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RESUMO

O feijdo comum (Phaseolus vulgaris) € considerado um alimento nutracéutico,
por apresentar compostos bioativos, como por exemplo, os peptideos. Estes
peptideos apresentam diversas atividades biologicas, tais como atividade
quelante, antioxidante, anticancerigena, anti-hipertensiva e outras. Deste
modo, este estudo objetivou avaliar a bioatividade de fracBes proteicas de
feijdo comum (Phaseolus Vulgaris) cultivar Pérola. Neste trabalho as farinhas
obtidas dos grdos descascados de feijdes recém-colhidos, endurecidos e
endurecidos autoclavados foram avaliadas como fonte de peptideos bioativos.
Foram utilizadas quatro solugbes para producdo dos extratos: acetonitrila/
agua/ acido formico, acetato de soédio, bicarbonato de ambnio e solubilizacédo
alcalina pH 8,0. Nos extratos e nas fragdes proteicas foram dosados o teor de
proteinas, testes de atividade antioxidante com DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazil), atividade quelante de ferro e de cobre. O extrato 1 foi escolhido
para dar segmento as proximas etapas por apresentar maior bioatividade,
deste modo ele foi submetido a fracionamento por ultrafiltracio em membrana
de 10 kDa, onde verificou sua bioatividade, resisténcia ao tratamento térmico e
a estabilidade do complexo quelante formado a partir de ferro e peptideo as
condi¢cdes gastricas. E foi avaliado o teor de fatores antinutricionais nos
extratos submetidos ao tratamento térmico. Nestes testes o feijao autoclavado
apresentou maiores atividades bioldgicas testadas do que os demais feijoes.
Nos testes com as fracbes proteicas observou-se que o0s peptideos
apresentaram bioatividade e foram resistentes ao tratamento térmico, e ao
formar complexos quelantes sao resistentes as condi¢cdes gastricas. Observou-
se que o tratamento térmico reduziu a quantidade de fatores antinutricionais.
Os estudos in vivo evidenciaram que apesar do complexo ferro-peptideo ser
altamente estavel as condicbes gastricas, o0 sistema nao foi capaz de passar
pela membrana dos enterdcitos, sendo totalmente eliminado pelas fezes. Este
trabalhou contribuiu para ampliar o estudo dos compostos bioativos presentes
em residuos da agroindustria, com intuito de nortear o uso adequado e o0
melhor caminho para se explorar o potencial nutracéutico desta leguminosa.

Palavras-Chaves: feijao, bioatividade, atividade quelante, autoclavagem,
absorcao.
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ABSTRACT

Common bean (Phaseolus vulgaris) is considered a nutraceutical food, because
it has bioactive compounds, such as peptides. These peptides have several
biological activities, such as chelating, antioxidant, anticancer, antihypertensive
and other activities. Thus, this study aimed to assess the bioactivity of protein
fractions of common bean (Phaseolus Vulgaris) cultivar Pérola. In this work the
flour obtained from the peeled beans freshly harvested beans, hardened and
hardened autoclaved were evaluated as a source of bioactive peptides. Four
solutions were used for the production of extracts: acetonitrile/water/formic acid,
sodium acetate, Ammonium bicarbonate and alkaline pH 8.0 solubilization. In
the extracts and the protein fractions were measured the protein content,
antioxidant activity tests with DPPH (2.2-diphenyl-1-picrilhidrazil), chelating
activity of iron and copper. 1 extract was chosen to give the segment next steps
for presenting greater bioactivity, thus he was submitted to fractionation by
ultrafiltration in 10 kDa membrane, where verified your bioactivity, resistance to
thermal treatment and the stability of the Chelation complex formed from iron
and peptide gastric conditions. And was rated the content of antinutritional
factors in the extracts submitted to heat treatment. These tests found that the
bean plant presented greater biological activities tested than other beans. In
tests with the protein fractions found that the peptides present bioactivity and
are and resistant to heat treatment, and to form complex is resistant gastric
conditions chelators. Observed that the thermal treatment reduces the amount
of antinutritional factors. In vivo studies showed that despite being the iron
complex-peptide to be stable gastric conditions, the system was not able to
pass through the membrane of enterocytes, being totally eliminated by the
feces. This work contributed to expand the study of bioactive compounds
present in wastes from agro-industry, in order to guide the proper use and the
best way to explore the nutraceutical potential of this legume.

Keywords: bioactivity, stability, autoclaving, hardened, absorption
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1. INTRODUCAO

De acordo com o contexto histérico do Brasil, o feijjdo € uma cultura
antiga bastante utilizada na alimentacdo da populacdo em areas rurais e
urbanas. Este alimento € mundialmente consumido por apresentar
propriedades promotoras de saude, uma vez que esta leguminosa €
caracterizada por possuir proteinas, carboidratos complexos, compostos
fendlicos, minerais e vitaminas (1-2).

O feijoeiro é uma cultura que apresenta 3 safras anuais, denominadas
de safra das “aguas” ou 1° safra, cujo plantio se da nos meses de agosto a
novembro; a safra da “seca” ou 2° safra, com o plantio nos meses de dezembro
a abril e a safra de inverno ou 3° safra, que é plantada nos meses de abril a
julho (3).

Apesar de ser uma cultura extremamente importante do ponto de vista
econdbmico e nutricional, houve uma diminuicdo da area plantada de feijao
comum no ano de 2016. Segundo dados da Conab (2016)* houve uma
reducdo de 7,5% na area plantada para a primeira safra, 3% para a segunda
safra e 16,8% para a terceira safra, totalizando uma éarea plantada de 2.796,3
mil hectares. Essa reducdo do plantio do feijdo decorreu de condicGes
climaticas desfavoraveis que afetaram as plantacdes, como auséncia de
chuvas em algumas regibes, geadas na regido sul e oscilacbes de
temperaturas e umidade. Em Goias, por exemplo, a produtividade de feijao no
ano de 2016 teve um decréscimo de 5,6% em relacdo a safra 2014/15. A
reducdo da produtividade se deu em consequéncia da dificuldade de irrigacao
nas plantacdes, uma vez que o0s abastecimentos de agua nas barragens
permaneceram muito baixos.

Por conta dos precos de mercado, problemas com as condicbes
climaticas (capacidade hidrica e temperatura) e custo elevado de producédo
(energia, semente cara e escassa), varios agricultores estdo desmotivados a
plantar o feijdo comum. A baixa produtividade diminui o repasse do produto as
redes de supermercado e consequentemente o prec¢o do feijao se eleva (4). Em
funcdo destas condi¢des adversas, no ano de 2016 o feijdo sofreu um aumento

meédio no preco de 167%.
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Além do elevado preco do feijdo comum, outro empasse enfrentado pelo
consumidor € o endurecimento do grdo. O seu armazenamento inadequado,
com a temperatura acima de 25°C e a umidade acima de 65%, aumenta a
velocidade do processo de endurecimento, que € também conhecido como
efeito hard-to-cook (dificil de cozinhar). O efeito hard-to-cook (HTC) é um
fenbmeno em que as sementes ndo amolecem facilmente quando sujeitas a
imersdo em agua, o tempo de coccao do grao aumenta, ocorrem alteracdes de
textura e sabor e ha uma reducdo do valor nutricional. Tais aspectos levam a
rejeicdo do consumidor em relagcéo a este produto (5-7).

Com relacéo ao valor nutricional do feijao HTC, comparando-se este ao
feijdo recém-colhido (easy-to-cook — ETC), sabe-se que ambos apresentam a
mesmas quantidades de proteinas, carboidratos, lipideos, vitaminas e minerais.
No entanto, a biodisponibilidade dos nutrientes no grdo HTC € baixa, uma vez
que as alteragBes que ocorrem nestes grdos com a passar do tempo provocam
a diminuicdo da digestibilidade de amido e proteinas (8).

O feijsio HTC n&o é totalmente descartavel. E possivel utiliza-lo mediante
o emprego de tecnologias, como por exemplo, a imersdo dos graos
endurecidos em solugdes salinas ou ainda submetendo os gréos a tratamentos
térmicos (9). Uma das tecnologias que podem ser usadas para o tratamento de
grados HTC é a autoclavagem. Este método baseia-se em um processo térmico
onde a combinacdo de pressdo e calor imido pode ocasionar a reducao dos
fatores antinutricionais e melhorar a digestibilidade de proteinas e carboidratos
(10).

Nos ultimos anos a industria de alimentos voltou sua atencdo aos
alimentos que apresentem caracteristicas ao mesmo tempo nutricionais e
benéficas a saude, os chamados alimentos nutracéuticos. As pesquisas nesta
area se concentram em produtos naturais ricos em compostos bioativos. O
feijdo se enquadra neste requisito, uma vez que ele apresenta, polifendis,
amido resistente, oligossacarideos e peptideos (11). Dentre estes compostos
bioativos presentes no feijdo, os peptideos se destacam por atuar como
ligantes, inibidores ou biomarcadores, que podem ser utilizados com fins
terapéuticos e medicinais (12).

Dentre as atividades biolégicas que os peptideos apresentam, destaca-

se a capacidade que alguns peptideos tém de se ligar com metais, podendo
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atuar como agentes gquelantes. O complexo quelante formado entre um
peptideo e um metal tem como caracteristica ser mais estavel as condi¢des do
trato gastrointestinal do que o mineral em sua forma livre. Além disso, a
quelacdo do metal ao peptideo impede a formacédo de complexos insolaveis do
metal com outros componentes da alimentacdo que ndo sdo biodisponiveis.
Portanto, a absorcédo desses quelatos no trato gastrintestinal € maior do que a
de minerais na sua forma livre. Deste modo o quelato formado é de grande
relevancia no que se refere a melhoria da qualidade nutricional de alimentos,
bem como na promocéo da melhoria da saude do individuo (13-14).

Outra atividade bastante estudada é a atividade antioxidante que o0s
peptideos apresentam. Compostos com acdo antioxidante sdo importantes
para a manutencao da funcao fisioldgica, uma vez que auxiliam na manutencao
do equilibrio redox das células. Os antioxidantes s&o moléculas que
apresentam como funcdo o retardamento ou inibicdo dos danos provocados
pela oxidacdo nas células vegetais e animais. Estes compostos atuam na
captura dos radicais livres, na neutralizacdo ou eliminacdo de espécies reativas
de oxigénio e nitrogénio e na ligacdo de ions metalicos a outros compostos,
impossibilitando a producdo de espécies oxidantes (15-16). Neste cenario, a
busca por peptideos com atividade antioxidante tem aumentado nos ultimos
anos e dentre as fontes naturais estudadas o feijao tem sido alvo de diversos
pesquisadores (17).

Por fim, considerando a grande diversidade de grédos de feijao
(Phaseolus Vulgaris), pertencentes ao grupo comercial carioca, pode-se
esperar que existem diferencas no conteudo de peptideos, bem como nas
bioatividades presentes em cada cultivar. Assim, o estudo em busca de
atividades biol6gicas em peptideos de diferentes cultivares é importante para
nortear o uso adequado e o melhor caminho para se explorar o potencial

nutracéutico desta leguminosa.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O FEIJAO
A origem do feijdo comum (Phaseolus vulgaris) data de 7.000 a.C, sendo

encontrado nas montanhas da América Latina e Ameérica do Sul,
especificamente na regido do México e nos Andes. Nestas regides era
cultivada a espécie Phaseolus coccineus, que com o passar dos anos sofreu
dispersdes para outros continentes. Com a disperséo, a variabilidade genética
dos feijdes foi mudando e consequentemente surgindo outros tipos de feijoeiro
(18).

O feijdo comum é classificado como sendo da ordem Fabales, familia
Fabaceae, género Phaseolus e espécie Phaseolus vulgaris. Este género possui
aproximadamente 55 espécies, mas destas, apenas cinco sdo cultivadas,
sendo elas o feijdo comum (Phaseolus vulgaris); o feijao de lima (P. lunatus); o
feijdo Ayocote (P. coccineus); o feijao tepari (P. acutifolius) e o P. polyanthus
(19).

Pequenos e grandes produtores cultivam anualmente o feijao comum,
devido ser uma leguminosa de f4cil plantio, que pode ser cultivada em regides
subtropicais e tropicais como o Cerrado, Mata Atlantica e o Semi-Arido. Além
disso, pode ser produzido em trés épocas do ano: a época das aguas a qual
tem sua colheita nos meses de novembro a abril e corresponde a 40 % da
producdo, época da seca, com a colheita em abril a julho e correspondendo
44% da producdo e a época de inverno com a colheita nos meses de julho
estendendo a outubro, e apresenta 16% da producédo (20-21).

Ha uma demanda de consumo do feijdo por grande parte da populacéo
mundial devido ao seu teor nutricional. O feijdo é uma boa fonte de proteinas,
fibra dietética, carboidratos, vitaminas e minerais (9). Por esta razéo, ha varios
pesquisadores que analisam e melhoram geneticamente os gréos de feijao.
Neste sentido a Empresa Brasileira de Pesquisas Agropecuaria (Embrapa), é
uma empresa especialista em melhoramento de sementes e grédos. Dentre os
graos melhorados, pesquisadores da Embrapa produziram o cultivar de feijao
Pérola (linhagem LR 720982 CPL53), a partir de linhagens puras do cultivar
Aporé (22).
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O cultivar Pérola apresentou caracteristicas favoraveis em varios
estudos devido a sua alta produtividade que chega a ser 15 a 20% maior
comparada aos feijdes da variedade carioquinha. Este cultivar apresenta gréos
maiores, de cor bege-clara, com rajas marrom-claro e brilho opaco, conforme
pode ser observado na figura 1. Esta linhagem é resistente a diversas doencas,
como a ferrugem e o mosaico comum e em época de plantio, o feijdo Pérola foi

considerado resistente & murcha de Fusarium e & mancha angular(22-23).

Figura 1. Imagem do feijao comum (Phaseolus vulgaris) cultivar Pérola. (1)
Representacdo da escala do feijao: 10 mm. (2) Imagem da semente de feijao.

Fonte: O autor.

2.2 EFEITO HARD-TO-COOK (HTC)
O feijao colhido é estocado em armazéns ou galpbes antes de ser

transportado para o0 beneficiamento e posteriormente entregue aos
supermercados. Durante o tempo de armazenamento, o feijdo é submetido a
variagdes nas condi¢cdes ambientais, que incluem temperatura e umidade
elevadas. Aproximadamente 2 meses de armazenamento, nestas condi¢cdes, €
suficiente para que o feijdo comece a sofrer alteracdes na sua composicao,
resultando em grdos com mais resisténcia ao cozimento. Portanto, estes graos
perdem valor comercial, uma vez que a dureza das sementes cozidas € o fator
primordial para qualidade textural do feijao e os consumidores preferem feijoes

gue cozinham rapidamente (6, 24). Além de endurecerem, alguns feijdes
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sofrem alteracdes na cor da casca do grdo, que é tomado pelo consumidor
como indicativo de seu envelhecimento, e, portanto, de seu endurecimento (7).
O cultivar Pérola € um destes exemplos, como pode ser observado na figura 2.

Figura 2: Imagem do feijdo comum (Phaseolus vulgaris) cultivar Pérola
endurecido. (1) Representagdo da escala do feijao: 10.6 mm. (2) Imagem da
semente de feijao. (3) Imagem comparativa do feijdo endurecido com o recém

colhido. Fonte: O autor.

Outro fator agravante na rejeicdo do consumidor a utilizacdo do feijao
endurecido € a reducdo do valor nutricional. Os graos endurecidos continuam
apresentando os nutrientes essenciais, como proteinas, carboidratos, vitaminas
e minerais, mas a biodisponibilidade e digestibilidade destes nutrientes
diminuem (8, 25)

O armazenamento inadequado dos feijdes sob as condi¢cdes de
temperatura elevada, acima de 25°C, e a umidade relativa acima de 65%
provoca a aceleragao do efeito “Hard-to-cook” (HTC), ou seja, eles ficam
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dificeis de cozinhar, em virtude do endurecimento do grdo. Alguns autores
propbem que esta reacao resulta em alteracgdes fisicas e quimicas que ocorrem
a nivel intercelular, tendo como consequéncia 0 aumento da estabilidade da
lamela média (6, 26).

Existem varias hipéteses que tentam explicar o fenébmeno HTC atraves
de varias rotas bioquimicas, as quais envolvem diferentes tipos de reacdes
enzimaticas. As hipdteses mais comuns referem-se a insolubilizacdo das
substancias pécticas provenientes da acdo da enzima fitase; a remocao de
grupo metil das pectinas por pectinesterease; a lignificacdo devido a acéao de
polifenoloxidases; a oxidacdo dos polifendis pelas peroxidases ou
polifenooxidases; a desnaturacdo proteica; a hidrolise das proteinas pelas
proteases; a gelatinizacdo do amido e a oxidacao de lipideos por lipoxigenase
(figura 3)(5, 26).
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Figura 3: Possiveis explicacdes do processo de endurecimento atraves

da acdo de algumas enzimas. Fonte: Siqueira (2013)"

Como o feijdo endurecido ndo tem muita saida no comercio, é

necessario evitar o processo de endurecimento, que pode ser retardado pelo

armazenamento dos grdos em locais apropriados, utilizando uma atmosfera

controlada. No entanto, estas condicbes de armazenamento levariam a uma

elevacdo de preco do feijao que impediria 0 acesso de populacdes de baixa

renda a este alimento. Outra alternativa seria desenvolver sementes menos

propensas ao efeito HTC. No entanto, esta alternativa ainda esbarra no

escasso conhecimento que se tem sobre as rotas bioquimicas envolvidas no

fendmeno HTC (7).
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2.3 PROCESSO DE AUTOCLAVAGEM
Novas aplicacdes tecnoldgicas estdo sendo usadas com intuito de

melhorar o valor nutricional dos gréos de feijdo endurecidos. Dentre elas
destacamos a tostagem, imersdo em agua, imersdo em solucbes salinas,
tratamentos térmicos e extrusdo (9, 27). De acordo com Montoya e
colaboradores (2010)® apdés o tratamento térmico é possivel reduzir a
concentracdo de taninos, acido fitico, fatores antinutricionais termolabeis, como
a fitohemaglutinina, inibidores de protease e oligossacarideos. Portanto, esta
simples aplicacdo melhora a digestibilidade e a disponibilidade de alguns
nutrientes.

