram ao longo

do armazenamento.
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Resultados semelhantes foram relatados por Oliveira et al. (2011) que,
estudando a cultivar Pérola, verificaram diminuicdo na luminosidade (12%), apos
armazenamento refrigerado por seis meses sem embalagem a vacuo. Em varias
classes comerciais de feijdo, incluindo carioca, pinto e cranberry, a cor creme ou
branco do tegumento muda lentamente para marrom escuro ou amarelo apos a
semente estar fisiologicamente madura. Estudos demonstraram que este
escurecimento pos-colheita do tegumento ocorre mais rapidamente em ambientes
com alta temperatura e umidade relativa do ar e presenca de luz e oxigénio
(BRACKMANN et al., 2002; JUNK-KNIEVEL, VANDENBERG & BETT, 2007).

A coordenada a* indica variagdes de cor do vermelho ao verde, variacdo esta

gue pode ser observada ao longo do armazenamento (Figura 12).
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Figura 12. Coordenada (a*) dos graos de feijdo armazenados por 12 meses em diferentes condicoes.

Tabela 6. Valor F para luz, temperatura, vacuo e tempo com a significancia correspondente para
avaliacdo da coordenada a*

Condicdo Valor F Pr>F

Luz 64,9 0,0013
Temperatura 106,3 0,0005
Vacuo 2275,7 <,0001
Tempo 852,1 <,0001

*significativo a p<0,05.
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O valor inicial de +0,2 aumentou para um valor maximo de +0,75 aos 12 meses
na amostra que ficou em temperatura ambiente com a presenca de luz. Isso
demonstrou que as variactes de temperatura e presenca de luz, alteraram a cor do
tegumento do gréo que tendeu ao tom avermelhado (p<0,05).

Com relacdo a coordenada b* os feijdes da classe Branco, quando
envelhecidos, normalmente apresentam uma mudanga em sua cor visivel, que varia
do branco ao amarelo, portanto, a coordenada b* (+b = amarelo; —b = azul) é um
importante parametro de cor que indica o quanto esse grao sofreu alteracdes.

Em geral, todos os tratamentos sofreram acréscimos significativos para essa
coordenada (p<0,05), sendo que o resfriamento acompanhado do vacuo colaborou
para que esse aumento fosse menor ao longo dos meses. A presenca de oxigénio
acelera as oxidac6es enzimaticas e, assim, o escurecimento do tegumento de feijdes
(IADEROZA et al., 1989).

A Figura 13 demonstra as variagdes que ocorreram nos feijdes armazenados a
temperatura ambiente e refrigerados durante 12 meses.

Condigdo

—@— Ambiente sem vécuo sem luz
—l— Ambiente sem vacuo com luz
— 4 Ambiente com vécuo sem luz
—4a . Ambiente com vacuo com luz
—+I - Refrigerado sem vacuo sem luz

2 Refrigerado sem vacuo com luz
—w— Refrigerado com vacuo sem luz
- @ Refrigerado comvéacuo com luz

Coordenada (b*)

Tempo de armazenamento (meses)

Figura 13. Coordenada (b*) dos gréos de feijao armazenados por 12 meses em diferentes condicoes.
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Tabela 7. Valor F para luz, temperatura, vacuo e tempo com a significancia correspondente para
avaliacdo da coordenada b*

Condicdo Valor F Pr>F

Luz 74,4 0,0010
Temperatura 482,4 <,0001
Vacuo 1895,5 <,0001
Tempo 620,3 <,0001

*significativo a p<0,05.

Os feijdes armazenados sem vacuo, com variagdes na temperatura ambiente
apresentaram 0s maiores aumentos no valor de b* (4,5 a 6,2). A este respeito, Junk-
Knievel et al. (2007) reportaram que ao longo do tempo, linhagens de feijdo com
tegumento claro, aumentaram os valores de cromaticidade a* e b*, demonstrando que
0S graos se tornam mais escuros e com mudanca significativa de sua tonalidade

inicial, numa tendéncia linear.

4.2.2. Tempo de cocgéao
Quanto ao tempo de coccao, as amostras nao diferiram significativamente em

decorréncia da auséncia ou presenca de luz.

Condi¢do

—&— Ambiente sem vacuo semluz
—— Ambiente sem vécuo com luz
— 4 Ambiente com véacuo sem luz
—a . Ambiente com vacuo com luz
— - Refrigerado sem vacuo sem luz

= Refrigerado sem vacuo com luz
—w— Refrigerado com vécuo sem luz
- @ Refrigerado com véacuo com luz
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Figura 14. Tempo de coccédo dos graos de feijao armazenados por 12 meses em diferentes
condicdes.
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Tabela 8. Valor F para luz, temperatura, vacuo e tempo com a significancia correspondente para
avaliacdo do tempo de coccao

Condicdo Valor F Pr>F

Luz 28 0.0661
Temperatura 4,1 0.0105
Vacuo 730,8 <.0001
Tempo 346,2 <.0001

*significativo a p<0,05.

Os resultados apresentados na Figura 14 mostram que o tempo de cocc¢ao dos
graos de feijao foi afetado tanto pela temperatura, controle da atmosfera da
embalagem e pelo tempo de armazenamento (p<0,05). Os graos de feijao
apresentaram inicialmente um tempo de coc¢do de 17 minutos, aos 3 meses de
armazenamento ja apresentaram um aumento no tempo de coccdo, sendo
intensificado com o aumento da temperatura. Quando os graos foram armazenados
sem presenca de vacuo, verificou-se elevados tempos de cocgdo, com tempos de
coccgao superiores ha 21 minutos.

Nos feijdes embalados a vacuo, somente apds 6 meses de armazenamento
gue o tempo de coccdo aumentou significativamente (p<0,05), o que pode ser
explicado pela menor disponibilidade de oxigénio, no interior da embalagem selada a
vacuo, impedindo a acdo de enzimas e a formacéo de fenois de alto peso molecular,
responsdaveis pelo endurecimento e escurecimento dos graos (OLIVEIRA et al., 2011).

Resultados semelhantes foram encontrados por Paredes-Lopez, Maza-Calvifio
e Gonzalez-Castafieda (1989) que armazenaram graos de feijdo a 40°C por 135 dias
e verificaram uma elevacéo de 6 vezes no tempo de coc¢do quando comparado com

o tempo inicial.

4.2.3. Coeficiente de hidratacéo

A capacidade de absorcdo de agua é um parametro importante na qualidade
de gréos de feijao, pois indica a maior dureza dos grdos que esta relacionada a
dificuldade deles em absorver agua durante o processo de cozimento, 0 que €
resultado do defeito ‘hard-to-cook’.

O armazenamento em condi¢cdes adversas tem um efeito definitivo para a
alteracdo destas propriedades fisicas dos gréos e a presenca de oxigénio € uma
destas condigbes que propiciam o aparecimento desse defeito (NJOROGE et al.,

2014). Semelhante ao tempo de cocgéo, o coeficiente de hidratacdo apresentou
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influéncia das condicBes em que foram submetidas as amostras, suas variacdes sdo
apresentadas na Figura 15 e Tabela 9.

A embalagem a vacuo com auséncia de luz permitiu melhor absor¢céo de agua
dos graos, principalmente nos refrigerados a 8°C, apresentando um coeficiente de
200,4 % no inicio do armazenamento, apds 6 meses 198,5% e com médias
significativamente maiores (p<0,05) que as demais amostras aos 12 meses (195,3%).
As amostras mantidas a temperatura ambiente com vacuo apresentaram igualmente
reducdo na absorcao de agua apés 9 meses (195,1%) e aos 12 meses (195%).

No entanto, os graos armazenados sem controle da atmosfera da embalagem
e com presenca de luz, absorveram menos agua, que consequentemente, afetou seu
cozimento, como foi demonstrado anteriormente, com 0 aumento do tempo de coc¢ao
nesses feijdes. Aos 12 meses de armazenamento as amostras com temperatura
ambiente sem véacuo e presenca de luz apresentaram um coeficiente de hidratacéo

significativamente menor (p<0,05), 140,8%.

Condi¢do

—&— Ambiente com vacuo com luz
—— Ambiente com vécuo sem luz
— 4 Ambiente sem vacuo com luz
—a . Ambiente sem vacuo sem luz
—F&] - Refrigerado com vacuo com luz

& Refrigerado comvéacuo sem luz
—y— Refrigerado sem vécuo com luz
— @ Refrigerado sem vacuo sem luz
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Figura 15. Coeficiente de hidratacdo dos graos de feijao armazenados por 12 meses em diferentes
condicdes.
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Tabela 9. Valor F para luz, temperatura, vacuo e tempo com a significancia correspondente para
avaliacdo do coeficiente de hidratacéo

Condicdo Valor F Pr>F

Luz 73,9 0,0010
Temperatura 47,4 0,0023
Vacuo 4360,7 <,0001
Tempo 1233,8 <,0001

*significativo a p<0,05.

A impermeabilizacdo do tegumento e a reducdo do espaco intercelular
(RODRIGUES, 2015) sao apontadas como responsaveis pela reducao da capacidade
de absor¢ao de agua dos gréos. Dessa forma, quanto mais adversa for a condicdo de
armazenamento, menor sera a capacidade de hidratacdo e, logo, menor o coeficiente

de hidratacao.

4.3. Parametros nutricionais

4.3.1. Inibicdo da alfa amilase

A proteina faseolamina € dita como inibidora da enzima alfa-amilase. Essa
enzima tem destague no metabolismo de carboidratos em animais, em plantas e em
outros organismos. Suplementos contendo inibidores de alfa-amilase foram
comercializados como “bloqueadores de amido”, sendo utilizado para o controle do
diabetes e também da obesidade (OCTAVIO, 2002; QIAN, 2013; YAO et al., 2016).

Avaliando a inibicdo da alfa amilase presente no feijao branco, ndo foram
detectadas diferencas significativas (p<0,05) nos feijoes refrigerados armazenados a
vacuo durante 12 meses, havendo interacao significativa para a temperatura e tempo.
No tempo zero o feijao branco foi capaz de inibir 84,3% da alfa-amilase, Ashouri et al.
(2017) estudando o efeito da inibicdo da alfa-amilase em feijoes Red Kidney detectou
uma inibicdo de 69%.

