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“Por vezes sentimos que aquilo que fazemos nao é sendo uma gota de

agua no mar. Mas o mar seria menor se lhe faltasse uma gota”

(Madre Teresa de Calcuta)
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RESUMO

As leguminosas tém-se tornado cada vez mais interessantes na procura de fontes

proteicas alternativas as proteinas animais, visto serem fontes de nutrientes

compostos bioativos. Estas séo ricas em proteinas e aminodcidos, pelo que a sua

introducdo na alimentacdo humana, pode ajudar a combater a subnutricdo proteica.

O consumo de leguminosas mostrou-se benéfico para a saude devido a presenca

e

de metabolitos secundarios que parecem ter atividade benéfica e protetora. No

entanto, estes compostos provocam efeitos indesejados (fatores antinutricionais) que

podem desincentivar 0 seu consumo. Estes podem ser eliminados através de

tratamentos fisicos, térmicos e bioldgicos, como a germinacao.

O objetivo deste estudo consistiu em avaliar a influéncia de dois tipos de

processamento, germinacdo e desidratacdo, no perfil de aminoacidos de duas

espécies de feijao, o andu (Cajanus cajan) e o mangal6 (Phaseolus lunatus) do Peru.

Para cada espécie em estudo, foram analisados os perfis de amino&cidos livres e

totais, no estado de semente in natura, germinado e farinha desidratada de germinado.

As amostras foram derivatizadas automaticamente e analisadas através de

cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa (RP-HPLC).

A soma dos aminoacidos totais da espécie C. cajan, no estado de semente,

germinado e farinha desidratada de germinado, revelou que a amostra de farinha

desidratada de germinado apresentava os teores mais elevados (19,62 + 1,38 g/100g

de peso seco), comparativamente com a semente (18,09 + 0,63 g/100g de peso seco)

e o germinado (18,58 + 2,41 g/100g de peso seco).

Os aminoacidos mais abundantes na espécie P. lunatus foram o acido glutamico, o

acido aspartico, a fenilalanina, a lisina e a arginina. Os aminoacidos menos

abundantes foram a hidroxiprolina, a metionina e o triptofano. A amostra que

apresentou maiores concentragdes de aminoacidos totais foi a amostra germinada do

feifjdo Mangal6. A amostra semente da espécie P. lunatus foi a que apresentou a

menor percentagem de aminoacidos essenciais e a semente de C. cajan foi a que

apresentou a maior percentagem de aminoacidos essenciais.

Em suma, a germinagdo mostrou-se eficiente no aumento dos teores de

aminoacidos livres e totais das duas espécies de feijdes Andu e Mangald.

Palavras Chave: leguminosas, aminoacidos, HPLC, fatores antinutricionais,

germinagao.
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ABSTRACT

Pulses have become increasingly interesting in the search for alternative protein
sources to animal proteins, as they are sources of nutrients and bioactive compounds.
They are rich in protein and amino acids, so their introduction into human food can help
to combat protein malnutrition.

The consumption of legumes has been shown to be beneficial for health due to the
presence of secondary metabolites which appear to have beneficial and protective
activity. However, these compounds can cause undesirable effects (antinutritional
factors) which may discourage their consumption. However, these can be eliminated
through physical, thermal, or biological treatments such as germination.

The objective of this study was to evaluate the influence of two types of processing -
germination and germination plus dehydration - on the amino acids profile of two bean
species, the pigeon pea (Cajanus cajan) and the lima bean (Phaseolus lunatus) from
Peru.

For each species under study, the profile of free and total amino acids was
analysed, in the state of fresh seed, germinated and germinated flour. The samples
were automatically derivatised and analysed by Reversed Phase High Performance
Liquid Chromatography (RP-HPLC).

The sum of the total amino acids of the species C. cajan, in seed, germinated and
germinated flour, showed that the germinated flour had the highest levels (19.62 + 1.38
g/100g dry weight), compared to the seed (18.09 + 0.63 g/100g dry weight) and the
germinated sample (18.58 + 2.41 g/100g dry weight).

The most abundant amino acids in P. lunatus species were glutamic acid, aspartic
acid, phenylalanine, lysine, and arginine. The least abundant amino acids were
hydroxyproline, methionine and tryptophan. The sample with the highest
concentrations of total amino acids was the germinated sample from lima bean. The
seed sample of P. lunatus was the one with the lowest percentage of essential amino
acids and the seed of C. cajan had the highest percentage of essential amino acids.

In summary, germination has proved efficient in increasing the free and total amino

acid levels of the two species of pigeon pea and lima bean.

Keywords: legumes, amino acids, HPLC, antinutritional factors, germination.
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LISTA ABREVIATURAS
ADN Acido desoxirribonucleico
BCAA Branched-chain amino acids
FAN Fatores antinutricionais
FMOC 9-fluorenilmetoxicarbonilo
HPLC Cromatografia liquida de alta eficiéncia
IG indice glicémico
MPA Acido mercaptopropiénico
OPA Ortoftaldeido
OMS Organizagdo Mundial de Saude
RP-HPLC Cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa

SNC Sistema nervoso central
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1. INTRODUGAO

O crescimento demogréfico, a desnutricdo e o desperdicio alimentar sao fatores
gue pdem em causa a disponibilidade alimentar, isto €, a capacidade de todos o0s
seres humanos terem acesso fisico, social e econémico a uma alimentagdo suficiente
para satisfazer as suas necessidades energéticas e preferéncias alimentares (Food
and Agriculture Organization of the United Nations, 2016).

Estima-se que até 2050 a populacdo mundial ird atingir os 10 mil milhGes de
pessoas. Este crescimento e os comportamentos da sociedade sdo responsaveis por
alteracdes climaticas graves, nomeadamente a escassez dos recursos hidricos, o

aumento da emissdo dos gases de efeito estufa e o desgaste dos solos (FAO, 2018).

O consumo exagerado de proteinas de origem animal na alimentagdo humana
contribui em grande escala para as alteragdes referidas, uma vez que a sua producdo
esta associada a um maior impacto ambiental, através da poluicdo da agua, dos solos
e do ar, a uma maior necessidade de recursos e a um maior numero de residuos
(FAO, 2018).

O consumo de proteinas de origem vegetal deve ser priorizado comparativamente
ao consumo de proteinas de origem animal, na medida em que a sua producao é mais
eficiente pela menor utilizagdo de recursos naturais e um menor impacto ambiental
(Sabaté et al., 2015).

A populacdo tem vindo a demonstrar um interesse crescente com a sua
alimentacéo, tendo em vista a promocao da saude e prevencdo de diversas doencas.
A toma de consciéncia pelos consumidores acerca da relagdo entre a dieta e a saude
potencia a procura de alimentos mais saudaveis, mais ricos nutricionalmente e mais

benéficos para a salde (Sabaté et al., 2015).



| Influéncia da germinacao e desidratacéo no perfil de aminoacidos dos Feijdes Andu e Mangald do Peru

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. LEGUMINOSAS COMO FONTE PROTEICA ALTERNATIVA

As leguminosas constituem alternativas proteicas mais saudaveis do que as
proteinas de origem animal cujo consumo esta associado a riscos para a saude
humana, tais como doencas cardiovasculares, obesidade, diabetes e cancro (Sabaté
et al., 2015).

O valor nutricional das leguminosas tem ganho particular atengéo nos ultimos anos
dado o seu contributo para a diversidade alimentar, bem como pelos seus beneficios
para a saude (Food and Agriculture Organization of the United Nations, 2015; Motta et
al., 2016).

As leguminosas dividem-se em dois grupos: as leguminosas em grdo e as
leguminosas oleaginosas. Estas distinguem-se pelos teores em hidratos de carbono,
proteinas e lipidos (Motta et al., 2016).

As leguminosas em grdo caracterizam-se por um elevado teor em proteinas e
hidratos de carbono e baixo teor em lipidos, fazendo parte deste grupo o chicharo, a
ervilha, a fava, o feijdo, o grdo-de-bico, a lentilha, a feijjoca e o tremogo. As
leguminosas oleaginosas por sua vez, contém um teor em lipidos mais elevado e uma
percentagem de hidratos de carbono e proteinas menor, como é o caso da soja e do
amendoim (Motta et al., 2016; (Gebrelibanos et al., 2013); (Hintz, 2000).

A producdo e consumo de leguminosas datam de 7000 a.C., desempenhando um
papel significativo na maioria das culturas e civilizagbes. O consumo destas estava
maioritariamente associado a familias com rendimentos mais baixos. Habitualmente
sdo consumidas sob a forma de semente seca ou em grao, tradicionalmente apos
imersdo em agua durante horas e cozedura/germinacao (Benevides et al., 2019);
(Sanchez-Chino et al., 2015).

As leguminosas constituem um grupo na roda dos alimentos rico em proteinas e
aminoécidos, devendo o seu consumo representar 4% da alimentacdo diaria para a
manutencdo de uma dieta completa, equilibrada e variada (Real et al., 2016); (Motta et
al., 2016).

Nutricionalmente caracterizam-se por um elevado teor em hidratos de carbono de
absorcao lenta, fibras, proteinas, vitaminas do complexo B, minerais e fitoquimicos. Os
hidratos de carbono de absor¢édo lenta, nomeadamente o amido, sdo responsaveis

pela sensacdo de saciedade das leguminosas, uma vez que mantém os niveis de

2
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glicose no sangue dentro dos valores de referéncia ap0s as refeigdes, sendo por esta
mesma razao considerados alimentos de baixo indice glicémico (IG) (Motta et al.,
2016; (Sanchez-Chino et al., 2015).

Relativamente as vitaminas, as leguminosas sdo uma fonte de vitaminas
hidrossoluveis, especialmente a tiamina (vitamina B1), a riboflavina (vitamina B2),
niacina (vitamina B3), piridoxina (vitamina B6) e &cido folico (vitamina B9). Possuem
elevados teores em minerais como Fosforo, Potéssio, Zinco, Cobre, Ferro e Célcio.
Contém ainda elevados teores de &cidos gordos polinsaturados como o acido linoleico
(Gebrelibanos et al., 2013). As leguminosas no geral sdo pobres em vitamina C, em
sodio e em aminoacidos com enxofre, tais como a metionina e a cisteina (Motta et al.,
2016).

O consumo de leguminosas em grao, ricas em proteinas, em conjunto com cereais
constituem uma estratégia de combate a subnutricdo proteica, dai que estas sejam
produzidas e consumidas nos paises em desenvolvimento, contribuindo para a
disponibilidade alimentar (Food and Agriculture Organization of the United Nations,
2015).

2.1.1. BENEFiCIOS DO CONSUMO DE LEGUMINOSAS PARA A SAUDE

As leguminosas apresentam caracteristicas que as tornam benéficas para a saude,
tais como (Hintz, 2000); Venn et al., 2010; Flight & Clifton, 2006):

o Baixo IG, sendo um étimo alimento para diabéticos e para a gestdo do peso,
pois sacia a fome, ajuda a estabilizar os niveis de glicose e insulina no sangue;

o Sao fontes de vitaminas como o &cido félico (B9);

o Ricas em fibras alimentares que s&o benéficas na reducéo do colesterol das
LDL, diminuindo o risco de doenca cardiaca coronaria,;

o Possuem elevado teor em ferro, o que previne anemias por deficiéncia de ferro.
Quando o seu consumo é associado a vitamina C, a absor¢cdo do ferro é
potenciada;

o Ricas em compostos bioativos, como fitoquimicos e antioxidantes que tém
propriedades anticancerigenas;

o Sao isentas de gluten;

o Os fitoestrogénios presentes na sua composicdo podem prevenir o declinio

cognitivo bem como aliviar os sintomas da menopausa.
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O consumo de leguminosas parece diminuir o risco de doencas cardiovasculares,
na medida em que séo pobres em sdodio e ricas em potassio, célcio, cobre e magnésio,

e como contribuem para a manutencéo da pressao arterial (Gebrelibanos et al., 2013).

Estudos epidemiolégicos com homens e mulheres revelaram que o consumo de
quatro vezes ou mais de leguminosas por semana, diminuiu o risco de doencas
coronarias e cardiovasculares para 22 e 11%, respetivamente, em compara¢cdo com

0S gue consumiam apenas uma dose por semana (Motta et al., 2016).

As proteinas vegetais sdo especialmente ricas em acido glutamico. Elevados niveis
de &cido glutdmico estdo associados a baixos valores de pressao sanguinea (sistolica

e diastdlica), melhorando a homeostasia da pressao arterial (Poggiogalle et al., 2019).

As leguminosas sao particularmente interessantes para 0s vegetarianos e vegans
pois sdo muito ricas em minerais, vitaminas e proteinas; para os doentes celiacos,
como substitutos de farinhas para panificacédo; e para diabético dado o seu teor em

hidratos de carbono de absor¢&o lenta com baixo indice glicémico (Motta et al., 2016).

As principais leguminosas, perfil nutricional e beneficios para a salde estédo

resumidas na Tabela 1.
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Tabela 1- Principais leguminosas: perfil nutricional e beneficios para a saude.
Leguminosas Prl\(/l)zlL?tror Teor Proteico Vitaminas Aminoacidos Minerais Beneficios para a Saude
Ervilha Canada (Real | 23-33% (Real | Destacam-se Rica em lisina e Potassio, -Regula os niveis de
et al., 2016) et al., 2016) asB3,B6eE triptofano (Real et al., fosforo, colesterol;
(Real et al., 2016; Barroso et al., magnésio e B
2016) 2007) calcio (Real - Favorece a qbsorc;ao
et al., 2016; de calcio;
Barroso et - Regula a hipertenséao;
al., 2007)
- Melhora o
funcionamento do
sistema nervoso (Naia,
2015).
Fava China e ~26% (Real | Destaca-se a Rica em aspartato, Célcio, - Regula os niveis de
Reino Unido | etal., 2016) | vitamina B3 e | glutamato, leucina e fésforo, colesterol (Bessada et
(Real et al., A (Real etal., | arginina (Real et al., potassio al., 2019).
2016) 2016) 2016) (Real et al.,
2016)
Feijao india (Real et 20-30% Destaca-se o Rico em leucina, Caélcio, ferro, - Diminuigéo do
al., 2016) (Benevides acido fdlico lisina, fenilalanina, magnesio, colesterol LDL;
et al., 2019) | (Benevides et valina, isoleucina, potassio -
al., 2019; Real treonina, histidina. (Benevides j Auxma no con_trolo de
et al., 2016) . etal,, 2019); | diabetes, obesidade e
Deficiente em cancro (Benevides et al.,
L (Real et al.,
aminoacidos 2016). 2019); Real et al., 2016).

sulfurados (metionina

e cisteina) (Benevides
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et al., 2019); (Real et

al., 2016).

