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FEIJOES: CARACTERISTICAS QUIMICAS E OCORRENCIA DE AFLATOXINAS

Resumo

As leguminosas, como o feijdo, s@o consideradas importantes fontes de nutrientes para
humanos e a contaminacgdo por fungos e consequente produ¢do de micotoxinas pode estar
diretamente influenciada pela sua composicdo quimica. Alguns compostos estdo associados
aos mecanismos de defesa das leguminosas atuando como inibidores de enzimas digestivas ou
barreiras fisicas a patogenos. E o caso dos compostos fendlicos (CF) e algumas estruturas de
carater proteico. O objetivo deste estudo foi verificar a susceptibilidade de feijoes a
contaminagdo por aflatoxinas (AFLAs), através da avaliacdo da presenca de compostos
inibidores de enzimas fingicas. Foi realizada a validagdo de um método para determinacio de
AFLAs em feijao. Os CF livres (soluveis em metanol), conjugados (soliveis em etanol) e
ligados, bem como as diferentes fracdes proteicas (albumina, globulina, glutelina e prolamina)
foram determinadas em 10 amostras de feijdo pertencentes as espécies Phaseolus vulgaris,
Vigna unguiculata e Vigna angularis. O seu potencial como inibidor de a-amilase foi testado
nos extratos fendlicos e protéicos. Os feijoes vermelho e carioca apresentaram os maiores
teores de CF totais (1766 pg.g” e 1190 pg.g”, respectivamente) e os feijdes fradinho e branco
os menores teores (183 pg.g”’ e 192 pg.g’). Os extratos de CF conjugados apresentaram os
teores mais elevados de AF, onde os feijdes amendoim se destacou pela maior concentragao
(68 nug.g") e o feijao azuki pelo menor (28 pg.g™'). Nos extratos de CF livres e conjugados, o
acido clorogénico foi o majoritario em 60% dos feijoes analisados e nos extratos de CF
ligados, o &cido fertlico foi o majoritario em 90% dos feijoes analisados. Com relagdo as
fragdes proteicas soluveis, o feijio carioca apresentou o maior teor de albumina (559 mg.g™),
globulina (164 mg.g") e glutelina (325 mg.g"). Com relacdo a fracdo prolamina, o feijdo
preto (brasileiro e chinés) apresentou o maior teor (64 e 65 mg.g'l, respectivamente), seguido
pelo feijio carioca (54 mg.g™). Os limites de detecgio (LDy,) obtidos para o método de
determinacdo de AFLAs foram de 2,4 ng.kg™'; 0,036 pgkg” e 0,06 ng.kg' para as AFLAs
By, Bs ¢ G; e os limites de quantificacdo (LQy,) foram de 4.8 pg.kg' (AFLAB)); 0,12 pgkg
1(AFLA B, e G;). Nao foram detectadas AFLAs Bj, B, G; e G; nos feijdes analisados. Os CF
dos extratos etanolicos dos feijoes amendoim e azuki e os extratos contendo as proteinas
soluveis em etanol dos feijoes carioca e fradinho foram testados quanto ao seu potencial para
inibicdo da a-amilase de Aspergillus oryzae (atividade de 4,8 mg amido hidrolisado.mg
proteina”.mL™). O extrato proteico do feijdo fradinho se destacou, pois atingiu um percentual
de inibicdo especifica de aproximadamente 56%. Os CF apresentaram uma tendéncia a
inibicdo incompetitiva € os extratos proteicos ndo apresentaram um comportamento de
inibicdo que permitisse definir o mecanismo de inibi¢do. Os extratos protéicos e fendlicos dos
feijoes mostraram ser capazes de inibir a amilase fungica sugerindo que este fato pode estar
associado a auséncia da presenca de AFLAs nas amostras analisadas.

Palavras-chave: aflatoxinas, feijoes, proteinas, compostos fendlicos, a-amilase.



BEANS: CHEMICAL CHARACTERISTICS AND AFLATOXINS OCCURRENCE

Abstract

Legumes, such as beans, are considered important source of nutrients for human and fungal
contamination and subsequent mycotoxin production can be directly influenced by its
chemistry composition. Some compounds are associated with defense mechanisms of
legumes acting as inhibitors of digestive enzymes or physical barriers to pathogens. This is
the case of phenolic compounds (CF) and some protein character structures. The objective of
this study was to determine the susceptibility of beans to aflatoxin contamination (AFLAS),
by assessing the presence of inhibitory compounds of fungal enzymes. Was performed the
validation of a method for determining AFLAs in beans. The free (soluble in methanol),
conjugates (soluble in ethanol) and linked CF as well as the different fractions of proteins
(albumin, globulin, prolamin and glutelin) were determined in 10 samples belonging to the
bean species Phaseolus vulgaris, Vigna unguiculata and Vigna angularis. Its potential as a-
amylase inhibitor was tested in protein extracts and phenolic. The red and carioca beans had
the highest total CF contents (1766 pg.g” and 1190 pg.g”, respectively) and fradinho and
white beans had the lower levels (183 pg.g” and 192 pg.g ™). The conjugates CF extracts
showed the highest levels of AF, where amendoim stood by the higher concentration
(68 ug.gh)and the azuki beans at the lower level (28 pg.g"). In CF free extracts (soluble in
methanol and ethanol 80%), chlorogenic acid was majority in 60% of beans analyzed and in
linked CF extract, ferulic acid was majority in 90% of beans analyzed. Regarding the soluble
protein fractions, carioca beans had the highest content of albumin (559 mg.g™), globulin
(164 mg.g") and glutelin (325 mg.g™"). Regarding the prolamine fraction, black beans
(Brazilian and Chinese) had the highest content (64 and 65 mg.g™, respectively), followed by
the carioca bean (54 mg.g'l). The detection limits (LDy,) obtained for the method of
determining AFLAS were 2.4 pgkg’; 0.036 pgkg” and 0.06 ug.kg' to AFLAs By, B, and
G», and the limits of quantification (LQ,,) were 4.8 pgkg”' (AFLAB,); 0.12 ng.kg' (AFLA
B, and Gj). There were no AFLAs Bj, B,, G; and G; in the analyzed beans. The CF of
ethanol extracts of amendoim and azuki beans and extracts containing the soluble proteins in
ethanol of carioca and fradinho beans were tested for their potential for inhibition of a-
amylase from Aspergillus oryzae (activity hidrolisado.mg starch 4.8 mg protein™. ml™). The
protein extract of fradinho beans stood out because it reached a percentage of specific
inhibition of approximately 56%. CF showed a tendency to uncompetitive inhibition and
protein extracts did not show an inhibiting define the behavior that would allow inhibition
mechanism. The protein and phenolic extracts from beans proved capable of inhibiting fungal
amylase suggesting that this fact may be associated with absence of the presence of AFLAS in
the samples analised.

Keywords: aflatoxins, beans, proteins, phenolic compounds, a-amylase.