O resfriamento foi efetivo, mesmo sem a presenca de vacuo, em manter a
gualidade dessa glicoproteina em inibir a alfa-amilase, mantendo-se com valores
elevados apos 12 meses. As amplitudes térmicas em que foram submetidos os feijoes
em temperatura ambiente, sem vacuo e com presenca de luz promoveram uma queda
bem acentuada nos valores de inibicdo de 84,3% inicial para 74,8% aos 12 meses,

bY

possivelmente devido a natureza termolabil da faseolamina. Na figura 16 a
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porcentagem de inibigdo confirma o efeito da atmosfera controlada e do resfriamento

na manutencao da faseolamina.
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Figura 16. Inibicdo de alfa-amilase dos gréos de feijdo armazenados por 12 meses em diferentes

condicdes.

Tabela 10. Valor F para luz, temperatura, vacuo e tempo com a significancia correspondente para

avaliacdo da inibicdo da alfa-amilase

Condi¢do

—@&— Ambiente com védcuo com luz
—l— Ambiente com vacuo sem luz
— 4 Ambiente sem vécuo com luz
—a . Ambiente sem vacuo sem luz
— - Refrigerado com vacuo com luz

= Refrigerado com vacuo sem luz
—wy— Refrigerado sem vécuo com luz
- @ Refrigerado sem vacuo sem luz

Condicao Valor F Pr> F*
Luz 111 0,0290
Temperatura 365,5 <,0001
Vacuo 817,5 <,0001
Tempo 341,4 <,0001

*significativo a p<0,05.

A partir dos 9 meses de armazenamento as amostras refrigeradas sem vacuo

inibiram significativamente menos (p<0,05) que as amostras em temperatura

ambiente embaladas a vacuo, ndo havendo influéncia significativa na presenca ou

auséncia de luz.

Yao et al. (2016) caracterizou 41 genotipos de feijdo, de diversas cores e

paises, e concluiu que existe uma consideravel variacdo na atividade de inibicdo de
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alfa-amilase, no entanto, a variedade com maior atividade foi de feijdo da classe
branco, com uma inibicdo de 87,3%. Wang et al. (2011) também observaram que a
faseolamina extraida de feijdo branco possui uma atividade inibitéria muito maior
guando comparada com feijoes coloridos, devido sua maior concentragéo proteica por
peso seco.

As amostras de feijdo branco armazenadas por 12 meses sofreram perdas
significativas como inibidoras da enzima alfa-amilase, principalmente aquelas
armazenadas sem vacuo e esse fato pode implicar também em perdas na

manutencdo da qualidade proteica dessa glicoproteina.

4.3.2. Fenois totais

Fendis sdo os principais contribuintes para a cor do tegumento de graos de
feijdo, bem como para a distribuicdo e intensidade dos pigmentos nele contidos
(AMAROWICZ & SHAHIDI, 2017). Estes compostos séo suscetiveis a mudancas de
cor por meio de processos enzimaticos e nao-enzimaticos. Neste sentido, a
guantidade de fendis é um parametro importante nos estudos relacionados ao
escurecimento e ao endurecimento de feijées. O maior teor de fendis totais foi nos

feijdes armazenados a 8°C, conforme mostra a Figura 17.

Condi¢do

—&— Ambiente com vacuo com luz
—— Ambiente com vécuo sem luz
— 4 Ambiente sem vacuo com luz
—& . Ambiente sem vacuo sem luz
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[ Refrigerado comvéacuo sem luz
—y— Refrigerado sem vécuo com luz
- @ Refrigerado sem vacuo sem luz
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Figura 17. Fendis totais dos gréos de feijao armazenados por 12 meses em diferentes condicdes.



64

Tabela 11. Valor F para luz, temperatura, vacuo e tempo com a significancia correspondente para
avaliacdo dos fendis totais

Condicdo Valor F Pr>F*
Luz 165,4 0,0002
Temperatura 2918,3 <,0001
Vacuo 5982,3 <,0001
Tempo 1627,3 <,0001

*significativo a p<0,05.

Ranilla et al. (2010) que avaliou o feijao branco “Saint Eloi” e verificou um teor
de 8,89 (mg EAG. g?!), mas esses teores sdo significantemente menores quando
comparados com feijdes preto e carioca. Esses feijoes possuem variacdes de 13 a 50
(mg EAG. g?) segundo Campos-Vega (2010).

Analisando a Figura 17, apenas os feijdes mantidos a 8°C tiveram menor
decréscimo nos teores de fendis totais, sendo significativo o vacuo e a presenca de
luz (p<0,05), mantendo esse comportamento mesmo apdés 12 meses. As amostras
armazenadas em temperatura ambiente & vacuo também apresentaram decréscimos
nos teores de fendis totais, com teores iniciais de 25,3 para 23,8 mg GAE.100g™* de
matéria seca apos 12 meses. Em graos armazenados em temperatura ambiente sem
vacuo, com presenca de luz, observou-se uma notavel reducéo (p<0,05) no conteudo
total de compostos fendlicos no 12° més comparando com o feijao recém-colhido (25,3
para 16,4mg GAE.100g! de matéria seca)

Pode-se verificar que o tempo de armazenamento influencia esses compostos,
segundo Nasar-Abbas et al (2008) durante o0 armazenamento de graos, 0s compostos
fendlicos sdo degradados e sintetizados a partir de moléculas de peso molecular
menor, porém em temperaturas elevadas de armazenamento estes compostos sédo
facilmente oxidados e podem ligar-se a proteinas formando complexos insolaveis.
Segundo Acosta-Estrada et al. (2014), os compostos fendlicos possuem uma Gtima
reatividade com o0s componentes estruturais da parede celular, como celulose,
hemicelulose, pectina e proteinas, que atuam como uma barreira fisica e quimica

tornando os graos resistentes ao cozimento.
4.4. Atividade enzimatica
4.4.1. Superéxido dismutase (SOD)

As variacdes das condicbes de armazenamento dos grdos podem interferir

diretamente na qualidade fisioldgica causando alteracdes metabodlicas degenerativas,
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como endurecimento dos graos, lixiviagéo de solutos, escurecimento e mudancas na
atividade enzimatica, fatores estes que caracterizam a deterioracdo dos graos e, por
consequéncia, acarretam perdas na qualidade nutricional.

A deteccao da atividade de SOD, em graos armazenados, sugere que durante
armazenamento de gréos de feijdo ocorre estresse oxidativo mediado por enzimas
antioxidantes, dentre elas a SOD. Seus niveis aumentam durante o estresse em feijao
(JEBARA et al., 2005). SOD ¢ a primeira barreira contra EROs (espécies reativas de
oxigénio) na célula. A Figura 18 apresenta os valores observados para a atividade de
SOD em feijoes brancos armazenados por um ano.

A embalagem a vacuo permitiu que as amostras tivessem uma menor atividade
dessa enzima, pois a concentracdo de gases em seu interior € menor, com atividade
respiratoria minima dos gréos. A influéncia significativa do resfriamento, mesmo com
auséncia de vacuo, nao permitiu que os grdos fossem submetidos a tanto estresse
gquanto aqueles com flutuagdes de temperatura como 0sS graos armazenados em
temperatura ambiente.

A presenca de luz apresentou influéncia significativa (p<0,05), assim como a
temperatura e o tempo de armazenamento. Nas amostras refrigeradas sem vacuo foi
possivel observar atividade da enzima SOD de 45,1 U.mg? de proteina nos gréaos
recém-colhidos, no entanto, apos um ano, esse valor sofreu um acréscimo para 48,6
U.mg ! de proteina. Valores esses maiores quando comparados (p<0,05) com aqueles
feijdes armazenados a vacuo em temperatura ambiente (45,1 no tempo O para 46
U.mg! de proteina no 12° més).

Uma maior atividade de SOD, indica formacdo de EROs com consequente
instalacdo de processos oxidativos, como por exemplo oxidacdo de compostos
fendlicos, durante o armazenamento de graos.

O balanco entre producéo de EROS (atividade de SOD) e a degradacéo das
mesmas é crucial em determinar a carga oxidativa do grao. Junk-Knievel et al. (2007)
estudando feijoes coloridos relataram valores maiores aos encontrados no presente
estudo, esse fato ocorre normalmente em gendtipos com grande suscetibilidade ao

escurecimento e endurecimento.
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62.5 Condigdo

— —@&— Ambiente com védcuo com luz
g ,, —l— Ambiente com vacuo sem luz
T 60.0 L — 4 Ambiente sem vécuo com luz
b L —a . Ambiente sem vacuo sem luz
‘5_ /’ Refrigerado com vacuo com luz
~ 575 S A Refrigerado com vacuo sem luz
c'n S / —wy— Refrigerado sem vécuo com luz
E_ L, < — 8 Refrigerado sem vacuosem luz
S 55.0 'Y 4

— L 4

% - A/

-~

‘g‘ 52.5 - -
R 7 e
© - .

o 50.0 » &
S . L

x ’ - . ,__.1
Ne) 4 _—_ T~

5 475 S el e U

o ’ —F-- 7

2 % - - ¥

Z A S

450 | ===
0 3 6 9 12

Tempo de armazenamento (meses)

Figura 18. Atividade de superdxido dismutase em graos de feijdo armazenados por 12 meses em
diferentes condicdes.

Tabela 12. Valor F para luz, temperatura, vacuo e tempo com a significancia correspondente para
avaliacéo de superoxido dismutase

Condicdo Valor F Pr > F*
Luz 23,9 0.0081
Temperatura 334,7 <.0001
Vacuo 771,2 <.0001
Tempo 173,3 <.0001

*significativo a p<0,05.

O produto da atividade de SOD, peréxido de hidrogénio (H202), e seu acumulo
em excesso pode ser uma das principais consequéncias dos estresses abioticos que
ocorrem durante o armazenamento de graos. EROs sédo toxicas quando produzidas
em altas concentracdes, mas em baixas concentracdes, elas agem com um sinal de
alerta para dar inicio as respostas preventivas contra a maioria dos fatores
estressantes (ARA et al., 2013).

Apesar da atividade de superoxido dismutase ndo ser tdo elevada, ela indica
gue esses graos ja estdo sob efeito de condicbes adversas e consequentemente

passivel de degradacdo conforme aumenta o tempo de armazenamento.