Feijio-Frade | Asia, Africa e 23-32% Destaca-se 0 Rico em glutamina, Potéssio, - A presenca de amido
Sul da (Vasconcelos | acido félico asparagina, magnesio, resistente atenua a
Europa et al., 2010; | (Vasconcelos | fenilalanina, tirosina, fésforo resposta insulinica e

(Akibode & Real et al., et al., 2010; arginina, leucina e (Vasconcelos diminui o apetite;
Maredia, 2016) Real et al., lisina. et al., 2010; -

2011) 2016) . Realetal, | - Auxilianaperdade
Deﬁ_ueptg em 2016) peso;
agﬂl?gg%ggs - Melhora a digestéo;

(Vasconcelos et al., - Diminui os valores de
2010; Real et al., colesterol;
2016). . _
- Propriedades anti-
hipertensivas,
antidislipidémicas,
antioxidantes,
anticancerigenas
(Dakora & Belane, 2019)
Grao-de-bico india 20-30% Rico em Rico em glutamato, Potéssio, - Propriedades
(Akibode & | (Bessadaet | vitamina B3, aspartato e arginina. fésforo, saciantes;
Maredia, al., 2019). B6, B9, . magnésio, -
2011) vitamina A, K Lln"l_ltar]tg em calcio - Auxilio na perda de
e C (Bessada aminoacidos (Bessada et peso e _controlo
et al., 2019: sulfurados (Bessada al., 2019: obesidade;
Real et al., etal., 2019; Real et Real et al., - Diminuem risco de
2016). al., 2016). 2016). doencas




Influéncia da germinacéo e desidratagdo no perfil de aminoacidos dos Feijées Andu e Mangald do Peru

cardiovasculares;

- Reduzem incidéncia de

determinados tipos de
cancro (Jukanti et al.,
2012; Wallace et al.,

metionina e cisteina
(Pereira, 2003)

2016).
Lentilha Asia e =~26% (Real | Destaca-se a Rico em aspartato, Magnésio, | - Atividade na prevencéao
Canada et al., 2016) | vitamina B1, glutamato, arginina, fésforo, de cancro;
(Akibode & B2, B3 e 4cido leucina, lisina e calcio, ferro e Atividade hipoalicémi
Maredia, folico fenilalanina. selénio (Real | ~tVI9a tE'}d' |%0,%_|c<?m|ca
2011) (Akibode & Limitante em etal., 2016; € antidiabetica,
Maredia, .. . , Faris & - Regu|a a hipertenséo;
2011; Real et | /Metionina, cisteina e | ayjae 2016). -
al, 2016) | lriptofano (Real etal., -Auxilia no controlo do
2016; Faris & Attlee, peso corporal (Faris &
2016). Attlee, 2016; Hefnawy,
2011).
Tremogo Australia 30-40% Destaca-se as Rico em leucina, Potassio, - Regula os niveis de
(Oliveira et (Pereira, B3 e B6 fenilalanina, tirosina, fésforo, colesterol,
al., 2013). 2003). (Pereira, arginina, asparagina, magnésio, Auxili ~
2003). glutamina. calcio - AuXilia na prevencao
: da diabetes;
Deficiente em (Pereira,
2003) - Protecao

cardiovascular;

- Regula a hipertenséo
(Pereira, 2003; Oliveira
et al., 2013)
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O consumo de leguminosas mostrou-se benéfico para a saude devido a presenca
de metabolitos secundérios que parecem ter atividade benéfica e protetora, tais como
(Benevides et al., 2019; Doria et al., 2012):

o Compostos fendlicos — tém a capacidade de inibir ou retardar a oxidacdo
dado o seu potencial oxidante;

o Flavonoides — possuem propriedades antinflamatdrias, antimicrobiana,
antioxidantes, anti tumoral e antiviral;

o lIsoflavonas — U(teis para a prevencdo de osteoporose, para 0
tratamento e prevencdo de problemas e sintomatologia pos-
menopausa. Os seus mecanismos tém também efeitos
antinflamatorios;

o Rafinossacarideos — estimulam o crescimento e atividade de bactérias
benéficas e probidticos;

o Saponinas - os seus efeitos benéficos estdo associados a atividade
antibacteriana e antifiungica. Tém também funcgdo dislipidémica e inibem o
crescimento de células cancerigenas.

Contudo, alguns destes compostos apresentam simultaneamente uma acao

antinutricional que pode desincentivar o consumo de leguminosas (Doria et al., 2012).
2.1.2. FATORES ANTINUTRICIONAIS (FAN)

As sementes das leguminosas acumulam substancias antinutricionais como
mecanismo de defesa contra os ataques de parasitas e fungos, com o objetivo de ter
reservas para conseguir desenvolver e crescer em condicfes adversas (Sanchez-
Chino et al., 2015). Os FAN podem atuar de duas formas, na digestdo e absorcéo de
alguns componentes ou como agentes téxicos, causando efeitos colaterais fisiologicos
indesejaveis e desincentivando o consumo de leguminosas. Estes FAN podem dividir-

se em compostos proteicos e ndo proteicos (Sanchez-Chino et al., 2015; Naia, 2015).

Os FAN proteicos sd@o proteinas biologicamente ativas como os inibidores das
proteases e as lectinas. Estas podem interferir na digestdo das proteinas na dieta,
retardando o crescimento e a absorcdo de nutrientes. Os inibidores de proteases e as
lectinas sé@o instaveis ao calor, podendo ser efetivamente inativados por tratamento
térmico pelos métodos tradicionais de cozedura (Naia, 2015). Os FAN n&o proteicos
englobam os alcaloides, acido fitico, compostos fendlicos, taninos e saponinas
(Naia, 2015; Motta et al., 2016).
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Os compostos fendlicos sdo metabolitos secundarios essenciais para o crescimento
e reproducdo das plantas, atuando como agentes protetores contra 0S agentes

patogénicos (Sanchez-Chino et al., 2015).

2.1.2.1. Inativagao FAN

A inativacdo dos FAN pode ser realizada através de (Sanchez-Chino et al., 2015):

e Tratamentos fisicos (descasque e por diminui¢cdo/divisdo do tamanho de
cada leguminosa);

e Tratamentos térmicos (cozedura, autoclavagem, imersao);

e Tratamentos biologicos (germinagéo);

e Uso de enzimas especificas como a fitase para a reducao do acido fitico.

Na tabela que se segue (Tabela 2), estdo resumidos os FAN referidos
anteriormente, bem como as suas funcdes, acdo prejudicial versus beneficios do seu

consumo e forma de inativagéo.



Tabela 2- Resumo FAN, caracteristicas, fatores prejudiciais, inativacdo e beneficios.
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PROTEICO

EATORES ) ACAO ’ INATIVAGAO/
CARACTERISTICAS/ PREJUDICIAL BENEFICIOS X
FUNCAO REDUCAO
ANTI-NUTRICIONAIS

Glicoproteinas capazes de se | Ao ligar-se ao epitélio | A sua ligacdo a | Inativados por
ligar reversivelmente a mono ou | intestinal, interferem | requladores tratamento
oligossacarideos, formando | na digestibilidade | celulares tem | térmico pelos
complexos com aclcares e | proteica (Suéarez- | demonstrado métodos

Lectinas
S

proteinas especificas (Suéarez-
Martinez et al., 2016).

Martinez et al., 2016).
Retardam a absorcéo
de nutrientes e o
crescimento. Podem
provocar diarreia,
inflamacéo, inchaco e
(Hamid &

Kumar, 2017).

vomitos

propriedades
anti-tumorais,
imoduladoras do
sistema imune e

anti-bacterianas.

Efeito
hipoglicémico
(Suéarez-Martinez
et al., 2016).

tradicionais de
cozedura (Hamid
& Kumar, 2017).
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Incluem os inibidores das | Reduzem/inibbem a | Propriedades Podem ser
seguintes enzimas: tripsina, | acdo de enzimas | anti-inflamatoérias | significativamente
quimotripsina, carboxipeptidase, | necessarias para a | (Bessada et al., | reduzidos por
elastase e a-amilase. A acgdao | digestao/ 2019). tratamentos
destes no processo digestivo | processamento  dos térmicos e
reduz a metabolizagdo dos | alimentos (Sanchez- germinacao
Inibidores de | hidratos de carbono (Sanchez- | Chino et al., 2015). (Khalil &
Proteases | Chino etal., 2015). Resistentes 5 Mansour, 1995).
pepsina digestiva e
ao pH acido do
estdbmago,
interferindo na
digestdo (Bessada et
al., 2019).
Compostos organicos ciclicos | Provocam disturbios | Propriedades Lavagem das
NAO- contendo azoto (Marques & |do sistema nervoso | anti-tumorais sementes com
PROTEICO |  Alcaloides | | gpes, 2015). central (SNC), | (Marques & | dgua  (Pereira,
S digestivos e | Lopes, 2015) 2003).
imunoldgicos

11
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(Bessada
2019).

et

al.,

12
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Acido Fitico

Carboidrato com 6 grupos

fosfato. Formam complexos

estaveis com proteinas
especificas, diminuindo a sua
solubilidade ou a enzimas
digestivas reduzindo a

digestibilidade dos nutrientes.

Inibem enzimas  digestivas
como pepsina, pancreatina e a-
amilase (Romero-Aguilera et al.,
2017; Bessada et al., 2019;

Souza et al., 2019).

E um quelante de
catides divalentes
como 0 célcio,
magnésio, zinco e
ferro, reduzindo a
absorcdo de minerais
pelo epitélio intestinal
(C. G. de Souza et al.,

2019).

Inibe a formacéo
de cristais de

oxalato de céalcio;

Diminuicéo da
inflamacéo;
Potencial
oxidante;

Acao na
prevencao do

cancro (Romero-
Aguilera et al.,
2017; Souza et

al., 2019).

Imersao das

sementes em
dgua simples e
solugao salina
mineral  durante
12h
acido
46-50%.

diminui o

fitico em

Germinacéao e
fermentacao
reduz os teores
em mais de 30%
(Sanchez-Chino
et al., 2015).
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COMPOSTOS FENOLICOS

Taninos

Diminuem a ingestao alimentar
inibindo a acdo das enzimas
digestivas e formam complexos
com proteinas (Suarez-Martinez
et al., 2016).

Composto fendlico com sabor
adstringente que precipita as
proteinas. Podem também
formar complexos com metais
divalentes reduzindo a
absorcao de metais

(Gebrelibanos et al., 2013).

Inibem as enzimas,
diminuindo a
digestibilidade
(Jukanti et al., 2012).

Agente
antidiarreico, anti-
hemorragico,
homeostatico e
antibacteriano
(Awoyinka et al.,
2016; Souza et
al., 2019).

Germinacéo,
fermentacdo, a
imersdéo e o0
descasque
(Gebrelibanos et
al., 2013).
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Saponinas

Glicosideos compostos por um
esterol ou triterpendide. Pouco
absorvidas, formando micelas
grandes e mistas com &cidos

biliares e colesterol.

do

metabolismo secundario das

Substancias derivadas

plantas (Messina, 1999).

Em  concentragdes

elevadas confere um

sabor amargo.
Propriedades
espumosas e
surfactantes.

Responséaveis por
flatuléncia, producéo
de gas intestinal e em
consumo exagerado
pode  surgir dor
abdominal e diarreia
(Bessada et al.,

2019).

Efeito
hipocolesterolémi

co e hipotensivo.

Atividades  anti-
cancerigenas
anti-inflamatorias,

e antioxidantes.

Propriedades
surfactantes que

reduzem a tensao

superficial e
ajuda na
absorcao de
nutrientes

(Awoyinka et al.,
2016;
Chino et
2015; Souza et
al., 2019).

Sanchez-
al.,

Brotacdo durante
60h (Vasconcelos
et al., 2010).
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2.1.3. INFLUENCIA DA GERMINAGAO NO VALOR NUTRICIONAL DAS LEGUMINOSAS

A germinagdo € um processo simples, de baixo custo e eficaz para melhorar a qualidade
nutricional das leguminosas (Pal et al., 2017). Esta corresponde a um processo biolégico
que ocorre nas plantas, no qual a semente sai da fase de laténcia, germinando, quando séo
reunidas condi¢cdes ambientais ideais (humidade, temperatura, nutrientes e oxigénio) para o

seu crescimento e desenvolvimento (Aragédo, 2013; Sangronis & Machado, 2007).

O processo germinativo inicia-se com a absor¢do de agua pela semente e crescimento
do embrido. Corresponde a um periodo do ciclo da planta que comeca a emergir a partir da
semente. Durante o processo ocorrem diversos eventos fisioldégicos e bioquimicos que irdo

definir caracteristicas diferentes da semente inicial (Aragéo, 2013; Farinde et al., 2018).

A germinagcdo promove importantes alteragbes de caracteristicas biogquimicas,
nutricionais e sensoriais das sementes, 0 que pode potenciar a diminuicao e até mesmo o
desaparecimento de fatores antinutricionais e o aumento de compostos benéficos com
efeitos antioxidantes, promovendo uma maior aceitabilidade do produto final (Gharachorloo
et al.,, 2013; Hsu et al., 1980; Pal et al., 2017). A semente de leguminosas germinadas
constitui uma alternativa ao consumo de leguminosas em grdo, na medida em que este
processo permite eliminar desvantagens como o odor e gosto desagradavel conferidos pela
presenca de taninos e inibidores da tripsina presentes nas leguminosas (Aragdo, 2013;
Sangronis & Machado, 2007).

O processo germinativo afeta também a quantidade e os nutrientes presentes na
semente dependendo da espécie de cultivo, do tipo de cultivo, do tipo de semente e com as
condi¢cbes de germinacdo (temperatura, luz, humidade e tempo de germinagdo). Durante a
germinacao, quantidades elevadas de enzimas hidroliticas séo sintetizadas que decompdem
as proteinas, hidratos de carbono e lipidos em formas mais simples. A acéo destas enzimas
gera um aumento da disponibilidade de nutrientes, e consequentemente dos aminoacidos,
podendo originar diferencas na composicdo quimica das leguminosas antes e apls a

germinacao (Gharachorloo et al., 2013; A. Singh et al., 2015).

Durante a germinacao as reservas das sementes séo utilizadas para a respiracao e para
a sintese de novos componentes celulares do desenvolvimento embrionario, provocando
alteracBes na estrutura dos macronutrientes, gerando compostos com maior bioatividade,
melhorando caracteristicas bioquimicas, nutricionais e sensoriais das leguminosas (Bau et
al., 1997; Vidal-Valverde et al., 2002). A digestibilidade proteica aumenta durante a

germinacdo bem como as suas propriedades de emulsificagdo (Vidal-Valverde et al., 2002).
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A geminacdo parece favorecer a diminuicdo do teor lipidico das sementes. Estudos
realizados por (Chandrasiri et al.,, 1990), indicaram uma perda de teor lipidico de
aproximadamente 19,8% ao fim de cinco dias de germinacdo quando comparado com a
semente in natura. A degradacao destes lipidos durante o processo germinativo tem como
objetivo fornecer energia para a sintese proteica, necessaria para o crescimento da planta, o
que pode explicar a diminuicdo do contetdo lipidico e o aumento do teor proteico ao fim de

cinco dias de germinacéo (Bau et al., 1997).

Como ja referido anteriormente, a presenca de alguns fatores antinutricionais nas
sementes das leguminosas, tais como os inibidores da tripsina, o &cido fitico e os taninos
interferem com a absorcdo e disponibilidade de nutrientes, reducdo da digestibilidade
proteica e valor nutricional do alimento. A reducédo ou eliminacao destes fatores ira melhorar

a gqualidade nutricional dos alimentos (Farinde et al., 2018).