Dentre os tratamentos térmicos utilizados para reaproveitamento do gréo
de feijdo endurecido, o processo de autoclavagem é uma ferramenta bastante
eficiente, pois se trata de um processo térmico que envolve a associacao de
pressdo, umidade e alta temperatura. Tais mecanismos ocasionam a reducao
dos fatores antinutricionais e o aumento da digestibilidade de proteinas (28)

Durante o tratamento térmico a estrutura da proteina pode sofrer
algumas mudancas na sua conformacdo em virtude da mudanca de
temperatura e pressdao no sistema. O aumento do calor € absorvido pela
proteina e € convertido em energia cinética, que contribui para o aumento da
vibracdo atbmica. Essa movimentacdo interna dos atomos enfraquece as
interacBes ndo covalentes de estabilizacdo da proteina e assim as moléculas
tendem a se organizarem através da mudanca da sua estrutura para
permanecerem estaveis dentro deste sistema. Ao incorporar a pressao ao
ambiente, esta aumentara a densidade da dgua que envolve a proteina. Esta
mudanca leva a penetracdo das moléculas de agua que estao na superficie da
proteina ao seu interior. A fim de manter a estabilidade das interacdes nao
covalentes submetidas a pressdo, haverd uma reorganizacdo estrutural de
suas moléculas (29).

A susceptibilidade das proteinas as mudancas de temperatura e pressao
€ bastante variavel. Por exemplo, proteinas que contém residuos de cisteina
Sao mais resistentes ao aumento de temperatura, devido as ligacdes dissulfeto
que podem ser formadas. Por outro lado, alguns fatores antinutricionais podem
desnaturar quando sdo submetidos ao processo de autoclavagem, pois séo
termolabeis (2, 29).
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Alguns autores utilizaram a autoclavagem em seus testes para melhorar
a qualidade nutricional do gréao de feijao. Exemplo disso é o trabalho de Yu-Hui
(1991)®Y que ao submeter o feijéo frade a autoclavagem obteve aumento da
digestibilidade do amido e da proteina. Ja Vijayakumari e colaboradores
(1995)®Y em seus testes com Mucuna monosperma afirmou que a
autoclavagem € um meétodo mais eficiente para diminuir os fatores
antinutricionais, e consequentemente aumenta a utilizacdo de proteinas em
suplementos alimentares.

Em outros estudos realizados por Guerrero-Beltran e colaboradores
(2009)®? foram testados o efeito do processo térmico combinando presséo e
alta temperatura em inibidores de trispsina de soja. Estes testes confirmaram
gue o processo de autoclavagem diminui consideravelmente a atividade de
inibidores de tripsina, alcando valores de 76% de reducdo da inibicdo da
tripsina. A autora, Batista (2014)?® também analisou o efeito da autoclavagem
em inibidores de tripsina e de a-amilase em feijdo comum (Phaseolus vulgaris).
Em seus testes foram encontrados uma reducédo de 50% para a atividade dos

inibidores de tripsina e 42,2 % para os inibidores de a-amilase.

2.4 FATORES ANTINUTRICIONAIS
Apesar do feijao ser um alimento rico em nutrientes, a digestibilidade das

proteinas e a absorcdo de calcio, ferro e zinco e de outros compostos sao
prejudicados por alguns fatores antinutricionais, tais como inibidores de
tripsina, inibidores de a-amilase, lectinas, compostos fendlicos, taninos e acido
fitico (33).

Segundo Batista (2014)?®, os inibidores de tripsina sdo capazes de inibir
as serino-proteases pancreaticas, reduzindo a digestibilidade das proteinas
ingeridas. O fosforo na forma de &cido fitico (IP1- IP2) ndo € digerido pelo
organismo humano, e pode formar complexos insolUveis com cétions
polivalentes (Ca®*, Fe**, Cu** e zn?"), reduzindo a biodisponibilidade destes
metais.

Os taninos por sua vez, podem reagir com as proteinas formando
complexos reversiveis ou irreversiveis que também interferem com a

digestibilidade das cadeias proteicas. A formac¢cdo do complexo proteina-tanino
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se da atraves de ligacbes entre as cadeias peptidicas da proteina e os taninos
por ligacdo de hidrogénio entre os grupos hidroxila dos polifendis e os grupos
carbonila das proteinas. O complexo também pode ser formado pela ocorréncia
de interacdes hidrofébicas entre o nucleo aromatico do polifenol e as cadeias
laterais de aminoacidos hidrofébicos da cadeia peptidica. Os complexos
resultantes ndo interagem adequadamente com agua e acabam precipitando
(34). Esta complexacdo impede a acdo das enzimas proteoliticas, ocorrendo
uma diminuicao da digestibilidade proteica (35-36).

Os inibidores de tripsina presentes no feijdo pertencem a duas familias:
os inibidores de Kunitz e os de Bowman-Birk. O inibidor Kunitz de P. vulgaris
apresenta massa molecular de 21-22 kDa, contém 181 residuos de
aminoacidos e é estabilizado pela presenca de duas ligacGes dissulfeto. A
atividade de inibicdo do inibidor de Kunitz é ditada pela interacdo do inibidor
com a enzima tripsina através dos residuos de aminoacidos Arginina ou Lisina.
O mecanismo de inibicdo da enzima tripsina se da pela interacdo direta do
residuo do sitio reativo do inibidor com o sitio catalitico da enzima (9, 32).

Por outro lado, os inibidores de Bowman- Birk apresentam massa
molecular de 10 kDa, contém cerca de 71 residuos de aminoéacidos e séo
estabilizados por sete ligacfes dissulfeto (45). A composi¢do de aminoacidos e
as ligacoes dissulfeto do inibidor de Bowman-Birk permitem a formacao de uma
estrutura assimétrica composta por 2 dominios independentes, um dominio que
€ capaz de inibir a tripsina e o outro dominio com atividade de inibicdo contra
as enzimas quimotripsina, tripsina e elastase. Outra caracteristica advinda da
ligacdo dissulfeto é a rigidez da estrutura protéica, a qual torna o inibidor
resistente a desnaturacdo em temperaturas elevadas e extremos pHs (1, 32,
37)

O feijado apresenta ainda a classe de inibidores de a-amilase, os quais
sdo proteinas oligoméricas, compostas por subunidades glicopeptidicas, com
massa molecular de 15 kDa. O inibidor de a-amilase de P. vulgaris é
responsavel pela inibicdo da enzima a-amilase encontrada em humanos,
mamiferos e insetos (38). Ao inibir a enzima a-amilase, este inibidor provoca
uma diminuicdo da taxa de hidrdlise do amido no intestino delgado,
ocasionando a baixa absorcao da glicose, podendo consequentemente gerar

alguns disturbios metabdlicos (39).
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A estabilidade térmica dos inibidores de tripsina e a-amilase depende
do grau de estabilizacdo da conformacéo estrutural da cadeia e do peso
molecular. Moléculas com maior nimero de ligagBes dissulfeto, como o
inibidor do tipo Bowman-Birk, tendem a ter maior resisténcia as temperaturas
elevadas (39-40).

Apesar da agéo anti-nutricional dos inibidores de tripsina e a-amilase,
estes compostos ndo podem ser removidos do arsenal metabdlico, uma vez
que sdo importantes para o metabolismo de defesa da planta. Além disso,
estes compostos apresentam potencial nutracéutico, uma vez que sdo capazes
de desenvolver atividade antioxidante, antisséptica e anticarcinogénica. No
sistema de defesa do vegetal os inibidores de tripsina inibem a atividade

proteolitica de enzimas digestivas de insetos e outros patdgenos (11, 40).

2.5 PROTEINAS E PEPTIDEOS DE FEIJAO

7

O feijjdo comum €& composto por 16-33% de proteinas, que
desempenham diversas func¢des, como armazenamento, defesa, resposta ao
estresse, desintoxicacdo, crescimento e desenvolvimento, transportes e
metabolismo. As proteinas que constituem o feijdo séo classificadas como
globulinas, albuminas, glutelinas e prolaminas (2, 41).

As globulinas representam 40 a 60% das proteinas totais e séo
consideradas proteinas de reserva, sendo a principal fragcdo globulinica
denominada faseolina. As glutelinas e prolaminas também s&o consideradas
proteinas de reserva, sendo que a glutelina representa 20-30% das proteinas
totais e a prolamina representa uma menor propor¢cdo, com 2-4% do conteudo
proteico. As albuminas representam 20% do teor de proteinas totais, e
desempenham func¢des metabdlicas importantes no feijao. Sao representantes
desta fracao protéica as enzimas; as lectinas, os inibidores de a-amilase e os
inibidores de tripsina e quimiotripsina do tipo Kunitz e Bowman-birk (41-44).
Algumas das estruturas das principais proteinas constituintes do feijdo podem

ser vistas na figura 4 (45).



30

C D .

L % gL

G0N T i 45 S d
i S L SRR o» ‘B

=\ .) “ \a! 8 f@ "(/
& '—3&' " 4 o=,

Figura 4: Representacdo da estrutura das principais proteinas do feijao comum.
A letra A representa a estrutura da faseolina, a letra B representa a lectina, a
letra C representa a arcelina e a letra D representa os inibidores de Bowman-
Birk. Fonte:Luna-Vital (2015)“®.

As proteinas podem ser hidrolisadas, resultando em fragmentos
peptidicos, por meio da acao de alcalase, pepsina, pancreatina, quimotripsina e
papaina (45).

Por definicdo, os peptideos sdo compostos resultantes da unido entre
dois ou mais residuos de aminoéacidos. A formagdo de um peptideo ocorre pela
ligacdo peptidica, que se da pela ligagdo do grupo carboxila de um aminoacido
e um grupo amina do aminoacido subsequente. Os peptideos apresentam uma
diversidade de fungbes; muitos deles atuam como horménios ou fatores de
liberacdo hormonal, atuam ainda como neuropeptideos, neurotransmissores,
toxinas, antibiéticos naturais ou ainda como adocantes (46).

Muitos peptideos bioativos se encontram encriptados na molécula de
proteina, ou seja, estes peptideos estado “escondidos” na cadeia polipeptidica, e
nesta condicdo ndo exercem atividade bioldgica. Apos serem hidrolisados por
acao enzimatica, estes peptideos passam a desempenhar diversas atividades

bioldgicas. Os peptideos encriptados estdo sendo bastante explorados nas
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matérias primas que constituem residuos agroindustriais, por serem agentes
bioativos de facil obtencao e de baixo custo (47).

Define-se peptideo bioativo como sendo um fragmento protéico que
exerce um impacto na funcéo fisiologica do organismo. Esses peptideos sdo
diferenciados pela sua composicdo de aminoacidos e estrutura quimica e sao
essas caracteristicas que vao influenciar no tipo de atividade biologica que o
peptideo ir4 desenvolver. Varios peptideos bioativos sdo de ocorréncia natural,
ou seja, sdao encontrados em diversas fontes alimentares, e dentre destas
fontes o feijdo, dada sua rica composicao protéica, € um bom exemplo a ser
citado (47-48).

Atualmente utiliza-se tecnologias para purificar os peptideos com intuito
de melhorar a sua bioatiavidade. Destacam-se, dentre estas tecnologias a
membrana de ultrafiltracdo e a cromatografia. A utilizacdo de reatores de
membranas de ultrafiltrac&o iniciou durante a década de 1990 com o intuito de
produzir sequencias peptidicas especificas, com o0 passar dos anos a sua
utilizacdo foi expandida, muitos estudiosos comecaram a utiliza-la para
converter proteinas totais de fontes alimenticias em sequencias peptidicas com
propriedades nutricionais e/ ou funcionais melhoradas (48). Nestes estudos foi
evidenciado que as membranas de ultrafiltragdo melhoram a eficiéncia de
hidrolises enzimaticas, aumentam o rendimento do produto, produzem
sequencias peptidicas uniformes com massa molecular desejada e além de ser
uma técnica de facil utilizagédo (47-48).

Outra técnica bastante utilizada é a coluna de cromatografia, que surgiu
com intuito de enriquecer as frac6es de peptideos hidrolisados. Recio e Visser
(1999)“9 descrevem que ao utilizar a coluna de cromatografia as proteinas sdo
concentradas no interior da coluna por um ion especifico, deste modo o0s
peptideos de interesse ficam retidos no permutador de ions, enquanto que 0s
outros peptideos que ndo conseguiram se ligar aos ions de interesses sao
passados diretamente pela coluna. Em seguida estes peptideos bioativos que
estdo retidos sdo eluidos e reaproveitados. Esta técnica permite que o0s
peptideos sejam enriquecidos e reaproveitados em grandes quantidade (48,
50).
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2.6 ANTIOXIDANTES
Habitos de vida inapropriados aumentam o aparecimento de doencas

cujo fisiopatologia € determinada por estresse oxidativo. Fatores como
consumo de alcool, tabagismo, dieta inadequada, exercicios realizados de
forma extrema e a exposicado a radiacao solar aceleram esse aparecimento. O
estresse oxidativo ou estresse redox € um desequilibrio entre a producéo e
degradacdo de espécies reativas de oxigénio, nitrogénio e enxofre. A
eliminacdo do oxigénio reativo se da pelo sistema quimico e enzimatico de
defesa antioxidante e algumas moléculas bioativas conseguem recuperar
biomoléculas quimicamente modificadas (51). Além dos fatores citados, os
oxidantes também sao produzidos pelo nosso organismo através de reacdes
metabdlicas durante a respiracao celular (52).

Em tecidos biolégicos existem inUmeros sistemas antioxidantes para
manter a homeostasia e evitar danos. Nestes sistemas, estdo incluidos
varredores de radicais livres como o ascorbato, os quelantes de metais, as
proteinas e enzimas como a superoxido dismutase e catalase que inativam o
oxigénio reativo. Em circunstancias normais, 0s sistemas imunoldgicos
antioxidantes conseguem remover varias espécies reativas por acdo das
enzimas e com agentes antioxidantes, mas em certas ocasides 0 Nnosso
sistema de defesa ndo é capaz de eliminar completamente os radicais livres
em excesso (52-53), criando uma situacao de déficit imunoldgico.

Para minimizar o déficit do sistema imunoldgico surge a necessidade de
ingerir antioxidantes sintéticos ou naturais, para impedir o estresse oxidativo e
seus efeitos maléficos. Por esta razdo, ha um grande ndmero de estudos de
agentes antioxidantes de origem natural advindos da alimentacdo, e dentre
estes, 0s peptideos bioativos representam uma boa alternativa no combate do
estresse oxidativo (52, 54).

As propriedades antioxidantes dos peptideos derivam da sua
composicdo de aminoacidos, estrutura e hidrofobicidade. Estudos mostraram
gue os peptideos bioativos com atividade antioxidante geralmente apresentam
na sua composicado de 5 a 16 residuos de aminoéacidos, e a presenca de Tyr,
Trp, Met, Lys, Cys (52). Chen e colaboradores (1995)®% demonstraram que
certos aminoacidos podem apresentar maiores propriedades antioxidantes ao

serem inseridos na cadeia polipeptidica. Estes autores mostraram também que
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a remocao do aminoacido His da porcao carboxi-terminal do peptideo Leu-Leu-

Pro-His-His resultou em redugé&o na atividade antioxidante.

2.7 COMPLEXOS QUELANTES
Estudos recentes relataram que varios compostos metélicos ingeridos na

alimentacdo nao sado absorvidos na quantidade adequada para suprir as
necessidades nutricionais do corpo humano. Deste modo, o uso de medidas
alternativas para a suplementacdo destes minerais estd crescendo
gradativamente. Uma dessas medidas é a aplicagdo de peptideos
complexados com os metais e incorporados em leite em po, bolachas e farinha
de aveia (13).

Proteinas, aminoacidos, peptideos e polissacarideos sdo moléculas que
podem atuar como agentes quelantes. Estas moléculas sdo responsaveis pela
formacdo de um complexo através da sua conjugacédo por ligacdes covalentes
coordenada com os ions metélicos. O produto da complexacdo de ions
metalicos com uma molécula organica é denominado de quelato. A palavra
quelato vem do termo “chele” em grego, que significa pinga ou garra. Este
conceito € adequado porque na complexacdo ha um compartiihamento dos
elétrons de um metal e um ligante (56-57).

Para que haja a quelagdo, os componentes envolvidos no complexo
devem apresentar algumas propriedades especificas. Sendo assim, eles
precisam possuir grupos funcionais capazes de estabelecer as ligacGes
covalentes e coordenativas (figura 5). Além disso, para que o quelato consiga
ter uma boa absorcdo e assim suprir as necessidades nutricionais, ele deve
apresentar baixa massa molecular, ter constante de estabilidade adequada a
ponto de ser nutricionalmente funcional e o ligante deve ser metabolizado pelo

organismo (58).
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Figura 5: Complexo quelante Ferro-peptideo. Fonte: Autor.

2.8 IMPORTANCIA DO FERRO E DO COBRE
A manutencdo da saude e do bom desempenho das funcdes

metabdlicas esta intimamente relacionada a ingestdo de minerais. Entretanto, a
rotina acelerada do mundo atual vem influenciando na alimentacdo das
pessoas, levando-as a ingerir cada vez menos vitaminas e minerais, 0 que
acaba resultando em danos a saude. Por esta razdo, tém-se estimulado a
ingestdo de frutas, verduras, legumes e leguminosas, que sado fontes de
minerais. Além disso, a suplementacdo de compostos inorganicos € necessaria
uma vez que nosso organismo néo é capaz de sintetiza-los (59).