1 INTRODUCAO

As leguminosas sdo consideradas a segunda familia de alimentos mais
importantes para os seres humanos. Dentro deste grupo estdo a alfafa, a lentilha, o grio de
bico, o amendoim, a soja, o tremocgo, a fava e o feijdo. Devido as varias possibilidades de
usos industriais e também ao seu valor nutricional, as leguminosas sdo amplamente
exploradas para obten¢do de macro nutrientes, tais como proteinas, carboidratos e lipideos.
No entanto, pouco se tem avancado na exploragdo de seus compostos funcionais e suas
aplicacdes para diferentes fins (GRAHAM; VANCE, 2003; RIBEIRO, 2009).

Baseado na area colhida e na produgao total, as leguminosas apresentam grande
importancia no cenario agricola respondendo por, aproximadamente, 27% da produgdo
primaria do mundo. No Brasil, o feijdo é uma das leguminosas que se destaca pela producao
e importancia nutricional. As condi¢des abioticas, tais como clima, cultivo, colheita e
armazenamento destes graos sdo bastante favordveis a contaminagdo por fungos produtores de
aflatoxinas, dentre outras micotoxinas, no entanto sdo poucos relatos sobre a contaminagéo
destes graos.

Micotoxinas sdo metabolitos secundarios produzidos por varias espécies de
fungos filamentosos, as quais se caracterizam por possuir ampla faixa de toxicidade, baixo
peso molecular, ndo imunogenicidade, além de atuarem em baixas concentragdes ¢ serem
termo-estaveis. Sob condicdes de estresse e desbalanco de nutrientes elas podem ser
produzidas sobre diversas matrizes alimenticias, como em leguminosas, se estas estiverem
previamente colonizadas pelos micro-organismos (MAZIERO; BERSOT, 2010; SWEENEY;
DOBSON, 1998).

Algumas micotoxinas sdo muito conhecidas por contaminarem cereais ou
leguminosas. Dentre elas estdo as produzidas por Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus
e Aspergillus nomius, com destaque para as aflatoxinas B; (AFLAB,), B, (AFLAB,), G,
(AFLAG)), G, (AFLAG;), M, (AFLAM,) e M, (AFLAM,;). Elas sdo motivo de cuidados
quanto ao consumo devido as suas caracteristicas mutagéncias e carcinogénicas. A AFBj,
geralmente encontrada em concentragdes maiores em alimentos contaminados é considerada o
mais potente carcinogénico para o figado de espécies de animais e humanos (DORS et al.,
2011; RAZZAGHI-ABYANEH; SHAMS-GHAHFAROKHI; CHANG, 2011).

O crescimento fungico e consequente produg¢do de micotoxinas em alimentos

podem ser influenciados pela composi¢do da matriz, além de outras varidveis como condigdes



climaticas ou manejo pré e pds colheita. Alguns compostos presentes nos graos estdo
demonstradamente associados a mecanismos de defesa contra possiveis patdgenos e
geralmente sdo constituidos por membros de grupos quimicos diferentes como os fenodlicos,
terpendides e até mesmo inibidores enzimaticos de carater proteico. Sendo assim, € possivel
afirmar que a composicdo ¢ determinante na interacdo dos fungos com os graos, o que torna
algumas espécies vegetais mais ou menos susceptiveis a contaminagdo (D’MELLO;
MACDONALD, 1997; PAGNUSSATT et al, 2012; WINK, 2013).

Conhecer a metabolomica de variedades de feijdo, quanto ao seu potencial de
defesa contra agentes patogénicos ao longo da cadeia produtiva constitui uma estratégia
interessante para manejo do problema micotoxicologico. Este conhecimento pode constituir
subsidio para, empregando técnicas moleculares, efetivar melhoramento genético nestas e em
outras espécies cultivaveis quanto a resisténcia ao ataque de patdgenos ou investimento em
processos que favorecam o efeito destes mecanismos naturais de defesa (D’MELLO;
MACDONALD, 1997; HUSSEIN, BRASEL, 2001).

Considerando que ndo é comum se encontrar informagdes sobre a ocorréncia de
aflatoxinas em feijoes disponiveis para consumo no pais e que parte do feijao comercializado
¢ proveniente de importacdo de paises frequentemente envolvidos com este tipo de
contaminante (DING et al., 2012; LAY et al., 2015), o monitoramento da ocorréncia de
aflatoxinas ¢ um aspecto a ser enfatizado neste estudo que pretende fornecer subsidios para
estabelecimento de estratégias para estimar riscos de danos a satde publica pelo consumo de

feijao através de medidas para a preven¢ao do dano.



2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

O objetivo deste estudo foi verificar a suscetibilidade de feijdes a contaminagdo
por aflatoxinas, através da avaliacio da presenca de compostos inibidores de enzimas

fingicas.

2.2 Objetivos especificos
e Determinar compostos fenolicos e proteicos inibidores de a-amilase em amostras de
feijao;
e Validar um método para determinagdo de aflatoxinas em feijdo;
e Avaliar a ocorréncia de aflatoxinas em feijdes;
e Relacionar a possivel ocorréncia das aflatoxinas com os compostos funcionais

presentes nestas amostras.



4 REVISAO DA LITERATURA

4.1 Leguminosas

As leguminosas sdo a terceira maior familia de plantas superiores, com cerca de
20 mil espécies, quando comparada a outras familias como as Gramineas (10 mil espécies) e
as Cruciferas (3500 espécies) (GEPTS et al., 2005). Baseado na area colhida e produgao total,
as leguminosas apresentam grande importancia no cendrio agricola. Em 2004, mais de 300
milhdes de graos de leguminosas foram produzidas em 190 milhdes de hectares, ou cerca de
13 % da 4rea total cultivada incluindo terras ardveis e terras de culturas permanentes
(FAOTAST, 2013). Estas respondem por, aproximadamente, 27 % da produgdo agricola
priméaria do mundo, contribuindo com 1/3 do nitrogénio proteico necessario a dieta humana e
1/3 do 6leo vegetal processado (VANCE et al., 2000).

Desta maneira, as sementes de leguminosas apresentam a uma infinidade de usos
industriais, nutricionais e domésticos. Em algumas partes do mundo em desenvolvimento
estas sementes sdo a principal fonte de proteina com teor em torno de 20 % a 40 %. No
entanto, em compara¢do com a carne, as leguminosas s3o deficientes em aminoacidos
sulfurados e triptofano. Sendo assim, frequentemente sdo consumidas junto com os cereais,
deficientes em lisina, a fim de complementar a dieta em termos de composicdo de
aminoacidos (GEPTS et al., 2005, WANG et al., 2003).

Sementes de leguminosas sdo, também, uma importante fonte de minerais, pois
podem fornecer os principais minerais essenciais requeridos pelo homem em concentragdes
que variam em resposta a fatores genéticos e ambientais (GRUSAK, 2002). Contudo, o
componente majoritario da maior parte das sementes de leguminosas sdo os lipideos. Estes
compostos sdo frequentemente consumidos por meio de alimentos processados como
manteiga, margarina ou através de dleos de cozinha (WANG et al., 2003).