Alguns investigadores verificaram uma reducao do fator antinutricional, acido fitico, com a
germinacdo das sementes devido a um aumento da atividade da enzima fitase, resultando
numa maior disponibilidade de minerais essenciais como 0 zinco, o0 manganés, o calcio, o

magneésio, o ferro e o cobre (Bau et al., 1997; Hsu et al., 1980).

A literatura refere que a germinacdo da soja promoveu um aumento dos teores de

vitamina C, acido ascorbico, biotina, niacina e riboflavina (Bau et al., 1997; Hsu et al., 1980).

Estudos realizados com amostras de feijdo, lentilhas e ervilhas constataram que apés a
germinacdo, os teores de agucares soluveis e de vitamina B2 aumentaram (Vidal-Valverde
et al., 2002).

Os hidratos de carbono sdo as principais fontes de reserva das sementes, sendo
utilizados para o desenvolvimento inicial das plantulas. Estes fornecem energia para os
processos metabdlicos e morfogenéticos. De acordo com a literatura, estudos realizados
com sementes de os contetdos de hidratos de carbono diminuem com o progresso da

germinacgdo (Aragao, 2013).

A germinacéo pode, contudo, originar efeitos como a modificagdo da composi¢ao proteica

e de aminoacidos, degradacao lipidica e contaminacédo bacteriana (Bau et al., 1997).
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2.1.3.1. Influéncia da germinagao no teor proteico e no perfil de aminoacidos de

leguminosas

As plantas tém a capacidade de sintetizar proteinas através de fontes de azoto
inorganicas como 0 amoniaco, nitrato e nitritos. Sendo as proteinas essencialmente
constituidas por azoto, o azoto pode ser utilizado como um indice de proteina de uma

amostra (Aremu et al., 2017).
Estas sintetizam aproximadamente 20 amino&cidos através de trés vias (Aragdo, 2013):

o Intermediarios da glicolise (serina, glicina, cisteina, alanina, valina, leucina e
isoleucina);

o Ciclo do acido citrico (aspartato, metionina, treonina, lisina, glutamina, prolina e
arginina);

o Via das pentoses fosfato (histidina, triptofano, fenilalanina e tirosina).

Os aminoé&cidos controlam praticamente todos 0s processos celulares e reacdes nas
células vivas (Thakur et al., 2017). Estes sdo moléculas essenciais para o desenvolvimento
das plantas pois sdo fontes de azoto Uteis para a sintese de proteinas e outros
componentes necessarios para o funcionamento celular. Deste modo, os niveis de

aminoacidos variam ao longo do processo germinativo (Aragdo, 2013).

A qualidade proteica de um alimento ndo depende apenas da quantidade de proteina
presente, mas sim da sua composicdo em aminoacidos essenciais, disponibilidade,

digestibilidade e interferéncia de fatores antinutricionais (Thakur et al., 2017).

O conteudo proteico e a composi¢cdo de aminoacidos variam frequentemente entre as
plantas, dependendo da fase de desenvolvimento e crescimento das mesmas. Deste modo,
0 teor proteico pode diferir entre familias, géneros e espécies de leguminosas. Estas
variagbes também podem ocorrer entre as sementes dependendo da posi¢cdo do érgdo de
frutificacdo da semente e da sua localizacdo na planta. As principais razoes de variagdo sdo

fatores genéticos e ambientais (Aremu et al., 2017; Walter et al., 2008).

As sementes das leguminosas possuem um contetdo proteico cerca de duas vezes
superior ao dos cereais e apresenta um perfil de aminoacidos essenciais mais equilibrado. O
teor proteico das leguminosas varia aproximadamente entre 17 — 40 g/100g, sendo muito
mais elevado que o dos cereais (= 7 — 12 g/100g) e semelhante ao da carne (18-25 g/100g)
(Farinde et al., 2018).

A proteina bruta de um alimento obtém-se mais comummente pela determinacdo de

azoto, pelo método Kjeldahl, multiplicado pelo fator de conversdo de 6,25, amplamente
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utilizado para uma gama de proteinas contendo aproximadamente 16% de azoto (Aremu et
al., 2017).

Em geral, 85-90% do azoto total das sementes das leguminosas é de origem proteica. A
parte ndo proteica corresponde a uma percentagem minoritaria de compostos de azoto
como aminoacidos soluveis, &cidos nucleicos, bases de purinas e pirimidinas (Aremu et al.,
2017).

Estudos realizados com sementes germinadas de proteinas vegetais revelaram que ao
longo do processo germinativo, o conteddo em aminodcidos varia de acordo com as
necessidades das varias fases de desenvolvimento da plantula, sugerindo que estes
possam ter alguma influéncia no processo (Aragao, 2013). Referéncias literarias sugerem
gue para além de outras funcdes ja referidas, os aminoacidos durante a germinacdo podem
atuar como reguladores osmaticos, tendo assim um papel crucial no desenvolvimento e

crescimento do broto (Aragéo, 2013; Pieruzzi et al., 2011).

Investigadores reportaram que o valor nutritivo das leguminosas pode ser melhorado pela
cozedura ou germinacdo (Khalil & Mansour, 1995). Estudos feitos com o feijao fava
revelaram que a germinagdo provocou um ligeiro aumento de proteina bruta em
comparacdo com o fejjdo fava cru. Este aumento pode dever-se essencialmente a
degradacdo de moléculas complexas, ou seja, proteinas a péptidos mais simples durante o
processo de germinacdo (Khalil & Mansour, 1995). A lisina e a leucina representaram em
conjunto a maior quantidade de aminoacidos essenciais presentes na amostra em cru e
apos processamento. O valor total de aminoacidos ndo sofreu alteragbes ap0s tratamento

térmico e germinacédo (Khalil & Mansour, 1995).

Um estudo realizado por Singh et al. (2015) com sementes de aveia indicou um aumento
do teor de aminoacidos ao fim de 24 horas de germinacdo, sobretudo dos aminoacidos

treonina, valina e isoleucina.
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2.2. FENAO ANDU E MANGALD

As leguminosas séo culturas alimentares importantes devido ao elevado teor proteico e
quantidade de aminoacidos presentes. Estas sdo muito relevantes nutricionalmente e
vantajosas para a saude do consumidor. Dois bons exemplos sédo o feijao Andu (Cajanus
cajan L.) e o feijao Mangalé (Phaseolus lunatus L.) que irdo ser destacados em seguida por

se tratarem das espécies estudadas no presente trabalho.

2.2.1. FEUAO ANDU

O feijdo Andu (Cajanus cajan L.) também conhecido como ervilha-de-pombo é uma
leguminosa pertencente a familia Fabaceae, que se estima ter aparecido na Africa Ocidental
em 2000 a.C. E maioritariamente cultivada em regibes tropicais e subtropicais, em todo o
mundo, originando gréos nutricionalmente ricos (Ishaya & Aletor, 2019; Benevides et al.,
2019). Esta pode ser consumida sob a forma de vagem ou semente e 0 Seu teor proteico
varia entre 18-30%. Constitui também uma fonte de hidratos de carbono, minerais e
vitaminas. Rico em calcio, fésforo, magnésio, ferro, cobre, zinco, potassio e vitaminas
hidrossollveis como tiamina, riboflavina e niacina (Ngozi et al., 2015; Odeny D A, 2007;
Sharma et al., 2011). E uma fonte de vitamina K cuja concentracio elevada ativa 0s niveis
de osteocalcina, que consequentemente limita 0 comprometimento da mineralizacao 6ssea.
Esta é ainda necessaria para a coagulacéo do sangue (Ngozi et al., 2015). E uma boa fonte
de aminoacidos, sendo a fenilalanina o aminoacido essencial mais abundante e a metionina

0 amino&cido limitante (Oshodi et al., 1993).

O feijdo Andu tem-se tornado uma das leguminosas mais importantes para a subsisténcia
em Africa, na medida em que possui uma elevada tolerancia & seca e solos acidos, sendo
uma das poucas culturas com rendimento de grdos durante os periodos de seca. Na
Nigéria, esta leguminosa tem vindo a ser explorada para o fabrico de biscoitos (Aremu et al.,
2017). Mantém uma 6tima funcao sintética durante o stress quando comparada com outras
culturas tolerantes a seca como o feijdo-frade (Sharma et al., 2011). Apesar da sua
capacidade de adaptacdo a climas hostis a produtividade desta cultura manteve-se estavel
nas Ultimas cinco décadas, com cerca de 750 kg/ha por ano (Fuller et al., 2019). Esta
leguminosa apresenta um baixo teor em lipidos pelo que auxilia na prevencdo de doenca
cardiovascular. A presenca de fibras ajuda a prevenir doengas cronicas e diabetes. Os
amino&cidos limitantes do Cajanus cajan L. sdo a metionina, cistina, triptofano e treonina
(Sharma et al., 2011).

Como FAN detetou-se a presenca de inibidores de proteases, afetando a atividade das
enzimas digestivas. Estes devem ser inativados antes do consumo do feijdo através da

demolha, germinacéo ou cozedura (Sharma et al., 2011).
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2.2.2. FEJAO MANGALO

O feijdo Mangal6 (Phaseolus lunatus L.) € uma espécie do género Phaseolus originaria
do Peru. E cultivada na Asia, América do Sul e Africa, em regides temperadas e/ ou
subtropicais. O seu conteudo proteico varia entre 21 e 28% (Ishaya & Aletor, 2019; Mizubulti
et al., 2000).

E uma cultura importante para a nutricio humana principalmente em paises em
desenvolvimento como na Africa Oriental e de Leste e América Central e do Sul, uma vez
que nestas regides as pessoas carecem de proteina de origem animal. Assim, o consumo
de vegetais e leguminosas contribui para o aumento do aporte proteico da alimentacéo
(Oshodi & Adeladun, 1993; Doria et al., 2012).

As suas sementes contém elevados niveis de macro e micronutrientes como proteinas,

minerais, hidratos de carbono e vitaminas (Doria et al., 2012).

Apresenta como fatores antinutricionais os inibidores da tripsina e a-amilase, a

hemaglutinina (lectina) e o tioglicosideo (Adeparusi, 2001).

2.2.3. UTILIZACAO E APLICACAO DO FEIJAO

As proteinas presentes em maior quantidade no feijdo sdo as globulinas e as albuminas
e, em menor quantidade, a prolamina e a glutelina (Benevides et al., 2019; Messina, 1999)
As globulinas 11S séo particularmente interessantes e usadas como ingrediente alimentar,

conferindo textura aos alimentos (Chel-Guerrero et al., 2011).

Neste contexto, o feijdo € amplamente utilizado pelas suas caracteristicas sensoriais,
nutricionais e propriedades funcionais que fazem com que seja um ingrediente 6timo para a
indastria alimentar, como por exemplo para produtos de padaria/pastelaria, condimentos,

salsichas, entre outros (Chel-Guerrero et al., 2011).

O feijdo tem propriedades que podem ser usadas na melhoria de alguns alimentos. A
farinha desta leguminosa pode ser usada na panificagdo, na industria de snacks, como
aditivo em sopas e arroz, como suplemento em dietas pobres em proteina, com o objetivo
de aumentar o seu valor nutricional sem interferir com as suas caracteristicas sensoriais. As
sementes podem também ser incorporadas na ragcdo animal, melhorando a qualidade da
sua alimentacéo, resultando num aumento de peso mais rapido (Odeny D A, 2007; Oshodi
et al., 1993; Benevides et al., 2019).
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Estudos referem que a incorporacdo de leguminosas na ragcdo animal pode ser benéfica
no aumento da disponibilidade proteica ndo degradada e no controlo de infecdes
parasitarias, quando presente em concentracdes inferiores a 6%. Concentracdes superiores
a 7% podem interferir no valor nutritivo das leguminosas, desencorajando 0 seu consumo e
ganho de peso nos ruminantes. Este facto, deve-se a presenca de taninos condensados que
para além de proporcionar uma sensacao adstringente, é capaz de complexar proteinas

tornando-as indisponiveis & absorgéo pelo organismo (Stivari et al., 2011).

2.3. AMINOACIDOS

Os aminoacidos sdo compostos biologicamente ativos constituidos por dois grupos
funcionais, um grupo amina e um grupo carboxilico ligados ao atomo de carbono a. Estes
sdo a base de construcdo das proteinas, visto que uma proteina corresponde a uma
sequéncia de aminoacidos unidos por ligacdes peptidicas (Monirujjaman & Ferdouse, 2014).
As proteinas sdo moléculas organicas que se encontram em todas as células de todos os
organismos e possuem funcdes vitais para o funcionamento celular (Voet et al., 2000).
Variagfes no grupo-R das cadeias laterais dos aminoécidos, resultam em aminoacidos com
propriedades e fungbes bioquimicas diferentes (Voet et al., 2000; Wu, 2009) Existem mais
de 300 aminoacidos, mas apenas 20, os a-aminoacidos, estdo presentes nas moléculas das
proteinas. Os aminoacidos desempenham papeis importantes em varios processos

metabdlicos e fisioldgicos nos seres vivos (Monirujjaman & Ferdouse, 2014).

Nutricionalmente, os aminoacidos podem ser classificados como essenciais ou nédo
essenciais (Tabela 3) (Wu, 2013; Pavanelli, 2014):

o Amino&cidos essenciais - sdo aqueles que o0 organismo € incapaz de sintetizar,
mas gue sdo essenciais para o seu funcionamento, pelo que deverdo ser obtidos
pela dieta em quantidades suficientes para assegurar a sintese proteica e a
manutencdo de todas as fungdes vitais para o organismo;

o Aminoacidos ndo essenciais - sdo aqueles que podem ser sintetizados pelo
organismo, nao estando dependentes da obtencéo a partir da dieta;

o Aminoacidos condicionalmente essenciais — sdo aqueles que ndo o sendo

normalmente, em situacdes especiais de caréncia tornam-se amino4cidos essenciais

As necessidades em aminoacidos dependem da espécie, do estagio de desenvolvimento,
estado fisioldgico, microbiota intestinal, fatores ambientais e estados patoldgicos (Wu,
2013). Situagcbes com caréncias especiais de aminoacidos incluem a gravidez,
amamentacédo, infecdo de crescimento rapido, queimaduras, lesdes, stress, entre outros
(Pimentel, 2016).
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Tabela 3-Aminoéacidos essenciais, condicionalmente essenciais e ndo- essenciais (Wu, 2009).

Essenciais Condicionalmente Essenciais N&o Essenciais
Histidina Arginina Alanina
Isoleucina Glutamina Asparagina
Leucina Glicina Aspartato
Lisina Prolina Glutamato
Metionina Tirosina Serina
Fenilalanina Cisteina
Treonina
Triptofano
Valina

Os aminoacidos funcionais possuem fun¢fes importantes na prevencdo e no tratamento
de estados patolégicos como doencas metabolicas, restricbes de crescimento, doencas

infeciosas e disfunc¢des organicas (Wu, 2013).