Dentre os diversos minerais existentes, o cobre é um oligoelemento que
deve ser ingerido em pequenas quantidades. O cobre desempenha importantes
funcdes como cofator de enzimas envolvidas na producdo de energia celular
(Citocromo-C-oxidase), na desintoxicacdo de radicais livres (cobre-zinco
superoxido dismutase ou SOD), na producdo do tecido conjuntivo (lisil
oxidase), na mobilizacdo de ferro (ceruplasmina) e na neurotransmisséo
(dopamina-B-hidroxilase) (60). Entretanto o excesso de cobre no organismo
pode resultar na producdo de produtos oxidativos que estdo envolvidos em
muitos processos de inducéo do estresse oxidativo e em processos envolvidos
na carcinogénese (61).

Outro importante mineral é o ferro, considerado um metal de transi¢ao
mais abundante na terra, sendo encontrado em varios seres vivos. Este
elemento traco é indispensavel ao organismo, uma vez que ele atua como um

cofator de diversas proteinas e enzimas, participa de muitos processos
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celulares, tais como a respiracdo, reacbes de transferéncia de elétrons,
metabolismo energético, sintese de DNA e regulacéo génica (62-63).
Entretanto o excesso de ferro no organismo pode causar danos a saude,
por ser considerado um elemento reativo, o ferro pode gerar intoxicacfes
gquando em excesso, uma vez que ele tem capacidade de formar espécies
reativas de oxigénio (ERO). As espécies reativas de oxigénio que foram
formadas a partir do ferro reativo podem ocasionar o envelhecimento celular e
processos degenerativos. Além disso, o acumulo excessivo de ferro no figado

também pode levar ao surgimento de carcinoma hepatocelular (64).

2.9 METABOLISMO DE FERRO
O ferro pode ser encontrado sob duas formas, o Fe?" (ferroso) ou Fe**

(férrico), sendo que o ion ferroso é solavel em meio fisiolégico, mas quando se
tem a presenca de oxigénio molecular ele pode ser oxidado para o estado
férrico, tornando-se insolavel. Por esta razdo, apesar de ingerirmos
aproximadamente 12-18 mg de ferro sob a forma de ion férrico por dia, apenas
1-2 mg séo absorvidos. Deste modo, é necessario que o ferro sob forma de ion
férrico seja reduzido para a forma ferrosa, garantindo assim a sua absorcéo
nos enteroécitos duodenais (65-66).

O ferro sob a forma férrica € considerado no organismo como ferro néo
heme. Este ion é encontrado nos alimentos de origem vegetal como hidréxido
de ferro, sais de ferro ou proteinas férricas. J& em alimentos de origem animal
encontra-se o ferro sob a forma heme, o qual foi liberado da estrutura proteica
da hemoglobina, mioglobina, ou outras hemoproteinas. Este ferro-heme néo
precisa ser reduzido e é facilmente absorvido pelo enterdcito. Deste modo, o
ferro pode ser absorvido em 2 estagios: a absorcéo do ferro heme que provera
ferro para hemoglobina, mioglobina, hemoproteinas e enzimas, e a absor¢éo
do ferro ndo heme, destinado a suprir todos os outros compostos de ferro (64,
67).

A forma de absorcdo do ferro heme ainda n&o foi muito bem definida.
Autores como Crichton e colaboradores (2002)®® relatam que o ferro heme se
liga @ membrana dos enterdcitos, e em seguida é transportado através da

membrana. No interior do citoplasma o ferro heme € transportado sob a forma
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de uma vesicula membranosa, até ser degradado pela heme oxigenase
produzindo o ion ferroso, como pode ser visto na figura 4. No citoplasma do
enterécito o ferro pode ter dois destinos definidos pela demanda corporal de
ferro. Quando a taxa de ferro no organismo esta baixa, o ferro é incorporado a
ferritina, ficando armazenado no eritrocito. Por outro lado, quando a taxa de
ferro estd alta, o ion ferroso é oxidado pela hefaestina (ferroxidase) em ion
férrico e em seguida incorporado & ferroportina. Essa proteina transporta o Fe**
pela membrana basolateral, permitindo a sua ligacdo com a transferrina, que
ird transportar o ferro pelo plasma até chegar aos tecidos (64).

Para que o ferro ndo heme seja absorvido é necessério primeiramente
que o ferro inorganico seja reduzido ao ion ferroso, pela acdo do &cido
cloridrico do estbmago ou por enzimas ferriredutases DcytB encontradas na
superficie da membrana do enterdcito (67-68). Outros agentes também podem
auxiliar esta absor¢ao, tais como aminoacidos que se ligam ao ferro formando
quelatos de baixo peso molecular (69). Ao atingir a membrana do enterécito, o
transporte do ferro € mediado pelo transportador de metal divalente (DMT1). Ao
chegar no interior da célula, caso o teor de ferro no sangue esteja baixo, este
pode ser transportado pela transferrina e levado para a corrente sanguinea; no
caso o teor de ferro no sangue esteja alto, ele € armazenado nos tecidos por
intermédio da ferritina (62, 68). O esquema de absorcdo do ferro ndo heme

pode ser observado na figura 6.
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Figura 6: Mecanismo de absorcdo do ferro ndo heme e heme no enterdcito.

Fonte: Mackenzie e Garrick (2015)®® com modificacdes.

Os niveis de ferro presente no organismo também sdo regulados por
intermédio de mecanismos moleculares no organismo com intuito de manter a
homeostasia, que varia de acordo com a demanda de ferro disponivel na
corrente sanguinea. A regulacao dos niveis de ferro se da através da hepcidina
que é um horménio derivado de peptideos. Quando os niveis de ferro sdo
elevados, os hepatdcitos sintetizam e excretam hepcidina na circulacdo, que
interage com a ferroportina, uma proteina presente na membrana basolateral
das células que exporta o ferro. Ao se ligar com a ferroportina, a hepcidina inibi
a exportacdo de ferro a corrente sanguinea, resultando nos baixos niveis de

ferro e o equilibrio é retornado. Esta regulacdo molecular se da através do

sistema de retroalimentagcao negativa (70).



38

3. JUSTIFICATIVA

O feijao é mundialmente consumido, principalmente nos paises da
America, Africa e da Asia. A aceitabilidade do feijao na alimentacdo humana é
em virtude das suas propriedades nutricionais, uma vez que, ele é uma boa
fonte de proteinas, aminoacidos essenciais, tais como a lisina; carboidratos,
vitaminas, tais como as vitaminas do complexo B, minerais (potassio, ferro,
calcio, zinco e magnésio), fibras e dentre outros (71-74). Outro aspecto
bastante importante é que o feijdo é considerado um alimento protéico de baixo
custo, comparado com os alimentos derivados de carnes, sendo assim, o feijao
€ uma fonte de proteina acessivel a populacédo de baixa renda (72).

Entretanto, devido as mudancas climaticas do Brasil, o feijdo sofre
anualmente oscilacdes no preco, este impasse acaba restringindo 0 consumo
para a populacéo de baixa renda. Para equilibrar a oferta de preco anual, sdo
necessarios 3 safras ao ano, sendo elas 1° safra ou safra das aguas, 2° safra
ou safra da seca e a 3° safra ou safra de inverno, sendo que esta ultima safra
apresenta uma alta produtividade alcancando em determinadas regides acima
de 3.500 kg/ha (73).

Alem de diminuir a oscilacdo de preco do mercado as safras séo
importantes para diminuir o tempo de armazenamento dos feijdes em galpdes,
uma vez que os feijdes sofrem o processo de endurecimento quando sdo
armazenados de forma inadequada e por longos periodos de tempo (28).
Conforme o feijdo vai endurecendo, ele vai apresentando algumas
caracteristicas que contribuem para sua rejeicdo no mercado, como por
exemplo, o tempo de coccdo do grau aumenta, ha alteracédo de textura e sabor,
e reducdo do valor nutricional (7-8). Essas alteracfes fisico-quimicas sé&o
conhecidas como fenémeno “hard-to-cook” (HTC), este fenbmeno ocorre
quando os graos de feijdes sdo armazenados em alta umidade (> 65 %) e
temperaturas elevadas (> 25°C)(5, 75).

E possivel utilizar o feijilo HTC mediante o emprego de algumas
aplicacfes tecnoldgicas tais como a extrusdo, imersdo em &gua, tratamento
salino, tostagem e tratamento térmico, como a autoclavagem (9). Estas

aplicagbes melhoram o valor nutricional do feijao através da reducao de
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taninos, acido fitico, fatores antinutricionais termolabeis, como inibidores de
proteases e oligossacarideos (10).

Nos ultimos anos, a busca por alimentos nutracéuticos esta cada vez
mais alta, uma vez que estes alimentos apresentam em sua composi¢cao
compostos bioativos que exercem importantes funcdes fisiologicas no
organismo (54, 76). Dentre estes alimentos se destaca o feijao; ele apresenta
em sua composicdo peptideos que pode desencadear diversas atividades
bioldgicas, tais como atividade antioxidante, atividade quelante, atividade anti-
cancerigénea, atividade anti-hipertensiva e entre outras (11, 17, 45, 77).

Visando essas caracteristicas este projeto foi desenvolvido com intuito
de testar as atividades antioxidantes e quelantes dos peptideos derivados do
feijdo comum (Phaseolus vulgaris) cultivar Pérola. Sabendo-se que é possivel
utilizar o feijdo endurecido mediante ao emprego de tecnologias, como por
exemplo, a autoclavagem, este estudo buscou testar a bioativiadade nestes
graos. Deste modo utilizou os feijdes em diferentes tratamentos: recém-colhido,
endurecido (HTC) e autoclavado (AUT).
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4. OBJETIVOS

4.1 OBEJTIVOS GERAIS

O presente estudo tem por objetivo estudar a atividade antioxidante,

quelante de ferro e de cobre de fracBes proteicas extraidas do feijao comum

(Phaseolus vulgaris), cultivar Pérola.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Quantificar as proteinas do feijdo comum presente nos extratos obtidos
por diferentes métodos de extracao;

Analisar o perfil eletroforético das proteinas presentes nos extratos
obtidos;

Fracionar por filtracdo em membrana os peptideos de massa molecular
inferior a 10 kDa;

Analisar a presenca de inibidores de protease e de a-amilase nos
extratos;

Estabelecer a atividade quelante de ferro e cobre dos extratos totais e
nas fragcdes menores que 10 kDa;

Avaliar a estabilidade térmica da atividade quelante e inibitoria presente
na fracdo menor que 10 kDa;

Demonstrar a capacidade quelante da fracdo menor que 10 kDa;
Verificar a estabilidade gastrica do complexo peptideo-ferro e peptideo-
cobre;

Determinar a atividade antioxidante dos extratos e da fragcdo menor que
10 kDa;

Calcular a quantidade de ingesta de ferro ingerido por cada organismo
Vivo;

Examinar a absorcéo do complexo peptideo-ferro.

Estimar os niveis de excrecéo do ferro in vivo.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 PREPARO DA AMOSTRA

5.1.1 MATERIAL
O material utilizado no presente estudo foi fornecido pela Empresa

Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) Arroz e Feijao, Santo Anténio
de Goias, Goias. Os feijdes fornecidos pertencem a espécie Phaseolus
vulgaris, cultivar Pérola, do grupo comercial carioca. Os graos controle, sem
endurecimento, foram armazenados sob refrigeracéo a 5 °C. Estes grdos foram
denominados como “easy- to-cook” (ETC).

Para o endurecimento dos feijoes foi utilizada a metodologia descrita por
Ribeiro e colaboradores (2009)(®. Para tanto os grdos foram armazenados em
estufa, por 120 dias a temperatura de 40 °C e 75% de umidade relativa.

Os feijdes foram colocados em um pote de vidro com a tampa semi-
enroscada. O processo de autoclavagem se deu por 15 min a temperatura 120
°C e pressdo 121 kgf/ cm?.

5.1.2 OBTENCAO DA FARINHA DO FEIJAO COMUM
Os materiais utilizados neste estudo foram provenientes de farinha de

feijdo recém-colhido (ETC), do feijao endurecido (HTC), e do feijdo endurecido
autoclavado (AUT). As farinhas foram produzidas com feijdes descascados
manualmente, passados em moinho de facas e posteriormente tamizados (500
um). As farinhas foram armazenadas em sacos plasticos com vedacédo e

acondicionadas em uma geladeira, a -4°C.

5.2 EXTRACOES DAS FRACOES PROTEICAS
Para fazer a extracdo das fracOes proteicas utilizou-se a metodologia

descrita por Mahatmato et al (2014)® para os métodos de extracdo 1, 2 e 3 e
para o método 4 utilizou-se a metodologia descrita por Oseguera-Toledo et al

(2011)"Y, como descrito a seguir:
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5.2.1 METODO 1: EXTRACAO POR ACETONITRILA/AGUA/ACIDO
FORMICO
Nesta extracdo, a cada 1 g de farinha foram adicionados 5 mL de uma

solucéo contendo acetonitrila, &gua e o acido férmico na proporcéo 25: 24: 1. A
amostra foi submetida a agitacdo, por 1 hora, a temperatura ambiente. Em
seguida, a amostra foi centrifugada por 5 minutos a temperatura ambiente. O
sobrenadante recolhido foi concentrado até o volume de 1,5 mL em
concentrador Concentrator Vacufuge® plus (Eppendorf). O material obtido,
denominado extrato 1 (E1), foi liofilizado e armazenado a temperatura

ambiente.

5.2.2 METODO 2: EXTRAGAO POR ACETATO DE SODIO
Neste método usou-se a proporcdo de 1 g de farinha para 5 mL de

solucdo de acetato de sédio 20 mmol L™, pH 5,0. Em seguida, a amostra foi
incubada por 1 hora sob agitacdo orbital constante, 4 °C. Apos a incubacao, a
amostra foi centrifugada e o sobrenadante recolhido. Ao sobrenadante foram
adicionados 5 mL de acetona e foram incubados por 5 minutos sob agitacdo
orbital constante, a 4 °C. A amostra foi centrifugada por 5 min, as proteinas
precipitadas foram descartadas e o sobrenadante contendo peptideos foi
recolhido e concentrado até o volume de 1,5 mL em aparelho Concentrator
Vacufuge® plus (Eppendorf). Apbs esta etapa, o extrato, denominado extrato 2

(E2), foi liofilizado e armazenado a temperatura ambiente.

5.2.3 METODO 3: EXTRAGAO POR BICARBONATO DE AMONIO
No terceiro método de extracdo utilizou-se a propor¢éo de 1 g de farinha

para 5 mL de solucéo de bicarbonato de aménio 5 mmol L™, pH 8,0. A amostra
foi submetida a agitacao, a temperatura ambiente por 1 hora. Posteriormente, a
amostra foi centrifugada por 5 minutos e o sobrenadante foi incubado a 100 °C
por 5 minutos. Novamente, a amostra foi centrifugada por 5 minutos, o
sobrenadante foi liofiizado e armazenado a temperatura ambiente. Este

material foi denominado extrato 3 (E3).
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5.2.4 METODO 4: EXTRACAO POR SOLUBILIZACAO ALCALINA
No ultimo método de extracdo usou-se a proporcao de 1 g de farinha

para 5 mL de agua destilada. O pH foi ajustado para pH 8,0 com uso de NaOH
100 mmol L™ e a amostra foi submetida a agitacéo orbital, por 1 hora a 35 °C.
O material foi centrifugado por 10 minutos e o sobrenadante foi recolhido e
armazenado. O precipitado foi submetido a um processo de re-extragdo nas
mesmas condi¢bes citadas acima. ApOs a re-extracdo, sobrenadante
resultante foi reunido ao primeiro sobrenadante. Estes foram liofilizados e
armazenados a temperatura ambiente. Este material foi denominado extrato 4
(E4).

5.3 QUANTIFICACAO DAS PROTEINAS
Para dosar a quantidade de proteinas nos extratos foi utilizando o kit

Qubit® Protein Assay e o equipamento Qubit® Fluorometer (Invitrogem). Neste
método € utilizado um fluéroforo e um fluorimetro que quantifica a intensidade
de fluorescéncia presente em cada amostra, que € diretamente proporcional &

concentracdo de proteina da amostra.

5.4 ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA
Neste estudo foi utilizado o sistema de eletroforese da Biorad e a

metodologia de preparacdo dos géis descrita por Laemmli (1970)®% para
preparacdo de gel de acrilamida e duodecilsulfato de sédio (SDS). Para o gel
de corrida foi utilizada a acrilamida na concentracdo de 12% (p/v) e no gel de
concentragdo da amostra foi utilizada na concentragdo de 5% (p/v). As
amostras foram preparadas misturando 20 pL de extrato contendo 25 pg de
proteina com 10 pyL de tampdo de amostra contendo sacarose e ureia.
Posteriormente a amostra foi agitada e submetida ao tratamento térmico por 5
minutos a temperatura de 100 °C. Desta solucédo foram retirados 20 pL e
colocados no gel de poliacrilamida. A corrida foi realizada durante 3 horas sob
uma tensdo de 200 A. O marcador de peso molecular do padrdo de proteina
utilizado foi o Armersham Full-Range Rainbow Molecular Weight Markers

(Termofisher). As proteinas presentes nos géis foram coradas com o reagente
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de cor “coomassie blue R250”, durante 30 minutos, e descoradas com uma

solucdo de metanol (40% v/v) e de acido acético (10% v/v) durante trés horas.