O termo “leguminosa” inclui, tipicamente, os géneros alfafa (Medicago sativa),
feijao comum (Phaseolus vulgaris), lentilha (Pisum sativum), grao de bico (Cicer arietinum),
amendoim (Arachis hypogaea), soja (Glycine max L), tremoco (Lupinus), fava (Vicia), e
chicaro (Lathyrus) (RIBEIRO, 2009; VANDENBOSCH e STACEY 2003)

No Brasil, depois da soja, o feijdo € a leguminosa que se destaca pela produgdo e

pelo consumo na alimentagdo humana. A estimativa é que a area plantada no pais durante a



safra 2014/2015 seja de 3,2 milhdes de hectares. A previsido de produgdo para o feijdo ¢ de 3,3
milhdes de toneladas com destaque para a Regido Sul (CONAB, 2015).

Com relacdo ao mercado internacional o feijdo representa um papel restrito, uma
vez que quase todos os paises produtores sdo também grandes consumidores, sendo por outro
lado, pouco consumido nos paises desenvolvidos do ocidente, o que limita a expansdo do
comércio internacional. Cerca de 3/4 da producdo mundial originam-se de apenas sete paises,
sendo que até 2009 o Brasil foi o maior produtor, mas a partir de entdo a india ¢ Myanmar
assumiram esta posi¢do. Ainda entre os maiores produtores surgem China, EUA, México e
Argentina (CONAB, 2014).

No que se refere a preferéncia por tipos, variedades e classes, os habitos
alimentares sdo bastante diversificados entre os paises e mesmo entre regides de um mesmo
pais. No Brasil, o feijio comum (Phaseolus vulgaris L.) se destaca na dieta rotineira da
populag@o. O consumo de feijdo comum preto se concentra nos estados do Rio Grande do Sul
e Rio de Janeiro, sendo que para este ultimo se destina a maior parte das importagdes da
Argentina, Bolivia e China. Em menor escala, o consumo também abrange os estados do
Parand, Santa Catarina e Espirito Santo. O feijdo comum cores, por sua vez, tem o consumo
concentrado nos estados centrais e em parte do Parana e Santa Catarina (CONAB, 2014).

Nas regides Nordeste e Norte do Brasil, o feijdo-caupi (Vigna unguiculata)
constitui-se em um dos principais componentes da dieta alimentar, especialmente na zona
rural. Devido ao seu valor nutritivo, ele € cultivado principalmente na forma de graos secos ou
verdes, visando o consumo iz natura, na forma de conserva ou desidratada. Além disso, o
caupi também ¢ utilizado como forragem verde, feno, ensilagem, farinha para a alimentacio
animal e ainda como adubagao verde e prote¢do do solo (EMBRAPA, 2003).

Outra espécie de feijado consumido no pais € a Vigna angularis, representada pelo
feijjao azuki. Nao existem dados precisos sobre agricultores, sistema de produ¢do ou area
plantada deste tipo de feijao no Brasil, que ¢ consumido principalmente em colonias
japonesas como iguaria oriental. O feijio azuki é produzido principalmente na Asia e ¢
consumido principalmente na China, Japao e Coréia. O Japao ¢ o maior produtor e importador

de feijdo azuki, onde a area plantada ocupa cerca de 100 mil hectares (RESENDE et al., 2012)

4.2 Composiciao quimica do feijao
O feijao (Phaseolus vulgaris L.) é uma das leguminosas mais importantes,

consumida no mundo inteiro como vagens de feijdo verde ou sementes de feijao (TAKEOKA



et al., 2003). Além disso, ¢ uma rica fonte de proteinas, carboidratos, fibras, vitaminas e
minerais para milhdes de pessoas em paises desenvolvidos e em desenvolvimento
(REHMAN; SALARIYA; ZAFAR, 2001). A sua composi¢do pode variar entre 22-28 % de
proteinas, 65-72 % de carboidratos, 4-5 % de cinzas, 1-2 % de lipideos ¢ 4,7-6 % de fibras
(RUTI et al., 2011; SHIMELIS e RAKSHIT, 2005).

A fragdo proteica predominante no feijdo € constituida por globulinas (33,5 % a
81 %) e por albuminas (12 % a 52,4 %). (DESHPANDE; CHERYAN; SALUNKHE, 1987;
FUNK; WEDER; BELITZ, 1993). O aminoacido encontrado em maior quantidade ¢ a lisina e
em concentragdes limitadas os aminoacidos sulfurados metionina e cisteina (GENOVESE,
1995).

A baixa digestibilidade das proteinas do feijao, quando comparada as proteinas
animais, ¢ um dos fatores limitantes do seu valor nutricional. Ao ser avaliada em diferentes
experimentos com animais situou-se entre 40 % e 70 % (SGARBIERI; ANTUNES;
ALMEIDA, 1979), e com humanos, em cerca de 55 % (BRESSANI,; ELIAS; BRAHAM,
1982). Este fato pode estar relacionado a ac¢do de fatores ligados a casca e aos cotilédones do
grdo de feijdo, como taninos, proteinas e fitatos (BRESSANI, 1993). Apos tratamento
térmico, a digestibilidade proteica do feijdo permanece limitada em fun¢do da altera¢do da
estrutura primaria das proteinas e pela permanéncia dos inibidores de protease termoestaveis
como os polifenolicos. Estes interagem com as enzimas digestivas e/ou com as proteinas do
feijao formando complexos e diminuindo o grau de hidrolise (NIELSEN, 1991).

Em leguminosas, como o feijdo, o amido ¢ a principal fonte de carboidratos do
ponto de vista quantitativo e os oligossacarideos, como a rafinose, estdo presentes em
pequenas quantidades. O teor de amido presente nos diversos cultivares de feijdo, geralmente,
estd entre 45 % e 60 % e pode ndo ser totalmente utilizado como fonte energética (SATHE e
DESHPANDE, 1984). Parte do amido permanece inalterada durante o processo de digestdo e
atinge o intestino grosso, onde é fermentado. O feijdo branco, por exemplo, contém 49% de
amido total, onde 16 % ¢ digerido lentamente, 27 % ¢ digerido rapidamente e 6 % ¢ resistente
a digestdo (MENEZES; LAJOLO; LEITE, 1995).

A utilizacdo do amido presente no feijdo pode ser influenciada pela parede celular,
que atua como uma barreira fisica, dificultando o intumescimento e completa gelatinizagdo
dos granulos e consequentemente a acdo de enzimas hidroliticas (TOVAR; BJORCK; ASP,

1992). O percentual de amido resistente ainda pode ser incrementado pelo teor de taninos que
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possuem atividade anti-amildsica dificultando o processo digestivo (SERRANO, GONI
2004).

O feijdo constitui uma o6tima op¢do de incremento na qualidade nutricional das
dietas pelo fato de também ser uma excelente fonte de fibras (RIBEIRO et al., 2005). Estes
teores podem variar de acordo com o cultivar (ANTUNES et al., 1995). Ha evidéncias de que
maiores teores de fibra alimentar podem ser encontrados em feijdo de cor, onde o tipo roxo
apresenta o maior teor (15,7 %), seguido pelo tipo carioca (15,2 %) e pelo tipo preto (13,1 %)
(SOARES et al., 1996).