O organismo para desempenhar as suas fungdes e processos metabdlicos necessita de
macro e micronutrientes em determinadas concentragcfes. Ao longo dos anos tém sido
criadas recomendacg0fes de exigéncia dietéticas para os nutrientes tendo em conta a idade, o
género, 0 peso, a atividade fisica e variagdes individuais (Food and Agriculture Organization
of the United Nations, 2013; WHO/FAO/UNU Expert Consultation, 2007).

A exigéncia dietética consiste na quantidade de proteinas e/ou dos seus aminoacidos
constituintes, que devem ser fornecidos pela dieta a fim de satisfazer as suas necessidades
metabdlicas e alcancar o equilibrio em azoto (Paula et al.,, 2012; WHO/FAO/UNU Expert
Consultation, 2007).

As exigéncias em aminoacidos essenciais (triptofano, treonina, lisina, metionina,
fenilalanina, histidina, isoleucina, leucina e valina) e em aminoacidos condicionalmente
essenciais (cisteina, tirosina, arginina, glicina, glutamina e prolina) estdo descritas em
seguida. As exigéncias em amino4cidos ndo essenciais (alanina, asparagina, acido
aspartico, acido glutamico e serina) ndo sdo valores absolutos, podendo ser expressos

apenas em relacdo a ingestao total de azoto (WHO/FAO/UNU Expert Consultation, 2007).
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Com base em estimativas, a FAO estabeleceu recomendacfes para as necessidades
tanto de proteinas como de aminoacidos, sendo em média 1,14 g/kg por dia para criancas
até 1 ano de idade, de 0,99 a 0,91 g/kg por dia para criancas até 10 anos e 0,66 g/kg por dia
para adultos (Food and Agriculture Organization of the United Nations, 2013; Paula et al.,
2012; WHO/FAO/UNU Expert Consultation, 2007).

2.3.1. AMINOACIDOS ESSENCIAIS

Triptofano

Nutricionalmente significativo, embora menos que alguns. E precursor da serotonina,
sendo um potente efetor de humor e comportamentos, e da melatonina que apresenta
propriedades sedativas e auxiliares do sono (Berry, 2019; S. Huang et al., 2018; Pavanelli,
2014; Pimentel, 2016; Vasconcelos et al., 2010)

Necessidade diaria (adulto): 4 mg/kg (Food and Agriculture Organization of the United
Nations, 2013).

Treonina

Essencial para a manutencdo da pele e dentes saudaveis. Auxilia no metabolismo da
gordura, sendo também benéfica nos individuos com indigestdo, ansiedade e depresséo
leve. Importante para a sintese da mucina e manutengdo da integridade intestinal, bem
como da funcdo imunitaria (Berry, 2019; S. Huang et al., 2018; Pavanelli, 2014; Pimentel,
2016; Vasconcelos et al., 2010)

Necessidade diaria (adulto): 15 mg/kg por dia (Food and Agriculture Organization of the
United Nations, 2013).

Lisina

Muito importante pois ndo pode ser sintetizada por mamiferos. Tem uma fungéo principal
na sintese proteica. Melhora a absorcédo do calcio pelo intestino e a reabsorcdo do mesmo
apos filtracdo glomerular. Importante para a estrutura do colagénio. Atua como regulador da
sintese do 6xido nitrico e como mediador da vasodilatacao (Wu, 2009). Papel na construcéo
muscular, manutencao da estrutura/densidade 6ssea, recuperacao de lesdes, regulacédo de
hormonas, anticorpos e enzimas. Responsavel pela conversdo dos acidos gordos em
energia, auxiliando na diminui¢cdo do colesterol (Pavanelli, 2014; Vasconcelos et al., 2010;
Pimentel, 2016; Berry, 2019; Huang et al., 2018; M.Singh et al.,2011).

Necessidade diaria (adulto): 30 mg/kg por dia (Food and Agriculture Organization of the
United Nations, 2013).
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Metionina

Importante na formac&o de produtos como a colina que é um intermediario metabdlico de
alta energia. Atua na desintoxicacdo do figado. Auxilia na absor¢éo de selénio e zinco e na
remocdo de chumbo e mercurio, cuja acumulagdo €é prejudicial a saude. Ajuda no
fortalecimento das unhas. Principal dador do grupo metilo para afetar o acido
desoxirribonucleico (ADN) e a metilag@o proteica das células (Pavanelli, 2014; Vasconcelos

et al., 2010; Pimentel, 2016; Berry, 2019; Huang et al., 2018).

Necessidade didria (adulto): 15 mg/kg por dia (Food and Agriculture Organization of the
United Nations, 2013).

Fenilalanina

Responsavel pela regulacao da sintese de dopamina e das proteinas do tecido visceral.
Ajuda na utilizacdo de outros aminoacidos para a realizacdo funcbes especificas (Pimentel,
2016; Berry, 2019; Huang et al., 2018).

Necessidade didria (adulto): 25 mg/kg por dia (Food and Agriculture Organization of the
United Nations, 2013).

Histidina

Facilita o crescimento, renovacdo de ceélulas sanguineas e reparagdo dos tecidos.
Interfere na imunidade, saude reprodutiva e digestdo. Envolvida na modulacdo da
oxidacao/degradacdo do ADN. Um dos seus metabolitos, a histamina € um importante
mensageiro quimico (Pavanelli, 2014; Vasconcelos et al., 2010; Pimentel, 2016; Berry, 2019;
Huang et al., 2018).

Necessidade diaria (adulto): 10 mg/kg por dia (Food and Agriculture Organization of the
United Nations, 2013).

Isoleucina

Armazenado em grandes quantidades, esta associada a sintese de glutamina e alanina.
Regula os niveis de energia, auxilia na cicatrizacdo de feridas, na imunidade, regulacdo do
acucar e na produgdo de hormonas (Pavanelli, 2014; Vasconcelos et al., 2010; Pimentel,
2016; Berry, 2019; Huang et al., 2018).

Necessidade diaria (adulto): 20 mg/kg por dia (Food and Agriculture Organization of the
United Nations, 2013).
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Leucina

Estimula a sintese proteica, promovendo um aumento da massa muscular. Ajuda na
regulagéo dos niveis de aglcar na circulagdo sanguinea, auxiliando também no crescimento
e reparacdo de musculos e 0ssos. Importante na cicatrizacdo de feridas e producdo de
hormonas de crescimento. Intensificador de sabor (Pavanelli, 2014; Vasconcelos et al.,
2010; Pimentel, 2016; Berry, 2019; Huang et al., 2018).

Necessidade didria (adulto): 39 mg/kg por dia (Food and Agriculture Organization of the
United Nations, 2013).

Valina

Importante para a sintese de glutamina e alanina. Essencial para a concentragdo mental,
coordenacdo muscular e equilibrio emocional. Os suplementos de valina auxiliam na
reparacao de tecidos e revitalizagdo muscular (Pavanelli, 2014; Vasconcelos et al., 2010;
Pimentel, 2016; Berry, 2019; Huang et al., 2018).

Necessidade didria (adulto): 26 mg/kg por dia (Food and Agriculture Organization of the
United Nations, 2013).

2.3.2. AMINOACIDOS CONDICIONALMENTE ESSENCIAIS

Cisteina

Em conjunto com a metionina desempenham um papel na elasticidade e na saude da
pele e do cabelo. Capaz de modular a pressdo arterial através da diminuicdo do stress
oxidativo e aumento de biodisponibilidade de éxido nitrico e aumentar a sensibilidade a
insulina (Berry, 2019; S. Huang et al.,, 2018; Pavanelli, 2014; Poggiogalle et al., 2019;

Vasconcelos et al., 2010)

Necessidade diaria (adulto): 15 mg/kg por dia (Food and Agriculture Organization of the
United Nations, 2013).

Tirosina

Juntamente com a fenilalanina € um amino&cido aromatico e esta dependente desta uma
vez que a fenilalanina é convertida em tirosina. Atua na fosforilacao, nitrosacao e sulfatacao
de proteinas. Precursor de sintese de hormonas da tiroide, dopamina, epinefrina e

norepinefrina (Pavanelli, 2014; Vasconcelos et al., 2010; Berry, 2019; Huang et al., 2018).

Necessidade diaria (adulto): 25 mg/kg por dia (Food and Agriculture Organization of the
United Nations, 2013).
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Arginina

Importante para a regulacdo da pressao arterial, cicatrizacdo, imunidade e libertacdo de
hormonas. Promove a sintese das mioproteinas. Vasodilatador promovendo uma maior
oxigenacédo do tecido muscular. Permite a producdo de energia mais rapidamente. Retarda
a fadiga muscular, prolongando a resisténcia do atleta na atividade fisica de alta duracéo.
Contribui para o funcionamento regular do SNC. Estimula a sintese proteica muscular,
sendo um importante regulador de metabolismo de nutrientes (Pavanelli, 2014; Vasconcelos
et al., 2010; Berry, 2019; Huang et al., 2018).

Glicina

Importante para a sintese de ADN, fosfolipidos, colagénios e elastina. Essencial para a
producdo de glutationa e porfirina, componentes da hemoglobina. Util para os atletas na
medida em que atrasa a degeneracdo muscular, estimula a libertacdo da hormona de
crescimento e 0 armazenamento de glicogénio. Melhora a qualidade do sono (Pavanelli,
2014; Vasconcelos et al., 2010; Berry, 2019; Huang et al., 2018).

Glutamina

Fonte primaria de “combustivel” para o trato intestinal. Controlo da sintese de glicogénio
e degradacdo das proteinas. Atua no fortalecimento do sistema imunolégico, restaura a
mucosa intestinal, melhora a absorcéo de nutrientes e protege o organismo contra a entrada
de microrganismos patogénicos (Pavanelli, 2014; Vasconcelos et al., 2010; Pimentel, 2016;
Berry, 2019; Huang et al., 2018).

Prolina

Principal componente do colagénio, sendo um constituinte essencial para a manutencéo
e reparacao da pele e outros tecidos (Pavanelli, 2014; Vasconcelos et al., 2010; Berry, 2019;
Huang et al., 2018).

2.3.3. AMINOACIDOS NAO ESSENCIAIS

Alanina

Fonte de energia para o figado, masculos, cérebro e sistema nervoso (S. Huang et al.,
2018).

Asparagina
Combustivel metabdlico para o intestino delgado, funcdo digestiva. Protetora da

integridade da mucosa (S. Huang et al., 2018).
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Acido Aspartico

Papel no desenvolvimento do sistema nervoso e na visdo. Fonte de energia de atuagdo
rapida. Responsavel pela secrecdo e producdo de hormonas, intervém na desintoxicagao
hepética e protege o sistema cardiovascular (Pavanelli, 2014; Vasconcelos et al., 2010;
Berry, 2019; Huang et al., 2018).

Acido Glutamico

Sintetizado no organismo, encontra-se associado ao desenvolvimento do cérebro, sendo
um importante neurotransmissor. Precursor para a sintese de neurotransmissores como 0
GABA. Permite a detecdo de alteracdes quimica ao nivel do trato gastrointestinal (Pavanelli,
2014; Vasconcelos et al., 2010; Berry, 2019; Huang et al., 2018).

Serina

Envolvido na sintese das purinas e pirimidinas. Precursor da glicina e cisteina. Importante
nas sensacdes gustativas. Essencial na producdo de fosfolipidos e acido glicérido,
componentes das membranas das células. Auxilia na producéo de anticorpos, mantendo um
sistema imunologico estavel (Pavanelli, 2014; Vasconcelos et al., 2010; Berry, 2019; Huang
et al., 2018).

Isoleucina, Leucina e Valina também conhecidos por amino&cidos de cadeia ramificada (BCAA,
do inglés branched chain amino acids) sdo aminoacidos essenciais com um papel
fundamental nos atletas de alta competicdo. Estes aminoacidos sdo capazes de regular a
taxa de sintese proteica e a degradacéo do musculo-esquelético. Favorecem a producao de
energia extra ao musculo, pelo que o organismo liberta glicose mais lentamente na corrente
sanguinea. Deste modo, ha uma menor quantidade de glicogénio nos musculos, possuindo
assim uma acao reguladora do glicogénio. Contribuem para a aceleracdo da recuperacdo
dos danos musculares e retarda o inicio da fadiga induzido pelo exercicio de elevada
intensidade (Hernan, 2019; Wu, 2013).
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2.3.4. IMPORTANCIA DA DETERMINACAO DO PERFIL DE AMINOACIDOS NUM GENERO ALIMENTICIO

E importante analisar a concentragéo e o perfil de aminoacidos num género alimenticio
para avaliar a qualidade proteica do alimento. A concentragdo de aminoacidos permite ainda
avaliar a capacidade de um produto alimentar suprir as necessidades em aminoéacidos de

um organismo.

A qualidade proteica de um alimento é limitada quando existem valores baixos de
aminoacidos essenciais (U. Singh & Jambunathan, 1982). Para avaliar essa qualidade
proteica faz-se um réacio percentual entre os aminoacidos essenciais e o total de

aminoécidos (Ishaya & Aletor, 2019).

O score de aminoé&cidos € geralmente baseado em criangas pois estas requerem maiores
guantidades de aminoéacidos e melhor qualidade proteica na sua dieta (Ishaya & Aletor,
2019).
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3. OBJETIVO

O objetivo desta dissertacdo foi avaliar a influéncia de dois tipos de processamento, a)
germinacdo + liofilizacdo e b) germinacdo + desidratacdo por aquecimento, no perfil de
aminoacidos totais e livres de duas espécies de feijao, o Andu (Cajanus cajan) e o Mangald

(Phaseolus lunatus).
4. MATERIAL E METODOS

O trabalho experimental foi realizado no Laboratério de Bromatologia e Hidrologia da
Faculdade de Farmécia da Universidade do Porto, utilizando amostras de feijdo Andu e

Mangald provenientes do Peru, adquiridas na cidade do Porto, Portugal.

4.1. REAGENTES E PADROES

4.1.1. PREPARACAO DOS REAGENTES

Fase movel A: 10 mM NazHPO,: 10 mM NazB4O-, pH 8.2: 5 mM NaNs

Para a preparacdo de 1L de solugdo, pesou-se 1,49 de Na,HPO., 3,89 de Na:B.O; e
32mg de NaNjs e adicionou-se agua ultrapura, num frasco de vidro, suficiente para misturar
todos os reagentes. Ajustou-se a um volume final de 1L com &gua ultrapura. Colocou-se a
solucdo num agitador até completa dissolugcéo dos cristais de borato. Por fim, acertou-se o
pH da solucdo até pH 8,2, com HCI concentrado. Antes de utilizar, a solugéo foi filtrada

através de uma membrana de celulose de 0,45 um

Fase movel B: Acetonitrilo: Metanol: Agua (45:45:10)

Os solventes sé@o especificos para HPLC e foram adquiridos a Agilent. A preparagéo
desta fase movel, consistiu na mistura dos solventes nas propor¢cfes indicadas para o
volume desejado. Para preparacdo de 1L de solugcdo, foram misturados 450 mL de

acetonitrilo, 450 mL de metanol e 100 mL de agua ultrapura prépria para HPLC.
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Preparacao HCL 6M:

Preparacédo de HCI 6M a partir de HCI concentrado, sabendo que a densidade é de 1,18

g/cm?® e percentagem m/m 37%.
Supondo que 1L:
p:% 1,18 x 1000 = 1180 g

Massa OOy 100 «» 0,37 = 2LBE0M , massa soluto= 436,69

% —-——
massa solugao 1180

_ m/MM _ 436,6/36,46

C - C < 11,97M ~12M de &cido puro

Para um volume de 200 mL:

CixVi=Cf xVfe12 xVi =6 X200+ Vi =100mL

Pipetou-se 100 mL de &cido puro para um baldo volumétrico e perfez-se o volume com agua

desionizada.