5.5 TESTE DE INIBIDORES DE ENZIMAS

5.5.1 ATIVIDADE DE INIBIDOR DE TRIPSINA
Para testar a atividade de inibidor de tripsina foi utilizada a metodologia

descrita por Arnon (1970)®Y com modificacdes. A 450 pL de tampao fosfato de
sédio 0,1 mmol L™ pH 7,6 foram adicionados 50 L de solugéo de tripsina 0,5
mg mL™? preparada no mesmo tampao. A mistura foi incubada por 10 min, a 37
°C, em seguida se deu a adicdo de 500 pL de solugédo de substrato contendo
caseina 1% (p/v). Apés a adicdo da caseina a solucao foi incubada por mais 10
min a 37 °C. A reacdo foi parada com a adicdo de 750 puL de acido
tricloroacético 10 % (p/v), o ensaio foi deixado em repouso por 30 min a
temperatura ambiente e em seguida foi centrifugado por 10 min a 1000 rpm e 0
sobrenadante lido em espectrofotometro a 280 nm.

O ensaio de inibidor foi feito nas mesmas condi¢des, substituindo-se 250
puL de tampéo por igual volume de E2 contendo 50 pg de proteina. Ensaios em
branco foram feitos para a amostra e para o substrato. No branco da amostra a
adicdo de TCA se deu imediatamente ap0és a adicdo da caseina e no branco do
substrato, ndo houve adicdo de amostra e de tripsina, sendo estes volumes
substituidos por tampéao.

Uma unidade de enzima (UE) foi definida como a quantidade de enzima
que produz 0,1 de absorbéncia a 280 nm. Uma unidade de inibidor (Ul) foi
definida como sendo a quantidade de inibidor que reduz a atividade da enzima

em 0,1 na absorbancia, como demonstrado na equacéao:

Ul = UE enzima sem extrato — UE enzima + extrato

5.5.2 ATIVIDADE DE INIBIDOR DE a-AMILASE
Para o ensaio de atividade de inibidor de a-amilase foi utilizada

metodologia descrita por Deshpande et al (1982)®?. O ensaio foi realizado pela
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a adicéo de 80 pL de tamp&o acetato de s6dio 0,1 mmol L™, pH 5,0 a 20 pL de
solugdo de a-amilase de Aspergillus niger. Em seguida foram adicionados em
cada tubo 100 pL de solugcdo de amido 0,5% (p/v) preparada em tampao
acetato de sédio 0,1 M, pH 5,0 e a reacdo incubada por 15 min, a 40° C. Apos
a reacao, foram retirados 100 pL das solucdes e a estes foram adicionados 900
UL de reativo de ADNS (acido-3,5-dinitro-salicilico). A mistura foi incubada por
5 min em banho fervente. Apos resfriar a temperatura ambiente, as amostras
foram lidas em espectrofotdmetro a 550 nm.

Para fins de comparacao a atividade de inibidor de a-amilase foi medida
nas mesmas condi¢des, substituindo-se 20 pL do tampé&o por E2 contendo 50
Hg de proteina. Ensaios em branco foram feitos para a amostra e para o
substrato. Neste ensaio, o volume do extrato foi substituido por tampéo. No
branco da amostra a reacdo se deu na auséncia de enzima e no branco do
substrato a reacdo se deu na auséncia da enzima e do extrato sendo estes
volumes substituidos por tampéao.

Uma unidade de a-amilase (UE) foi definida como a quantidade de
enzima capaz de produzir 1 pmol de actcar redutor mL™ min™. A unidade de

inibicdo € determinada de acordo com a equacéo:

UI = UE enzima sem extrato — UE enzima + extrato

5.6 FRACIONAMENTO PROTEICO
O EL1 foi submetido ao processo de ultrafiltragdo em uma membrana de

10 kDa (Amicon Bioseparations). Para realizar o processo de ultrafiltracao foi
utilizado gas nitrogénio, gerando uma pressdo de 50 kgf/ cm? ao sistema.
Foram colocados 10 mL de extrato e ao fim da ultrafiltragéo foram obtidos 9 mL
de fracdo menor que 10 kDa (F<10). A fragdo maior que 10 kDa (F>10), retida
na membrana, foi removida com lavagens utilizando tampéao fosfato de sédio
100 mM, pH 7,0.

5.7 TRATAMENTO TERMICO DAS FRACOES PROTEICAS
O E1 e as fragdes F>10 e F<10 foram submetidos ao um processamento

térmico. As amostras foram incubadas em banho-maria na temperatura de 80
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°C, por 15 min. ApGs o processo, as amostras foram deixadas em repouso até
gue atingissem a temperatura ambiente e em seguida armazenadas para as

proximas etapas do experimento.

5.8 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE COM DPPH
A atividade antioxidante foi determinada de acordo com metodologia

descrita por Nazeer et al. (2012)® utilizando DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)
como agente antioxidante. Para fazer o ensaio foram utilizados 200 pL de
DPPH (0,15 mmol L™), 50 uL de amostra (concentracdes de: 50 pg de proteina
para os extratos, 10 pg de proteina para a fracdo > 10 kDa e 5 pg de proteina
para a fracdo < 10 kDa). O ensaio permaneceu em repouso por 15 minutos e
logo apds foi feita a leitura em um espectrofotdmetro de microplacas (EPOCH)
ao comprimento de onda de 520 nm. A determinacdo da atividade antioxidante

foi expressa através da curva de calibracéo usando Trolox (R? =0.9917).

5.9 ATIVIDADES QUELANTES

5.9.1 ATIVIDADE QUELANTE DE COBRE
Para a realizacéo do ensaio da atividade quelante de cobre foi utilizada a

metodologia descrita por Carrasco-Castilla et al. (2012)*” com adaptacdes.
Neste ensaio foram utilizados 200 pL de tampé&o fosfato de sédio 50 mmol L™,
pH 6,0, contendo 10 pg de cobre e 50 puL da amostra (concentracdes de: 50 ug
de proteina para os extratos, 10 pug de proteina para a fracdo > 10 kDa e 5 ug
de proteina para a fracdo < 10 kDa). O ensaio foi deixado em repouso por 10
min. Posteriormente foram colocados 5 pL de pirocatecol violeta 4 mM e a
leitura foi feita em espectrofotdbmetro de microplacas (EPOCH) no comprimento
de onda de 632 nm. EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético) foi utilizado
como controle positivo e o controle negativo do ensaio foi feito na auséncia de
amostra. A figura 7 mostra as coloragdes obtidas nos controles positivo e
negativo do teste. Para determinacao da porcentagem de atividade quelante foi

utilizada a equacgéao a segquir:

At|V|dade quelante% = (AbScontro|e p— AbSamostra / AbSContr0|e p) X 100
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Cobre +Piracatecol Violeta Cobre + EDTA
N J N

Figura 7: Microplacas evidenciando a atividade quelante de cobre. O complexo
cobre-pirocatecol violeta apresenta cor azul e a presenca de EDTA (controle

positivo) € indicada pela cor amarela. Fonte: O autor.

5.9.2 ATIVIDADE QUELANTE DE FERRO
Para testar a atividade quelante de ferro foi utilizado a metodologia

descrita por Carrasco-Castilla et al. (2012)*” com adaptacdes. Neste teste,
foram utilizados 180 pL de tamp&o acetato de sédio 100 mmol L™, pH 4,9; 60
uL de solucdo de cloreto de ferro tetrahidratado (contendo 1,12 mg de Fe?") e
50 pL da amostra (concentracdes de: 50 pug de proteina para os extratos, 10 pug
de proteina para a fracdo > 10 kDa e 5 ug de proteina para a fracdo < 10 kDa).
O ensaio foi deixado em repouso por 30 minutos e em seguida foram
acrescentados 10 L de ferrozina, 40 mM. ApGs 5 minutos de incubacgéo, a
temperatura ambiente, foi feita a leitura em espectrofotdbmetro de microplacas
(EPOCH) no comprimento de onda de 560 nm. O controle positivo do teste foi
feito na presenca de EDTA e o controle negativo foi feito na auséncia de
amostra. A figura 8 evidencia as colora¢gGes obtidas nos controles positivo e
negativo do teste. Para determinag¢édo da porcentagem de atividade quelante foi

utilizada a equacao a seguir:

At|V|dade quelante % = (AbSContro|e p— AbSamostra / AbSContro|e p) X 100
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Ferro+ Ferrozina Ferro +EDTA

Figura 8: Microplacas evidenciando a atividade quelante de ferro. O complexo
ferro-ferrozina apresenta cor violeta e a presenca de EDTA é indicada pela

reducado na cor do ensaio. Fonte: O autor.

5.10 CAPACIDADE DE QUELANTE DE COBRE E FERRO
A fim de se determinar a capacidade quelante de cobre da frac&o

proteica foram feitos ensaios como descrito no item 5.9.1, com concentracdes
de proteina variando de 10 a 60 ug. Para determinar a capacidade quelante de
ferro foram feitos ensaios conforme descrito no item 5.9.2, variando-se a
concentragdo de proteina entre 10 e 60 pg. A capacidade quelante foi
estabelecida como a concentracdo de proteina suficiente para quelar todo o

cobre ou todo o ferro disponivel no meio de reacéo.

5.11 PREPARO DO COMPLEXO PEPTIDEO-METALICO

5.11.1 COMPLEXO COBRE- PEPTIDEO
Para preparar o complexo cobre-peptideo foram utilizados 8 mL de

solucdo tamp&o contendo fosfato de sodio 50 mmol L™, pH 6,0, 10 pg de cobre
e 2 mL de F<10 kDa (60 ug de proteina). A reacao foi realizada a temperatura
ambiente por 1 hora, sob agitacdo. A cada 15 min foi verificado o pH do meio, a
fim de manté-lo constante em pH 6,0. Posteriormente a mistura foi centrifugada
por 20 min a 5000 rpm. O sobrenadante foi liofiizado e armazenado a

temperatura ambiente.
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5.11.2 COMPLEXO FERRO-PEPTIDEO
Para o preparo do complexo peptideo-ferro foram adicionados 2 mL de

solucéo de cloreto de ferro tetrahidratado contendo 1,12 mg de Fe?* a 1,6 mL
de F<10 kDa contendo 60 ug de proteina e 6,4 mL de solucdo tampao acetato
de sédio 100 mmol L™, pH 4,9. O ensaio foi realizado sob agitacdo, incubando-
se o sistema por 1 hora a temperatura ambiente. A cada 15 min foi verificado o
pH, a fim de manté-lo constante em pH 4,9. Posteriormente a mistura foi
centrifugada por 20 min a 5000 rpm. O sobrenadante foi liofilizado e

armazenado a temperatura ambiente.

5.12 ESTABILIDADE DO COMPLEXO PEPTIDEO-METALICO AS
CONDICOES GASTRICAS
Para realizar o teste de estabilidade géastrica do complexo peptideo-

metalico foi utilizada a metodologia descrita por Silva (2013)® com
adaptacdes. Para realizar a digestdo gastrica in vitro foi utilizado 2 mg de
complexo peptideo-metalico (para o complexo peptideo-cobre continha
concentracdo de 60 pg de proteina e 10 pg de Cobre, para o complexo
peptideo-ferro continha concentracéo de 60 pg de proteina e 1,12 mg de Fe®")
e 1,9 mL de fluido gastrico (NaCl 35 mmol L™, pH 2,0). A mistura foi incubada
por 15 min, a 37 °C e em seguida foram adicionados ao ensaio 100 pL de
solucao de pepsina (1,0 mg mL™) e este foi incubado sob agitacdo orbital por 1
hora, a 37 °C. Logo apds, o ensaio foi ajustado a pH 4,9 com NaOH 1M para o
ensaio do complexo peptideo-ferro. Para o ensaio do complexo peptideo-cobre
foi ajustado para pH 6,0 com NaOH 1 M. Ambas as amostras foram
centrifugado por 20 min a 5000 rpm.

O teor de ferro livre no sobrenadante foi determinado pelo método
colorimétrico da ferrozina descrito por Carrasco-Castilla et al. (2012)™". Neste
ensaio foram utilizados 290 pyL do sobrenadante e 10 pL de ferrozina, 40 mM.
Apbés 5 minutos de reacdo foi feita a leitura em espectrofotdmetro de
microplacas (EPOCH) no comprimento de onda a 560 nm.

O teor de cobre livre no sobrenadante foi determinado pelo método
colorimétrico do Piracatecol violeta descrito por Carrasco-Castilla et al

(2012)™".0 ensaio utilizou-se 250 uL do sobrenadante e 5 pL de Piracatecol
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Violeta 4 mM. Em seguida o ensaio foi lido em espectrofotbmetro de

microplacas (EPOCH) no comprimento de onda a 632 nm.

5.13 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL IN VIVO

5.13.1 ANIMAIS
Foram utilizados 40 ratos Rattus norvegicus da linhagem Wistar machos,

com peso aproximado de 200-250 g. Todos os animais foram fornecidos pelo
Centro de Bioterismo da Universidade Federal de Goias (Go-Brasil). O projeto
foi aprovado pela Comité de Etica no Uso de Animais/CEUA-PRPI-UFG,
Protocolo n° 040/16.

A metodologia foi baseada nos experimentos descrito por Souza e
colaboradores (2007)™ com pequenas modificacdes. Os animais foram
separados em 5 grupos, com 4 animais em cada grupo, recebendo tratamentos
diferentes. As concentracdes de ferro oferecidos aos animais foram baseados
no Nutrient Requirements of laboratory Animals (1995)®

Grupo 1: animais recebendo dieta comercial AIN 93-M (ragao normal).

Grupo 2: animais recebendo dieta a base de caseina, sem nenhuma
fonte de ferro

Grupo 3: animais recebendo dieta a base de caseina e quelato de ferro
comercial (0,07 g de ferro por kg de caseina)

Grupo 4: animais recebendo dieta a base de caseina e ferro inorganico
(FeCl,. 4 H,0) (0,04 g de ferro por kg de caseina)

Grupo 5: animais recebendo dieta a base de caseina e complexo
peptideo-ferro (0,07 g de ferro por kg de caseina)

Os animais foram alojados primeiramente em caixas individuais (47cm X
31lcm x 16cm), permanecendo 24 horas em jejum e com agua ad labitum, com
excec¢do do grupo 1 que tiveram comida e agua ad labitum. Posteriormente os
animais foram alojados em gaiolas metabdlicas individuais de acrilico por 3
dias, recebendo comida e agua ad labitum (figura 9). O ferro foi incorporado na
alimentacdo dos animais no ultimo dia de experimento. Os ratos alojados nas
gaiolas ficaram armazenados em uma sala especifica, com temperatura

controlada entre 22 + 24°C e com ciclos de claro e escuro 12/12 h; do
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Laboratério de Fisiologia Terapéutica e Cardiovascular da Universidade
Federal de Goias (UFG).

Figura 9: Gaiola metabdlica para ratos. A figura A mostra a gaiola metabdlica, a
seta laranja evidencia o local onde é armazenado a comida do animal e a seta
vermelha evidencia onde é colocado o bebedor de agua. Figura B mostra onde
o rato é acondicionado dentro da gaiola. A figura C mostra onde sdo colocados
0s tubos coletores de excretas, a seta laranja evidencia o tubo coletor de fezes

e a seta vermelha evidencia o tubo coletor de urina. Fonte: Autor.

Diariamente foi medida a quantidade de agua e racao ingerida, com
intuito de estimar o consumo de dieta, quantidade de ferro e de 4gua ingerida.

A figura a seguir apresenta a ordem cronoldgica dos experimentos.
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Figura 10. Representacdo esquematica da sequéncia experimental. No dia -2,
0s animais foram pesados e em seguida colocados em caixas individuais, onde
permaneceram em jejum por 24 horas, com excec¢ao do grupo de racao. No dia
-1, os animais foram colocados nas gaiolas metabdlicas, se alimentando de
comida e agua ad labitum. No dia 0, foi pesado a ra¢do e medido o volume de
agua para fazer o calculo de ingesta, em seguida a comida e agua foi reposta;
foram coletadas amostras de fezes e urina. No dia 1, novamente foram
coletadas amostras de urina e fezes, foram pesados a quantidade de comida e
medido o volume de agua, foi reposto a agua e a comida com a suplementacao
dos respectivos grupos. No dia 2, foram coletadas as amostras de fezes e
urina, medido o volume de agua e pesado a quantidade de comida
remanescente, os animais foram submetidos a eutandasia, para a coleta de

orgaos.

5.13.2 QUANTIFICAC}AO DE FERRO EM URINA E FEZES
A urina e as fezes foram coletadas diariamente por tubos coletores

encaixados na propria gaiola durante os 3 dias de experimento. A imagem da
gaiola pode ser observada na figura 9. As fezes coletadas foram armazenadas
em potes coletores de excretas e a urina coletada foi transferida para
eppendorf e armazenada em freezer a -80° C. ApGOs a coleta, dosou-se o teor
de ferro nas amostras a partir do método de fenantrolina descrito por Sampaio
(2012)®®, com modificacdes.

Para dosar o teor de ferro nas amostras de urina, foram utilizados 500
uL de urina, 1,2 mL de tamp&o acetato de s6dio 50 mmol L™, pH 4,7, 160 pL de

acido ascorbico e 80 pL de fenantrolina, em seguida o ensaio foi incubado por
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20 min a temperatura ambiente. Posteriormente as amostras foram
centrifugadas por 5 min e em seguida foi feito leitura em espectrofotdmetro com
comprimento de onda de 510 nm.