4.3 Outros compostos presentes em leguminosas

4.3.1 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos (CF) sdo substancias amplamente distribuidas na
natureza, mais de 8000 compostos ja foram detectados em plantas. Esse grande e complexo
grupo faz parte dos constituintes de uma variedade de vegetais, frutas e produtos
industrializados. Podem ser pigmentos, que ddo a aparéncia colorida aos alimentos, ou
produtos do metabolismo secundario, normalmente derivados de mecanismos de defesa das
plantas contra agressdes do ambiente (SILVA et al., 2010).

Quimicamente, os CF s3o definidos como substincias que possuem anel
aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais, o que
propicia a versatilidade de suas estruturas e a multifuncionalidade em seus efeitos (LEE et al.,
2005). Eles podem se apresentar na forma livre, conjugada e ligada. Os que se apresentam na
forma livre estdo dentro dos vacuolos das células das plantas. Os que se apresentam na forma
conjugada encontram-se esterificados com acglcares e outras moléculas de baixo peso
molecular. Os ligados, por sua vez, encontram-se ligados covalentemente a componentes
estruturais de parede celular como celulose, hemicelulose, lignina, pectina e estruturas
proteicas. Por este motivo, a extracdo deles deve ser conduzida de maneira diferente (WANG
et al.,, 2015). A Figura 1 apresenta as estruturas dos compostos fendlicos estudados no

presente trabalho.
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Figura 1 - Estruturas dos compostos fendlicos avaliados neste estudo.
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Os CF podem atuar como antioxidantes, ndo somente pela sua habilidade em doar
hidrogénio ou elétrons, mas também em virtude de seus radicais intermedidrios estaveis, que
impedem a oxidagdo de varios componentes das matrizes, particularmente de lipidios
(BRAND-WILLIAMS et al., 1995).

Muitos estudos tém sido realizados com o objetivo de demonstrar que vegetais,
como frutas, hortalicas, graos e especiarias, s30 uma fonte natural de antioxidantes fendlicos.
A maioria das pesquisas sobre o tema buscam uma alternativa para prevenir a deterioracdo
oxidativa de alimentos, bem como limitar o uso de antioxidantes sintéticos e agentes
conservadores (KAHKONEN, 1999; ZHANG, 2004; MORAES-DE-SOUZA, 2011).

Algumas plantas, ricas em compostos fenolicos, tém demonstrado a capacidade de
inibir a atividade de o-amilase (PAGNUSSATT, 2011). Estas plantas vém sendo
tradicionalmente utilizadas na India, China ¢ América do Sul para o controle da diabetes
(ALI, 2006, MCCUE, 2004). Além disso, vem sendo demonstrado que estes compostos

podem atuar como antifungicos e inibidores da producdo de micotoxinas, tais como a
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aflatoxina, por atuarem na regulagdo da peroxidacdo lipidica, inibindo a formacdo de
peroxidos e consequente estresse oxidativo que estd relacionado a biossintese de aflatoxinas
(OLIVEIRA et al, 2007).

Estes aspectos justificam os estudos que tém sido realizados a fim de verificar o
conteudo de CF de alimentos. Luthiaria e Pastor-Corrales (2006) avaliaram o perfil de
compostos fenolicos de diferentes classes e variedades de feijao. O acido ferulico, o acido
cumadrico e o acido sindpico foram os trés principais CF identificados em todas as classes ¢
variedades. O acido cafeico, por sua vez, foi quantificado em apenas duas variedades de feijao
preto. A variedade T-39 do feijao preto se destacou com uma grande quantidade de CF, onde
foram encontrados quantidades de acido cafeico (1,1 mg/ 100 g), acido cumarico (11,6 mg/
100g), acido ferulico (25,5 mg/ 100 g), e acido sindpico (9 mg/ 100 g) totalizando,
aproximadamente, 47,1 mg/ 100 g de CF.

Diferentes linhagens de feijoes da espécie Phaseolus vulgaris, provenientes da
cidade de Lavras em Minas Gerais, foram avaliadas quanto ao teor de compostos fendlicos
livres (soltiveis em metanol). Os teores variaram de 0,28 a 1,08 mg de acido tanico/100g
(MESQUITA et al., 2007). Silva e colaboradores (2009) avaliaram o teor de compostos
fenolicos em feijoes de coloracdo preta, marrom e branca fornecidos pela EMBRAPA. Os
resultados obtidos diferiram significativamente. O feijdo preto apresentou 0,93 mg de
catequina/g de amostra; o feijdo marrom apresentou 2,13 mg catequina/g de amostra e o feijao

branco apresentou, por sua vez, 4,51 mg de catequina/g de amostra.

4.3.2 Inibidores enzimaticos

Qualquer composto que diminua a razao de hidrélise de um dado substrato é, em
principio, um inibidor enzimatico (HARUTA et al., 2001). Ha duas formas nas quais os
inibidores podem afetar uma reagdo enzimatica. Um inibidor reversivel pode ligar-se a enzima
e ser liberado em seguida, deixando-a em sua condi¢do original. Um inibidor irreversivel
reage com a enzima produzindo uma proteina que deixa de ser enzimaticamente ativa de tal
forma que a enzima original ndo pode ser regenerada (CAMPBEL; FARREL, 2007).

A indug¢do de proteinas responsaveis por inibir algumas enzimas faz parte de um
mecanismo de defesa encontrada em vegetais que, constantemente, sofrem agressdes de
pragas e patdgenos responsaveis por perdas na agricultura e que precisam regular o estado de
laténcia de suas sementes e 6rgios de brotamento (HARUTA et al., 2001). Este aumento da

defesa natural em plantas pode melhorar a produtividade agricola e a seguranga alimentar
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reduzindo o uso intensivo de agrotoxicos, bem como a producdo de micotoxinas nas matérias-
primas (FIGUEIRA et al., 2002).

Segundo Kadozawa et al. (2006), os inibidores enzimaticos constituidos de
proteinas com atividade contra amilase e protease fingica também representam ferramentas
potenciais, capazes de conter o crescimento microbiano e consequentemente, a produgao de
micotoxinas. Os inibidores de proteases encontrados em vegetais sdo, quase sem excecao,
proteinas relativamente pequenas com pouca ou nenhuma por¢do de carboidratos adicionais
(RICHARDSON, 1980). Tais inibidores sdo capazes de inibir as atividades da tripsina,
quimiotripsina e carboxipeptidase. As pesquisas relacionadas aos inibidores de protease foram
centradas, inicialmente, nos inibidores de tripsina encontrados em leguminosas, os quais
foram supostamente responsabilizados pelo baixo valor nutritivo de leguminosas cruas
(SILVA, SILVA, 2000).

Os inibidores de protease presentes em oOrgdos de reserva de vegetais, como
sementes e tubérculos, atuam como agentes regulatorios de proteases enddgenas, como
proteinas de reserva e contra mecanismos de protecdo direto contra proteases de insetos ou
micro-organismos patdgenos. Sdo encontrados em paredes celulares, espacos intercelulares,
no citosol e no vactiolo (TREMACOLDI, 2009).