Preparacao KOH 4M:
Supondo que num volume de 1L:

C=§H4=§Hn=4

m=nXMM - m =4Xx5611 < m = 224,44 g para um litro de solucao.

4.1.2. PADROES

Foram utilizados como padrées de aminoacidos L-alanina (299,5%), monohidroclorido de
L-arginina (299,0%), L-asparagina (299,0%), L-acido aspéartico (=99,5%), L-cistina (=99,0%),
L-treonina (299,0%), L-triptofano (298,0%), L-tirosina (298,0%), L-valina (299,0%), L-leucina
(=298,0%), monohidrocloreto de L-lisina (299,0%), L-metionina (299,0%), L-fenilalanina
(=298,0%), L-prolina (299,0%), L-serina (299,0%), L-glutamina (=99,5%), L-acido glutamico
(299,0%), L-glicina (299,0%), monohidroclorido monohidratado de L-histidina (299,0%), L-
isoleucina (299,0%), trans-4-hidroxiprolina (299,0%), solucdo de mistura de aminoéacidos
(material de referéncia certificado, Trace CERT®) foram adquiridos na Sigma Aldrich (Suica)

e L- norvalina adquirido na sigma (Alemanha).
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4.2. PREPARACAO DAS AMOSTRAS

Tabela 4- Preparacdo das amostras

Tipo de Amostra

Preparacao

Semente in natura

As sementes foram trituradas em moinho (Mod
Grindomix-GM200) e conservadas em frascos de
vidro fechados até anélise.

Germinado

As sementes foram germinadas sob condicbes
controladas de luz, agua e temperatura, de acordo
com Berni e Canniatti-Brazaca, e posteriormente
trituradas no moinho Grindomix GM 200 (Retsch,
Hann, Germany), liofilizadas (Mod LIOTOP 101) e
armazenadas em frascos herméticos a

temperatura ambiente.

Farinha desidratada

de germinado

Ap6s germinacdo, uma parte da amostra, foi
transformada em farinha por desidratacdo a 55 °C
durante 6h em estufa de ar forcado (Mod TE-
394/2) até obtencdo de uma humidade inferior a
10%.
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4.2.1. PROCESSO GERMINATIVO

Tabela 5 - Etapas germinacao das amostras.

Sementes foram lavadas e
desinfetadas com uma solugéo
de hipoclorito de sddio a 1%
durante 15 minutos

Lavagem das sementes e
imersao em agua desionizada
durante 8 horas.

Germinagao das sementes en
frascos transparentes,
ocupando 1/3 do volume do
frasco, a temperatura de 20-
22°C e luminosidade ambiente
de laboratorio.

v

Adicéo de 400 ml de agua
desionizada, com agitacao
suave, a cada 8 horas, durante
trés dias.

ApGs os trés dias de
germinacgéo, a agua em
excesso foi escorrida e os
graos parcialmente triturados
num moinho.

Metade da amostra foi
congelada a -80°C e
liofilizada. A outra metade foi
transformada em farinha, por
desidratacédo a 55°C/6h numa
estufa de ar forgado até atingir
uma humidade inferior a 10%.

Todas as amostras foram
novamente trituradas num
moinho.

4.3. METODOS ANALITICOS

4.3.1. ANALISE DO TEOR DE HUMIDADE

A andlise do teor de humidade das amostras foi realizada instrumentalmente, utilizando o

medidor de humidade DBS60-3 da Kern, com sistema de aguecimento de vidro de quartzo

halogéneo de 400 W. Para a andlise, pesaram-se aproximadamente 1,5 g de amostra moida

gue foi submetida a uma temperatura de aproximadamente 105 °C até obtencdo de uma

massa constante. A analise foi realizada em triplicado. Os resultados sao expressos em %.
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4.3.2. ANALISE QUANTITATIVA DOS AMINOACIDOS

Os perfis de aminoécidos livres e totais foram determinados de acordo com o método
descrito por Machado et al. (2020).

4.3.2.1. Extragao Aminoacidos Livres

A extracdo dos aminoéacidos livres foi realizada em duplicado para cada amostra em
estudo. Pesaram-se 250 mg de amostra para um tubo de vidro (Figura 1), aos quais foram
adicionados 10 mL de agua desionizada. A extracao ocorreu sob agitacdo rotativa no multi-
rotator (Multi RS-60, Biosan, Letonia) (Figura 2) durante 30 minutos. ApOs agitacdo, as
amostras foram centrifugadas (Heraeus Magafuge 16, Thermo Scientific, EUA) (Figura 3),
durante 10 minutos a 4000 rpm. ApOs a centrifugacéo, o sobrenadante foi extraido para um
tubo de Falcon (Figura 4). Realizou-se uma re-extragdo das amostras, com adi¢cdo de 5 mL
de agua desionizada e agitacdo no multi-rotator (Multi RS-60, Biosan, Letonia) durante 15
minutos, sob as mesmas condi¢des da etapa anterior. Seguiu-se novamente outra etapa de
centrifugacdo (Heraeus Magafuge 16, Thermo Scientific, EUA) da amostra a 4000 rpm
durante 10 minutos. Separou-se o0 sobrenadante e adicionou-se ao sobrenadante reservado
da primeira extragdo. O resultado da extracdo foi homogeneizado. Deste ultimo, pipetou-se
1,5 mL para um eppendorf e procedeu-se a nova centrifugacdo (Biofuge pico, Heraeus,
Alemanha), durante 10 minutos a 13000 rpm. De cada amostra, pipetou-se 990 uL de
sobrenadante para um eppendorf, aos quais se adicionou 10 pL de padrdo interno
(norvalina, 2 mg/mL). Os extraidos foram posteriormente homogeneizados no vortex (Reax

top, Heidolph, Alemanha) e transferidos para vials de injecéo.

Figura 1-Pesagem amostras

34



Influéncia da germinacéo e desidratacéo no perfil de aminoacidos dos Feijdes Andu e Mangald do Peru

Figura 2-Agitagdo amostras no multi-rotator

Figura 3-Amostras apds centrifugacédo

Figura 4-Sobrenadante apds extracéo
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4.3.2.2. Extracao dos Aminoacidos Totais

Para a andlise dos aminoacidos totais, foi necessério realizar dois tipos de hidrolises: em
meio alcalino e em meio acido. A hidrolise em meio alcalino tem por objetivo a extracao e
posterior quantificacdo do aminoécido triptofano, uma vez que este € degradado em meio

acido. A hidrolise em meio acido € utilizada para a extra¢do dos restantes aminoacidos.

HIDROLISE ALCALINA

Para a hidrdlise alcalina, pesaram-se para tubos screw-cap 50 mg de cada amostra, as
guais foram adicionados 3 mL de KOH 4M. Apés a adi¢cao, removeu-se o oxigénio dos tubos
com um fluxo de azoto (Figura 5) durante 3 minutos, com o intuito de evitar a destruicdo
parcial da treonina e da serina e oxidacao da cisteina e da metionina durante a hidrdlise. Os
tubos foram posteriormente colocados num bloco de aquecimento (Block Heater
SBH130D/3, Stuart, Stafford, UK) (Figura 7), durante 4 horas, a temperatura de 110°C.
Terminado o tempo de hidrdlise, os tubos foram arrefecidos com agua fria corrente para
interromper a reacao (Figura 8). De seguida, as amostras foram centrifugadas (Labofuge Ae
centrifuge, Heraeus Sepatech, Germany), durante 10 minutos a 5000 rpm. Do sobrenadante
resultante, foram retirados 50 uL para um eppendorf, aos quais foram adicionados 940 pL
de HCL 0.1M e 10 pL de padrdo interno (norvalina 2 mg/ml). A mistura foi homogeneizada
no vortex (Reax top, Heidolph, Alemanha) e novamente centrifugada (Heraeus Fresco 17
centrifuge, Thermo Fisher Scientific, Germany) a 13000 rpm durante 10 min. Por fim,
transferiu-se 950 pL de cada uma das amostras para um vial, colocado posteriormente no
autosampler AS-4150 (Jasco, Japado) o qual realizou automaticamente a derivatizacédo das

amostras. Cada amostra foi hidrolisada em duplicado.

HIDROLISE ACIDA

Para a hidrélise acida das amostras em analise, pesou-se 150 mg de cada uma para um
tubo screw-cap e adicionou-se 3 ml de HCL 6M. Removeu-se o0 oxigénio por meio de um
fluxo de azoto (Figura 5), trés minutos em cada tubo. Posteriormente, colocou-se os tubos
no bloco de aquecimento (Block Heater SBH130D/3, Stuart, Stafford, UK) (Figura 7) a 110°C
durante 24h. Terminado o tempo de hidrélise, os tubos foram arrefecidos com agua fria
corrente para interromper a reacao (Figura 8). De seguida, as amostras foram centrifugadas
(Labofuge Ae centrifuge, Heraeus Sepatech, Germany), durante 10 minutos a 5000 rpm. Do
sobrenadante resultante, foram retirados 50 pL para um eppendorf, aos quais foram
adicionados 940 pL de tampéo borato (pH 10.2) e 10 pL de padréo interno (norvalina 2
mg/ml). A mistura foi homogeneizada no vortex (Reax top, Heidolph, Alemanha) e
novamente centrifugada (Heraeus Fresco 17 centrifuge, Thermo Fisher Scientific, Germany)

a 13000 rpm durante 10 min. Por fim, transferiu-se 950 puL de cada uma das amostras para
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um vial, colocado posteriormente no autosampler AS-4150 (Jasco, Japdo) o qual realizou

automaticamente a derivatizacdo das amostras. As amostras foram hidrolisadas em

duplicado.

Figura 5- Remocéao oxigénio com fluxo de azoto.

Figura 6- Amostras ap6s adi¢édo de HCL e KOH.

,,,,,

Figura 7-Amostras no bloco de aquecimento - hidrélise
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Figura 8- Amostras apés hidrolise.

4.3.2.3. Andlise cromatografica dos aminodcidos livres e totais

O teor em aminoéacidos presentes nas amostras foi analisado por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia em Fase Reversa (RP-HPLC).

O QUEE O RP-HPLC?

A cromatografia € uma técnica que permite a separagdo individual de componentes
presentes numa amostra, por meio de duas fases: a fase movel e a fase estacionaria. A fase
moével consiste numa mistura de solvente e amostra que ird passar por uma fase
estaciondria, que é normalmente uma coluna. Os componentes da amostra sdo eluidos de
acordo com a afinidade com a fase estacionaria. Assim, 0os componentes que apresentam

menor afinidade para a fase estacionaria sédo primeiramente eluidos (Kumar et al., 2013).

Na Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) uma pequena quantidade de amostra
€ injetada num loop, onde é misturada com o eluente, que é posteriormente forcado a
passar por uma coluna revestida por uma fase estacionaria apropriada, por intermédio de
um fluxo de presséo elevada constante exercido por uma bomba. E na interacdo com a
coluna que a separacdo dos componentes da amostra ocorre. A fase movel é impulsionada
por uma bomba a um fluxo constante a alta presséo. A utilizagdo da alta pressédo aumenta a
eficiéncia da técnica na medida em que forca a passagem da fase mdvel por uma coluna

coberta de pequenas particulas (Kumar et al., 2013).

Os componentes eluidos sdo detetados por um detetor de fluorescéncia acoplado ao
HPLC, o que permite a quantificacdo da amostra (Kumar et al.,, 2013; Hesse & Weller,
2016).
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Componentes HPLC (Kumar et al., 2013):

e Reservatorios para os eluentes apos utilizacao;

¢ Uma bomba para impulsionar o eluente e a amostra;
¢ Um injetor da amostra;

e Uma coluna apropriada para o analito em andlise;

e Um detetor para identificar os analitos separados;

e Um dispositivo de recolha e tratamento de dados;

O RP-HPLC utiliza uma fase estacionaria ndo polar e uma fase aquosa moderadamente
polar composta por um tamp&o e um solvente organico miscivel em agua (Kumar et al.,
2013).

4.3.2.3.1. SISTEMA CROMATOGRAFICO

No desenvolvimento deste trabalho laboratorial para a analise dos aminoéacidos foi
utilizado um sistema integrado da Jasco (Jasco, Japao) que integra um injetor automatico
(AS-4150) que efetua também a derivatizacdo automética, duas bombas de alta presséao
(PU-980 Plus), um detetor de fluorescéncia (FP-2020 Plus) e um detetor de diodos (MD-
2015 Plus) (Machado et al., 2020).

4.3.2.3.2. DERIVATIZACAO DAS AMOSTRAS

Previamente a separacdo dos compostos, estes foram derivatizadas com dois reagentes:
o ortoftaldeido (OPA) e o 9-fluorenilmetoxicarbonilo (FMOC). A derivatizagdo € um processo
guimico de modificacdo de compostos a fim de gerar novos produtos com melhores
propriedades cromatograficas. Esta tem como objetivo diminuir a polaridade dos compostos
e aumentar a sensibilidade e seletividade do detetor para os analitos em estudo (Schummer
et al., 2009; Hesse & Weller, 2016).

Previamente a andlise, todos os reagentes necessarios foram verificados para que estes
fossem suficientes para toda a andlise cromatogréfica. Os reagentes necesséarios para a
derivatizacdo foram colocados no equipamento em vials independentes (Machado et al.,
2020):

e Tampéo borato a pH 10.2;

o OPA/3-MPA;

e FMOC:

e Agua ultrapura para diluicdo da amostra;

e Agua ultrapura para lavagem da agulha entre reagentes.
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O reagente OPA tem como fun¢éo derivatizar as aminas primarias enquanto que o FMOC
derivatiza as aminas secundarias neste caso, € responsavel pela derivatizacdo dos

aminoacidos prolina e hidroxiprolina.

A utilizacdo do reagente OPA na derivatizacdo oferece vantagens como: preparacao
simples das amostras, reagentes e eluentes; rapida formacdo dos derivatizados e eficiéncia
na separacdo cromatografica a temperatura ambiente; facil automatizacdo; elevada
sensibilidade de detecdo (fmol); baixa incidéncia de reacdes de interferéncia; linha de base
cromatogréfica estavel; regeneracdo rapida da coluna para as condi¢des de corrida iniciais
(Dai et al., 2014).

No processo de derivatizagdo, todos 0s reagentes e a amostra sdo adicionados a uma
vial de mistura, onde ocorre a reagdo de derivatizacdo com duragdo de aproximadamente 7
minutos a 4°C (Machado et al., 2020).