Para utilizar as fezes no ensaio, as amostras foram primeiramente secas
em estufa a 60° C por 24 horas. Em seguida foi feito o ensaio usando 25 mg de
amostra seca, 1,7 mL de tamp&o acetato de sédio 50 mmol L™ pH 4,7, 160 pL
de acido ascorbico e 80 pL de fenantrolina. O sistema foi incubado a
temperatura ambiente por 20 min. Posteriormente as amostras foram
centrifugadas por 5 min e em seguida foi feito leitura em espectrofotdmetro com
comprimento de onda de 510 nm.

A determinagdo de ferro nas amostras de urina e fezes foi determinada

utilizando-se curva de calibragéo de fenantrolina (R? =0.9985).

5.13.3 ABSORCAO APARENTE

A absorcdo aparente do ferro foi determinada segundo Shiga e
colaboradores (2003)®, pela seguinte equacao:

Absorcao aparente (mg/dia) = ingestéo de ferro (mg/dia) - excrecao de

ferro fecal (mg/dia).

Para o célculo da ingestdo foi considerado a média do consumo das

gaiolas metabdlicas.

5.13.4 QUANTIFICAGCAO DE FERRO EM ORGAOS
A retirada do material bioldgico foi feita no ultimo dia do experimento,

sendo retirado o figado e os rins. Deste modo, os animais foram anestesiados
por tiopental sédico (THIOPENTAX®) (2,5%), a anestesia foi administrada na
dosagem de 1mL/100 g do peso do animal, em seguida foi feito um
deslocamento cervical para a eutanasia do animal. Posteriormente o animal foi
posicionado em uma mesa, sob posi¢do decubito dorsal e foi feito uma incisdo

abdominal. Os orgéos retirados foram lavados em solucéo salina 0,9% (p/v) e
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foram colocados em potes plasticos esterilizados e armazenados em freezer -
80° C. Apds 24 horas, as amostras foram liofilizadas.

Para realizar a digestdo dos 6rgaos foi utilizado a metodologia descrita
por Wortmann (2004)®” com modificacées. Para a digestdo do rim foram
utilizados 150 mg de rim liofilizado e 1 mL de acido nitrito P.A, e para a
digestédo do figado foram usados 200 mg de figado em 2 mL de &cido nitrico
P.A; ambas as amostras foram submetidas ao ultra-som por 1 hora.
Posteriormente as amostras foram armazenadas em estufa de 60° C por 1
hora, com o objetivo de solubilizar e destruir o material orgéanica. De cada uma
das solugbes obtidas, foi transferido 50 pL para eppendorf, e o volume foi
completado até 1 mL com &gua ultrapura. A partir desta solucéo foi feito a
quantificacdo de ferro em cada amostra. A quantificacédo foi feita com 500 mL
de amostra, 1,2 mL de solugéo tamp&o acetato de sodio 50 mmol L™, pH 4,7,
160 puL de acido ascorbico e 80 pL de fenantrolina, em seguida o ensaio foi
encubado por 20 min. Posteriormente as amostras foram centrifugadas por 10
min e em seguida foi feito uma leitura em espectrofotdmetro com comprimento
de onda de 510 nm. A determinacéo de ferro nas amostras de urina e fezes foi

medida através da curva de calibracdo de fenantrolina (R?=0.9985).

5.14 ANALISES ESTATISTICAS
Os testes foram conduzidos através de um delineamento inteiramente

casualisado, considerando os feijdbes ETC, HTC e AUT utilizados. Os
experimentos foram realizados em triplicata, com repeticdes, e os resultados
foram expressos como média e desvio padrdo. Os dados obtidos foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e teste Tukey para a comparacao
entre as médias. O programa utilizado foi o Statistica 10.0 (Stat Soft Inc., Tulsa,
Ok, USA) e o programa Graphpad Prism 6, com nivel de significancia de 95 %.
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6. RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1 QUANTIFICACAO DE PROTEINAS
Ao realizar diversos tipos de extracdo de proteina, devemos

primeiramente conhecer a amostra a ser trabalhada, ou seja, é necessario
analisar as suas propriedades e caracteristicas fisico-quimicas. Portanto é
primordial saber o nivel de solubilidade proteica, que € determinada ndo s6
pela variedade de residuos de aminoacidos e a forma de dobragem da cadeia
peptidica, mas também pelas propriedades do sistema solvente em que a
proteina esta contida. Neste caso, existem quatro fatores principais que afetam
a solubilidade da proteina, os quais influenciam a estrutura secundaria e
terciaria. Sao eles: a forca idnica, pH, temperatura e a constante dielétrica do
solvente (88).

Partindo deste conhecimento, os métodos de extracdo testados foram
baseados na solubilidade das proteinas presentes nas amostras e 0s
resultados estdo apresentados na tabela 1. A partir das analises estatisticas
obteve-se que para o feijdo ETC, nos métodos de extracdo 1 e 2 a quantidade
de proteina extraida foi similar, sendo o método 4 o mais eficiente, com valores
de 7,8 mg g*. Em relacdo ao feijio HTC, o método de extracdo que obteve
mais éxito também foi o método 4, seguido pelo método 3; os métodos de
extracdo 1 e 2 foram menos eficientes e ndo apresentaram diferenca
significativa. Nos feijdes AUT os maiores teores de proteinas extraidas foram

obtidos no método 4, seguido pelo método 3.

Tabela 1: Quantificacdo de proteinas dos diferentes métodos de extracao

Métodos ETC HTC AUT
(mg/g)

1 1,0° +0,03 0,9° +0,04 0,9° +0,04

2 1,6°+0,11 1,2° 0,07 1,1° +0,06

3 4,2° +0,21 2,3° 40,10 2,2° +0,02

4 7,8 +0,69 8,0% +0,79 6,02 +0,18

Resultados expressos como médias de trés determinacdes + desvio padrao. Na mesma coluna,

dados seguidos por letras iguais ndo diferem significativamente (p >0,05).
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O meétodo de extracdo 1 foi baseado no uso de solvente organico
combinado com um acido. Ao utilizarmos esta solucdo, estamos alterando
simultaneamente a camada de solvatacdo e o ponto isoelétrico das proteinas.
A adicao de acetonitrila resulta em diminuicdo da constante dielétrica da fracéo
aguosa da solucéo extratora, o que altera a polaridade do extrato, acarretando
no aumento da solubilidade de proteinas com polaridade mais baixa (88-90).
Embora esse método ndo tenha apresentado maior teor de proteina em relagao
ao meétodo 4 para o feijdo ETC, este método é eficaz para extracdo de
proteinas e peptideos com carater anfipatico (29).

Os métodos de extracdo 2 e 3 foram conduzidos com a adi¢do de sais
(acetato de sédio e bicarbonato de aménio) e alteracdo do pH. A estratégia
utilizada nestes métodos € alterar a forca idnica do meio. Ao levar em conta a
solucdo antes da adicdo dos sais, 0s ions na solucdo encontravam-se
rodeados por uma atmosfera de ions de cargas opostas, sendo que esta
atmosfera ibnica pode causar grandes alteracdes na solubilidade de uma
substancia idnica de interesse. Ao adicionarmos 0s sais como acetato de sodio
e 0 bicarbonato de ambnio, a forca i6nica do meio sera aumentada;
consequentemente haver4d uma competicdo entre a proteina e o soluto pelo
solvente aquoso. Deste modo os ions dos sais presentes na solucao se ligardo
as moléculas de agua, impedindo a interacdo das moléculas de agua com a
proteina, resultando em uma interacdo proteina-proteina, as quais se agregam
e precipitaram. Tal efeito € conhecido como “salting-out” (46, 88). Comparados
aos demais meétodos, o sal bicarbonato de aménio foi ligeiramente mais
eficiente que o sal acetato de sodio para extracdo de proteinas dos feijdes HTC
e AUT.

O método de extracdo 4 foi baseado na solubilizacdo das proteinas do
extrato por alcalinizacdo. Sabe-se que extracdo em pH 8,0 é considerado uma
extracdo de proteinas totais, pois a maior parte das proteinas de leguminosas
sdo soluveis em valores de pH entre 7,0 e 8,0. As familias de proteinas que
sdo extraidas em pH 8,0 sédo as globulinas, albuminas e glutelinas (91). E por
ser uma solucéo a base de agua, favorece a extracdo de fracées de albumina
(92). Por esta razdo que este método de extracdo apresentou maior teor

proteico.
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6.2 GEL DE ELETROFOROSE SDS-PAGE
A técnica de eletroforese descreve a migracdo de coldides sob a

influéncia de um campo elétrico, ou seja, as moléculas com carga negativa
migram para o polo positivo (anodo), e moléculas com carga positiva migram
para o polo negativo (catodo). A evidenciacdo de proteinas e acidos nucléicos
por esta técnica € bastante precisa e importante para diversos estudos, tais
como taxondmico, fisioldégico, genéticos e entre outros. Na eletroforese a
separacao das moléculas se da em funcdo das suas cargas elétricas e também
de suas massas moleculares e conformacdes (93)

A eletroforese em gel de poliacrilamida em presenca de SDS (SDS-
PAGE) revelou o perfil de proteinas e peptideos extraidos em cada método. A
partir da andlise do gel mostrado na figura 11, pode-se identificar diferencas no
perfil proteico com base na massa molecular. No gel em estudo sé&o
evidenciadas proteinas com massas moleculares que variam de 220 a 20 kDa
e pequenas fragdes proteicas com massas moleculares abaixo de 20 kDa.

Comparando os tipos de feijdes nos diferentes métodos de extracédo
observa-se que no extrato 1, as bandas peptidicas (+ 15 kDa) prevaleceram
nos feijdes ETC e HTC, e no feijao AUT apresentou bandas peptidicas de
tamanho molecular de 6 kDa. Analisando o extrato 2, observa-se que as
bandas peptidicas prevaleceram nos feijdes ETC e HTC, com massa molecular
de aproximadamente 6 kDa. Analisando o feijao ETC e HTC nota-se que no
extrato 3 e 4 apresentaram manchas peptidicas abaixo de 21,5 kDa, sendo que
estas manchas evidenciam a presenca de peptideos hidrolizados. E para o
feijdo AUT apresentou bandas nitidas nos extratos 3 e 4 com o mesmo perfil
protéico de massa molecular abaixo de 21,5 kDa.

Com esta analise, foi possivel identificar que o feijdo HTC se destacou
dos demais por apresentar maior quantidade de bandas peptidicas em todos os
métodos de extracdo. A presenca de peptideos neste feijdo pode ser em
virtude do processo de endurecimento, que ocasionou a hidrolise das proteinas
(7). E através desta analise foi possivel ainda identificar os melhores métodos
para extracdo de peptideos, que foram os meétodos 1, 2 e 3.

Dentre os métodos mais eficientes para extracdo de peptideos, o
método 1 foi escolhido para a continuagdo deste trabalho primeiramente por

gue o numero de bandas de massa molecular menor que 20 kDa é maior do
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gue nos outros métodos de extracdo, indicando uma maior diversidade de
peptideos neste extrato. Além disto, as atividades testadas neste trabalho

foram mais expressivas neste extrato.

M El E2 E3 E4

Figura 11: Gel de eletroforese dos extratos obtidos empregando diferentes
meétodos de extracdo. Os numeros: 1- evidencia o feijdao ETC, 2- evidencia o
fefjao HTC, 3- evidencia o feijao AUT. As siglas: M: indica o marcador
molecular, E1- representa o extrato 1, E2- representa o extrato 2, E3-
representa o extrato 3, E4- representa o extrato 4. A malha do gel de
poliacrilamida usada foi 12 %.

6.3. ATIVIDADES QUELANTES
Na natureza € possivel encontrar diversos tipos de compostos que

atuam como agentes gquelantes. Dentre eles podem ser citados os acidos
inorganicos, acidos organicos bicarboxilicos, fosfatos, vitaminas, aminoacidos e
peptideos. Entre inGmeros compostos quelantes, os peptideos se destacam por
serem ligantes proximos ao ideal, uma vez que em um ambiente aquoso, a
molécula protéica se encontra em estado zwiteribnico, com o grupo carboxilico
e amino ionizados com cargas opostas, de modo que ambos 0s grupos sao
capazes de participar da reacéo de quelacao com o ion de metal (13).
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A ligacao dos peptideos a um ion metalico se baseia na interacdo entre
um grupo doador de elétrons situado na superficie da proteina e um ion
metalico que apresente um ou mais sitios de coordenagdo acessiveis, de modo

gue o complexo formado deve ser biologicamente estavel (84).

6.3.1 ATIVIDADE QUELANTE DE COBRE
O cobre é um mineral indispensavel para o organismo, pois ele

desempenha inimeros papeis no metabolismo celular. Por esta razado, €
necessaria a ingestao diaria de aproximadamente 2 a 5 mg de cobre para a
manutencdo da saude. O cobre desempenha fungfes tais como prevencdo de
anemia, de doencas Osseas, de danos celulares, participacdo na composicao
de proteinas e enzimas. Em contrapartida, o excesso de cobre também causa
danos ao nosso corpo, pois ele produz espécies reativas de oxigénio, induz a
quebra da cadeia do DNA e oxida as bases nucleotidicas. Portanto, a ingestédo
elevada ndo é adequada, pois além dos danos j& citados, o cobre desencadeia
doencas neurodegenerativas, como a doenca de Alzheimer e de Parkinson (56,
94).

E possivel melhorar a absorgéo e diminuir os efeitos colaterais oriundos
do excesso de cobre no organismo usando peptideos quelantes. Deste modo,
0 cobre complexado tem maior absorcdo do que em sua forma livre. Para
realizar o ensaio da atividade quelante de cobre foi usado o reagente de cor
pirocatecol violeta. Este reagente se liga com os ions de cobre e forma
complexos de coloragdo azul que podem ser quantificados em
espectrofotdbmetoro. O principio deste ensaio baseia-se na reacdo de agentes
guelantes, neste caso peptideos bioativos, com ions cobre que por néo
estarem mais disponiveis no meio, deixam de reagir com o pirocatecol violeta
levando a um decréscimo na colora¢do azul proporcional a concentracdo do
agente quelante (13). Na tabela 2 sdo apresentados os valores de atividade

quelante de cobre obtidos nos diferentes métodos de extracéo.
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Tabela 2: Atividade Quelante de cobre dos extratos obtidos por diferentes
meétodos de extracao.

Métodos ETC HTC AUT

(%)
1 807 +0,02 63° +0,03 90° +0,01
2 67° +0,01 97°+0,01 970,00
3 28° +0,02 34° 0,01 93° +0,02
4 28° +0,04 37° 0,02 74° +0,02

Resultados expressos como médias de trés determinacdes + desvio padrao. Na mesma coluna,
dados seguidos por letras iguais ndo diferem estatisticamente (p >0,05).

Os resultados demostram a presenca de atividade quelante em todos os
meétodos de extracdo. Comparando os métodos de extracdo para o feijao ETC
ficou evidente que o método 1 de extracéo foi mais eficiente do que os demais
métodos, apresentando 80 % de atividade quelante de cobre. Para o feijao
HTC o método 2 foi mais eficaz, resultando em 97% de atividade biologica.
Para o feijdao AUT os métodos 1, 2 e 3 foram eficientes para a extracdo de
atividade quelante de cobre, apresentando 90 %, 97% e 93 % respectivamente.

Os ions de cobre apresentam alta afinidade por alguns amino&cidos,
como os &cidos glutamico e aspartico, serina, histidina, cisteina, metionina e
triptofano. Nesta interacdo, o cobre se liga a grupos ricos em oxigénio, como o
grupo carboxila dos acido aspartico e glutamico, e grupos ricos em nitrogénio,
como o anel imidazol da histidina, formando assim um complexo metalico(95).
Deste modo, € provavel que os métodos que apresentaram maiores atividades
quelantes de cobre tenham extraido peptideos que apresentam estes
aminoacidos na sua composicao.

Outros autores também relataram atividade quelante de cobre em seus
ensaios com peptideos. Carrasco-Castilla et al (2012)®® encontraram atividade
quelante de cobre em feijdo comum (P. vulgaris), variedade preto. Em seus
ensaios estes autores obtiveram valores de 50,5% de atividade quelante em
peptideos obtidos por hidrolise enzimatica, sendo 49,6 % de atividade para
peptideos hidrolisados com massas moleculares maiores que 1 kDa e 79,2 %
para peptideos hidrolisados com massas moleculares menores que 1 kDa.

Durak et al (2013)""® analisaram atividade quelante de cobre nas fracdes
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protéicas e em hidrolisados de feijao Adzuki. Esses autores relatam atividade
quelante com valores de 36,6 mg mL™ na fracdo albumina; 5,1 mg mL™ na
fracdo globulina, 0,8 mg mL™ na fracdo prolamina,16,8 mg mL™ na fracéo
glutelina e 9,1 mg mL™ na fracdo contendo peptideos hidrolisados.

Ao comparar os resultados deste estudo com alguns autores citados,
como por exemplo, os resultados obtidos por Carrasco-Castilla e colaboradores
(2012)®® nota-se que houve uma diferenca de aproximadamente 40% na
atividade quelante de cobre comparado a fracéo proteica do feijdo AUT com 0s
peptideos hidrolisados. Este resultado demonstra que os teores de peptideos
nativos com atividade quelante de cobre presentes em feijdo autoclavado sao
superiores aos relatados na literatura. Neste sentido, considerando esta
bioatividade, parece ser mais viavel submeter as proteinas e peptideos
presentes em feijdo a um processo térmico do que submete-las a um processo

de hidroélise.