Os inibidores de o-amilase isolados a partir de varios grios sdo glicoproteinas
com 15% de carboidratos em sua estrutura (RICHARDSON, 1980). Tais inibidores possuem
subunidades a e B que sofrem protedlise pos-traducional. Este processo de proteolise ¢
fundamental para que esta molécula proteica exer¢a atividade inibitéria. Isto ocorre
normalmente em cotilédones de feijdoes depois que a proteina é transportada para o vactolo
(PAULA, 2006). Eles ocorrem em muitos vegetais como parte dos mecanismos de defesas
naturais, sendo abundantes também em cereais (BERI; GRUPTA, 2007; FRANCO et al,
2002) e legumes (GROSSI DE SA, 1997), de maneira que podem causar a morte de
patdgenos, por funcionarem como inibidores das suas amilases digestivas impedindo o
aproveitamento de substrato (FENG et al., 1996).

Estudos tém sido realizados para verificar a presenca de inibidores de a-amilase
bem como seus efeitos em alimentos. Em feijao branco foi verificado uma inibi¢ao especifica
de 0,5 UIA.mg proteina ™! (U corresponde a formacdo de um pumol de aglicar por minuto).
Também foi avaliado o efeito de extratos proteicos de arroz, aveia e trigo sobre amilases de
diferentes fontes. A amilase extraida de Aspergillus oryzae, de nome comercial Fungamyl, foi

a mais afetada com inibicdo especifica de 50%, 43% e 67% para os extratos de arroz, aveia e
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trigo, respectivamente. A a¢@o antifingica de inibidores de a-amilase ¢ outro efeito que tem
sido verificado. Inibidores de diferentes variedades de trigo foram testados sobre o
crescimento de Fusarium verticillioides. Todos os extratos apresentaram capacidade para
inibir o crescimento fungico ¢ uma das variedades se destacou pela inibi¢do de 84% da
atividade da a-amilase e 66% da producdo de glicosamina (MENDES et al., 2013;
PAGNUSSATT et al., 2012; PEREIRA et al., 2010).

4.4 A contaminacio fungica

Os fungos sdo organismos microbianos encontrados em todos os ambientes,
constituindo milhares de espécies, e dentre eles apenas algumas sobrevivem em matrizes
usadas na alimenta¢do humana e animal (FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2009).

A contaminagdo dos alimentos por fungos pode resultar em alteracdo das
carateristicas sensoriais, bem como rapida reducdo de qualidade e consequentemente a
inviabilidade do uso do material contaminado (NJOBEH, 2009). Além disso, a contaminacao
pode representar um perigo a saide publica, pois além de diminuirem a disponibilidade de
nutrientes, algumas espécies fingica podem produzir substancias toxicas (MENEZES, 1992).

Os fungos frequentemente envolvidos com a cadeia alimentar humana pertencem
aos géneros Aspergillus, Fusarium e Penicillium, onde os parametros ambientais determinam
as espécies dominantes. Sendo assim, Fusarium é comumente encontrado no campo, onde a
atividade de agua nao ¢ um fator limitante para a maior parte do periodo de crescimento da
cultura, que pode continuar o seu desenvolvimento durante o armazenamento dos graos.
Aspergillus e Penicillium, pelo contrario, sdo mais xerofilicos podendo ser encontrados,
devido ao baixo teor de umidade, durante o armazenamento dos graos (GIORNI; MEGAN;
BATTILANI, 2009; SWEENEY; DOBSON, 1998), onde podem promover uma série de
injurias. Comumente ocorre o enfraquecimento ou a morte do embrido, reduzindo a
germinagdo ¢ emergéncia das sementes (TANAKA; CORREA, 1981), aquecimento da massa
de grios e apodrecimento (DHINGRA,1985), descoloragdo de parte ou de todo o gréo,
transformagdes bioquimicas, modificagdes celulares (CARVALHO; VON PINHO, 1997), e
que em sua maioria atacam, principalmente, o embrido de sementes.

Por serem largamente espalhados no ecossistema, tais fungos foram isolados a
partir de varios substratos alimentares, principalmente cereais e leguminosas (COSTA;
SCUSSEL, 2002). Em grios de feijdo foram isolados fungos do género Cladosporium spp.
(98%) Alternaria spp. (715%), Aspergillus spp. (73%), Rhizopus spp. (73%), Penicillium spp.
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(69%), Fusarium spp. (38%), Botrytis spp. (27%), Trichothecium spp. (24%), e Chaetomium
spp. (18%) (DOMIJAN et al., 2005).

4.5 A contaminacio por micotoxinas

Micotoxinas sdo metabolitos secundarios, produzidos por fungos filamentosos, os
quais em alimentos podem ocorrer como resultado do crescimento fingico, sendo produzidos
em resposta ao estresse, desbalanco de nutrientes e condigdes ambientais (SWEENEY;
DOBSON, 1998). Dentre as caracteristicas das micotoxinas destacam-se ampla faixa de
toxicidade, baixo peso molecular, ndo imunogenicidade, além de atuarem em baixas
concentracdes e de serem termo-estaveis, podendo resistir a determinados tratamentos
térmicos ou processos de desidratagcdo. Tais tratamentos podem ser suficientes para
destruirem o micélio vegetativo dos fungos que a produziram, indicando que a toxina pode
estar presente no alimento mesmo na auséncia do fungo (MAZIERO; BERSOT, 2010).

Os alimentos estdo susceptiveis a contaminacao por diferentes espécies de fungos,
e a producdo de micotoxinas pode ser desencadeada por muitos fatores, mas o principal € que
a espécie contaminante seja toxigénica e encontre as condi¢des para manifestar seu potencial.
Cabe salientar que fatores biologicos, como a composi¢do do substrato, sdo determinantes na
interagdo dos fungos com os alimentos e¢ na consequente producdo de micotoxinas
(D’MELLO; MACDONALD, 1997). As condigdes ambientais de umidade do substrato e
temperatura ambiente, bem como os métodos de processamento, producdo e armazenamento
dos produtos também sdo fatores muito importantes e podem ser controlados. Os fatores
extrinsecos como o clima e intrinsecos como a especificidade das cepas fungicas, por
exemplo, s3o mais dificeis para estabelecer controle em suas variedades (D’MELLO;
MACDONALD, 1997; HUSSEIN; BRASEL, 2001).

A ingestdo de micotoxinas por humanos, que ocorre principalmente através de
alimentos de origem vegetal ou de residuos de metabdlitos presentes em alimentos de origem
animal pode levar principalmente a deterioragdo da fung@o renal ou hepatica. Algumas
micotoxinas sdo neurotoxinas, enquanto outras agem interferindo na sintese de proteinas e
podem produzir efeitos que vao desde a sensibilidade da pele ou até mesmo necrose e extrema
imunodeficiéncia (SWEENEY; DOBSON, 1998).