O processo de derivatizacdo ocorre automaticamente pela seguinte ordem (Machado et al.,
2020):

Adicdo de 5 pL de tampé&o borato;

Adicdo de 1 pL de amostra a vial de reacao;

Homogeneizagcdo da amostra e tampé&o borato;

Lavagem da agulha em agua ultrapura;

Adicao do primeiro reagente de derivatizagdo (OPA/3-MPA) a mix de reacao;
Homogeneizacg&o da solugéo;

Lavagem da agulha em agua ultrapura;

Adicao do segundo reagente de derivatizacdo (FMOC);

© 0o N g s~ wNPRE

Nova homogeneizacédo da solucéo por borbulhacdo desta com o ar;

=
o

. Lavagem da agulha em agua ultrapura;

[EEN
=

. Diluicdo da amostra com 30 L de agua ultrapura;

=
N

. Homogeneizacdo da mistura da vial;

13. Injec&o de 3 pL de amostra derivatizada na coluna.

4.3.2.3.3. SEPARACAO CROMATOGRAFICA

Anteriormente a injecdo das amostras, deve-se garantir que a coluna esta estavel para a
andlise. Desta forma, a coluna deve ser preparada fazendo passar pela mesma uma
sequéncia de 4gua e eluentes a utilizar, até que esta estabilize a um fluxo constante,

diminuindo assim a existéncia de picos interferentes.

Na separacdo cromatografica foi utilizada uma fase movel constituida por dois eluentes:

um eluente A (solucdo de hidrogenofosfato dissédico 10 mM, tetraborato de sédio 10 mM e
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azida de sodio 5 mM ajustada a pH 8,2) e um eluente B (mistura de acetonitrilo, metanol e
agua na proporcao 45:45:10 (v/viv)). A fase estacionaria consistiu numa coluna (Agilent
ZORBAX Eclipse Plus C18, 5um, 4,6x 250 mm, EUA) mantida a uma temperatura constante
de 40 = 0,1°C, a um fluxo de 1,5 mL/min (Machado et al., 2020). O sistema de gradiente foi
preparado de acordo com o descrito por Machado et al. (2020) e apresenta-se na Tabela 6.

Tabela 6- Gradiente

Tempo de Retencéo % Eluente A % Eluente B

(min)

0.85 98 2
33.4 43 57
335 15 85
39.3 15 85
39.4 98 2
40.0 98 2

4.3.2.3.4. DETECAO E QUANTIFICACAO

A fluorescéncia foi monitorizada a Aexcitacio=340 NM/ Aemissao=450 nm (de 0.0 a 26.2) para
os derivatizados de OPA, e a Aexcitacio=266 NM/ Aemisszo0=305 nm (de 26.2 a 40.0) para os
derivatizados de FMOC.

Os dados cromatograficos obtidos foram analisados com o software JASCO-ChromNAV
(Versdo 2.02.08). O perfil de aminoéacidos foi identificado de acordo com o tempo retencao

comparativamente ao padrao correspondente.

A quantidade de aminoécido presente na amostra € diretamente proporcional ao sinal de
fluorescéncia, sendo convertida em concentracdo por extrapolagdo dos resultados através
da utilizacdo de uma curva de calibragdo para cada um dos aminoécidos, recorrendo ao
método do padrdo interno (norvalina 2 mg/ml). Para a construgdo da curva de calibracdo
foram utilizadas varias gamas de concentracfes decrescentes de padrbes de cada

aminoacido.
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SiNTESE ETAPAS RP-HPLC

Preparagédo das Amostras

Hidrolise das proteinas:
- acida / alcalina

Derivatizacdo automatica no autosampler dos aminoacidos com OPA e FMOC

Injecédo das amostras na coluna HPLC de fase reversa ( 3um C18, 150 x 4.6 mm)

Eluicdo da amostra com a fase moével: eluente A e B

Detecéo de fluorescéncia a 338 nm e 262 nm respetivamente para os derivatizados de
OPA e FMOC

Integracéo dos picos e processamento de dados através do software JASCO-
ChromNAV

4.3.3. ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi realizada com o software IBM SPSS Statistics versao 26 (IBM
corp., Armonk, Nova lorque). Os valores médios obtidos nas determina¢cdes efetuadas foram
comparados por analise de variancia a um fator (One-way ANOVA). Quando as diferencas
entre as médias foram estatisticamente diferentes, recorreu-se a um teste post-hoc de
Tukey, com um nivel de significancia igual a 5% (a = 0,05). As diferengas foram
consideradas significativas quando p<0,05. Os resultados apresentados encontram-se
expressos como média e desvio padrao (n=4).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAOQ

5.1. ANALISE DOS AMINOACIDOS LIVRES

BN

A proporcdo de aminoacidos livres numa amostra € muito inferior a proporcdo de
aminodcidos totais, pelo que tém uma influéncia reduzida na dieta. A composicdo em
aminoacidos livres dos feijdes Andu e Mangald nos diferentes estados (semente in natura,

sementes germinadas e farinha desidratada de germinado) é apresentada na Tabela 7.

A andlise dos resultados permite verificar que existem diferencas estatisticamente
significativas (p<0,05) na composicdo de aminoacidos livres entre as duas espécies e entre
o tipo de processamento. Nas amostras em estudo, os valores de aminoacidos livres
variaram entre 0s 475,9 + 13,9 e 3616,8 + 173,9 mg/100g de peso seco (Grafico 1).

Composicao em aminoacidos livres (mg/100g peso seco)

4000 3616,8
3000 2814,5
2000 1600,4 1830,2
., mil
Semente Germinado Farinha desidratada de
germinado

m Cajanus cajan  ® Phaseolus lunatus
Gréfico 1. Composicdo em aminoacidos livres (mg/100g de peso seco)

Na andlise dos resultados da espécie C. cajan constata-se que existem diferencas nas
concentracdes de aminoacidos livres entre as 3 formas da semente, sendo estas diferencas

estatisticamente significativas.

A semente do feijdo Andu revelou, de uma forma geral, concentracfes individuais de
cada aminoacido livre inferiores as das amostras germinado e farinha desidratada de
germinado, a exce¢do dos aminodcidos acido aspartico e hidroxiprolina (Gréfico 2),
indicando uma variagdo estatisticamente significativa do teor de aminoécidos durante o
processo germinativo, o que esta de acordo com Aragao (2013) que observou menores
teores de aminoacidos livres na semente madura e um aumento do conteddo de
aminoacidos e diminuicdo do teor proteico durante o evento germinativo das semente de C.

fissillis.

43



Influéncia da germinacao e desidratacéo no perfil de aminoacidos dos Feijdes Andu e Mangald do Peru

Composicdo aminodcidos livres Cajanus cajan (mg/100g peso seco)
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Grafico 2. Composi¢do aminodcidos livres Cajanus cajan (mg/100g de peso seco)

O aumento dos teores de aminoécidos livres totais durante a germinagdo pode dever-se
a acdo de enzimas que catalisam reacdes de protedlise das proteinas armazenadas
convertendo-as em péptidos sollveis que, por sua vez, podem ser facilmente convertidos
em aminoacidos. Este aumento pode ainda estar relacionado com a degradacdo proteica
gue se verifica nos primeiros dias de germinacdo, ou com a mobilizacdo das reservas
proteicas das sementes para a producdo de aminoacidos intervenientes no processo

germinativo (Aragdo, 2013; Sozer et al., 2016).

Na semente in natura de C. cajan, registou-se uma maior concentracdo de acido
glutdmico e acido aspartico, respetivamente 144,2 + 5,3 e 58,9 + 1,7 mg/ 100 g de peso
seco, estando de acordo com os resultados encontrados por (Walter et al., 2008), no qual os
aminoacidos livres predominantes no arroz foram o aspartato e o glutamato. No entanto, no
estudo desenvolvido por Walter et al. (2008), no qual a soma do teor de acido glutamico e
acido aspartico totalizava 60% do total de aminoacidos livres, na semente de C. cajan

apenas representa 42%.

Os aminoacidos presentes em menor quantidade na semente de C. cajan foram a
hidroxiprolina (0,51 £ 0,02 mg/100g de peso seco), a metionina (4,99 + 0,16 mg/100g peso
seco) e a glicina (6,32 + 0,85 mg/100g peso seco) (Grafico 2).
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Por outro lado, na amostra germinado encontraram-se concentracfes mais elevadas de
acido glutamico (394,6 + 10,5 mg/100g peso seco), fenilalanina (164,5 = 4,6 mg/100g peso
seco), alanina (131,7 + 3,8 mg/100g peso seco) e histidina (121,0 = 3,4 mg/100g peso seco).
O aumento do acido glutamico pode dever-se ao facto deste aminoacido ser essencial no
processo germinativo, nomeadamente nas reacdes de transaminacdo. No inicio da
germinacdo had um aumento de tirosina que é degradada formando alanina e acido
glutdmico, o que pode justificar o aumento destes dois aminoacidos na amostra germinada
Aragéo (2013). O aumento dos teores de alanina foi verificado por Kim et al. (2013) durante
o processo de germinacdo da soja. Os teores de fenilalanina aumentaram durante a
germinacdo uma vez que este aminoacido tem como func¢do auxiliar a utilizagdo de outros
aminoacidos importantes para o crescimento e desenvolvimento da semente germinada (S.
Huang et al., 2018).

Os aminoé&cidos hidroxiprolina, metionina, glicina e triptofano apresentaram menor

concentragdo na amostra germinada.

Finalmente, a farinha desidratada de germinado foi a amostra da espécie C. cajan que
apresentou a maior concentragdo de aminoacidos livres, com 1830,2 + 67,9 mg/100g peso
seco, 0 que indica que o processo de germinacdo seguido de desidratacdo promoveu um

aumento significativo (p<0.05) do teor total de aminoéacidos livres.

A espécie P. lunatus apresentou teores totais de aminoacidos livres superiores, tanto na
amostra de germinado (3616,8 £ 173,9 mg/100 g peso seco) como na farinha desidratada
de germinado (2814,5 + 48,0 mg/100g de peso seco), quando comparada com a espécie C.

cajan que continha, respetivamente, 1600,4 + 52,7 e 1830,2 + 67,9 mg/100 g de peso seco.

Em ambas as espécies, a soma dos aminoacidos livres foi menor na semente (718,4 +
12,8 mg/100 g de peso seco) para a espécie P. lunatus e (475,9 + 13,9 mg/100 g de peso

seco) para a espécie C. cajan.

Tal como para o C. cajan, a semente do feijdo Mangalé contém teores de aminoacidos
livres inferiores em comparagcdo com a amostra germinado e farinha desidratada de
germinado, sendo estas diferencas estatisticamente significativas. Os resultados obtidos
estdo de acordo com Huang et al. (2017) e Huang et al. (2018), que analisaram sementes in
natura e sementes germinadas de soja, e verificaram que o teor de aminoacidos livres
presente na semente de soja germinada era superior ao teor de aminoacidos livres na
semente in natura, e com Kim et al. (2013) e Vidal-Valverde et al. (2002) que indicaram um

aumento do teor de aminoacidos livres em leguminosas como o feijao, lentilhas e ervilhas.
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Na semente in natura do P. lunatus, os aminoacidos presentes em maior concentracao
foram a arginina, seguida da asparagina. Estes aminoacidos foram distintos dos
aminodcidos mais abundantes na semente de C. cajan, 0 que mostra que mesmo sendo
ambos feijdes, o perfil de aminoacidos varia com a espécie, localizacdo e condi¢Bes de
cultivo (Ribeiro et al., 2007). Nesta amostra, ndo foi possivel detetar o aminoacido essencial
histidina. Por sua vez, a forma germinada de P. lunatus apresentou teores superiores em
todos os aminodcidos em estudo comparativamente a semente com excecdo dos
aminodcidos acido aspartico e hidroxiprolina, sendo estas diferencas estatisticamente
significativas. Os aminodcidos mais abundantes foram a arginina (466,0 £ 22,0 mg/100g
peso seco), o0 acido glutamico (369,3 + 18,6 mg/100g peso seco) e a alanina (341,3 £ 15,9
mg/100g peso seco) como se verifica no grafico 3. Como minoritarios, observam-se a

hidroxiprolina, o triptofano e a metionina.

Composicdo aminodcidos livres Phaseolus lunatus (mg/100g peso seco)
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Gréfico 3. Composi¢cao aminoacidos livres Phaseolus lunatus (mg/100g de peso seco)

No que diz respeito a farinha desidratada de germinado do P. lunatus, esta revelou
concentracdes intermédias em comparacdo com a semente e com o germinado. Os
aminoacidos mais abundantes foram a arginina (363,7 £+ 5,3 mg/100g de peso seco)> acido
glutamico (341,0 + 4,4 mg/100g de peso seco)> alanina (267,0 + 3,8 mg/100g de peso
Seco), ou seja, 0S mesmos aminoacidos que estavam presentes em maior concentracao na

amostra de germinado, embora apresentem diferencas estatisticamente significativas entre
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si. Os amino&cidos hidroxiprolina, metionina e triptofano representam teores limitantes, tal

como na amostra de germinado.

Em comparacdo com as restantes cinco amostras, o germinado de P. lunatus
apresentou proporcdes individuais de aminoacidos superiores em todos os aminoacidos em
estudo, com a excecdo dos aminoacidos acido aspartico, acido glutamico e hidroxiprolina.

Estas diferencas foram estatisticamente significativas (p<0.05).

Contrariamente ao que ocorreu na espécie C. cajan, em que a maior concentracdo em
aminoacidos livres encontrada foi na amostra da farinha desidratada de germinado, na
espécie P. lunatus a maior concentracdo de aminoacidos verificou-se na amostra
germinado, o que pode dever-se a reagOes Maillard que correspondem a reacdes entre
aminoacidos e hidratos de carbono ou entre proteinas e hidratos de carbono quando o
alimento é aquecido, o que pode ter contribuido para a perda de aminoacidos livres. Estas
reacbes ocorrem mais facilmente em alimentos com elevados teores de lisina como as
leguminosas, uma vez que a lisina é cerca de duas a trés vezes mais reativa que outros
amino&cidos devido a presenca de grupamentos amino € com glicose, lactose e maltose
(Delgado-Andrade et al., 2007). O aparecimento destas reacdes destaca a necessidade de

adaptar o método de processamento e/ou conservagdo em funcéo do tipo de amostra.
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Aminoacidos

Acido Aspartico
Acido Glutamico
Asparagina
Serina
Glutamina
Histidina
Glicina
Treonina
Arginina
Alanina
Tirosina
Valina
Metionina
Triptofano
Fenilalanina
Isoleucina
Leucina
Lisina
Hidroxiprolina
Prolina

SAAL

Influéncia da germinacéo e desidratagdo no perfil de aminoacidos dos Feijées Andu e Mangald do Peru

Tabela 7- Perfil de aminoécidos livres expressos em mg aminoacido/ 100g peso seco.