6.3.2 ATIVIDADE QUELANTE DE FERRO
Os minerais sdo essenciais para o organismo humano. Dentre eles, o

ferro € um metal importante para a atividade de algumas enzimas e como
componente de grupos prostéticos de proteinas como o0s citocromos,
hemoglobina e mioglobina, além de ser também componente das porfirinas. A
deficiéncia do ferro no organismo pode ser resultado de uma ma alimentacdo
ou de baixa biodisponibilidade do ferro nos alimentos, e resulta em varios
maleficios a salde, com destaque para a anemia (97)

Outro aspecto apontado como responsavel pelo déficit do ferro no
organismo é a capacidade de absorcdo deste elemento. O ferro esta presente
no organismo sob duas formas: o Fe?* e Fe®", os quais sdo capazes de doar e
receber elétrons. Entretanto, o Fe?* ndo é absorvido pelo organismo e precisa
ser convertido pela ferrioxidase em Fe** para assim ter absorcéo e atuar nas
rotas metabdlicas. Caso o Fe®" ndo seja convertido a Fe®*, este pode reagir
com acidos graxos insaturados e induzir a peroxidagédo lipidica, gerando
espécies reativas de oxigénio, acarretando em danos a integridade da célula e

morte celular (58).
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Deste modo uma das alternativas para melhorar a absorcdo do Fe®" é a
utilizacdo de complexos quelantes obtidos de moléculas organicas, como
peptideos, os quais apresentam aminodcidos com carga em pH fisiolégico,
favorecendo a reacéo de quelacado (60). Guo e colaboradores (2014)"? relatam
que o produto comercial bisglicinato ferroso, foi desenvolvido por apresentar
melhores resultados do que o sulfato ferroso.

No ensaio de atividade quelante de ferro foi utilizada a ferrozina como
reagente colorimétrico, uma vez que ela € capaz de formar complexo com o
Fe?* livre na solugéo. Conforme aumenta a quantidade de peptideos quelantes
na solucdo havera uma maior competicdo destes compostos pelos fons de Fe?*
livres, desta forma resultando em um decréscimo da quantidade de Fe?* livre
para formacdo do complexo colorido Fe?*-ferrozina. O complexo Fe**-ferrozina
apresenta cor violeta e a presenca de peptideos quelantes € indicada pela
redugéo na cor do ensaio (13).

A atividade quelante das fracdes proteicas extraidas pelos diferentes

solventes estdo apresentadas na tabela 3.

Tabela 3: Atividade quelante de ferro dos extratos obtidos por diferentes
meétodos de extracao.

Métodos ETC HTC AUT

(%)
1 52°+0,01 75%+0,02 87°+0,01
2 53°+0,04 77% 0,03 83° 0,09
3 37° 40,02 70° +0,01 952 +0,01
4 622+0,02 65°+0,01 789 +0,01

Resultados expressos como médias de trés determinagdes + desvio padrdo. Na mesma coluna,
dados seguidos por letras iguais nao diferem significativamente (p >0,05).

Ao analisar a atividade quelante de ferro dos extratos obtidos por
diferentes métodos de extracdo, verificou-se que o extrato do método 4 foi o
mais eficaz para o feijdo ETC, com valor de 62%, seguido pelo método 1 e 2
com 52 % e 53 % respectivamente, sendo que os extratos destes dois métodos
nao apresentaram diferengca significativa. Para o feijdio HTC, os melhores

métodos de extracdo da atividade quelante de ferro foram os métodos 1 e 2,
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seguido pelos métodos 3 e 4. Em relacéo ao feijao AUT, o melhor método de
extracao foi 0 método 3 com 95% de atividade quelante, seguido pelo método 1
com 87 %.

Para a formacdo de um complexo ferro-peptideo é necessario que haja
estabilizacdo dos elétrons de ligacdo e da carga do ion metalico, tornando
assim a carga da molécula nula. H& casos em que ions metalicos podem se
ligar ao oxigénio carboxilico por ligagdes covalentes coordenadas ou idnicas,
mas é preferivel que haja ligagdo com um grupo a-amino por meio de ligacdes
covalentes coordenadas (98).

Outro aspecto que deve ser levado em conta ao formar o complexo
quelante é a composicdo de aminoacidos presentes na sequéncia peptidica.
Para que haja a formacdo do complexo é necessaria a presenca de
aminoacidos especificos que possuem afinidade pelos ions de ferro, dentre
eles a histidina, acido glutdmico, aspartico, cisteina e triptofano. Estes
aminoacidos aumentam a absorcéo do ferro e resultam na reducdo dos ions
férricos para ferrosos. Os grupos OH- da serina ou da treonina também contém
sitios de ligacdo ao ferro, entretanto a histidina e a cisteina sdo aminoacidos
que apresentam maior afinidade devido ao anel imidazol e ao grupo tiol,
seguido pelos grupos carboxilicos de acido glutdmicos e asparticos, que sao
grupos de fortes coordenacdes (84, 99).

Com base nestes dados, pode-se intuir que os diferentes valores de
atividade quelante de ferro para os diferentes métodos de extracao se deve a
extracdo de peptideos com variado nimero destes aminoéacidos. E provavel
entdo que os métodos 1, 2 e 4 extrairam peptideos e proteinas com
sequéncias ricas em histidina, cisteina, triptofano, acido aspartico e glutamato,
visto que tais aminoacidos tem alta afinidade para os ions férricos. Ao
comparar os tipos de feijdo em relacdo a atividade quelante de ferro, ficou
evidente que o feijdo AUT apresentou maior porcentagem desta atividade em
relacdo aos demais feijoes.

Carrasco-Castilla e colaboradores (2012)®® testaram a presenca de
atividade quelante de ferro para peptideos obtidos por hidrolise de proteina
total extraida de feijao preto e submetidos a fracionamento. Neste estudo foram
encontrados valores de 22,9 % de atividade quelante de ferro para a fracéo

hidrolisada total; para as fracdes com massa molecular maiores que 1 kDa
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obteve-se 16,04 % e para as fracdes menores que 1 kDa 35,83 % de atividade
biologica. Nos estudos de Durak et al (2013)® com feijio Adzuki obteve-se
16,98 mg mL™ de peptideos hidrolisado com atividade quelante de ferro.

Ao comparar os resultados citados com os resultados deste estudo,
pode ser observar maiores teores de atividade quelante de ferro proveniente de
peptideos nativos, evidenciando que é economicamente mais viavel o processo

de tratamento térmico do que o processo de hidrolise.

6.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
O uso de antioxidantes tem crescido bastante nos ultimos anos em

funcdo das propriedades nutracéuticas que estes compostos desempenham.
Por definicdo, antioxidante € uma substancia que se opdem as reacles de
oxidacdo ou inibi as acdes de espécies reativas de oxigénio e peroxidos. Estes
compostos podem ser encontrados em diferentes alimentos de origem vegetal
ou animal e no mercado existem também varios antioxidantes sintéticos. No
entanto, os antioxidantes sintéticos podem desenvolver efeitos colaterais, de
modo que a melhor alternativa € o uso de antioxidantes organicos como
enzimas, vitaminas, proteinas e peptideos que sdo capazes de neutralizar e
diminuir a oxidacdo em tecidos do organismo humano (100).

Os radicais livres sdo gerados naturalmente no corpo humano durante a
respiracdo e outros mecanismos metabodlicos. Estes radicais podem ser
utilizados como agentes preventivos de diversos tipos de infeccbes e como
sinalizadores. Entretanto, o seu excesso causa desequilibri no organismo,
podendo assim gerar danos as células, DNA e proteinas, resultando em
doencas como o cancer e aterosclerose (45, 52).

Existem diferentes métodos que sdo capazes de determinar a
capacidade antioxidante tais como, captura de radicais por ABTS (2,2'-azino-
bis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) e DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrasil,
teste de ORAC (oxigen radical absorbance capacity) usando reagentes
fluorescente como a beta-ficoeritrina ou a fluoresceina, além dos testes de
ABAP (2,20-azobis-aminopropano) e FRAP (ferric reducing antioxidant power)
(100).
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Neste estudo foi utilizado o método de DPPH, que € um método
baseado na captura do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrasil por antioxidantes, que
resulta no decréscimo da absorbancia em 520 nm.

A presenca de atividade antioxidante por DPPH foi testada com os
extratos obtidos de diferentes métodos de extracdo a fim de analisar qual

método € mais eficaz para extrair proteinas e peptideos com atividade
antioxidante. Os resultados obtidos estao evidenciados na tabela 4.

Tabela 4: Atividade antioxidante dos extratos obtidos por diferentes métodos de
extracdo (CAET/ g)

Métodos ETC HTC AUT
1 3,02 +0,11 4,22 +0,09 4,0% +0,21
2 1,8 +0,10 1,7° 0,20 3,22 +0,12
3 1,6° +0,85 1,2° +0,87 3,0%° +0,82
4 2,0 +0,26 0,5°+0,80 2,3° +0,07

Resultados expressos como médias de trés determinagdes + desvio padrdo. Na mesma coluna,
dados seguidos por letras iguais ndo diferem significativamente (p >0,05).

Os resultados demonstram que para o feijdo ETC as proteinas e
peptideos extraidos pelos métodos 1 e 4 apresentaram maior atividade
antioxidante. Ja para o feijao HTC o método 1 se destacou dos demais com
maior capacidade antioxidante extraida. Também no feijjdo AUT, o melhor
método de extracao de proteinas e peptideos com atividade antioxidante foi o
método 1, embora ndo haja diferenca estatistica entre este e os métodos 2 e 3.

Os resultados obtidos colaboram com a teoria de que a atividade
antioxidante é influenciada pela estrutura, hidrofobicidade e composicdo de
aminoacidos das cadeias proteicas. Como foram utilizados diversos métodos
de extracdo, foram encontrados diversos tipos de proteinas com estruturas
diferentes, o que isso influenciou diretamente na atividade antioxidante.

Luna-Vital e colaboradores (2014)“® relatam que uma cadeia proteica
contendo aminoacidos aromaticos como triptofano, tirosina e fenilalanina e
aminoacidos basicos como a histidina e arginina resultaram no aumento da
atividade antioxidante dos peptideos formados apos a hidrélise enzimatica.

Estes autores explicam ainda que os residuos de aminoacidos citados acima
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atuam na doacao dos protons aos radicais deficientes de elétrons, e assim
mantem a estabilidade molecular da proteina.

Sarmadi e Ismail (2010)®? relataram ainda que o posicionamento
correto dos aminoacidos na sequéncia primaria influencia diretamente na
atividade antioxidante das proteinas e peptideos. Eles relatam que na estrutura
peptidica contendo Leu-Leu-Pro-His-His apresentou maior atividade
antioxidante em virtude da presenca da sequéncia His-His, uma vez que, ao
retirar estes residuos de aminoacidos da regido carboxi-terminal da cadeia

peptidica a atividade antioxidante foi menor.

6.5 ESCOLHA DO METODO DE EXTRAGAO
Levando em consideracdo todos os testes realizados, o método de

extracdo 1 foi escolhido para dar continuidade ao trabalho, uma vez que este
método resultou em maior numero de bandas com massa molecular abaixo de
20 kDa, observadas na eletroforese em SDS-PAGE, o que indica uma maior
diversidade de peptideos que podem apresentar atividade biolégica. Esta
primeira avaliagdo se confirmou posteriormente nos testes de atividade
qguelante de cobre, de ferro e na presenca de atividade antioxidante, em que o
meétodo de extracdo 1 resultou em alto teor dos compostos testados. O extrato

resultante deste método de extracdo (E1) foi utilizado nos testes subsequentes.

6.6 TESTES DE INIBIDORES DE ENZIMAS
O uso de alimentos proteicos advindos de leguminosas € bastante alto,

uma vez que estes alimentos sdo relativamente baratos. Entretanto, a
digestibilidade de proteinas destes alimentos é afetada pela presenca de
fatores antinutricionais, dentre eles os inibidores de tripsina e de a-amilase. Os
inibidores de tripsina e a-amilase atuam no organismo inibindo estas enzimas
digestivas, o que induz a hipersecrecdo de enzimas pancreéticas, estimula a
hipertrofia do péancreas e além de reduzir a absor¢do das proteinas e amido
presentes na dieta. Dentre as alternativas para reduzir a agao destes inibidores
o tratamento térmico € o mais utilizado, ja que sendo proteinas, estes inibidores

sao susceptiveis a desnaturacao e perda de atividade (32, 37, 39).
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Neste cenario, foi avaliada a presenca de inibidores de ftripsina e a-
amilase no E1 dos graos de feijao ETC, HTC, AUT, bem como o efeito de
tratamento térmico sobre estes inibidores.

Na tabela 5 estdo representados os valores obtidos pelos ensaios de

atividade de inibidores.

Tabela 5: Teste de atividade de inibidores de enzimas presentes nos extratos
obtidos pelo método de extracdo (E1).

Inibidores ETC HTC AUT
(Ul/mL)
STT CTT STT CTIT STT CTT
tripsina 441" 7,7° 46,8% 9,3¢ 20,0°

+0,3 0,31 +0,36 0,31 +0,25 -

a-amilase 2282+ 95° 10,8° - 3,5° -
0,6 +1,7 +1.1 +1

Resultados expressos como médias de trés determinacdes + desvio padrdo. Na mesma linha,
dados seguidos por letras iguais ndo diferem significativamente (p >0,05). Legenda: S.T.T
significa sem tratamento térmico; C.T.T significa com tratamento térmico.

Ao comparar os tipos de feijao em relagao aos inibidores de tripsina e a-
amilase, nota-se que os graos de feijdo AUT apresentaram menores atividades
em comparacao aos feijdes ETC e HTC. Nota-se também que ao submeter 0s
trés tipos de feijdo ao processo térmico adicional houve uma diminuicao
significativa na atividade dos inibidores.

Em relacdo a atividade de inibidor de tripsina o feijdo HTC apresentou
maior teor (46,8 Ul/mL) enquanto que o feijao AUT apresentou menor atividade
(20 UI/ mL). Essa diferenca é bastante significativa e nos mostra que ao
submeter os grdos de feijdo ao um processo de autoclavagem houve
desnaturacao dos inibidores de tripsina, 0 que consequentemente aumenta a
qualidade nutricional deste feijao. O tratamento térmico de aquecimento a 80
°C por 15 min foi bastante eficaz na reducédo da atividade destes inibidores,
variando de 44,1 Ul/mL a 7,7 Ul/ mL para o feijdo ETC, de 46,8 Ul/mL a 9,3

Ul/mL para o feijao HTC, e a completa eliminagéo destes inibidores no feijao
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AUT. Como os inibidores de tripsina sdo moléculas proteicas, elas séo
sensiveis ao processo de desnaturagcdo. Ao submeter os inibidores de tripsina
a alta temperatura e pressao do processo de autoclavagem pode ter havido
quebra das ligacdes covalentes (dissulfeto) dos inibidores de tripsina mais
resistentes a desnaturacao térmica (Bowman-Birk), o que explica sua completa
eliminagdo apoés tratamento térmico subsequente (32). Estes resultados foram
semelhantes aos encontrados por Batista (2014)®®, ao submeter os gréos de
feijdo comum, variedade Pontal ao processo de autoclavagem, a reducao da
atividade de inibidor de trispsina foi de 46,5% a 59,9%, dependendo das
condicdes de autoclavagem utilizada. Shimelis e Rakshit (2007)“%) também
relataram que o processo térmico é bastante eficaz, uma vez que ao submeter
os feijdes ao processo de autoclavagem obtiveram até 100 % de reducédo dos
inibidores de tripsina.

Em relagdo aos inibidores de a-amilase nota-se que a atividade deste
inibidor de a-amilase diminuiu conforme o feijao foi submetido ao processo de
endurecimento e autoclavagem, o qual pode ser observado nos valores 22,8 Ul
para o ETC; 10,8 Ul para o HTC e 3,5 para o AUT. Ao submeter ao processo
térmico as atividades dos inibidores de a-amilase reduziram 58,4 % para o
feijdo ETC, e para o feijao HTC e AUT a reducéo foi de 100%. Estes resultados
corroboram com a teoria que ao submeter o feijdo ao tratamento térmico ha
uma desnaturagao do inibidor a-amilase. O processo de desnaturacdo dos
inibidores de a-amilase através do tratamento térmico também foi verificado
pelo autor Iguti (1993)“%?). Ele encontrou que a reducéo da atividade do inibidor
se iniciava a temperatura em 45 °C e ao atingir a temperatura de 55 °C a
atividade de inibidor € nula.

Alonso et al (2000)™°® mostraram que a atividade de inibidor de a-
amilase foi perdida completamente apds o processo de extrusdo. Ja Batista
(2014)®® encontrou em seus testes com feijio comum cultivar Pontal uma
reducdo de 10,8% em feijdes autoclavados por 15 min e 42,2 % em feij0es
autoclavados por 30 min, demonstrando que aumentar o tempo de
autoclavagem resulta na diminui¢cdo dos inibidores de a-amilase.

Assim, embora estejam presentes no E1, os inibidores de a-amilase e de
tripsina podem ter sua atividade reduzida e até eliminada por tratamento a altas

temperaturas o que € uma alternativa importante para o reaproveitamento do
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feijdo comum na alimentacdo e para explorar as atividades biologicas

encontradas neste gréo.

6.7 FRACIONAMENTO PROTEICO
Afim de verificar se as atividades biolégicas encontradas nos feijoes

testados estavam relacionadas com a fracdo proteica, o E1 foi submetido a
processo de fracionamento por ultrafiltracdo em membrana, que resultou em
uma fragdo contendo proteinas, com massas moleculares maiores que 10 kDa,
e uma fracdo contendo fracBes peptidicas com massas moleculares menores
que 10 kDa. Apods fracionamento por ultrafiltracdo em membrana, as amostras
foram submetidas a tratamento térmico e em seguida foram testadas quanto ao
contedado de proteinas. O tratamento térmico foi utilizado com o intuito de
desnaturar os inibidores de tripsina e a-amilase presentes nesta fracdo e
verificar a estabilidade térmica das proteinas e peptideos bioativos presentes
nas amostras, conforme descrito em dados da literatura (1, 9). Os resultados
estdo expressos na tabela 6.