Os principais fungos produtores de micotoxinas sdo os do género Aspergillus,
Penicillium e Fusarium. As micotoxinas de grande importancia sdo produzidas pelo género

Aspergillus, as AFLAs. Elas sdo difuranocumarinas derivadas, onde as quatro principais
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AFLAs produzidas sio AFLAB;, AFLAB,, AFLAG, e AFLAG,. A AFLAB, ¢ geralmente
encontrada em concentracdes maiores em alimentos contaminados e ¢ considerada o mais
potente carcinogénico de figado para uma grande variedade de espécies de animais, inclusive
humanos. Outra importante micotoxina produzida por espécies de Aspergillus ou de
Penicillium é a ocratoxina (OTA). A OTA ¢ derivada de um isocumarina ligada a uma L-
fenilalanina e também €& largamente produzida por espécies de Penicillium. OTA ¢ uma
importante nefrotoxina, teratogénica e carcinogénica. Com rela¢do ao género Penicillium, as
trés micotoxinas mais importantes produzidas sdo a OTA, patulina e citrinina. Tém sido
reportado que a patulina pode causar efeitos adversos em fetos de roedores, bem como efeitos
imunologicos, neurolodgicos e gastrintestinais. A citrinina, por sua vez, ¢ conhecida como uma
toxina que afeta os rins de animais domésticos, tais como porcos e cdes. Dentre as
micotoxinas produzidas pelo género Fusarium, as mais conhecidas sdo os tricotecenos e as
fumonisinas. Os tricotecenos sdo produzidos por uma grande variedade de espécies de
Fusarium. Esse grupo de micotoxinas ¢ imunotdxico e potente inibidor de sintese proteica,
fator de grande pré-disposi¢do a outras doencas. As fumonisinas sdo conhecidas por
possuirem seis estruturas bem identificadas, que sdo FB,, FB,, FB3, FB4, FA|, ¢ FA,. A FB,
possui a caracteristica de ser hepatotdxica, e hepatocarcinogénica em ratos e também tem se
mostrado como um inibidor da biossintese de esfingolipideos (HEIDTMANN-BEMVENUTI
et al., 2011; HUSSEIN; BRASEL, 2001; SWEENEY; DOBSON, 1998)

Além dos sérios problemas que causam a saude publica, as micotoxinas também
afetam o agronegdcio de muitos paises, interferindo ou até mesmo impedindo a exportacao,
bem como reduzindo a produg¢o animal e agricola (LEUNG; DIAZ-LLANO; SMITH, 2006).
Sendo assim, muitas pesquisas tém sido realizadas a fim de contribuir com o conhecimento
sobre as micotoxinas € os principais alimentos contaminados por elas. A presenga de fungos
toxigénicos foi avaliada em feijoes, da classe preta e de cor, de diferentes regides do estado de
Santa Catarina na regido sul do Brasil. Entre os feijoes de classe preta, 24,6% das cepas de
Aspergillus spp. produziram micotoxinas. 13% das cepas produziram AFLAs e 11,5%
produziram ocratoxinas. Cerca de 29% das cepas de Penicillium produziram citrinina. Por
outro lado, 22,1% das cepas de Aspergillus spp. isolados de feijoes de cor produziram
micotoxinas. 16,7% das cepas produziram AFLAs e 5,4% produziram ocratoxinas. Enquanto
que o género Penicillium teve 35,4% de citrinina produzida pelas cepas estudadas (COSTA;
SCUSSEL, 2002). Cabe salientar que as micotoxinas mencionadas foram produzidas pelas

espécies isoladas e cutivadas e ndo determinadas na propria matriz da amostra, o que sugere
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que o substrato de onde as cepas foram isoladas ndo propiciaram a producdo das toxinas pelas

espécies toxigénicas.

4.5.1 Aflatoxinas

AFLAs sdo um grupo de metabdlitos toxicos produzidos por diferentes
espécies de fungos toxigénicos. Podem ser encontradas em uma grande variedade de matrizes
como em cereais, legumes, frutas, oleos, leite, carne, especiarias, etc. Dentre os principais
grupos de aflatoxinas identificados, estdo as produzidas por Aspergillus flavus, Aspergillus
parasiticus ¢ Aspergillus nomius, destacando-se a AFLAB;, AFLAB,, AFLAG, e AFLAG:;.
Outros membros importantes da familia de AFLAs sdo a AFLAM; e AFLAM,, que sdo
formas oxidadas de AFLAB,;, modificadas no aparelho digestivo de certos animais e
excretados no leite, suor, urina e fezes (RAZZAGHI-ABYANEH; SHAMS-
GHAHFAROKHI; CHANG, 2011).

Quimicamente, as AFLAs formam um unico grupo de compostos heterociclicos
oxigenados altamente complexo (furocumarinas) (Figura 2). Elas apresentam um nucleo de
cumarina ligado a uma estrutura bi-furano. As AFLAs B apresentam um anel ciclopentano, o
grupo M resulta de uma hidroxilagdo da anterior e o grupo G contém um anel de lactona na
sua estrutura molecular. Devido a estas caracteristicas s@o soluveis em solventes
moderadamente polares, como cloroférmio, polares como metanol, e também possuem
pequena solubilidade em agua. Também apresentam grande estabilidade em temperaturas
elevadas, sendo pouco destruidas sob condi¢des de cozimento normal ou pasteurizacdo
(HEIDTMANN-BEMVENUTI et al., 2011; KHAYOONA et al., 2012; MCLEAN;
DUTTON, 1995)

Umas das hipoteses existentes para a formagcdo da AFLAB; ¢ de que a sintese
comega a partir de uma unidade iniciadora de um hexanoato de 6 carbonos, como a sintese de
acidos graxos, a qual ¢ extendida por uma policetideo sintetase até gerar um decacetideo de
20 carbonos. Por fim, este decacetideo é oxidado por uma enzima oxidase. A partir de uma
série de mecanismos onde ocorrem reagdes de reducdo, hidratag¢do, epoxidagdo, hidroxilagao
e orto-desmetilacio a AFLAB, pode ser biotransformada para gerar os outros grupos de
aflatoxinas (HEIDTMANN-BEMVENUTI et al., 2011; TOWNSEND et al., 1991)

A AFLAB; ¢ o mais toxico e carcinogénico membro do grupo das AFLAs e
geralmente ¢ encontrado em maiores concentragdes em matrizes contaminadas. O seu

mecanismo carcinogénico ¢ conhecido por afetar a membrana pericelular das células
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interferindo na atividade de enzimas especificas e inibindo a sintese de RNA. As AFLAB,,
AFLAG; e AFLAG; também podem ser carcinogénicas aos seres humanos. A AFLAM,, por
sua vez, apresenta toxicidade inferior a da AFLAB; no entanto também pode causar efeito
carcinogénico, além de hepatotdéxico (HAN et al, 2010; MCLEAN; DUTTON, 1995;
MEERDINK, 2002).

Figura 2 - Estrutura quimica das aflatoxinas (Han et al., 2010).