67

4.4.2. Atividade da peroxidase

As enzimas peroxidades e polifeniloxidase sdo amplamente distribuidas na
natureza e desempenham papéis importantes em numerosos processos metabalicos.
Eles sé@o responsaveis pelas véarias reagfes de escurecimento em frutas, gréos e
vegetais, e sdo fundamentais na degradacdo de compostos fendlicos na presenca de
oxigénio (ELIAS et al., 2016).
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Figura 19. Atividade de peroxidase em graos de feijao armazenados por 12 meses em diferentes
condicdes.

Tabela 13. Valor F para luz, temperatura, vacuo e tempo com a significancia correspondente para
avaliacd@o da atividade de peroxidase

Condicdo Valor F Pr>F*
Luz 16,4 0.0154
Temperatura 10367,2 <.0001
Vacuo 34080,2 <.0001
Tempo 5124,7 <.0001

*significativo a p<0,05.

A atividade da enzima peroxidase (Figura 19), demonstra que mesmo apés 12
meses de armazenamento, a atividade manteve-se em niveis minimos nas amostras
refrigeradas, entretanto, constatou-se (p<0,05) que a temperatura ambiente provocou

maior atividade dessa enzima.
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As condi¢les estabelecidas de tempo e temperatura apresentaram influéncia
significativas (p<0,05), sendo que, a presenca de luz também foi um fator que
influenciou na atividade da enzima peroxidase

Em relagdo aos tempos de armazenamento a atividade da enzima peroxidase
aumentou no decorrer da armazenagem nas amostras sem vacuo. Similarmente tanto
Rios et al. (2003) como Moura et al. (2005), apds armazenamento de graos de feijao
das cultivares ESAL 550 (grdos amarelos), Cl 12 (grédos bege com estrias), Carioca,
CMGe H4, verificaram um aumento significativo na atividade da peroxidase no
decorrer do armazenamento por 8 meses.

Pereira et al. (2014) detectou em graos de café maior atividade enzimatica da
peroxidase e menor qualidade fisiologica desses graos, revelando uma maior
requisicdo da enzima frente ao evento deteriorativo. Bailly (2013), tragando o perfil
eletroforético dessa enzima demonstrou que ela pode ser um indicador bioquimico da
desnaturacdo dos graos de café causada pela exposicdo prolongada a elevadas
temperaturas. A medida que o estresse é mais intenso, a peroxidase mostra maior
atividade, o que segundo Bailly (2013) evidencia sua tentativa de reparar os danos
promovidos pelas EROS.

4.4.3. Atividade da polifenoloxidase

Um dos principais problemas que influenciam na qualidade de alimentos pouco
processados (grdos) que ocorrem durante o armazenamento € 0 escurecimento
enzimatico. Polifenoloxidase (PFO) é a principal causa de escurecimento enzimatico
em plantas superiores. A reacao é consequéncia da oxidacao de compostos fendélicos
pela PFO, que desencadeia a geracdo de pigmentos escuros (REDONDO et al.,
2016). Isto é particularmente relevante para as leguminosas, que sdo ricas em
polifendis e altamente suscetiveis ao escurecimento enzimético, causando uma
diminuicdo no teor de polifendis e consequente reducdo da qualidade nutracéutica
(CHEN et al., 2017).

Através da apresentacédo dos dados da atividade da enzima polifenoloxidase
na Figura 20 podemos inferir que, por se tratar de uma enzima influenciada pela
presenca de oxigénio, as amostras que realizaram trocas gasosas com o meio foram

as mais suscetiveis ao aumento dessa atividade.
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Figura 20. Atividade de polifenoloxidase em gréos de feijao armazenados por 12 meses em diferentes
condicdes.

Tabela 14. Valor F para luz, temperatura, vacuo e tempo com a significancia correspondente para
avaliacdo da atividade de polifenoloxidase

Condicdo Valor F Pr > F*
Luz 0,1 0,0040
Temperatura 416,7 <,0001
Vacuo 1851 <,0001
Tempo 323,8 <,0001

*significativo a p<0,05.

No inicio do armazenamento, o feijdo Branco Chileno apresentou 50,8 U.g™* de
atividade da enzima polifenoloxidase, apos 12 meses as amostras resfriadas
embaladas a vacuo ndo apresentaram diferenca significativa (p<0,05). No entanto, as
amostras que foram mantidas sem vacuo apresentaram um acréscimo na atividade
enzimatica (50,8 para 89,9 U.g?). Tal resultado também foi obtido por Moura et al.
(2005) em que observaram uma atividade da polifenoloxidase durante o
armazenamento em condigdes ambientais por 8 meses. Segundo Anterola e Lewis
(2012), maiores atividades de peroxidase resultam em refor¢co da parede celular, que
pode ser devida a deposicao de lignina.

A atividade da enzima polifenoloxidase aumentou no decorrer do

armazenamento para todas as condi¢des utilizadas sem vacuo, mas as amostras
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refrigeradas tiveram a atividade enzimatica menos pronunciada apdés 12 meses
(64,1U.g1).

Da mesma forma, Rani et al. (2013) encontraram atividade dessa enzima na
cultivar ‘pinto beans’ durante o periodo de armazenamento por 360 dias. O defeito
“hard-to-cook” tem sido atribuido a mudangas fisicas e quimicas que ocorrem entre as
células durante a estocagem, resultando em um aumento na estabilidade da lamela
média frente ao cozimento. Tem-se sugerido a contribuicdo de reacdes enzimaticas
ao endurecimento, as quais incluem a oxidacdo de polifendis por peroxidases ou
polifenoloxidases, a remocédo de grupos metil das pectinas pelas pectinesterases,
hidrélise de proteinas por proteases, e em menor proporcéo, oxidacdo de lipidios por
lipoxigenases (YOUSIF, 2013).

Segundo Varriano-Marston e Jackson (2001) estas enzimas também interferem
no endurecimento do grao. Estes verificaram que feijoes envelhecidos apresentavam
varias alteracfes estruturais e perda da integridade da membrana celular, afirmando
também que estas alteracdes poderiam estar associadas com alteracdes bioquimicas
provocadas pela ativagdo de diversas enzimas, entre elas a polifenoloxidase e a

peroxidase.

4 5. Antinutricionais

4.5.1. Taninos totais

Os taninos possuem a capacidade de complexar e precipitar proteinas de
solucBes aquosas (SINGH et al., 2017). Taninos sdo compostos fendlicos solliveis em
agua, com habilidade para precipitarem proteina, com alto peso molecular, que
contém suficientes grupos hidroxila fendlica, para permitir a formag¢do de ligacdes
cruzadas estaveis com proteinas.

Os resultados apresentados na Figura 21 mostram o contetdo de taninos totais

nas amostras de feijao branco armazenados por 12 meses em diferentes condicoes.
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Figura 21. Taninos totais em gréos de feijdo armazenados por 12 meses em diferentes condi¢coes.

Tabela 15. Valor F para luz, temperatura, vacuo e tempo com a significancia correspondente para
avaliacéo de taninos totais

Condicdo Valor F Pr > F*
Luz 1,3 0,3098
Temperatura 22,3 0,0091
Vacuo 8,6 0,0422
Tempo 91,9 0,0003

*significativo a p<0,05.

Os conteudos de metabolitos secundarios avaliados neste experimento
apresentaram variagbes durante o0 armazenamento, seguindo um mesmo
comportamento e apresentando reducdes semelhantes entre si, sendo afetados pela
temperatura, atmosfera controlada e tempo de armazenamento.

Os teores de taninos totais apresentaram valores iniciais de 41,3 mg EAG.g*
que estdo de acordo com a literatura, Campos-Veja et al. (2010) relataram valores
semelhantes de taninos totais (34 a 58 mg EAG. g1). Os resultados apresentados na
Figura 20 indicam que os niveis de taninos dos gréos permaneceram estaveis até o
3° més de armazenamento. Reducgdes significativas (p<0,05) ocorreram somente apos
180 dias, com uma variacdo de 13% no final do armazenamento nas amostras em

temperatura ambiente sem vacuo.



72

Aos 6 meses de armazenamento percebe-se que ha um aumento no teor de
taninos totais (47 mg EAG.g!) quando nédo ha uso de vacuo, no entanto, nos feijoes
refrigerados a degradacé&o dos compostos foi menos pronunciada (p<0,05). Estudos
de Ferreira et al. (2004) sobre o feijao-guandu mostrou comportamento semelhante,
com um ligeiro aumento no teor de tanino apds 30 dias de armazenamento, e uma
reducdo significativa apds 60 e 90 dias. Tal comportamento é explicado pela presenca
de taninos de alto peso molecular com grupos hidroxila capazes de formar ligacdes
estaveis com as proteinas (NASAR-ABBAS et al., 2008). Além disso, 0s taninos
podem migrar do revestimento da semente para os cotilédones, formando ligacdes
cruzadas com macromoléculas celulares dentro das paredes celulares ou na lamela
média durante o armazenamento. Taninos podem até sofrer oxidacdo por enzimas,
como peroxidase e polifenoloxidase (DIAZ et al., 2010).

Segundo Nasar-Abbas et al. (2008) durante o armazenamento de graos, 0s
compostos fendlicos sdo degradados e sintetizados a partir de moléculas de peso
molecular menor, porém em temperaturas elevadas de armazenamento estes
compostos séo facilmente oxidados e podem ligar-se a proteinas formando complexos
insollveis.

Os graos armazenados em embalagens a vacuo apresentaram a menor queda
nos valores de taninos, indicando que o processo de oxidacdo foi mais lento, ao
contrario daguelas amostras submetidas as oscilacdes de temperatura e a auséncia
de vacuo. Essas alteracdes que acontecem nos taninos contribuem para alteracfes
fisicas nos graos. As altas temperaturas, as condi¢cdes de umidade relativa alta e o
tempo prolongado de armazenamento provocam o defeito conhecido como “hard-to-

cook”.

4.5.2. Digestibilidade proteica

A digestibilidade é um parametro nutricional utilizado para avaliar o
aproveitamento de uma fonte proteica e, no caso de feijdes € influenciada por
inibidores de enzimas digestivas, hemaglutininas e outros antinutricionais, presentes
em quantidades variadas entre as cultivares, o que gera valores diferentes de
digestibilidade entre as espécies de feijao e, dentro de uma mesma espécie,
diferencas de uma cultivar para outra (NTATSI et al., 2018).