O E1 foi submetido a fracionamento por ultrafiltracdo, resultando nas
fracbes F > 10 kDa (F>10) que abriga as proteinas e F < 10 kDa (F<10), que
abriga os peptideos. ApoGs tratamento térmico, o teor de proteinas e peptideos
foram avaliados nas fracbes e comparados com o teor antes do tratamento

térmico, como mostra a tabela 6.

Tabela 6: Quantificacdo de proteinas das fracdes proteicas (mg/g)

Fracdes >10 kDa <10 kDa
STT CT.T STT CT.T
ETC 5,0 +0,68 4,7%°40,04 12*+021 1,2*+0,01
HTC 2,5°4+037 2,8°+049 05”4013 0,5 +0,07
AUT 3,59 +0,95 2,88 +0,17 1,72 +0,3 0,9%%+0,1

Resultados expressos como médias de trés determinacdes + desvio padrdo. Na mesma coluna,
dados por letras minUsculas iguais ndo diferem significativamente, na mesma linha para cada
fracdo, dados por letras mailsculas iguais ndo diferem significativamente (p >0,05). Legenda:
S.T.T significa sem tratamento térmico; C.T.T significa com tratamento térmico
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As diferencas no teor de proteinas entre os ETC, HTC e AUT sao por
causa da solubilidade de proteinas destes feijdes. As diferengas podem ser
explicadas em virtude da alteracdo estrutural das proteinas ao serem
submetidas aos processos de endurecimento e autoclavagem (8, 104). E
sabido que o processo de endurecimento reduz a solubilidade de proteinas,
provavelmente por formacdo de complexos destas moléculas com outras
moléculas presentes no feijdo (5, 105). Por outro lado, as mudancas de
temperatura, umidade e pressao utilizadas no processo de autoclavagem
podem ter afetado as ligacdes covalentes e ndo covalentes da molécula,
ocasionando em um novo rearranjo da estrutura, acarretando na exposicao de
diferentes residuos de aminoéacidos com diferentes graus de solubilidade (29).

Ao comparar o teor de proteina presente na fracao proteica (F >10 kDa e
F <10 kDa), observa-se que os feijbes ETC e HTC foram resistentes ao
tratamento térmico, uma vez que os teores de proteina se mantiveram, ou seja,
nao houve diferenga significativa entre os tratamentos. Em contrapartida a
fracdo proteica (F >10 kDa) do feijdo AUT nao foi resistente ao tratamento
térmico, onde foi observado um decréscimo de 47 % no teor de proteinas. Na
fracdo proteica (F <10 kDa) o mesmo padrao foi observado, o teor de proteina
do feijao AUT teve uma reducéo de 20 % apdés o tratamento térmico.

Outros autores como Rehman e Shah (2005)®? relataram em seus
estudos que ao submeter os grdos de feijdo vermelho e branco a processo
térmico e a autoclavagem, reduziram o teor de proteinas assim como foi
encontrado neste estudo com as fracdes proteicas. Nos estudos dos autores
citados foi relatada uma reducdo de 0,86-2,63% no teor de proteinas quando
os grados foram submetidos a tratamento térmico e 1,33-4,58% quando
submetido ao processo de autoclavagem a 121°C.

Sabendo que parte da proteina e peptideos presentes nos feijdes foi
perdida no tratamento térmico, foram feitos testes de bioatividade a fim de se
avaliar a estabilidade térmica destes compostos.

Com relacdo a atividade quelante de cobre, ao analisar as fracbes
obtidas dos tipos de feijao, observou-se que o feijao AUT apresentou maior
porcentagem desta bioatividade em relacdo aos demais feijdes. Os resultados

podem ser observados na tabela 7.
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Tabela 7: Atividade quelante de cobre das fragbes proteicas (%).

Fragdes >10 kDa <10 kDa
STT C.T.T STT CT.T
ETC 30" +0,01 42" +0,02 51°% +0,05 65" +0,05
HTC 30" +0,05 42°* +0,06 51°® +0,05 65" +0,02
AUT 40%® £0,12  44* 0,01 82*4+0,02  83*' 10,02

Resultados expressos como médias de trés determinacdes + desvio padrdo. Na mesma coluna,
dados por letras minlsculas iguais nao diferem significativamente, na mesma linha para cada
fracdo, dados por letras mailsculas iguais nédo diferem significativamente (p >0,05). Legenda:
S.T.T significa sem tratamento térmico; C.T.T significa com tratamento térmico

Apbs tratamento térmico as fracdes apresentaram significativo aumento
das atividades quelantes, exceto na F <10 de feijao AUT. Para o feijdo ETC na
F >10 houve um aumento de 12% na atividade quelante, que passou de 30
para 42%, enquanto que na F <10 este aumento foi de 14% (de 51 para 65%).
Para o feijjao HTC o aumento foi de 12% na F >10 e de 14% na F <10. No
feijdo AUT o aumento na atividade quelante s6 foi observado na F >10, que
aumentou de 40 para 44%. Provavelmente o tratamento térmico promoveu a
solubilizacédo de peptideos e proteinas ou expds aminoacidos responsaveis por
esta atividade antes internalizados na estrutura polipeptidica. Os resultados
encontrados para a atividade quelante de ferro das fracdes proteicas estao

expressos na tabela 8.

Tabela 8: Atividade Quelante de ferro das fragdes proteicas (%).
Fracdes >10 kDa <10 kDa
ST.T CT.T ST.T CT.T
ETC 33°°10,03 50°* +0,00 72°%+0,03 84°* +0,03
HTC 64°°+0,03 83" + 0,03 90™ +0,01 90™ +0,01
AUT  96* +0,00 9428 +0,01 97*+0,03 942® +0,00

Resultados expressos como médias de trés determinacdes + desvio padrdo. Na mesma coluna,
dados por letras minUsculas iguais nao diferem significativamente, na mesma linha para cada
fracdo, dados por letras mailsculas iguais ndo diferem significativamente (p >0,05). Legenda:

S.T.T significa sem tratamento térmico; C.T.T significa com tratamento térmico.
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Novamente o feijdo AUT destacou-se, desta vez com o maior teor de
atividade quelante de ferro. Também de modo similar ao que ocorreu com a
atividade quelante de cobre, houve um aumento da atividade quelante de ferro
nos feijdes submetidos ao tratamento térmico. Para o feijao ETC obteve se um
aumento de atividade de 17% na F >10 e de 12% na F <10, enquanto que para
o feijdo HTC verificou-se aumento de 19% da atividade na F> 10. Falar que a
submeter ao tratamento caem e séo significativos

E provavel que ao submeter os feijfes ao tratamento térmico as
estruturas das proteinas e peptideos tenham sofrido um rearranjo, tornado
expostos maiores quantidade de sitios de ligagdes para o ion ferro. A atividade
antioxidante das fracdes proteicas estd apresentada na tabela 9.

Tabela 9: Atividade Antioxidante das fracées proteicas (CAET/g™ de proteina)

Fragcdes >10 kDa < 10 kDa

STT C.T.T STT CT.T
ETC  12,4* 0,36 12,8 0,11 18,3**+0,07 19,5+1,31
HTC  10,5”+0,21 9,6 +1,16 24,2"+0,21 29,9 +0,41
AUT  13,1*+065 11,6™+05 27,3+0,10 32,6*+0,26

Resultados expressos como médias de trés determinacdes + desvio padrao. Na mesma coluna,
dados por letras minUsculas iguais ndo diferem significativamente, na mesma linha para cada
fracdo, dados por letras mailsculas iguais nao diferem significativamente (p >0,05). Legenda:

S.T.T significa sem tratamento térmico; C.T.T significa com tratamento térmico

Os resultados encontrados para a F >10 mostram que os feijdes que
apresentaram maiores atividades antioxidante foram o AUT com 13,1 CAET g™
antes de submeter ao tratamento térmico e 11,6 CAET g™ ap6s submissédo ao
tratamento térmico, seguido pelo feijdao ETC com aproximadamente 12 CAET g
! antes e depois do tratamento térmico. Para a F <10 o feij&o que apresentou
maior teor de peptideos bioativos foi o feijio AUT com 27,3 CAET g*, que
aumentou para 32,6 CAET g apés o tratamento térmico. JA o feijio HTC
apresentou valores entre 24,2 — 29,9 CAET g™.

Conforme dito anteriormente, a atividade antioxidante € influenciada pela

estrutura, composicdo de aminoacidos e hidrofobicidade. Em vista destes
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aspectos, ao comparar a F <10 com as demais fracbes (E1 e F >10), nota-se
que os peptideos se destacam por serem mais bioativos.

Alguns pesquisadores testam peptideos hidrolisados quanto a atividade
antioxidante a fim de encontrar a melhor sequéncia de aminoacidos para
desenvolver com maior eficacia esta atividade biologica. Luna-Vital e
colaboradores (2015)*? encontraram atividade antioxidante usando DPPH em
peptideos hidrolisados de feijao comum (P. vulgaris) na faixa de 748,4 a 50 de
CAET g, enquanto Carrasco-Castilla e colaboradores (2012)®® encontraram
atividade antioxidante de peptideos hidrolisados do feijdao comum pelo método
de ABTS em torno de 8,77 CAET g de proteina.

6.8 CAPACIDADE DE QUELAR COBRE E FERRO POR DIFERENTES
CONCENTRACOES DE PEPTIDEOS
A capacidade quelante de um polipeptideo com um metal se da pela

interacdo entre um grupo doador de elétrons presente na superficie da proteina
e um ion metélico que apresenta um ou mais sitios de coordenacéo acessiveis
(99). A ligacao entre um peptideo e um metal, se da pelo nitrogénio do grupo a-
amino ou o oxigénio do grupo carboxilico dos aminoacidos com os ions dos
metais, formando o complexo. Deste modo ao ligar ions e peptideo ocorre a
neutralizacdo da carga positiva do ion de metal em decorréncia da formacéo da
ligagéo idnica, covalente ou covalente coordenada (98).

O complexo quelante é especificado pelo arranjo espacial de residuos
de aminoacidos presente na sequéncia peptidica. As interacfes entre 0s
ligantes podem ser aumentadas ou diminuidas de acordo com o tipo de residuo
de aminoacidos presente na sequéncia peptidica (89). Assim, a capacidade
quelante de um dado peptideo dependera de sua composi¢cdo de aminoacidos
e o0 nivel de exposicdo do grupo ligante do aminoacido, determinado pelo
arranjo tridimensional do peptideo.

Deste modo, foi analisada a capacidade dos peptideos presentes na
F<10 kDa do feijao ETC, HTC e AUT em quelar ions de cobre e ferro, variando
as concentragbes de fragOes proteicas em um meio contendo concentragbes
fixas de 10 pg de cobre e 1,12 mg de ferro.

A tabela 10 mostra os dados obtidos a partir do teste de capacidade de

quelar ions de cobre. Nestes dados observa-se que o feijdo HTC quelou 100 %
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os ions de cobre com a concentracdo de 40 ug de proteina. Enquanto que o
feijdo AUT quelou com 50 pg de proteina e o feijdo ETC quelou completamente
com a concentragéo de 60 ug.

Tabela 10: Quantidade de peptideos necessario para quelar 100% dos ions de
cobre.

Quantidade de ETC HTC AUT
proteina

(Mg de peptideo) (Capacidade quelante %)

10 91,5% +0,11 88,57 +0,24 98,7"" +0,23
20 96,25 +0,53 94,9 +0,22 98,8"" +0,09
30 96,9 +0,53 97,5%" +0,98 98,9 +0,09
40 97,8“? +0,32 99,8% +0,65 995 40,49

50 99,15 +1,0 100”2 0,87 100”2 +0,23
60 100,8% +1,3 100,3%2 +0,15 100°? +1,09

Resultados expressos como médias de trés determinacgdes e + desvio padrdo. Na mesma linha,
dados por letras mailsculas diferentes diferem significativamente; e nha mesma coluna, dados
por letras minUsculas diferentes diferem significativamente (p >0,05).

A tabela 11 revela os resultados obtidos a partir do teste de quelacao de
ions de ferro variando a concentracdo de peptideo. Neste teste obteve-se que
o feijdo AUT apresentou 100 % de quelagcdo com a concentracdo de 40 pg.
Enquanto que os feijdes ETC e HTC necessitaram de 60 pg de proteina para

quelar 100% de ions de ferro.
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Tabela 11: Quantidade de peptideo necessario para quelar 100% dos ions de

ferro.
Quantidade de ETC HTC AUT
proteina
(Mg de proteina) (Capacidade quelante %)
10 90,9% +0,1 97,4 10,3 66,1°Y +0,3
20 96,2% +1,6 97,99 +0,5 71,4%¢ +0,7
30 96,5 +0,0 99”°4 40,5 97,8% +0,1
40 96,85 +0,4 99,2 +0,1 99,5 +0,1
50 98,252 +0,4 99,74 +0,4 99,8 +0,1
60 100,22 +0,1 100,1*? +0,3 100,32 +0,2

Resultados expressos como médias de trés determinagdes e + desvio padrdo. Na mesma linha,
dados por letras mailsculas diferentes diferem significativamente; e na mesma coluna, dados

por letras mindsculas diferentes diferem significativamente (p >0,05).

Estes dados nos mostram que a utilizacao de fracdes proteicas advindos
de uma simples extracao seguido de um fracionamento, sem a necessidade de
uma hidrélise enzimatica, € mais vantajoso, uma vez que se utiliza baixo teor
de peptideos para quelar 100 % de ions de cobre e ferro. Isso nos leva a
relatar que € possivel adquirir fracdes proteicas sem hidrolise enzimatica com
sitios de ligacdes disponiveis a doacdo de elétrons, com intuito de formar um
sitio de coordenacdo com um ion metalico, consequentemente formando um
complexo peptideo-metalico (99).

Nos testes feitos com o ion de cobre observa-se que foi possivel utilizar
50 ug de proteina do feijdo AUT para ter 100 % de quelacédo de ions de cobre,
0 mesmo teor de proteina utilizado por Carrasco-Castilla e colaboradores
(2012)® que apresentaram 78,2 % de quelacdo utilizando fragdo proteica
menor que 1 kDa de hidrolisado de proteina isolada. Outros autores também
tiveram resultados inferiores comparados aos resultados obtidos neste estudo,

os autores como Durak e colaboradores (2013)®

utilizaram 1,7 mg/mL para ter
100% de quelacdo de ions de cobre. Tais resultados evidenciam que a
utilizacado de fracdes proteicas dos feijdbes ETC, HTC e AUT apresentaram
maior capacidade em quelar ions metalicos. Os resultados mostraram ainda

que ao submeter o feijdo recém colhido ao processo de endurecimento
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contribuiu com o aumento da capacidade quelante de cobre; o que pode ser
explicado que durante o processo de endurecimento as moléculas de proteinas
sofrerdo uma reorganizacdo da sua estrutura, expondo aminoacidos com
afinidade aos ions de cobre (89).

Ja nos testes com os ions de ferro, pode-se dizer que a fracao peptidica
menor que 10 kDa de feijdes AUT apresentou maior capacidade de quelar ions
de ferro, uma vez que foram necessarias 40 ug desta fragdo para se obter
100% de quelacéo do ferro presente na solucdo. Os resultados apresentados
sao explicados pelo fato dos peptideos presentes no feijao AUT terem sofrido
alteracdes em sua estrutura em decorréncia do processo de autoclavagem, o
que deve ter resultado na exposicdo de sitios de ligacdes contendo
aminoacidos com carga negativa ou positiva, como aspartato, glutamato e
histidina, carregados na superficie da molécula, permitindo maior interacdo
com os ions de ferro (84).

Estes resultados demostram que é mais vantajoso a utilizacdo de
peptideos nativos do que peptideos hidrolisados para quelar ions de ferro, uma
vez que se utiliza a metade de teor de peptideo para formar quelatos
comparados com os autores descritos na literatura, como Carrasco-Castilla e
colaboradores (2012)*", que testaram a capacidade quelante das fracdes de
feijdo comum, a saber, isolado de proteina hidrolisada, hidrolisado de lectina e
hidrolisado de faseolina. Nestes testes foram utilizadas 100 ug de cada fragao
protéica para obter 20, 30 e 80% de atividade quelante de ferro,
respectivamente. Em estudos feitos por Torres-Fuentes e colaboradores
(2012)® foram utilizados também 100 pg de fracdes protéicas oriundas de
hidrolise enzimatica de proteina de grdos de bico e obtiveram 40% de
capacidade de quelar ferro para primeira fragéo, 30% para a segunda e terceira
fracdo e 15% para proteina hidrolisada.

6.9 ESTABILIDADE DO COMPLEXO PEPTIDEO-METALICO AS
CONDICOES GASTRICAS
O nosso organismo ndo possui mecanismo fisiolégico para eliminar ferro

e cobre em excesso. Deste modo, a absor¢cdo de ferro e cobre geralmente é
regulada para evitar o acumulo destes ions (106). Uma das barreiras para a
absorcdo dos ions metalicos € a manutencédo do quelato no trato digestivo. O
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principal ponto de controle € o estbmago em funcédo da acdo combinada da
enzima pepsina e o pH extremamente acido deste compartimento (107).

O primeiro passo para se garantir a absorcdo de ferro e cobre pelo
organismo é verificar a estabilidade gastrica dos quelatos produzidos durante a
passagem no trato gastrointestinal. Os complexos peptideo-metalico formados
a partir de peptideos dos feijdes ETC, HTC e AUT foram submetidos a digestédo
géstrica in vitro, com o intuito de avaliar a estabilidade da ligacédo Fe**-peptideo
e Cu?*-peptideo.