AFLA M1 AFLA M2

As aflatoxinas tém sido encontradas em uma ampla variedade de alimentos. Sendo
assim, para garantir a seguranca da populacdo quanto ao consumo dos mesmos, agéncias
governamentais realizam controle da presenca de AFLAs estabelecendo, para tanto, os limites
maximos aceitaveis. A legislacdo brasileira, através da Resolugdo n® 7 de 18 de fevereiro de

2011 da Anvisa (Tabela 1), determinou os limites maximos para aflatoxinas em alimentos.
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Tabela 1 - Limites maximos admissiveis de aflatoxinas em alimentos. Fonte: RDC n° 7 de 18

de fevereiro de 2011.
Alimento Aflatoxinas LMT (ug.Kg’l)
Leite fluido M, 0,5
Leite em p6 M, 5
Queijos M; 2,5
Cereais e produtos de cereais, exceto milho e
- T ’ +B,+G; +
derivados, incluindo cevada malteada BitB+Gi+ G, >
Feijﬁo B1 + B2 + G1 + G2 5
Castanhas exgeto ce}stanha-c}o-Brasil, incluindo B, +By+ G, +Gs 10
nozes, pistachios, avelas e améndoas
Frutas desidratadas e secas B +B,+G + Gy 10
Castanha-do-Brasil com casca para consumo B +B,+ G +Gy 20
Castanha-do-Brasil sem casca para consumo B +B,+G, + G, 10
Castanha-do-Brasil sem casca para processamento B, + B, + G + Gy 15
posterior
Alimentos a base de cereais para alimentagao
. . . . .. . + + +
infantil (lactantes e crianca de primeira infancia) BitB:+ G+ G !
Formulas infantis para lactentes e formulas infantis
de seguimento para lactentes e criancas de B +B,+ G+ Gy 1
primeira infancia
Ameéndoas de cacau B +B,+ G+ G, 10
Produtos de cacau e chocolate B +B,+ G+ Gy 5
Especiarias B, +B,+G; +G; 20
Amendoim (com casca), (descascado, cru ou
tostado), pasta de amendoim ou manteiga de B +B,+ G+ Gy 20
amendoim
Milho, milho em grao (inteiro, partido, amassado, B, +By+ Gy + G, 20

moido), farinhas ou sémolas de milho

LMT: Limite maximo toleravel

4.5.1.1 Determinacio de AFLAs

Para a determinagdo de AFLAs, e outros compostos, algumas etapas importantes

devem ser consideradas para confiabilidade dos resultados, como o preparo de amostra, a

extragdo, a clarificagdo e a quantificagdo (KRSKA et al., 2005).

A extracdo solido-liquido tem sido muito utilizada como técnica de preparo de

amostra para a determinacdo de AFLAs e outras micotoxinas. O procedimento consiste,
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normalmente, em pesar uma massa de amostra homogeneizada, adicionar o solvente de
extracdo, realizar agitacdo e em seguida filtracdo. Diferentes volumes e tipos de solventes
podem ser utilizados, incluindo misturas de metanol e dgua ou acetonitrila e agua. Muitas
técnicas tém sido utilizadas para o preparo de amostra, dentre elas destaca-se a dispersdo da
matriz em fase solida (MSDP), que consiste em homogeneizar a amostra com um adsorvente
adequado utilizando gral e pestilo. Em seguida a amostra solida ¢ transferida para um
cartucho, onde as aflatoxinas s@o eluidas, seguida de etapa de concentragdo e injecdo em
equipamento para detec¢do e quantificagdo (RUBERT; SOLER; MANES, 2011; RUBERT et
al., 2012). A técnica de extracdo com fluido pressurizado tem sido utilizada para a extragao de
AFLAs, sendo os solventes homogeneizados sob elevadas pressdes e temperaturas com
amostras sélidas ¢ semi-solida (SHEIBANI; GHAZIASKAR, 2009). Outra técnica utilizada
para a extragdo de micotoxinas ¢ a extracdo em fase sélida (SPE). Neste tipo de extragdo, os
analitos, que estdo soliveis em um solvente, sdo percolados por um cartucho contendo um
sorvente no qual os analitos sdo retidos e em seguida sdo eluidos em outro solvente
(TURNER; SUBRAHMANYAM; PILETSKY, 2009)

A extracdo de AFLAs e outras micotoxinas pelo método de QUEChERS (Quick,
Easy, Cheap, Effective, Ruged e Safe) tém sido realizada para uma gama de matrizes
alimenticias. Esse método apresenta como vantagem os elevados percentuais de recuperagio
dos analitos, remocdo de possiveis interferentes da amostra, boa precisdo e robustez, baixo
custo, rapidez, facilidade e seguranca. (DORS et al., 2011; PRESTES et al., 2009; PRESTES;
ADAIME; ZANELLA, 2011).

O procedimento descrito por Soares ¢ Rodrigues-Amaya (1989), que utiliza uma
mistura de metanol e cloreto de potéassio, também tém se mostrado eficiente para a extracao
de AFLAs, uma vez que apresentou valores de recuperagdo para matrizes alimenticias que
obedecem as regras analiticas em vigéncia (PRIETTO, 2014). Além disso, este método foi
modificado a fim de minimizar a utilizacdo de amostra e solvente extrator tornando-se um
procedimento acessivel para as andlises de rotina devido a menor gera¢do de residuos
(HACKBART, 2014).

Varios métodos tém sido utilizados para a deteccdo e quantificacdo destes
contaminantes, dentre eles destacam-se as técnicas cromatograficas. A separacdo de AFLAs
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), emprega colunas de fase reversa e como
fases mdveis misturas de dgua, metanol e acetonitrila. Sendo assim, a etapa de clarificagdo,

ou seja, limpeza do extrato € essencial, pois componentes da matriz podem ficar aderidos ao
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sistema injetor-insersor, bem como na coluna cromatografica reduzindo a robustez e
confiabilidade dos resultados obtidos (DORS et al., 2011; PRESTES; ADAIME; ZANELLA,
2011)

A fluorescéncia emitida pelas AFLAs sob a radiagdo UV pode ser usada para
identificar e detectar estas micotoxinas, onde AFLAB; e AFLAB, emitem fluorescéncia azul
(350 nm), enquanto que as AFG; e AFG;, fluorescéncia verde (350 nm). Sendo assim,
geralmente ¢ utilizada a técnica cromatografica com detec¢do por fluorescéncia (REITER;
ZENTEK; RAZZAZI, 2009; SYDENHAM; SHEPHARD, 1996) o que também viabiliza sua
determinagdo com grande eficiéncia usando cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada
a detector de fluorescéncia (HPLC-FL).

A cromatografica liquida de alta eficiéncia acoplada com detector de massas (LC-
MS/MS) também tem sido bastante empregada na identificacdo e detec¢do de AFLAs.
Através dela € possivel obter uma grande quantidade de informacdo estrutural acerca dos
analitos, o que assegura sua identificagdo com maior exatiddo do que quando ela ¢ feita
apenas com base nas caracteristicas de retengdo dos compostos analisados. Além disso,
quando existem compostos que ndo podem ser totalmente separados pela técnica
cromatografica empregada, usando (LC-MS/MS) € possivel detecta-los individualmente se
possuirem diferentes massas moleculares ou gerarem diferentes espectros de massas

(CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008)
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5 MATERIAL E METODOS
5.1 Material

Os padroes de AFLAs (B, By, G; e G;) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Sao
Paulo, Brasil) com pureza > 98%. A acetonitrila e metanol (Backer) utilizados como fase
movel do sistema cromatografico, com pureza superior a 99,9%, foram filtrados em filtro
Millipore (Supelco, 58067), com poros de 0,45 um de didmetro. Todos os componentes da
fase movel foram previamente desgaseificados em banho ultrassonico (Ultrassonic Cleaner
Unique, 1600 W). A 4gua ultrapura foi obtida através do sistema Direct-Q UV3® de
resistividade 18,2 MQ cm™, Millipore, Bedford, USA. O 4cido acético glacial (pureza > 99%)
foi obtido da Merck (Darmstadt, Alemanha).