Semente

58,87 + 1,68 PP
144,18 + 5,30 P
20,38 + 0,46 °P
11,89 + 0,47 ©E
9,97 + 0,36 ©E
22,81+1,08¢P
6,32 + 0,85 ¢F
9,88 £ 0,25 PE
42,69 + 1,58 E
16,60 + 0,50 &P
14,39 + 0,49 ¢P
16,86 + 0,85 °E
4,99 +0,16 °E
16,71 £ 0,63 P
27,63 +0,83¢¢
7,31+0,18 ¢E
9,81+ 0,55 ¢E
21,66 + 2,59 °E
0,51 + 0,02 &P
11,69 + 0,94 ¢E
475,9 £ 13,9¢F

Germinado

38,28+ 1,44 ¢E

394,64 + 10,45 bB

54,73 +2,42 38
48,19 + 2,36 3¢
88,00 + 2,06 2B
120,98 + 3,37 2B
22,40 £ 0,97 P
55,41 + 1,50 2¢
97,89 + 3,12 0P
131,74 £ 3,81 3¢
92,55 + 2,90 b€
54,83 + 3,13 P
13,60 + 0,53 &¢
24,78 £ 0,67 aC
164,47 + 4,60 bB
34,44 + 1,30 bP
49,63 + 2,03 P
74,01 + 4,60 0P
0,44 + 0,02 bP
39,35 + 2,25 bP
1600,4 + 52,7bP

Feijdo Andu (Cajanus cajan)

Farinha desidratada de

germinado
69,37 2,47 3¢

461,59 + 18,48 aA

26,90 £ 0,91 b€
37,18 £1,28 PP
45,37 +£1,43 P
71,41 £3,10b¢
35,36 +1,29 3¢
56,94 £ 2,04 3¢
109,30 + 4,53 &P
121,30 + 4,92 b€
108,18 + 4,45 2B
74,26 +2,89 3¢
8,99 + 0,26 PP
25,01 £1,093¢
291,28 + 11,81 a4
55,41 +1,94 3¢
88,54 £ 3,61 3¢
91,62 £1,753¢
0,49 + 0,02 2P
51,70 + 1,49 3¢
1830,2 + 67,93C

Feijdo Mangald (Phaseolus lunatus)

Semente

138,89 + 0,65 B

51,04 £ 0,28 ¢

131,70 £ 1,23 aA

16,52 + 0,39 ©E

11,24 £ 0,16 °F
n.d.

12,20 £ 0,53 ¢E
17,83 £ 0,40 ¢P
210,03 + 6,96 &€
21,84 +0,50 ¢P
10,71 + 0,26 PP
14,28 + 0,34 °E
7,09+ 0,13 ¢P
8,565+ 0,18 ¢E
10,97 + 0,24 bP
9,78 £ 0,25 °E
11,98 £ 0,38 ¢
23,03 +2,12¢E
1,15+ 0,04 aA
9,55+ 0,41 °F
718,4+12,8¢F

Germinado

143,74 + 7,63 bE
369,31 + 18,62 2B
137,50 + 6,01 @A
155,11 + 8,02 A
168,76 + 7,30 aA
177,65 + 6,37 @A
83,34 +5,113A
154,78 £ 7,22 3A
466,00 + 22,01 a4
341,33 £ 15,91 @A
121,99 + 5,23 3A
192,06 + 9,24 A
55,02 + 2,41 A
45,50 £ 2,10 a4~
163,67 + 8,50 2B
152,24 + 7,25 A
255,18 + 12,55 aA
322,57 £ 21,30 aA
0,86 + 0,04 ¢¢
109,48 + 7,04 A
3616,8 + 173,934

Farinha desidratada de

germinado
157,96 + 3,74 aA
340,97 + 4,40 ¢
59,55+ 1,42 bB
84,98 +1,22 b8
59,38 £ 0,98 b€
130,05 + 6,53 PE
69,48 + 0,99 BB
128,68 + 1,57 »B
363,71 + 5,28 b8
267,00 + 3,75 BB
114,64 + 4,00 248
171,95 + 2,10 b8
30,70 £ 0,56 b8
36,76 + 0,47 bB
155,67 + 3,03 2B
123,23 + 3,03 BB
238,74 + 4,42 b8
197,68 + 5,68 bB
1,01 +£0,08 PB
82,38 + 6,67 B
2814,5 + 48,008

Dados expressos em média + desvio-padrao (n=4). Em cada linha, letras mindsculas diferentes representam diferengas significativas (p<0,05) entre as 3 amostras de cada espécie de feijao (dados

de cada espécie analisados individualmente). Letras maiUsculas diferentes representam diferencas significativas (p<0,05) entre as 6 amostras analisadas.
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5.2. ANALISE DOS AMINOACIDOS TOTAIS

A composicdo em aminoacidos totais do feijdo Andu e feijao Mangalé nos trés estados
(semente in natura, sementes germinadas e farinha das sementes germinadas) é

apresentada na Tabela 8.

A analise dos resultados permite verificar que ambas as espécies apresentam um perfil
de aminoacidos semelhante, embora existam para alguns aminoacidos diferencas

estatisticamente significativas (p<0,05).

O teor proteico de um alimento pode ser determinado, na maior parte das vezes,

recorrendo a duas metodologias: ao método Kjeldahl e ao somatério dos aminodacidos totais.

O método Kjeldahl € um método antigo e de referéncia para a determinagdo dos teores
de proteina bruta presentes nos alimentos. Este método baseia-se no facto de que as
proteinas sdo constituidas por aproximadamente 16 % de azoto, assim, ao determinar
indiretamente o conteddo em azoto de uma amostra e multiplicar o valor pelo fator de
conversao 6,25 obtém-se o teor proteico bruto. No entanto, este método ndo possibilita a
distincdo do conteddo em azoto proteico e ndo-proteico (correspondente a compostos de
azoto como &cidos nucleicos, bases de purina e pirimidinas) (Aremu et al., 2017; M. Souza
et al., 2016).

A guantidade/qualidade proteica de um alimento pode atualmente ser averiguada através
da analise dos aminoacidos presentes na amostra. Sendo que, o somatério dos
aminoacidos totais constitui uma metodologia para determinar o teor proteico real, ndo
existindo a interferéncia de compostos de azoto nao-proteico, como no método Kjeldahl.
Para além disso, a determinacdo dos aminoacidos totais por HPLC tem vantagens como a
rapidez, sensibilidade, robustez e reprodutibilidade (Machado et al., 2020; Otter, 2012).

Relativamente ao somatorio dos aminoacidos totais de todas as amostras de C. cajan, a
farinha desidratada de germinado apresentou o teor mais elevado (19,6 + 1,4 g/100g de
peso seco), comparativamente com a semente (18,1 + 0,6 g/100g de peso seco) e 0
germinado (18,6 + 2,4 g/100g de peso seco) (Grafico 4). Apesar destas diferencas nos

teores médios, estas ndo se revelaram estatisticamente significativas.
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Composicao em aminoéacidos totais (g/100g peso seco)
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Gréfico 4. Composicdo em aminoacidos totais (g/100g de peso seco)

Comparando o somatério dos aminoacidos totais das amostras de C. cajan com o valor
de proteina total determinado num estudo anterior para a mesma amostra (Benevides et al.,
2019), verifica-se que o valor determinado através da presente metodologia foi inferior. Além
disso, contrariamente ao estudo de Benevides et al. (2019), em que a amostra de semente
foi a que apresentou maior teor proteico (22,1 + 0,2%), seguida da amostra de farinha
desidratada de germinado (21,3 + 0,2%) e da amostra germinado (20,5 + 0,0%), no presente
trabalho foi a amostra de germinado que obteve um maior valor de aminoéacidos totais (19,6
+ 1,4 g/100g de peso seco). Estas diferengas podem dever-se ao método de determinagéo
do teor proteico. No estudo realizado por Benevides et al. (2019) o teor proteico total foi
determinado pelo método de Kjeldahl, enquanto que o valor proteico no presente estudo foi

determinado pelo somatério dos aminoacidos totais.

A soma dos aminoacidos totais, contrariamente ao metédo de Kjeldahl (no qual se
considera o azoto proteico e ndo proteico), permite calcular o conteddo proteico real. Os
resultados obtidos neste estudo revelam mostram que as leguminosas sdo uma fonte de
aminoacidos relevante com potencial para serem utilizadas em produtos alimentares e
suplementos com o intuito de melhorar as caracteristicas nutricionais dos alimentos e

promover um melhor desempenho pelos consumidores (Machado et al., 2020).

50



Influéncia da germinacao e desidratacéo no perfil de aminoacidos dos Feijdes Andu e Mangald do Peru

Composicao aminoacidos totais Cajanus cajan (g/100g peso seco)
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Grafico 5. Composi¢do aminoécidos totais Cajanus cajan (g/1000g de peso seco)

Relativamente a semente, os aminoacidos mais abundantes foram o acido glutamico (3,7
+ 0,1 g/100g de peso seco), o &cido aspartico (3,7 = 0,1 g/100g de peso seco), a fenilalanina
(1,7 g/100g de peso seco), a lisina (1,6 + 0,1 g/100g de peso seco) e a arginina (1,3 = 0,0
g/100g de peso seco)(Grafico 5).

Igbal et al. (2006) estudou a composi¢cdo de aminoacidos de quatro leguminosas, 0 grao
de bico, feijao-frade, lentilha e ervilha. O feijdo-frade foi 0 que apresentou uma composi¢ao
mais semelhante aos feijdes Andu e Mangal6. A analise do perfil de aminoacidos do feijao-
frade permitiu verificar que a maior percentagem de aminoacido pertencia ao acido
glutdmico (17,2%), seguido do acido aspartico (10,8%), seguido da lisina, arginina e
fenilalanina com (7,5%) cada, sendo estes semelhantes aos resultados encontrados neste

trabalho.

Os aminoacidos menos abundantes na semente foram a hidroxiprolina, a metionina e o
triptofano, o que estd também de acordo com Sharma et al. (2011), que apds andlise do
perfil de aminoacidos do C.cajan reportou que a metionina, a cisteina, o triptofano e a

treonina foram os aminoacidos essenciais limitantes.

Estudos realizados com isolados proteicos da espécie C. cajan observaram que 0s
aminoacidos mais abundantes foram o acido glutamico (121,22 + 0,02 mg/g) e o acido
aspartico (114,41 + 0,02 mg/g), o que esta de acordo com os resultados obtidos neste

estudo. Contudo, os teores de aminoacidos encontrados foram superiores aos obtidos no
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presente trabalho, &cido glutamico (3,67 + 0,12 g/100g) e o acido aspartico (1,85 + 0,06
0/100g), o que pode dever-se ao facto de Ishaya & Aletor et al. (2019) terem analisado
isolados proteicos que correspondem a refinados a partir de proteinas, contendo uma maior

guantidade de proteina com melhor digestibilidade.

Relativamente & amostra germinado, o perfil de aminoéacidos foi semelhante ao perfil

encontrado na semente e na farinha desidratada germinadas da mesma espécie.

Os teores de lisina, fenilalanina e tirosina, apesar de presentes em proporgdes
significativas em todas as amostras do estudo, revelaram variacfes entre as duas espécies
de feijdo, o que poderd estar relacionado essencialmente com a espécie, mas também com
a localizagdo e com o ambiente de cultivo, como referido na literatura por (Ribeiro et al.,
2007).

Os aminoé&cidos essenciais presentes em maior concentragdo nos trés estados em
estudo da espécie C. cajan foram por ordem decrescente, a fenilalanina, a lisina e a leucina
(Gréfico 6), o que estd de acordo com o descrito por Oshodi et al. (1993) que também
descreve que a fenilalanina, a leucina e a lisina foram o0s aminoacidos essenciais

encontrados em maior quantidade na analise da composi¢cdo de aminoacidos da espécie

C.cajan.
Composicdo aminoacidos essenciais Cajanus cajan (g/100g peso seco)
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Gréfico 6. Composi¢cao aminoacidos essenciais Cajanus cajan (g/100g de peso seco)

Os elevados teores de lisina encontrados sao benéficos para a saude, uma vez que a
lisina tem um papel importante na construgdo muscular, manutencéo da estrutura/densidade
Ossea, recuperacao de lesbes, regulacdo de hormonas, anticorpos e enzimas. (Berry, 2019;
S. Huang et al., 2018; Pimentel, 2016).

52



Influéncia da germinacao e desidratacéo no perfil de aminoacidos dos Feijdes Andu e Mangald do Peru

Os elevados teores de lisina encontrados nas amostras de feijdo e baixos teores de
aminoacidos sulfurados como a metionina e cisteina, revelam que o consumo desta
leguminosa juntamente com 0s cereais poderd ser uma estratégica de obtencdo de uma
proteina completa uma vez que, as proteinas dos cereais sdo ricas em metionina e cisteina

e pobres em lisina (Sozer et al., 2016).

A analise dos aminoacidos essenciais permite afirmar que a semente, embora tenha
uma concentragdo de aminoacidos inferior ao germinado e a farinha desidratada de
germinado, apresenta uma maior percentagem de aminoacidos essenciais (43,1 £ 0,1%) e
menor percentagem de aminoacidos ndo essenciais (56,9 + 0,1%). Estas diferencas podem
dever-se a utilizacdo dos aminoacidos essenciais no processo germinativo como
transportadores de azoto, como maquinaria para a sintese proteica, como intermediarios.
Por exemplo, a treonina € um aminoéacido essencial que ao converter-se em isoleucina,
participa na producédo de energia celular e processos de fotorrespiragdo (Aragao, 2013). A
amostra farinha desidratada de germinado, por oposigdo, contém maior concentracdo de
aminoacidos totais, comparativamente com o0s outros dois estados, mas uma menor
percentagem de aminoacidos essenciais, apresentando consequentemente o menor racio
entre AAE/AANE, o que indica que a germinacdo promoveu o aumento do valor total de
aminoécidos, através do aumento da concentragdo de aminoécidos ndo essenciais, tal como
0 acido glutamico que apresenta um papel importante no processo germinativo, como

referido anteriormente.

Os aminoacidos ndo essenciais representados em maior teor nas amostras em analise
foram os aminoacidos: acido glutamico, acido aspartico e arginina, pela respetiva ordem
decrescente, estando de acordo estudos realizados por Betancur-Ancona et al., 2004 que
verificou em isolados proteicos de P.lunatus uma maior concentracdo dos aminoécidos nao
essenciais, acido glutdmico, acido aspartico e serina; e de leucina e lisina como
aminoacidos essenciais presentes em maior quantidade. Igbal et al., 2006 analisou o perfil
de aminoécidos do feijdo-frade, grdo-de-bico, lentilha e ervilha e verificou que, os maiores
teores de aminoacidos ndo essenciais, em todas as leguminosas em estudo foram o acido

glutamico, o acido aspartico e a arginina.

A andlise do racio entre AAE/AANE permite constatar que a maior razdo entre os AAE e
AANE foi encontrada na semente (0,8 +0,0), sendo este ligeiramente inferior ao encontrado

na literatura para o isolado proteico de C. cajan (0,9 £+ 0,0) (Ishaya & Aletor, 2019).