Os valores da digestibilidade proteica in vitro sdo apresentados na Figura 22.
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Figura 22. Digestibilidade proteica (%) em graos de feijdo armazenados por 12 meses em diferentes
condicdes.

Tabela 16. Valor F para luz, temperatura, vacuo e tempo com a significancia correspondente para
avaliacdo de digestibilidade proteica

Condicdo Valor F Pr > F*
Luz 29,8 0,0054
Temperatura 51,6 0,0020
Vacuo 975,6 <,0001
Tempo 417,5 <,0001

*significativo a p<0,05.

Conforme podemos observar, houveram reducbes constantes na
digestibilidade de proteinas ao longo do armazenamento, sendo mais acentuadas
naquelas amostras sem a presenc¢a de vacuo, com decréscimos em torno de 10% nas
amostras armazenadas a temperatura ambiente. Quanto a presenca de luz, esta
somente influenciou a partir dos 6 meses, nas amostras sem vacuo (p<0,05). Os
feijdes refrigerados apresentaram valores iniciais de 82,3% e ap6s 12 meses houve
uma reducdao significativa para 81,1%. As amostras mantidas a vacuo em temperatura
ambiente e refrigeradas nao diferiram significativamente (p<0,05) ap6s um ano de
armazenagem, 0 que comprovou que o uso da embalagem selada a vacuo foi eficiente

manter os teores de digestibilidade proteica elevados.
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Rios et al. (2013) estudaram o efeito do armazenamento sobre algumas
propriedades fisicas, quimicas e nutricionais do feijdo, o armazenamento leva a menor
digestibilidade e absorcdo de agua. Por outro lado, Akillioglu e Karakaya (2009)
afirmam que o cozimento aumenta a digestibilidade dos gré&os, tanto in vivo como in
vitro. Segundo Akillioglu e Karakaya (2009) a digestibilidade parece ser um importante
fator para potencializar a atividade antioxidante do feijdo, ja& que ela influencia na
liberacéo de polifendis apods a digestao de proteinas e amido.

Linsberger-Martin (2013) reportaram valores de 85,8% feijao comum submetido
a coccgdo. Os valores de digestibilidade proteica in vitro foram préximos aos obtidos
por Diaz-Batalla (2006), mas diferentes de Delfino e Canniatti-Brazaca (2010) que ao
estudarem feijdes da cultivar Pérola encontraram valores que variaram de 92,27 a
97,86%, valores estes superiores ao presente estudo, essas diferencas se devem
principalmente as caracteristicas agrondmicas de cada cultivar e possivelmente pela
guantidade de polifendis presentes em cada variedade. Os resultados obtidos em
estudo de Oliveira (2011) mostraram que os métodos de processamento de feijao
influenciam no teor de fatores antinutricionais e na sua digestéo.

A reduzida digestibilidade das proteinas dos feijées e de outras leguminosas
esta relacionada a acdo de fatores ligados a casca (taninos), aos cotilédones
(proteinas, taninos, fitatos) e ao armazenamento, podendo-se dizer que o problema
esta centrado nas moléculas proteicas, como elas interagem entre si e com outros
componentes, e como essas interagbes ocorrem no armazenamento € no

processamento industrial (NTATSI et al., 2018).

4.5.3. Teor de acido fitico

Entre os fatores antinutricionais mais citados para o feijao, esta o contetdo de
acido fitico. Sua acao esta baseada na capacidade de formar complexos insoluveis
com minerais, proteinas e amidos biologicamente indisponiveis. Entretanto, o acido
fitico, quando em baixas concentracdes, apresenta também efeitos positivos sobre a
saude como acdo protetora frente ao cancer e prevencdo de enfermidades
cardiovasculares (MARTINES-DOMINGUES et al., 2011).

Devido seu efeito significativo nos grédos de feijdo, suas concentragcdes foram
avaliadas quanto ao efeito que 0 armazenamento exerce sobre esse composto. O teor

de acido fitico esta representado na Figura 23.
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Figura 23. Acido fitico em gréos de feijio armazenados por 12 meses em diferentes condicdes.

Tabela 17. Valor F para luz, temperatura, vacuo e tempo com a significancia correspondente para
avaliacdo de acido fitico

Condicéo Valor F Pr > F*
Luz 21,4 0,0098
Temperatura 294 <,0001
Vacuo 1644,5 <,0001
Tempo 435 <,0001

*significativo a p<0,05.

No inicio do armazenamento, os valores iniciais de &cido fitico foram de 17,3
(mg de &cido fitico.g) havendo uma reducéo significativa somente apés 6 meses de
armazenamento nas amostras embaladas sem a presenca de vacuo, apresentando
valores em média de 16,6 a 15,8 mg de &cido fitico.g?, nas amostras embaladas a
vacuo os teores variaram significativamente (p<0,05) devido a influéncia da
temperatura.

Observou-se maiores reducdes no teor de acido fitico nas amostras
armazenadas em temperatura ambiente sem vacuo (15,0 mg de &cido fitico.g™) apés

12 meses.
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Lasztity (2010) reportou valores de acido fitico em diversos gréos, inclusive
feijdo, de 9,0 a 55,3 (mg de acido fitico.g') e Wang et al. (2011) descreveu dez
variedades de feijdo verificando valores de 9,9 a 14,1 (mg de &cido fitico.g™?).

O tempo de armazenamento teve influéncia nos teores, Hong e Chang (2003),
trabalhando com o0 armazenamento de gréos de soja, com alta umidade relativa do ar
e 30°C de temperatura, encontraram inicialmente 13,32 (mg de &cido fitico.g*) com
reducédo para 8,72 (mg de acido fitico.g?) aos 9 meses.

Os fitatos se decomp8em durante o armazenamento de feijdo comum, e € um
parametro importante no desenvolvimento do fendmeno “hard-to-cook”. Tal fato
correlaciona a queda dos teores de fitatos nas amostras mantidas em temperatura
ambiente sem vacuo com 0 seu maior tempo de coccéao.

A diminuicdo nos teores de &cido fitico durante o tempo de armazenamento,
pode ser explicada pela hidrélise enzimética da fitase endégena, que € acelerada por
altas temperaturas e umidade relativa do ar (acima de 25°C e 65%), produzindo

moléculas de trifosfato durante o processo de degradacéo dos gréaos (REDDY, 1989).

4.5.4. Inibicdo de tripsina

Os inibidores de proteases sé@o, na sua maioria, proteinas de ampla distribuicdo
no reino vegetal, capazes de inibir as atividades das enzimas tripsina, quimotripsina e
carboxipeptidases. Entre os inibidores de proteases, os da tripsina sdo 0s mais
amplamente estudados (COSCUETA et al., 2017).

De acordo com a Figura 24, aos 3 meses de armazenamento as amostras néao
diferiram significativamente (p<0,05), no entanto, os teores de inibicdo n&o foram
mantidos apds 6 meses. As amostras que apresentaram maiores reducfes foram
aquelas armazenadas sem vacuo, variando de 0,17 a 0,15 mg.g* ap6s 12 meses. O
refrigeramento com véacuo (0,21 mg.g?') dos feijbes ndo apresentou diferenca
significativa quando comparado (p<0,05) com as amostras mantidas a temperatura
ambiente também embaladas a vacuo apés 12 meses (0,19 mg.g?).

Os resultados apresentados demonstram que o feijao Branco Chileno tem uma
atividade inibitéria bem abaixo do reportado por outros autores, sendo esta uma
caracteristica desejavel, Wang et al. (2010) e Avila et al. (2017) indicaram para o feijao
Windsor White (branco) valores de 0,83 a 4,2 mg.g*, cranberry (branco com estrias
vermelhas) valores entre 0,81 e 0,94 mg.g* e para o feijdo red kidney (vermelho)

valores de 1,22 a 1,02 mg.g™.
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A diminuicdo nos valores das amostras submetidas a variagdes de temperatura
e umidade possivelmente seja explicado pela natureza quimica dessa enzima, as
guais modificam sua estrutura espacial, deixando de atuar quando submetida ao
aumento de temperatura. Nesse caso, a temperatura de cozimento, a temperatura de
armazenamento, associado ao tempo de armazenamento e as variagoes de umidade
relativa do ar (nas amostras sem vacuo) podem ter contribuido para essa reducéo, ja
gue essa enzima também é melhor inativada na presenca de calor umido
(LINSBERGER-MARTIN et al., 2013).
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Figura 24. Inibicdo de tripsina (mg.g™?) em gréos de feijio armazenados por 12 meses em diferentes
condicdes.

Tabela 18. Valor F para luz, temperatura, vacuo e tempo com a significancia correspondente para
avaliacé@o da inibicdo de tripsina

Condicao Valor F Pr> F*
Luz 24,98 0,0875
Temperatura 29,8 <,0001
Vacuo 644,5 <,0001
Tempo 35,8 <,0001

*significativo a p<0,05.
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4.5.5. Oligossacarideos
Além dos carboidratos componentes da fibra e dos carboidratos digeriveis

(amido e sacarose), encontram-se no feijao oligossacarideos (rafinose, estaquiose,
verbascose), 0s quais sdo 0s principais responsaveis pela producdo de gases e
desconforto intestinal.

Na maioria dos graos, os oligossacarideos da familia rafinose sdo o segundo
tipo de carboidrato solivel mais abundante e contribuem com 1 a 12% da matéria
seca. Eles sdo sintetizados e depositados nos 6rgdos de armazenamento, como as
sementes e os tubérculos, durante o processo de maturacdo e sdo mobilizados
durante os primeiros estagios da germinacao (NTATSI et al., 2018).

O teor de oligossacarideos (rafinose e estaquiose) variou ao longo do

armazenamento. Os teores de rafinose e estaquiose sao apresentados nas Figuras

25 e 26.
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Figura 25. Rafinose (mg.g™) em gréos de feijio armazenados por 12 meses em diferentes condices.

Tabela 19. Valor F para luz, temperatura, vacuo e tempo com a significAncia correspondente para
avaliacdo da rafinose

Condicdo Valor F Pr > F*
Luz 14,1 0,0125
Temperatura 126,5 0,0004
Vacuo 49.7 0,0011
Tempo 384 <,0001

*significativo a p<0,05.
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Pode-se observar que ndo houve influéncia da presenca de luz no conteudo de
rafinose nas amostras armazenadas, no entanto, a temperatura e o tempo tiveram
acao nesse parametro.