Com intuito de avaliar a estabilidade do complexo peptideo-cobre, foi
feito um ensaio submetendo o complexo formado ao pH estomacal associado a
acdo da pepsina, e também um ensaio contendo apenas o pH estomacal. Se
as ligacbes que estabilizam o complexo forem fracas 0 complexo pode se
desfazer nas condicdes estomacais, ocorrendo o rompimento da ligacdo Cu®*-
peptideo. Nesse caso, 0 cobre se dissociard do peptideo e permanecera
soluvel apos o ajuste do meio para o pH 6,0 ficando susceptivel a ligagdo com
0 reagente pirocatecol violeta adicionado apds o ensaio.

Os resultados encontrados neste trabalho evidenciaram que a
estabilidade do complexo peptideo-cobre frente as condicbes &cidas e
enzimaticas do meio se manteve apos o teste. Neste teste foi possivel observar
que a ligacdo entre o peptideo e os ions de cobre do complexo quelante
advindos dos feijdes ETC, HTC e AUT foram resistentes as condi¢cdes gastricas
permanecendo com mais da metade da atividade quelante de cobre. Estes
resultados podem ser observados na tabela 12.

Tabela 12: Estabilidade do complexo cobre-peptideo apds as condicdes
gastricas

ETC HTC AUT

Antes 90,8"° +0,54 87,4°° 0,76 93,2"2 +0,09

pH 2,0+ pepsina 76,5° +0,17 78,3%° +0,86 83,552 +0,61
pH 2,0 82,65" +0,84 79,15¢ +1,09 88,152 +3,43

Resultados expressos como médias de trés determinacdes e + desvio padrdo. Na mesma
coluna, dados por letras maiusculas diferentes diferem significativamente; e na mesma linha,
dados por letras mindsculas diferentes diferem significativamente (p >0,05).
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Nota-se ainda que ao comparar os trés tipos de feijdo observa-se que o
feijdo AUT foi o mais resistente as condi¢cdes gastrica, apresentando 90% de
manutencao da atividade quelante de cobre mesmo apos ser submetido a acao
da enzima pepsina e da solucédo acida. A estabilidade do complexo peptideo-
cobre do feijdo AUT é explicado pela presenca de certos aminoacidos
(histidina, serina, aspartato, metionina, glutamato e triptofano) na superficie da
molécula, que podem ter ficado expostos apOs o tratamento de autoclavagem,
tais aminoacidos apresentam alta afinidade com os ions cobre, resultando
numa ligacéao forte (95).

A avaliacdo do complexo peptideo-ferro baseou-se no fato de que o ferro
livre é soluvel em pH acido, mas é insoltuvel em pH 7,0. Portanto, caso o pH
estomacal associado a acdo da pepsina promova o rompimento da ligacao
Fe?*-peptideo, se o ferro estiver apenas fracamente ligado ao peptideo, o ferro
liberado precipitara apés o ajuste de pH para 7,0. A auséncia de precipitado foi
um forte indicativo da estabilidade do complexo.

A estabilidade do complexo ferro-peptideo apds as condicbes gastricas
com a enzima pepsina e sem a enzima pepsina foi mantida. Os resultados
mostraram que os complexos peptideo-ferro dos feijdes ETC, HTC e AUT
obtiveram valores superiores a 80% de estabilidade frente as condi¢bes

testadas. Estes resultados podem ser visualizados na tabela 13.

Tabela 13: Estabilidade do complexo ferro-peptideo apdés as condicdes
gastricas.

ETC HTC AUT

Antes 98,62 +0,09 97,8"°+0,07 95,2°¢+0,07

pH2,0+ 90,3“%+0,4 90 +0,5 89,252 +0,3
pepsina

pH 2,0 95,252 40,2 91,7%°+0,3 89,8%°+0,3

Resultados expressos como médias de trés determinacdes * desvio padréo. Letras mindsculas
na mesma linha e letras mailsculas na mesma coluna, dados seguidos por letras iguais ndo
diferem significativamente (p >0,05).

Os resultados para o complexo peptideo-ferro dos feijdes ETC, HTC e
AUT foram superiores em relagcdo aos resultados encontrados por Silva

(2013)%!, em seus testes realizados com peptideos do soro do leite onde foi



79

analisado a estabilidade do complexo ferro-peptideo as condicbes gastricas; o
autor encontrou uma faixa de 40,1 a 59% de estabilidade. Deste modo o autor
sugere que mais de 40% do ferro estd quelado, o que diminui a formacgéo de
hidroxidos insoluveis e potencialmente eleva sua biodisponibilidade.

Estes resultados demostraram que os complexos peptideos-metalicos
formados a partir de peptideos de feijdo ETC, HTC e AUT foram estaveis as
condicdes gastricas, ou seja, a ligacdo formada entre o peptideo e o metal se
manteve estavel mesmo apoOs passar por incubacdo em pH acido e com a
presenca da pepsina. A resisténcia da ligacdo peptideo-metal é caracterizada
pelo tipo de ligacdo que foi formada. Neste caso, pode haver a combinagao
entre ions metdlicos duros (ions caracterizados por pequeno raio e grande
carga) com um ligante duro formando um complexo estabilizado por simples
forcas eletrostaticas; ou pode haver ainda a ligacdo dos ions metalicos com
ligantes macios acarretando a formacao de uma nuvem eletronica polarizada, a
qual permite o partilhamento dos ions e um aumento na covaléncia da ligacao,
formando um complexo com alta estabilidade (108).

Outro fator que contribui com a estabilidade da ligacdo do complexo
peptideo-metalico € o nimero de ligacdes do ligante com o ion metalico, seja
cobre ou ferro. A estabilidade do complexo formado é mais alta quando ocorre
a ligacdo por mais de 2 atomos do ligante ao ion metalico, deste modo a
resisténcia do complexo é maior (109).

Portanto conclui-se que o peptideo confere protecdo aos ions de ferro e
cobre frente as condicBes gastricas. Espera-se que os complexos peptideo-
ferro e peptideo-cobre impecam o contato dos ions de cobre e ferro com a
mucosa do estdbmago a fim reduzir o potencial de irritabilidade gastrica
observado em formula¢gbes a base de sais de ferro e cobre, como o sulfato
ferroso e sulfato de cobre. Espera-se que as formas de complexo peptideo-
ferro e peptideo-cobre confiram maior absorcdo destes ions. Esta absorcao
pode ocorrer por varias rotas metabdlicas, dependendo do aminoacido
guelante presente no peptideo. Uma vez absorvido, mesmo que em pequenas
guantidades, estes complexos sé@o capazes de manter o sistema fisioldgico em

homeostasia (110).
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6.10 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL IN VIVO

6.10.1 QUANTIDADE DE INGESTA E EXCRECAO DE FERRO
Grande parte da ingesta de ferro na alimentacdo ndo é absorvida uma

vez que a forma como o ferro é disponibilizado no alimento ndo é aproveitada
por ser insolivel em meio fisiologico (111). Todo individuo necessita em torno
de 10- a 20 mg de ferro ingerido, para manter a homeostasia do corpo e
prevenir doencas. Por ser um importante cofator de enzimas e proteinas, e
participar de varias rotas metabdlicas, o ferro € indispensavel na alimentacdo
(112) .

Sendo assim foi realizado a avaliacdo da quantidade de ferro ingerida
em cada grupo experimental. A dieta de caseina por 48 h teve como objetivo
promover total excrecdo de ferro do trato gastrointestinal dos animais. Desse
modo a ingesta de ferro foi feita no dltimo dia experimental. Os resultados
obtidos evidenciaram que o grupo do quelato comercial e do complexo
peptidico ingeriram a mesma quantidade de ferro, enquanto que o grupo do
ferro inorganico ingeriu 1 mg de ferro por grama (tabela 14). O grupo de
caseina nao ingeriu nenhum teor de ferro, uma vez que sua suplementacéo foi
isenta de ferro e os animais do grupo da racao ingeriram 205 mg de ferro por
grama. Estes resultados podem ser observados na tabela 14.

Tabela 14: Média da quantidade de ingesta de ferro de cada grupo
experimental.

Grupo experimental Quantidade de ingesta (mg/g)
Caseina 0¢
Racao 205% +10
Quelato comercial 2,0° +0,07
Complexo Peptidico 2,1° +0,07
Ferro inorganico 1,1° +0,1

Resultados expressos como médias de 4 determinacdes + desvio padrdo. Letras mindsculas na
mesma coluna, dados seguidos por letras iguais ndo diferem significativamente (p >0,05).



81

Conforme foi abordado, nem todo ferro ingerido é absorvido. Barrios e
colaboradores (2000)®® relata que parte da quantidade de ferro ingerido é
eliminada através do material fecal, da mucosa intestinal (ferritina), pela bile,
via urinaria e por descamacao cutanea. A excrecdo e a absorcdo de ferro no
organismo sado influenciadas por varios fatores, tais como necessidades
nutricionais individuais, os estados fisiologicos, a integridade e a boa regulagéo
do trato gastrointestinal (113-114). Deste modo qualquer anormalidade que
surgir pode alterar a absorcdo e a excrecdo de ferro no corpo. O ferro é
utilizado ao maximo pelo organismo, o excesso dele € eliminado por meio das
fezes (67).

Diante destes conceitos foi feito uma avaliagdo do nivel de ferro
eliminado pelas duas principais vias de excrecédo (urina e fezes). Os resultados
mostraram que o grupo da caseina, quelato comercial e ferro inorganico nao
apresentaram teor de ferro em fezes. Por outro lado, o grupo alimentado com
racdo apresentou 20 (+0,02) mg de ferro excretado e o grupo de peptideos
quelados apresentou 1,8 (+0,08) mg de ferro excretado. Considerando o grupo
alimentado com o complexo pepditico, foi observado que a quantidade de ferro
ingerida pelos animais foi toda excretada no material fecal. Em relagdo a via
urinéria, ndo foi encontrado nenhum teor de ferro nos grupos experimentais
(figura 12).
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Figura 12: Teor de ferro eliminado nas principais vias de excregao (fezes e
urina). A figura com letra A mostra os resultados obtidos a partir da
quantificacdo de ferro em fezes; nesta figura as barras com asteriscos
demostram que houve diferenca significativa entre o grupo da caseina e a
ragdo com o grupo do complexo peptidico (p >0,05). A letra B esta
evidenciando os resultados obtidos a partir da quantificacdo de ferro em urina.
Neste experimento o n utilizado foi 4. Fonte: o autor.
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6.10.2 ABSORCAO APARENTE
O ferro é considerado um elemento essencial para o controle

homeostasico para os organismos vivos. Desta forma é essencial que haja um
ciclo de reposicéo de ferro para os precursores de eritrocitos na medula 6ssea
e em outros tecidos. Em média um adulto apresenta em seu corpo 2-4 g de
ferro, desta quantidade, grande parte esta ligada & hemoglobina de eritrocito
sanguineos e uma pequena quantidade é armazenada nos tecidos hepaticos,
na medula 6ssea, baco e masculos (111).

A absorcdo do ferro ocorre no intestino, especificamente no duodeno
proximal. Este ferro estando na forma férrica (Fe®*") consegue ser absorvido
pelos enterécitos duodenais e consequentemente é direcionado as células-
alvos. Partindo deste conhecimento, o calculo da absorcao aparente de ferro foi
realizado pela diferenca entre a quantidade de ferro excretado e a quantidade

de ingesta de ferro. Os resultados estdo apresentados na Tabela 15.

Tabela 15: Absorgcao aparente do ferro em animais experimentais.

Grupo experimental Absorcao aparente (mg/g)
Caseina 0°
Racéo 185,1%+8,8
Quelato comercial 1,8° +0,6
Complexo Peptidico -0,1°+0,05
Ferro inorganico 0,9° +0,08

Resultados expressos como médias de 4 determinagfes + desvio padréo. Letras mindsculas na
mesma coluna, dados seguidos por letras iguais ndo diferem significativamente (p >0,05).

Como pode ser observado na Tabela 15, apenas os grupos de racao,
guelato comercial e ferro inorganico apresentaram absorcéo de ferro. O grupo
da racao foi 0 grupo que apresentou maior absorcao, fato explicado em funcéo
do alto teor de ferro encontrado na ragdo, o que contribuiu para a maior
absorcdo. Entretanto este resultado ndo significa que o alto teor de ferro
absorvido foi favoravel ao metabolismo do animal. Conforme relatado por
Galaris e colaboradores (2008)**® altos teores de ferro no organismo podem
causar envelhecimento celular, uma vez que o ferro livre atua como catalisador
de reacdes responsaveis pela oxidacdo de componentes celulares em

situagOes de estresse oxidativos.
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Em contrapartida a quantidade de ferro absorvida pelos grupos de
quelato comercial e ferro inorganico foram suficientes para o organismo do
rato, conforme é descrito Nutrient Requirements of laboratory Animals (1995)®>
onde a faixa de ferro ideal para ratos € de 35-100 mg/kg por dia.

No que se refere ao grupo do complexo peptidico, ndo houve absorcéo
evidenciando que o ferro ingerido foi totalmente eliminado pelas fezes. Apesar
da complexagcdo com peptideos aumentar a estabilidade do ferro as condictes
gastricas, o tamanho molecular do complexo ferro-peptideo comprometeu a
sua absorcdo, uma vez que moléculas de alto tamanho molecular ndo séo
capazes de atravessar as membranas dos enterdcitos (116).

Ashmead (1991)™® explica a partir de seus testes que quando o
complexo quelante com peptideos tem peso molecular em torno de 200 a 400
Daltons a sua absorcao é mais rapida do que ions de ferro livre e a sua forma
se mantém intacta, ndo sofrendo acdo de hidrélise na mucosa do lumen
intestinal. Ao ser absorvido o complexo quelante se dissocia quimicamente do
ion de ferro, liberando esse metal para ligacdo com ferritina ou a transferrina.
O mesmo fato citado foi encontrado por Eckert e colaboradores (2016)®®
utilizando um hexapeptideo, em seus estudos o complexo ferro-peptideo teve

boa absorcéo e contribuiu para o0 aumento dos niveis de ferritina no sangue.

6.10.3 QUANTIFICACAO DE FERRO EM ORGAOS
O ferro estd amplamente distribuido no organismo, mas sua distribuicédo

nao € uniforme. Geralmente, 60 % do estoque de ferro no corpo esta presente
no figado e os 40 % restante estdo presentes nos tecidos musculares e nas
demais células. O ferro que esta presente no figado esta ligado a ferritina e a
hemossiderina, que sdo proteinas de armazenamento. A ferritina € uma
apoferretina com nucleo férrico, que se encontra solivel em meio fisiolégico
enquanto que a hemossiderina é a forma degradada da ferritina, sendo
insolivel em meio fisiolégico. Desse modo, o ferro s6 é armazenado sob a
forma de hemossiderina quando os estoques de ferro no organismo estao
elevados (117).

Como o figado e o rim sdo 6rgaos alvos de armazenamento de ferro, foi

realizada a quantificagdo de ferro em tecido hepético e renal, com intuito de
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verificar o acumulo de ferro nestes tecidos. Como pode ser observado na figura

13, ndo houve excesso de ferro nos rins e no figado dos animais de cada grupo

experimental. A auséncia de ferro nos tecidos analisados, pode ser em virtude

do ferro estar

eritrocitos (63).
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Figura 13: Teor de ferro encontrado em tecido hepético e renal. O painel A

mostra os resultados obtidos a partir da quantificacdo de ferro nos rins, e no

painel B esta evidenciando os resultados obtidos a partir da quantificacdo de

ferro no figado.

Neste experimento o n utilizado foi 4. Fonte: o autor.
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7. CONCLUSAO
Os resultados deste trabalho evidenciaram a presenca de fragOes

proteicas de ocorréncia natural em feijdo comum (P. vulgaris) com atividade
biologica. Dentre os métodos de extracdo proteica testados, o método que
apresentou melhor perfil de atividade antioxidante, quelante de cobre e ferro foi
0 método 1.

Considerando as fragdes proteicas obtidas pelo método de extracdo 1, o
feijdo que apresentou maior atividade biolégica foi o feijdo AUT, evidenciando
que o processo de autoclavagem influenciou no rearranjo das moléculas de
proteina, permitindo a exposi¢cdo de amino&cidos que favorecem a atividade
guelante de ferro, quelante de cobre e antioxidante.

Apos fracionamento, as fracdes proteicas com massa molecular menor
que 10 kDa possuem maior atividade biologica, e verificou-se ainda que os
peptideos analisados séo resistentes a altas temperaturas, uma vez que ao
serem submetidos ao tratamento térmico a sua atividade biologica é
aumentada, em virtude do rearranjo estrutural da molécula, provavelmente
permitindo a exposicao de sitios de ligacao.

A utilizacdo das fracbes proteicas (F<10 kDa) para elaboracdo de
quelatos de metais (cobre e ferro) permitiu a producdo de complexos com alta
estabilidade as condi¢cdes gastricas, sendo evidenciado que os complexos
ferro-peptideo e cobre-peptideo formados séo estaveis a acdo enzimatica e ao
meio acido do sistema gastrico.

Os estudos in vivo evidenciaram que apesar do complexo ferro-peptideo
ser altamente estavel as condi¢bes gastricas, chegando intacto para absor¢ao
no duodeno, o sistema ndo foi capaz de passar pela membrana dos
enterdcitos, sendo totalmente eliminado pelas fezes.

Este estudo foi bastante promissor uma vez que foi possivel identificar
que o feijdo endurecido (residuo da agroindistria) é passivel de compostos
bioativos, sendo possivel utiliza-lo para fabricacdo de farinhas e enriquecer
alimentos nutracéuticos. Além do mais, este estudo cria possibilidades de
novas pesquisas relacionadas a absorcdo do quelato, uma vez que, é possivel
diminuir o tamanho molecular do complexo, favorecendo a sua absor¢cdo no

organismo.
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