Na andlise da % AAE, % AANE e da razdo AAE/AANE constatou-se que ndo existem

diferencas estatisticamente significativas entre a amostra de semente e de germinado.
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As percentagens de aminoacidos essenciais (43%) e ndo essenciais (57%) encontradas
para a espécie C.Cajan, em proporcdo sao semelhantes as encontradas por Ishaya & Aletor
(2019) nos isolados proteicos do C.cajan, de aproximadamente 48% de aminodcidos
essenciais e 52% de aminoacidos ndo essenciais. Os resultados obtidos neste trabalho
foram discordantes aos encontrados por Aremu et al. (2017), que encontraram nas amostra
de C.cajan um teor de aminoacidos essenciais (68,8%) superior ao de aminoacidos nao
essenciais (31,5%), podendo estas diferencas dever-se a diferencas na origem e

composicao nutricional da amostra em estudo.
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Aminoacidos

Acido Aspartico
Acido Glutamico
Serina
Histidina
Glicina
Treonina
Arginina
Alanina
Tirosina
Valina
Metionina
Triptofano
Fenilalanina
Isoleucina
Leucina
Lisina
Hidroxiprolina
Prolina

YAAT

% AAE

% AANE
AAE/AANE

Semente

1,85+ 0,06 28
3,67 +0,12 ¢
0,97 +0,032¢
0,89 +0,032B
0,71 +£0,023¢
0,72 +0,033¢
1,26 +0,043¢
0,83 +0,03°P
0,32 +0,01°P
0,71 +0,03°P
0,17 £ 0,01 278
0,19 +0,0028
1,68 + 0,053A
0,62 +0,03°P
1,24 +0,05°P
1,56 + 0,07 28
0,03 +0,003¢
0,65 +0,02°P
18,09 + 0,63 2B
43,08 + 0,08 24
56,92 + 0,08 »P
0,76 + 0,004

Tabela 8-Perfil Aminoacidos totais expressos em g aminoacido/ 100g peso seco.

Feijao Andu

Germinado

1,84 + 0,06 2B
3,80+ 0,14 28C
0,98 + 0,032¢

0,92 £ 0,03 baA8

0,70 + 0,032¢
0,73+ 0,022¢
1,28 +£0,043¢
0,92 + 0,032¢P
0,37 £ 0,023
0,76 + 0,04 3>C0
0,16 + 0,01 28¢
0,18 + 0,008
1,71+ 0,073
0,67 + 0,03 @bc
1,28 + 0,05 3P
1,55 +0,0728
0,03 +0,002¢
0,68 + 0,03 3P
18,58 + 2,41 238
42,91 £0,18248
57,09 + 0,18 5P
0,75 + 0,002/8

Farinha desidratada de

germinado
1,98 +£0,13 28
4,05 + 0,28 248
1,03 +£0,072¢
0,95 + 0,088
0,77 £ 0,053¢
0,77 £ 0,06 2¢
1,33+0,102¢
0,93 + 0,06 *BC
0,41 +0,043¢
0,83 £ 0,06%C
0,19 + 0,024
0,18 +0,00°8
1,82 +0,133A
0,73 +0,052P
1,39+0,102¢
1,50+ 0,1028
0,03 £ 0,00%¢
0,74 + 0,05 2BC
19,62 +1,3828
42,59 +0,12°B
57,41 +0,123¢
0,74 + 0,018

Semente

2,91 +0,03234
3,83 + 0,04 bEC
1,42 +0,0208
0,91 + 0,02b48
0,98 + 0,028
0,89 + 0,018
1,84 + 0,048
1,01+ 0,010
0,58 + 0,028
0,94 + 0,018
0,14 + 0,00 ¢¢
0,24 +0,0134
1,12 £0,01b¢
0,83+ 0,01°C
1,75+ 0,028
1,95+ 0,04 34
0,11 £ 0,01348
0,81+ 0,018
22,26 + 0,26 B
39,43 £0,215P
60,57 £ 0,213A
0,65 +0,01°P

Feijdo Mangal6

Germinado

2,99 £ 0,04 34
4,25 + 0,06 24
1,51+ 0,02348
0,98 + 0,022/8
1,02 +£ 0,01 348
0,97 + 0,013A
2,02 £0,0334
1,26 £ 0,024
0,64 + 0,014
1,14 +0,0334
0,15 + 0,00 PBC
0,25 + 0,024
1,27 + 0,02 38¢
1,02 +0,0228
1,98 +0,0334
1,95+ 0,0334
0,10+ 0,0128
0,91 +0,013A
24,98 +1,153A
40,07 £ 0,172¢
59,93 + 0,178
0,67 +0,002¢

Farinha desidratada de

germinado
3,06 +0,1334
4,37 £0,1934
1,53 + 0,06 24
1,00 + 0,0534
1,07 + 0,054
1,00 + 0,044
1,99 + 0,092
1,24 + 0,06 24
0,65 + 0,023A
1,19 + 0,054
0,18 + 0,012/8
0,27 +0,0534
1,33 +£0,0728
1,05 + 0,054
2,06 + 0,092
1,93+0,1024
0,11 +0,0134
0,94 + 0,064
24,40 + 0,32 24
39,78 + 0,09 ¢
60,23 + 0,09 8
0,66 + 0,00 *CP

Dados expressos em média + desvio-padrao (n=4). Em cada linha, letras mindsculas diferentes representam diferengas significativas (p<0,05) entre as 3 amostras de cada espécie de feijao (dados

de cada espécie analisados individualmente). Letras mailsculas diferentes representam diferengas significativas (p<0,05) entre as 6 amostras analisadas.
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Na espécie P. lunatus, a soma dos aminodacidos totais foi superior na amostra germinado
(25,0 £ 1,2 g/100g de peso seco), seguido da amostra farinha desidratada de germinado
(24,4 £ 0,3 g/100g de peso seco) e da semente in natura (22,3 + 0,3 g/100g de peso seco)
(Gréfico 4).

O aumento do teor de proteinas ao fim de cinco dias de germinacdo podera estar
relacionado com a sintese de proteinas enziméticas necessarias para o desenvolvimento da
semente na germinacédo, pela mudanca da composicdo proteica apés degradacao de alguns
constituintes da semente e pela sintese de proteinas recém-formadas durante a germinacéo
(Bau et al., 1997; Xu et al., 2019).

Comparando, para esta espécie, o teor proteico determinado pela soma dos aminoacidos
totais com o teor proteico determinado por Kjeldahl num estudo anterior que analisou as
mesmas amostras (Benevides et al., 2019), observa-se que neste estudo o valor encontrado
é ligeiramente inferior, muito provavelmente pelas mesmas razfes ja descritas relativamente
as amostras de C. cajan. No entanto, as diferencas verificadas podem ainda dever-se ao
facto de no estudo de Benevides et al. (2019), o teor proteico ser expresso em g/100g de
amostra e os dados que apresentados neste trabalho estarem expressos em g/100g de
peso seco. Ao expressar os dados em peso seco, eliminamos a interferéncia da humidade

de cada amostra. Este facto pode justificar as diferencgas verificadas anteriormente.

Contrariamente aos resultados de Benevides et al. (2019), em que a amostra farinha
desidratada de germinado foi a que apresentou maior percentagem proteica (27,3 + 0,%),
seguida da amostra de semente (26,5 £ 0,2%) e da amostra germinado (26,1 + 0,2%), no
presente estudo foi a amostra germinado que apresentou a maior concentracdo de
aminoacidos totais (25,0 £ 1,2 ¢g/100g de peso seco). Confirmando mais uma vez, a

influéncia do processo germinativo no aumento do teor proteico do alimento em estudo.

O somatério de aminoacidos totais da semente in natura da espécie P.lunatus foi

semelhante a encontrada por Aremu et al. (2017) de 21,9%.
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Composi¢do aminoacidos totais Phaseolus lunatus (g/100g peso seco)
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Gréfico 7. Composicao aminoacidos totais Phaseolus lunatus (g/100g de peso seco)

A semente do feijdo Mangalb revelou concentracdes mais elevadas de acido glutamico,
acido aspartico, lisina, arginina e leucina, tal como se verificou na espécie C. cajan. As
concentracdes mais baixas pertenceram aos aminoacidos hidroxiprolina, metionina e
triptofano (Grafico 7). Na amostra germinado, embora em propor¢cbes diferentes, os
aminoacidos mais e menos abundantes foram semelhantes aos encontrados na semente e

na farinha desidratada de germinado.

Os teores de lisina, embora presentes em grande percentagem nas amostras em estudo,
diminuiram ligeiramente na amostra de farinha desidratada de germinado, o que podera

dever-se as reacdes de Maillard.

Os elevados teores de lisina encontrados no feijao poderdo ajudar na compensacao de
uma dieta a base de cereais, cuja composi¢cdo em lisina € normalmente baixa. A farinha do
feijdo, rica em lisina, pode por exemplo ser Util na industria da panificacdo, colmatando
assim os défices em lisina do cereal (Mattila et al., 2018). Além disso, alimentos com
elevado teor em lisina juntamente com arginina e serina, como é o caso das amostras em
estudo, parecem promovem um aumento de absorcdo de calcio pelo organismo, dado que
influenciam o pH intestinal, e por sua vez a formacdo de compostos sollveis calcio-

aminoécidos (Ribeiro et al., 2007).

As principais proteinas das leguminosas, neste caso o feijao, sdo globulinas (=70%),
glutelinas (10-20%) e albuminas (10-20%). As globulinas (maior percentagem proteica) sdo
pobres em enxofre, logo contém pouco aminoacidos sulfurados como a metionina e o
triptofano, e séo ricas em lisina e &cido glutamico, o que esta de acordo com os resultados
deste estudo (Baudoin & Maquet, 1999).
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Na amostra germinada, para ambas as espécies em estudo, verificou-se um aumento dos
teores de treonina, valina e isoleucina, o que esta de acordo com A. Singh et al. (2015), que

encontrou um aumento destes aminoacidos apds germinacdo de sementes de aveia.

Os valores dos aminoacidos sulfurados como o triptofano e a metionina mantiveram-se
constantes, em todos os estados de ambas as espécies, 0 que esta de acordo com Bau et
al. (1997) e que provavelmente significara que estes aminoacidos nao desempenham um

papel preponderante no processo germinativo.

Relativamente as percentagens de aminoacidos essenciais e ndo essenciais, a amostra
germinado do P.lunatus foi a que apresentou uma maior percentagem de aminoacidos
essenciais (40,1%), enquanto que as sementes in natura revelaram a menor percentagem
de aminoacidos essenciais (39,4%). Embora os valores encontrados sejam semelhantes, as

diferencas foram estatisticamente significativas.

Analisando os racios de AAE/AANE, é possivel verificar que este racio foi superior na
espécie C.cajan em todos os estados em estudo, em comparacao com a espécie P.lunatus,
0 que podera indicar que a espécie C.cajan possui um menor teor proteico, no entanto um
maior valor nutricional, devido a uma maior percentagem de aminoacidos essenciais. O
maior racio AAE/AANE na espécie C.cajan verificou-se na semente e na espécie P.lunatus

na amostra germinado (Grafico 8).

Réacio AAE/AANE

0,78 0,76
0,76 0.75 0,74
0,74
0,72

0.7 0,67
8@2 0.65 0,66
0,64
0,62

0,6
0,58

Semente Germinado Farinha desidratada
de germinado

m Cajanus cajan Phaseolus lunatus

Gréafico 8. Racio AAE/AANE

Comparando as duas espécies em estudo, a amostra que apresentou maiores
concentracdes de aminoacidos totais foi a amostra germinada do feijao Mangalé (25,0 + 1,2

g/100g de peso seco).

58



Influéncia da germinacao e desidratacéo no perfil de aminoacidos dos Feijdes Andu e Mangald do Peru

A leguminosa em estudo revelou ser uma fonte rica de aminoacidos essenciais (leucina,
isoleucina, valina, fenilalanina, lisina e treonina) responsaveis pela melhoria do valor
nutricional dos alimentos, e de aminoacidos ndo essenciais (acido glutamico, acido

aspértico, glicina, arginina e tirosina).

As espécies de feijdo em estudo apresentaram teores de aminoacidos totais em
quantidades adequadas para suprir as necessidades proteicas do organismo. De acordo
com as recomendacdes da FAO e da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), individuos
adultos deverdo consumir um teor proteico capaz de fornecer 10-15% da ingestéo total de
energia (Food and Agriculture Organization of the United Nations, 2013; WHO/FAO/UNU
Expert Consultation, 2007). Os teores proteicos dos feijoes em estudo variaram entre 18-
25%

Concluindo, em ambas as espécies, verificou-se um aumento da concentracdo de
amino&cidos totais com o0 processo germinativo, o que indica que a germinagdo das
amostras durante cinco dias promoveu um aumento no teor de proteina bruta do feijdo Andu
e Mangalé, o que esta de acordo com a literatura (Aragdo, 2013; Benevides et al., 2019; Kim
et al., 2013) Para além disso, estudos referem uma associagdo positiva entre a germinagéo
e a reducdo substancial de fatores antinutricionais presentes no feijao, tais como o acido

fitico, melhorando desta forma a aceitabilidade do alimento (Gupta et al., 2013).
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5. CONCLUSAO

A desnutricdo é uma realidade bem préxima que afeta essencialmente paises em
desenvolvimento, que apresentam caréncias nutricionais graves, pois nem todos tém o

mesmo acesso fisico, social e econdmico a alimentacéo.

As leguminosas apresentam um papel importante no combate a subnutricdo
proteica. Estas constituem uma alternativa proteica mais saudavel, ecoldgica,
econdmica, e mais sustentavel. No geral, caracterizam-se pelo seu elevado teor
proteico, pelo teor elevado em hidratos de carbono de absorcdo lenta, ainda pelos

seus teores em fibras, vitaminas do complexo B e minerais.

Este estudo permitiu verificar que o feijdo Andu (Cajanus cajan) e Mangalod
(Phaseolus lunatus) sdo culturas alimentares interessantes, devido ao perfil proteico
gue apresentam. Mostraram ser ricos em aminoacidos essenciais e ndo essenciais,

sendo o seu consumo benéfico para a saude.

A espécie P.lunatus caracterizou-se por um teor proteico mais elevado
comparativamente com a espécie C. cajan, tanto nos aminoacidos livres como nos
totais. Para cada espécie foi avaliado o perfii de aminoacidos da semente, do
germinado e da farinha desidratada de germinado. A amostra de germinado foi a que
apresentou um teor proteico mais elevado em ambas as espécies, 0 que permite
constatar que a germinacado promove o aumento do teor proteico do feijao. O menor

teor proteico detetado verificou-se na amostra de semente.

Ambas as espécies de feijao em estudo contém todos 0os aminoacidos essenciais
em proporcdes diferentes como histidina, treonina, valina, metionina, triptofano,
fenilalanina, isoleucina, leucina e lisina. Os teores de aminoacidos essenciais
encontrados sdo importantes na medida em que, podem ser usados para melhorar o

valor nutricional dos alimentos.

O feijao germinado ou a farinha do germinado podera ser considerado uma boa
opcdo para a indastria alimentar na medida em que, aumenta a qualidade nutricional
do alimento, reduzindo grande parte dos fatores antinutricionais presentes,

melhorando assim a aceitabilidade do seu consumo.

Em suma, os teores de amino&cidos individuais apresentados pelas espécies de
feifjdo em estudo, a sua integracdo na industria podera ser capaz de suprir
necessidades proteicas em paises em desenvolvimento, auxiliando no combate a

desnutricdo proteica.
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