Os feijdes no inicio do armazenamento apresentaram 0,02 mg.g* de rafinose
e apls um ano tiveram um incremento desse teor, nos feijdes armazenados por um
ano, a 8°C selados a vacuo os valores encontrados foram de 0,08 mg.g* de rafinose
e os feijdes ndo embalados a vacuo foi de 0,015 mg.g*. Diferencas significativas
(p<0,05) foram encontradas quando comparamos os feijdes mantidos em temperatura
ambiente sem vacuo, em que houve um aumento progressivo de rafinose a partir do
terceiro més, obtendo um valor maximo aos 12 meses de 0,18 mg.g™.

Quanto ao teor de estaquiose, 0 comportamento semelhante foi constatado na

Figura 26.
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Figura 26. Estaquiose (mg.gt) em gréos de feijdo armazenados por 12 meses em diferentes
condic¢oes.

Tabela 20. Valor F para luz, temperatura, vacuo e tempo com a significancia correspondente para
avaliac8o da estaquiose

Condicdo Valor F Pr>F*
Luz 28,1 0,0326
Temperatura 27,5 0,0114
Vacuo 79,7 0,0010
Tempo 483 <,0001

*significativo a p<0,05.
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Normalmente o teor de estaquiose € maior que o da rafinose em sementes
(NTATSI et al., 2018). Avila et al. (2017) em estudos com feijdes do tipo cranberry e
red kidney relataram valores de rafinose de 0,05 mg.g* e de estaquiose 0,21 mg.g™.

O aumento no teor de estaquiose foi detectado a partir dos 3 meses de
armazenamento em todas as amostras, apresentando valores maximos de 0,39 mg.g
Lapés 12 meses nos feijdes mantidos a temperatura ambiente ndo embalados a
Vacuo.

Os oligossacarideos do grupo Rafinose séo sintetizados durante a formacao
das sementes e hidrolisados durante o processo de germinagdo. A reagao inicial é
catalisada pela galactinol sintase (GS), em folhas e sementes, a atividade de GS
correlaciona-se positivamente com os niveis de oligossacarideos da série da rafinose.

A GS ¢ induzida e tem sua atividade aumentada quando as plantas sdo
submetidas a baixas temperaturas ou quando as sementes maduras iniciam o
processo de perda de agua, no final do desenvolvimento. Com a perda de agua, que
ocorre nas sementes durante a maturagdo, ha concomitante aumento na
concentragéo de oligossacarideos (ZHAO et al., 2017). Além disso, o contetudo de
acucares soluveis também sofrem influéncia do aumento da temperatura, havendo um
acréscimo no conteudo de rafinose e estaquiose e diminuicdo no conteudo de glicose.
Sabe-se que a combinacdo de acucares pode propiciar uma melhor protecdo as
células do que no agucar isoladamente. A sacarose, quando concentrada, nao €&
estavel e tende a cristalizar, a presenca da rafinose previne essa cristalizacdo e
fornece melhor protecéo as células que a sacarose sozinha (JOSE, PINHO & DIAS,
2006).

Ao final do armazenamento, houve aumento do teor de oligossacarideos em
todos os tratamentos, entretanto, os grdos embalados a vacuo obtiveram menor
aumento, o que pode ser explicado pela menor disponibilidade de oxigénio, no interior

da embalagem selada a vacuo, retardando a a¢éo de enzimas GS.

4.5.6. Lignina

A lignificacdo € um processo bioquimico que abrange desde a formacéo dos
monolignois até a polimerizacdo da lignina na parede celular. Além do apoio ao
sistema estrutural da parede celular, defesa fisica e quimica, a lignina participa no

processo de transporte de agua no floema vascular e nas células do xilema, além
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desses processos, o acumulo de lignina durante o armazenamento afeta o sabor e a
textura dos graos (NASAR-ABBAS, 2008).

Conforme a Figura 27, podemos observar que o teor de lignina aumentou com
o tempo de armazenamento. Todos os feijdes apresentaram acréscimo significativo
(p<0,05) no teor apos 3 meses. Os resultados indicam que as amostras refrigeradas
armazenadas a vacuo variaram de 0,13 ¢g.100g™* no periodo inicial a 0,23 ¢.100g*
apos 12 meses e os feijoes que ndo foram embalados a vacuo apresentaram teores
de 0,42 g.100g* apdés um ano.

Com relacéo ao efeito do tempo combinado com a temperatura e luz sobre os
teores de lignina, verificou-se que estes agiram progressivamente, conforme
observou-se nas amostras mantidas a temperatura ambiente sem vacuo com
presenca de luz (0,63 g.100g* apdés 12 meses), e com vacuo (0,26 g.100g?). Os
resultados sdo compativeis com a literatura, Mambrin et al. (2015) verificaram teores
de lignina com variacdes de 0,56 a 1,70 g.100g* em feijdes.

Esse aumento no teor de lignina € considerado problematico para feijdes
armazenados, pois desencadeia o defeito “hard-to-cook” e como citado por

Chigwedere et al. (2018) é um fendbmeno que se desenvolve durante o

armazenamento sob condi¢des descontroladas de temperatura e umidade relativa.
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Figura 27. Lignina (g.100g™!) em gréos de feijdo armazenados por 12 meses em diferentes condigdes.
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Tabela 21. Valor F para luz, temperatura, vacuo e tempo com a significancia correspondente para
avaliacdo da lignina

Condicdo Valor F Pr>F*
Luz 87,3 0,0007
Temperatura 183,3 0,0002
Vacuo 1498,5 <,0001
Tempo 1143,9 <,0001

*significativo a p<0,05.

Na Figura 28 estdo apresentadas as imagens de microscopia Optica do
cotilédone dos graos de feijdo branco. A imagem (A) é de um grdo em seu tempo
inicial de armazenamento, a imagem (B) gréos refrigerados em embalagem a vacuo

e (C) feijdes mantidos em temperatura ambiente sem vacuo por 12 meses.
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Figura 28. Imagem de microscopia 6tica de gréos de feijao branco armazenados por 12 meses.
(A)Tempo inicial de armazenamento (B) armazenamento a 8°C com vacuo (C) armazenamento a 25°C
sem vacuo.

Conforme indicam as setas na Figura 27, no inicio do armazenamento nao ha
evidéncias tdo explicitas de deposicdo de lignina como nas demais amostras. A
temperatura afetou inclusive as amostras refrigeradas, em que se percebe a
lignificacdo da lamela média e com maiores depdsitos nas amostras mantidas a
temperatura ambiente durante 12 meses. Essa evidéncia confirma o endurecimento
dos gréos indicado pelo maior tempo de coccdo e menor coeficiente de hidratagao
das amostras.

A lignificacdo comeca na lamela média composta, que compreende a lamela
média e a parede celular primaria e ocorre progressivamente em todas as camadas
da parede celular e de células vizinhas. Algumas proteinas sdo capazes de orientar
a deposicao de lignina (proteinas dirigentes) como as proteinas oxidases (peroxidases
e fenilalanina aménia liase). As mesmas podem desempenhar papéis diferenciados,
atuando desde a resisténcia local, ou seja, no sitio de infeccao, reforcando as barreiras
fisicas da planta por meio da lignificacéo, tanto na resisténcia em locais distantes do
sitio de infeccdo (EUDES et al., 2014).

Além da atividade na ativagdo de barreiras fisicas, estas enzimas também
podem atuar de forma direta sobre os patégenos, por meio da participacdo na sintese
de compostos fendlicos. O modelo proposto de lignificacdo com a participacdo de
proteinas dirigentes é recente e, sugere que neste processo a formacado de pontes
individuais entre os radicais de monolignois, produzindo dimeros, ocorra sob uma
rigida regulacao de proteinas especificas (HATFIELD & VERMERRIS, 2001).
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Durante a sintese de lignina, muitos catalisadores inorganicos, e até mesmo a
luz, podem iniciar a polimerizacdo de monoligndis, e as enzimas peroxidases e/ou
suas isoformas atuam na parede celular para desencadear este processo (ZHAO et
al., 2013). O processo de endurecimento do grao de feijao tem sido relacionado a
diferentes mecanismos, mas principalmente a atuacdo enzimética. Possivelmente,
durante o envelhecimento, o calor e umidade elevada causariam a ativacdo de
determinadas enzimas presentes nos cotilédones, desencadeando inUmeras reacoes
como a lignificagdo (VOXEUR, WANG & SIBOUT, 2015).

4.6. Analise Sensorial
A metodologia mais comumente usada para a caracterizagdo sensorial dos

alimentos é Andlise Descritiva (DA), a qual é baseada na Analise Descritiva
Quantitativa e no método do Espectro. O método DA é adequado para perfis
sensoriais porque fornece resultados detalhados, consistentes e confidveis
(LAWLESS & HEYMANN, 2010).

A andlise sensorial foi realizada no feijdo branco no tempo inicial de
armazenamento (FO0), nos feijdes mantidos a temperatura ambiente sem vacuo com
presenca de luz (F12ASV) e nos feijdes refrigerados com vacuo sem a presenca de
luz (F12RV). A escolha desses tratamentos foi devido as maiores variagdes
encontradas nas analises fisico-quimicas.

O Perfil Descritivo das amostras foi realizado com os seguintes atributos: cor
branca do grdo cozido, cor branca do grdo cru, maciez, ruptura do tegumento,
granulosidade, casca residual, sabor adocicado, sabor amargo, textura firme,
ancorados na escala nao estruturada pelos termos “ausente” e “presente”, impressao
global, ancorada com os termos “ruim” e “6tima” e viscosidade do caldo ancorada com
os termos “pouca” e “muita”.

Para avaliar a relacdo do tempo de armazenamento com as caracteristicas
sensoriais das amostras foi aplicada a Analise dos Componentes Principais, a qual o
gréafico é demonstrado na figura 29. E possivel verificar que a anélise foi capaz de
explicar 100% da variacdo dos dados experimentais, sendo F1 responsavel por
95,47% e F2 por 4,53%.

Através da analise do grafico, reforca-se a associacdo dos maiores valores de

maciez, ruptura, sabor adocicado e casca residual para os feijdes recém
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armazenados, estando estes parametros e a amostra posicionados no quadrante
inferior esquerdo. Esta amostra possui diferenca significativa nesses atributos em
relacdo a amostra armazenada em temperatura ambiente por 12 meses, localizada
na extremidade oposta do componente principal 1. O feijao refrigerado por 12 meses,
localizado no componente principal 2 foi caracterizado por apresentar coloragao
branca nos graos crus e cozidos. Evidencia-se, portanto, que mesmo ap0s 12 meses,
a amostra manteve suas caracteristicas em relacédo a cor. A viscosidade do caldo
também foi mantida e os avaliadores tiveram uma 6tima impresséao global dos feijées

armazenados a 8°C a vacuo por um ano.

Biplot (eixos F1 e F2: 100,00 %)

Cor branca cozido Amargo

Impresséo global
Grao branco cru

Viscosidade cal
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™ Textura firme
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NJ .
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Figura 29. Analise de componentes principais sobre a matriz de correlacéo dos atributos avaliados
nos feijées armazenados por 12 meses em diferentes condi¢des.

FO (tempo inicial de armazenamento); F12ASV (temperatura ambiente sem vacuo com presenca de
luz); F12RV (refrigerados com vacuo sem a presenca de luz).
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Tabela 22. Matrix de correlacdo de Pearson para os atributos sensoriais dos graos de feijao

Variaveis CBC MZ RT GN CR VC AD AM GBC TF IG

CBC 1 0,926 0,916 -0,966 0,808 0,984 0,852 -0,788 0,993 -0,950 0,998
Mz 0,926 1 1,000 -0,992 0,970 0,978 0,987 -0,962 0,965 -0,998 0,947
RT 0,916 1,000 1 -0,989 0,976 0,973 0,991 -0,969 0,958 -0,996 0,939
GN -0,966 -0,992 -0,989 1 -0,933 -0,996 -0,959 0,921 -0,990 0,998 -0,980
CR 0,808 0,970 0,976 -0,933 1 0,900 0,997 -0,999 0,873 -0,952 0,842
VvC 0,984 0,978 0,973 -0,996 0,900 1 0,932 -0,885 0,998 -0,990 0,993
AD 0,852 0,987 0,991 -0,959 0,997 0,932 1 -0,994 0,909 -0,973 0,882
AM -0,788 -0,962 -0,969 0,921 -0,999 -0,885 -0,994 1 -0,857 0,941 -0,824
GBC 0,993 0,965 0,958 -0,990 0,873 0,998 0,909 -0,857 1 -0,981 0,998
TF -0,950 -0,998 -0,996 0,998 -0,952 -0,990 -0,973 0,941 -0,981 1 -0,967
IG 0,998 0,947 0,939 -0,980 0,842 0,993 0,882 -0,824 0,998 -0,967 1

CBC (cor branca grdo cozido); MZ (maciez); RT (ruptura do tegumento); GN (granulosidade); CR (casca residual); VC
(viscosidade do caldo); AD (sabor adocicado); AM (sabor amargo); GBC (cor branca do grao cru); TF (textura firme); IG

(impresséo global). Significancia a p<0,01.

Conforme a Tabela 22 indica, a cor dos graos € fortemente correlacionada
positivamente com a maciez, com a ruptura de tegumento e viscosidade do caldo. Isso
se deve ao fato de que grdos de feijdo quando recém-colhidos sdo macios apés o
cozimento, desmanchando-se facilmente e contribuindo para uma maior concentracéo
de sdlidos totais no caldo. Essas caracteristicas favorecem uma impressédo global
maior do consumidor que prefere grdos com coloragcdo clara, pois remete a graos
novos. A cor é talvez o atributo sensorial mais importante de um alimento, porque se
for considerado inaceitavel, a comida ndo sera comprada e/ou consumida e,
consequentemente, todos 0s outros 0s atributos sensoriais perdem a significancia.

O atributo ‘textura firme’ apresentou correlagédo negativa com a cor dos graos
(-0,95), maciez (-0,99), impressdo global (-0,96) e sabor adocicado (-0,97) e
correlacdo positiva com a granulosidade (+0,93), demonstrando que gréos firmes
apos o cozimento sdo normalmente gréos afetados por condi¢des inadequadas de
armazenamento e consequentemente perdem sua maciez, denotando alteracdes na
cor e no sabor.

Relacbes semelhantes foram encontradas em estudos de Rockenbach et al.
(2018), em que avaliando feijdes pretos foram encontradas correlagcdes positivas entre
os atributos cor e viscosidade do caldo e negativa com o atributo dureza.

A textura € uma avaliacdo de qualidade amplamente utilizada para determinar
0 consumo de grdos. A dureza ou firmeza dos grédos apdés a coccdo € uma
caracteristica que comp®e a textura do gréo e € de grande importancia na aceitacao
e atitude de compra pelo consumidor (WANI et al., 2017).



87

Através de modelos de andlise de variancia foi possivel realizar uma
caracterizacdo mais detalhada das amostras, levando em consideracdo os efeitos
isolados e interativos entre julgadores, amostras e sessdes de avaliacdo. A tabela e
os gréaficos (Figuras 30, 31 e 32) a seguir mostram a média ajustada para cada
combinacgao de descritor que representa a amostra. Cores azuis correspondem a um

efeito positivo significativo e vermelho a um efeito negativo significativo.
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Figura 30. Descritores de caracterizacéo dos feijdes com tempo inicial de armazenamento.
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Figura 31. Descritores de caracterizacédo dos feijdes armazenados por 12 meses em temperatura
ambiente sem vacuo com presenca de luz.
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Figura 32. Descritores de caracterizacéo dos feijdes armazenados por 12 meses em temperatura
ambiente sem vacuo com presenca de luz.

Tabela 23. Médias ajustadas dos atributos que caracterizam as amostras de feijao branco

GN TF AM CB IG CR AD GB VC MZ RT

F12ASV
F12RV

FO

FO (FO (tempo inicial de armazenamento); F12ASV (temperatura ambiente sem vacuo com presenca de luz);
F12RV (refrigerados com vacuo sem a presenca de luz).

GN (granulosidade); TF (textura firme); AM (sabor amargo); CB (cor branca gréo cozido); IG (impresséo global);
CR (casca residual); AD (sabor adocicado); GB (cor branca do gréo cru); VC (viscosidade do caldo); MZ (maciez);
RT (ruptura do tegumento); significancia a p<0,05.

Conforme demonstrados nas Figuras 30, 31 e 32 e Tabela 23, a cor azul
corresponde a médias significativamente maiores que a média global e a cor vermelha
corresponde a médias significativamente menores que a média global. Os feijées no
inicio do armazenamento e os feijdes refrigerados tiveram igualmente as maiores
médias para o atributo “cor branca dos graos cozidos”, assim como para 0s graos
crus, além de apresentarem maciez, presenca de viscosidade no caldo e 6tima
impressao global.
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Os feijbes armazenados em temperatura ambiente foram melhor
caracterizados através dos atributos granulosidade e textura firme, além de possuirem
as menores medias para os demais atributos, o que comprova que esses feijdes nao

mantiveram suas qualidades sensoriais ap6s um ano.

4.7. Analise Protebmica
O método de extracdo, utilizando fenol tamponado foi eficiente na extracdo de

proteinas, com uma concentracdo média final de 850 pg/uL de proteina total. Nos géis
bidimensionais foi observado um grande numero de pontos individualizados de
proteinas (spots), sem arrastes horizontais ou verticais, 0 que revela a auséncia ou a
baixa quantidade de interferentes como lipideos e carboidratos. A reprodutibilidade
experimental foi alcangada através da triplicata e matches das mesmas.

O gel correspondente ao feijdo no tempo inicial de armazenamento (Figura 33)
foi 0 que mais apresentou spots de proteina, 258 spots em média, seguido do gel
referente ao feijdo armazenado por 12 meses a 8°C com vacuo e auséncia de luz
(Figura 34), com 199 spots, em média. O gel de feijdo armazenado por um ano sem
vacuo a temperatura ambiente com presenca de luz (Figura 35) foi 0 que apresentou
0 menor numero de pontos proteicos, com média de 120 spots.

O menor nimero de pontos proteicos nos feijdes armazenados por 12 meses,
provavelmente, se deve as variagdes de temperatura e umidade em que foram
submetidos esses feijoes, que pode ter sido suficiente para provocar uma
degradacgdo/desnaturacdo de algumas proteinas ou para facilitar a atividade das
proteases, causando, claramente, uma diferenca nos perfis proted6micos observados.

A manutencdo da qualidade do produto durante o armazenamento é
influenciada pela constituicdo genética, por fatores ambientais e pela interacdo dos
gendtipos com o ambiente (SIQUEIRA et al.,, 2013). Por isso, as condi¢cdes de
armazenamento séo essenciais para preservar a qualidade do feijao.

As condicbes de temperatura e de umidade relativa do ar durante o
armazenamento podem alterar a qualidade dos gréos de feijao tanto no cozimento
guanto na qualidade nutricional. Assim, grdos armazenados nessas condi¢des
tornam-se endurecidos e resistentes ao cozimento. Durante a estocagem do feijao

ocorre uma deterioracdo gradual, irreversivel e cumulativa, cuja velocidade depende
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do ambiente, do produto em si e de sua condicdo no inicio do armazenamento
(CHIGWEDERE et al., 2018).

Figura 33. Gel bidimensional de feijdo branco com tempo inicial de armazenamento.

Figura 34. Gel bidimensional de feijao branco armazenado por 12 meses a 8°C com vacuo e sem
presenca de luz.
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Figura 35. Gel bidimensional de feijao branco armazenado por 12 meses a temperatura ambiente
sem vacuo e com presenga de luz.

Ao se buscarem spots diferencialmente expressos entre os tratamentos, 28
spots foram destacados (Figura 36) como diferencialmente expressos (Tabela 5). Na
analise protedmica dos feijdes brancos, a maioria das proteinas foi focalizada entre pl
5-7, aproximadamente. E grande parte das proteinas que apresentaram expressao
diferencial possuem massa molecular entre 14 e 64 kDa.
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Figura 36. Mapa 2-DE de proteinas de feijado branco. Detalhes da identificacdo e propriedades
das proteinas estao listadas na tabela 20.

A — feijdo com tempo inicial de armazenamento; B — feijdo refrigerado (+8°C) a vacuo com 12
meses de armazenamento; C — feijdo em temperatura ambiente (+ 25°C) sem vacuo com 12
meses de armazenamento.
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Tabela 24. Lista de proteinas diferencialmente expressas em feijdo branco armazenados por 12 meses.

Peso
molecular
n° acesso experimental pl Peso molecular
Spots (UniProtKB) Proteina (kDa) experimental Ipl teérico Funcao
1 PHSA PHAVU Alpha-phaseolin (Phaseolus vulgaris) 52 6,38 46,69/5,13 proteina de reserva
2 Q2N1EO_PHAVU Group 3 late embryogenesis abundant protein (Phaseolus vulgaris) 55 6,7 36,5/6,38 embriogénese
3 F8QXP7_PHAVU Legumin (Phaseolus vulgaris) 55 6,79 66,27/5,59 proteina de reserva
4 F8QXP7_PHAVU Legumin (Phaseolus vulgaris) 56 6,89 66,27/5,59 proteina de reserva
5 G7JFK1_MEDTR Heat shock 70 kDa protein (Medicago truncatula) 63 6,23 25,38/6,37 resposta a estresse
6 PHSA_PHAVU Phaseolin, alpha-type (Phaseolus vulgaris) 63 6,42 46,69/5,13 proteina de reserva
7 G7I19H2_MEDTR  Calreticulin (Medicago truncatula) 49 4,25 48,59/4,41 ligag&o com célcio
8 PHSA_PHAVU Alpha-phaseolin (Phaseolus vulgaris) 45 6,22 46,69/5,13 proteina de reserva
9 Q8RVH3_PHAVU Phytohemagglutinin (Phaseolus vulgaris) 30 5,35 27,58/4,84 ligag@o com carboidratos
10 Q8RVH3_PHAVU Phytohemagglutinin (Phaseolus vulgaris) 30 5,53 27,58/4,84 ligacdo com carboidratos
11 Q8RVH3_PHAVU Phytohemagglutinin (Phaseolus vulgaris) 30 5,55 27,58/4,85 ligag&o com carboidratos
12 Q43628 _PHAVU  Phytohemagglutinin (Phaseolus vulgaris) 31 5,94 27,26/5,19 ligagdo com carboidratos
13 Q43628_PHAVU  Phytohemagglutinin (Phaseolus vulgaris) 32 6,17 27,26/5,20 ligag&o com carboidratos
14 Q9S9E1 _PHAVU Alpha-amylase inhibitor beta subunit (Phaseolus vulgaris) 15 5,61 13,55/4,86 inibicdo alfa-amilase
15 Q9MBC9_VIGUN Yieldin (Vigna unguiculata) 29 7,49 36,87/5,87 metabolismo de carboidratos
16 Q43632_PHAVU  Phaseolin (Phaseolus vulgaris) 42 6,92 47,52/5,42 reserva de nutrientes
17 F8QXP7_PHAVU Legumin (Phaseolus vulgaris) 43 7,12 66,21/5,64 proteina de reserva
18 Q43632_PHAVU  Phaseolin (Phaseolus vulgaris) 26 6,02 47,52/5,42 reserva de nutrientes
19 Q43632_PHAVU  Phaseolin (Phaseolus vulgaris) 25 6,19 47,52/5,43 reserva de nutrientes
20 HSP21 SOLPE 17.3 kDa class Il heat shock protein (Solanum peruvianum) 16 7,15 17,31/6,32 resposta a estresse
21 Q9M7M4_PHAVU Mannose lectin FRIL (Phaseolus vulgaris) 15 6,56 27,92/5,50 ligagdo com carboidratos
22 Q9S9E1 PHAVU Alpha-amylase inhibitor beta subunit (Phaseolus vulgaris) 14 5,59 13,55/4,86 inibicdo alfa-amilase
23 Q9M7M4_PHAVU Mannose lectin FRIL (Phaseolus vulgaris) 14 5,01 27,92/5,50 ligagcao com carboidratos
24 PDIA6_MEDSA Probable protein disulfide-isomerase A6 (Medicago sativa) 34 6,52 37,32/5,29 catalisa ligacdes dissulfiticas
25 F8QXP7_PHAVU Legumin (Phaseolus vulgaris) 33 6,63 66,27/5,59 proteina de reserva
26 F8QXP7_PHAVU Legumin (Phaseolus vulgaris) 33 6,81 66,27/5,60 proteina de reserva
27 F8QXP7_PHAVU Legumin (Phaseolus vulgaris) 64 6,99 66,27/5,61 proteina de reserva
28 Q9SMHO PHAVU Alpha-amylase inhibitor like protein (Phaseolus vulgaris) 25 5,34 26,34/4,76 inibicdo alfa-amilase
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Graos de feijdo comum contém aproximadamente 15 - 25% de proteina com
base no seu peso seco. Sathe (2002) relatou que grande parte das proteinas do feijao
sdo composta de globulinas, que sao sollveis em solugdes salinas e representam até
54-79% e albuminas sollUveis em agua que respondem por até 10- 30% das proteinas
totais. As albuminas relatadas sdo tipicamente compostas de varias proteinas
diferentes, incluindo lectinas e enzimas inibidoras.

As globulinas séo as principais proteinas de reserva das fabaceas. Osborne e
Campbell (1898) separaram a globulina da ervilha (Pisum sativum), em 2 fragbes
principais chamadas vicilina e legumina, de acordo com sua solubilidade em diferentes
concentracbes de sal e por diferentes propriedades de coagulacdo no calor. As
leguminas séo proteinas que apresentam uma molécula maior e mais resistente ao
calor, além de apresentarem maiores concentracdes de aminoacidos sulfurados que
as vicilinas. Derbyshire et al. (1976) relataram que a legumina representa uma
importante proteina de armazenamento em soja, favas e sementes de ervilha.

A legumina foi encontrada em 6 dos 28 spots analisados (#3, 4,17,25,26 e 27)
com pesos moleculares entre 33 a 64 kDa e ponto isoelétrico entre 6,63 e 7,12. RoSSI
et al. (2017) comparando 4 cultivares de feijdo comum relatou a ocorréncia de dois
spots identificados como legumina com pesos moleculares de 38 e 81 kDa. A
heterogeneidade molecular da legumina & bem documentada e é devido a flexibilidade
da regido dessa proteina do tipo 11S suscetiveis a protedlise (BALSAMO et al., 2015).

A faseolina compreende de 50 a 60% da proteina total da semente de feijao
guando madura e até 75% da globulina total. A faseolina € uma glicoproteina,
contendo maltose, glucosamina e acgUcares neutros, podendo ter de 3 a 6 % de
acucares. As faseolinas sdo uma familia de proteinas cuja composicdo polipeptidica
apresenta heterogeneidade de carga e/ou tamanho molecular. Essa diversidade
molecular da faseolina tem sido usada como indicador da evolugdo do feijoeiro
domesticado na América Central e nos Andes (LOPEZ-PEDROUS et al., 2014).

Verificou-se varios spots identificados como faseolina nos géis 2D-PAGE das
proteinas do feijao branco (Figura 35). Os resultados mostraram que dos 28 pontos
identificados, 6 spots sdo de faseolina (#1,6,8,16,18 e 19) com pesos moleculares
entre 25 e 63 kDa. Recentemente De La Fuente et al. (2011) usaram a analise 2D-
PAGE e compararam proteinas de feijao comum extraidas por diferentes métodos,

eles identificaram 15 spots de faseolina de peso molecular e pontos isoelétricos
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diversos, igualmente como o presente estudo. As diferengcas em MW e pl encontradas
refletem sequéncias de genes diferentes codificando para duas sub-familias
polipeptidicas diferentes, como alfa-faseolina e beta-faseolina, derivadas do mesmo
ancestral como sugerido por De La Fuente et al. (2012).

Muitas sementes contém proteinas de defesa, incluindo lectinas e inibidores de
amilase (a-Al), que foram as primeiras proteinas identificadas no feijoeiro P. vulgaris.
Sado distribuidas tanto na fracdo de albuminas quanto na de globulinas e sao
relativamente termolaveis. Lectinas sao glicoproteinas que se ligam a carboidratos, e
também séo referidas como fito-hemaglutininas (PHA) devido a propriedade de
aglutinarem células, principalmente os eritrocitos, o que confere a elas uma natureza
toxica e antinutricional, contribuindo para a baixa digestibilidade da faseolina (CHAMP,
2002).

No entanto, h4 também fungbBes benéficas atribuidas a essas proteinas,
podendo-se citar: transporte e armazenamento de acucares, controle do crescimento
da planta, protecdo da semente contra herbivoros e fungos, mediadores de simbiose
entre 0s micro-organismos fixadores de nitrogénio, proteina de reserva (PRATT et al.,
1993). Além desses, ha estudos revelando beneficios das lectinas na saude, incluindo
antitumoral, antifangico, antiviral, anticancerigeno e evitando rejeicdo no transplante
de medula 6ssea (SHI, ARNTFIELD & NICKERSON, 2018).

Na analise protedmica dos feijdes armazenados foram encontrados 5 spots de
proteinas fito-hemaglutininas (#9,10,11,12 e 13) e 2 spots de lectinas que se ligam a
manoses (#21 e 23). O peso molecular e o pl das lectinas variaram de 15 - 30 kDa e
5,01 a 6 respectivamente. Rossi (2017) reportou a identificacdo dessas proteinas em
3 spots.

Recentemente, a pesquisa tem concentrado interesses nas proteinas do feijao
gue possuem funcdes especificas, sdo os chamados “bloqueadores de amido”. A
proteina inibidora da a-amilase (aAl), conhecida como faseolamina, € isolada do feijéao
comum, e tem sido relatada por possuir um grande potencial para tratar obesidade e
diabetes sem efeitos colaterais. Varias empresas farmacéuticas tém comercializado
extratos de feijao para controlar o apetite (YAO et al., 2015).

Ao sequenciar os aminoacidos dessa proteina, a partir da farinha de P. vulgaris
cultivar Rico, Mirkov et al. (1994) detectaram a presencga de 2 proteinas diferentes,

com as subunidades a e 3. No presente estudo, detectou-se 3 spots identificados
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como inibidores de alfa-amilase (#14,22 e 28) com pesos moleculares entre 15 e 25
kDa e pl de 5, resultados semelhantes aos encontrados por De La Fuente et al. (2011).

Condicdes ambientais adversas como seca, variacdes de temperatura ou
salinidade provocam uma série de alteragdes bioguimicas e moleculares nas plantas.
Como resposta a esses estresses, as plantas produzem um grupo de proteinas que
supostamente desempenham papéis protetores.

Um grupo dessas proteinas pertence a familia das desidrinas. As desidrinas
integram o conjunto de genes COR e suas proteinas sdo sintetizadas durante
situacdes de desidratacdo celular, o que ocorre durante estagios de desenvolvimento
ou em resposta a estimulos ambientais, tais como baixas temperaturas, perda de
agua ou alta salinidade. Essas proteinas se acumulam durante os ultimos estagios da
embriogénese das sementes e sdo conhecidas como LEA (proteinas abundantes na
embriogénese tardia). Além disso, essas proteinas ajudam a manter a estrutura de
proteinas e membranas. Algumas proteinas podem proteger as atividades
enzimaticas, ou interagir com acUcares para evitar a agregacdo de proteinas.
(KURBIDAEVA; NOVOKRESHCHENOVA, 2011).

Outras proteinas relacionadas ao estresse, sao sintetizadas em resposta a
temperaturas elevadas e durante varios processos de desenvolvimento, incluindo
maturacdo de sementes, elas sdo conhecidas como HSPs (proteinas do choque
térmico). Wang et al (2004) descreveu que a sintese de HSP é um desenvolvimento
regulado, sendo abundante em sementes maduras secas e que desaparece durante
a germinagao.

Através da analise protedmica dos feijées armazenados foi possivel identificar
um spot (#2) das proteinas ‘LEA’. Foram encontrados 2 spots (#5 e 20) relacionados
as proteinas HSP. Zadraznik et al. (2013) ao estudar o efeito do estresse hidrico em
feijdes identificou a proteina do choque térmico da classe | de 17,7 kDa.

As demais proteinas identificadas na proteémica do feijao branco estudado sédo
envolvidas no metabolismo geral do feijdo, sintese de nucleotideos e compostos
secundarios as quais sao 0s spots (#7, 15 e 24). Natarajan et al. (2013) descreveram
a extracdo, separacao e identificacdo de 141 spots na andlise protedmica de feijao
comum.

Alguns spots exibiram discrepancias entre os valores tedricos e experimentais
no peso molecular e/ou pl. Além disso, diferentes spots foram identificados como a

mesma proteina. Essas discrepancias podem corresponder a isoformas geradas por
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varias causas, incluindo modifica¢cdes pos-traducionais, splicing alternativo (processo
regulado durante a expresséo génica que resulta na codificacdo de multiplas proteinas
por um mesmo gene) e a ocorréncia de familias multigénicas (conjunto de genes
originados por duplicacdo e variagéo de algum gene ancestral).

Com o intuito de caracterizar e comparar os niveis de acumulo relativo das
proteinas fez-se uma avaliacao utilizando o software Image Master Platinum com base

no volume dos spots (Tabela 25).

Tabela 25. Média da abundancia (% volume) das proteinas responsivas ao armazenamento por 12
meses em feijdo branco

Abundancia proteica (% Vol)

Amostras
Spots Inicial 12 Refrigerado 12 Ambiente
1 51,652 37,62° 25,92°
2 1,982 1,45°¢ 1,93°
3 2,702 1,71° 0,86°
4 2,802 2,50° 0,41°
5 0,13¢ 0,20° 0,532
6 0,582 0,440 0,24°
7 0,14°¢ 0,392 0,18°
8 4,102 3,120 0,83°¢
9 1,98¢ 2,992 2,43°
10 3,95¢ 4,320 4,762
11 3,802 3,640 2,81°
12 3,740 2,49° 4,662
13 3,04° 4,492 1,12¢
14 2,412 1,50° 1,19¢
15 4,40° 2,45°¢ 4,562
16 1,462 0,22° 0,22°
17 1,182 0,92° 0,39°
18 0,552 0,45° 0,13¢
19 0,362 0,30° 0,26°
20 0,13¢ 0,35° 1,572
21 0,23° 0,03¢ 0,702
22 0,232 0,06° 0,04°
23 0,42° 0,14° 0,502
24 0,612 0,33° 0,20°
25 0,752 0,45° 0,38°
26 1,032 0,84° 0,43¢
27 1,128 0,80° 0,41°
28 0,042 0,03° 0,00°

Média da porcentagem de volume das proteinas (n=3), letras diferentes na linha diferem significativamente a p<0,05 (teste
Tukey). Inicial (tempo inicial de armazenamento), 12 Refrigerado (feijdo refrigerado a vacuo com 12 meses de armazenamento),
12 Ambiente (feijdo em temperatura ambiente sem vacuo com 12 meses de armazenamento).
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Apés o alinhamento/sobreposicdo dos géis de todos os tratamentos realiza-se
‘matches’, ou seja, o programa Image Master Platinum realiza correspondéncias entre
0s spots de cada tratamento, que representam a mesma proteina nos géis. O software
fez a correspondéncia de 103 spots das amostras com tempo inicial de
armazenamento, desses 103 spots apenas 78 spots foram encontrados na amostra
refrigerada por 12 meses e 63 spots na amostra mantida em temperatura ambiente.

A partir da analise dos matches verificou-se a abundancia proteica (% Vol —
média do volume ocupado por cada spot no gel) das 28 proteinas expressas e as
diferengas quantitativas das amostras armazenadas por 12 meses comparando com
a amostra no tempo inicial. Dessa andlise, se verificou que 13 das proteinas
identificadas foram diferencialmente acumuladas no tempo inicial de armazenamento.

Proteinas de reserva como a faseolina e leguminas apresentaram seus maiores
volumes na amostra inicial seguidas das amostras refrigeradas por 12 meses e baixos
niveis foram detectados nas amostras mantidas em temperatura ambiente, indicando
comprometimento na estrutura desses feijdes (Figuras 37 e 38). O tempo prolongado
de armazenamento é a causa de muitas mudancas fisioldgicas no interior dos gréos
e, consequentemente, da provavel degradacéao/utilizacdo de compostos, entre eles as
proteinas e aminoacidos (CHIDANANDA et al., 2014).

Figura 37. Imagem 3D dos spots da alpha-phaseolin comparando os armazenamentos.
A- Feijdo com tempo inicial de armazenamento; B — feijao refrigerado por 12 meses; C — feijdo em
temperatura ambiente por 12 meses.
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Figura 38. Imagem 3D dos spots de legumin comparando os armazenamentos.
A- Feijdo com tempo inicial de armazenamento; B — feijdo refrigerado por 12 meses; C — feijdo em
temperatura ambiente por 12 meses.

Comrelacao a proteina de grande interesse nesse estudo, a faseolamina (spots
#14, 22 e 28) pode-se observar que a mesma foi degradada ao longo do
armazenamento, mesmo nas amostras refrigeradas a vacuo, demonstrando que essa
proteina € afetada pelas variagbes de temperatura e tempo (Figura 39). Com isso,
podemos inferir que para uma melhor extracado e purificacdo dessa proteina para fins
medicinais é aconselhavel utilizar feijdes recém-colhidos para uma melhor eficiéncia

e quantidade.

Figura 39. Imagem 3D dos spots de alpha-amylase inhibitor comparando os armazenamentos.
A- Feijdo com tempo inicial de armazenamento; B — feijao refrigerado por 12 meses; C — feijdo em
temperatura ambiente por 12 meses.

Nos trés tratamentos as proteinas do choque térmico foram identificadas (spots
#5 e 20) com acumulos significativamente (p<0,05) crescentes ao longo do
armazenamento, comprovando o estresse sofrido antes e durante o armazenamento.
Essas proteinas ativam um mecanismo de defesa complexo e altamente

conservado, como também desempenham papel fundamental tanto durante a sintese,
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montagem, dobramento e degradacao de proteinas. As mudangas no ambiente intra
ou extracelular podem ser desencadeadas por uma variedade de sinais, incluindo
danos ao DNA, resposta aos estresses, térmico, osmaotico, e oxidativo, dentre outras
injurias. Os niveis dessas proteinas sdo aumentados, auxiliando, desta forma, a
sintese e maturacdo de novas proteinas que irdo substituir aquelas afetadas pelo
estresse metabolico (KOSOVA et al., 2011).

Variacdes nas proteinas fitohemaglutininas e nas associadas ao metabolismo
também foram observadas (#spots 10, 12, 15, 21 e 23) principalmente nos feijdes
armazenados por um ano a 25°C sem vacuo, indicando modifica¢des sofridas nessas
amostras.

A alta higroscopicidade dos graos e as variacfes de temperatura acarretam
desenvolvimento de fungos logo apds 5 a 10 semanas de armazenamento, além de
serem afetados por contaminacdo microbiana. As alteracdes nas vias metabdlicas,
com ativacao de rotas degradativas e de sintese sdo as principais consequéncias que
afetam os grdos com armazenamento inadequado (RANI et al., 2013).

Fica evidente, portanto, que o efeito da temperatura combinada com o tempo
de armazenamento provoca desnaturacdo/degradacdo de proteinas, reacdes ainda
desconhecidas que tém estas macromoléculas como substrato. Bem como afeta as
estruturas internas dos graos, ocasionando a liberacdo de compostos que induzem a

atividade enzimatica de proteases.
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5. CONCLUSOES

O feijdo comum classe branco organico foi afetado pelas condi¢cdes e pelo
tempo de armazenamento de doze meses, influenciando no aumento da umidade e
no tempo de coccdo dos grdos e diminuindo o teor de proteina e o coeficiente de
hidratacéo;

A utilizacdo de embalagem de polietileno protegida da luz com atmosfera a
vacuo combinado com o armazenamento a 8°C foi eficiente em retardar o
escurecimento e o endurecimento dos graos;

As amostras de feijdo branco armazenadas por 12 meses sofreram perdas
significativas da faseolamina, principalmente aquelas armazenadas sem vacuo;

A digestibilidade proteica, o teor de &cido fitico e a inibicdo da tripsina tiveram
um decréscimo em seus valores apds um ano, enquanto que, os oligossacarideos e
a lignina apresentaram maiores conteudos, sobretudo nas amostras armazenadas em
temperatura ambiente;

A andlise sensorial revelou que atributos cor, textura e maciez sao os atributos
mais percebidos e desejados no feijao;

As condi¢bes e o tempo de armazenamento interferiram no perfil protedmico
dos feijdes brancos, reduzindo substancialmente a quantidade de pontos proteicos

mais abundantes nos feijdes armazenados por um ano.
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