Foi utilizado um cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia da marca Shimadzu (Quioto,
Japdo), constituido por um sistema de bombas 26 (modelo LC-AT), forno, desgaseificador da fase
movel (modelo DGU), controlador (modelo CBM-20A), injetor manual com al¢a de amostragem
de 20 pL (modelo 7725i), detector de UV (SPD-20A) e detector de fluorescéncia (modelo FL —
10AXL).

5.2 Amostras

As leguminosas avaliadas foram 10 tipos de feijoes pertencentes a 3 espécies
diferentes, escolhidas conforme perfil de consumo na regido sul do RS. Dentre estas espécies
esta o feijao comum (Phaseolus vulgaris), caupi (Vigna unguiculata) e azuki (Vigna
angularis). Pertencente a espécie Phaseolus vulgaris foram coletados os feijdes preto, branco,
carioca, amendoim, jalo, vermelho e o feijao preto produzido na China e importado para o
Brasil. Da espécie Vigna unguiculata foram coletados os feijoes fradinho e rajado.
Pertencente a espécie Vigna angularis foi coletado o feijao azuki. Os feijoes foram coletados
aleatoriamente no comércio local, em feiras livres e o feijdo preto importado da China foi
cedido pela EMATER (safra 2013).

Os feijoes foram coletados, moidos e peneirados, empregando-se a fracdo

granulométrica de 0,5 mm, padronizada para a caracterizagdo fisico-quimica.

5.3 Preparo de padroes

As solugdes padrdo de aflatoxinas foram preparadas pela dissolu¢do dos padrdes
solidos em mistura de benzeno:acetonitrila (98:2 v/v). As concentracdes tedricas das solucdes
estoque foram de 0,1 mg.mL"' para as AFLAs (B;, B, G, ¢ G,), separadamente. Esses

padrdes foram diluidos para o preparo de solucdes trabalho, de forma a obter concentrag¢des
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10 ug.mL". As solucdes foram secas sob atmosfera de nitrogénio e ressuspendidas em
metanol para a determinacdo das concentragdes exatas que foram determinadas em
espectrofotometro (Bioespectro — espectrofotdmetro SP-220), em comprimentos de onda de
360 nm para a AFLAB; e 362 nm para as demais. Para a estimativa das concentragdes
(Equacao 1) foram utilizados os valores de absortividade molar (€) 19800, 20900, 17100,
18200 mol'.cm™ para AFLAB;, AFLAB,, AFLAG, e AFLAGq;, respectivamente. Todas as
solu¢des foram armazenadas a -18°C (AOAC, 2000).

pg micotoxina.mL™ =abs * PM * 1000 * FC * €1 * b™ (1)

Onde:

abs = valor da absorvancia da solucdo padrao;

PM = peso molecular da micotoxina em estudo;

FC = fator de corre¢do do instrumento;

€ = absortividade molar no comprimento de onda da absor¢do caracteristica de
cada micotoxina.

b = largura da cubeta (cm)

5.4 Composicio quimica dos feijoes

A composi¢do proximal foi determinada segundo métodos descritos pela AOAC
(2000). A umidade foi determinada pelo método gravimétrico de secagem em estufa a 105 °C
(n°® 935.29); os lipidios pela extracdo com éter de petroleo (n° 920.85); os niveis proteicos
pelo método de micro-Kjeldahl (n° 920.87) convertidos com fator 6,25 e as cinzas pelo
método gravimétrico através de incineragdo das amostras em mufla a 550 °C (n® 923.03). Os

carboidratos foram determinados por diferenca.

5.5 Determinacio de compostos fenolicos
5.5.1 Compostos fendlicos livres (soluveis em metanol)

A extragdo dos compostos fendlicos livres foi realizada nos diferentes cultivares de
feijjao segundo método descrito por Souza et al. (2009), a partir da adigdo de 10 mL de
metanol em 3 g de amostra. A mistura foi agitada em mesa agitadora orbital a 200 rpm
durante 1 h a temperatura ambiente (25 °C). A agitacdo foi interrompida durante 15 min,

foram acrescentados mais 10 mL de metanol e a mistura permaneceu por mais 90 minutos sob
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agitacdo. O extrato foi centrifugado a 3.220 x g e filtrado, clarificado com 5 mL de hidréxido
de bario 0,1 M e 5 mL de sulfato de zinco 5 %, deixado em repouso durante 30 minutos,
centrifugado a 3.220 x g durante 5 min e clarificado novamente. Apos 30 minutos de repouso,
a mistura foi filtrada para baldo volumétrico de 25 mL e o volume foi completado com
metanol. A quantifica¢do dos compostos fendlicos foi realizada pelo método
espectrofotométrico descrito por Souza et al. (2009), utilizando curva padrdo de acido ferulico

(1,8—-9,2 pg.mL™).

5.5.2 Compostos fendlicos conjugados (soluveis em etanol)

A extracdo dos compostos fenolicos soluveis conjugados foi realizada nos diferentes
cultivares de feijao segundo método descrito por Mira et al. (2009) com adaptacdes. Tal
extracdo consistiu em adicionar etanol 80% em 3 g de amostra, homogeneizar em mesa
agitadora orbital a 200 rpm durante 10 minutos em temperatura ambiente (25 °C), centrifugar
a 3.220 x g durante 10 minutos a 10 °C. O sobrenadante foi filtrado e recolhido em baldo de
25 mL. O procedimento de extragdo foi repedido mais duas vezes e o volume do baldo foi
completado a 25 mL com etanol 80%. A quantificacdo foi realizada pelo método
espectrofotométrico descrito por Souza et al. (2009) adaptado para este trabalho, utilizando

curva padrdo de 4cido ferulico (4,2 — 12,5 ug.mL™).

5.5.3 Compostos fendlicos ligados (insoluveis)

A extracdo dos compostos fendlicos ligados foi realizada segundo método descrito
por Mira et al. (2009) com adi¢do de 10 mL de hexano ao residuo resultante da extracdo dos
compostos fenolicos soluveis em etanol. A mistura foi levada a mesa agitadora orbital a 200
rpm durante 10 min em temperatura ambiente, a solugdo foi centrifugada a 3.220 x g por 20
min a 10 °C, o sobrenadante foi descartado. Ao precipitado foram adicionados 60 mL de
NaOH 4 M e a solugdo foi levada a mesa agitadora orbital a 200 rpm durante 4 horas em
temperatura ambiente. O pH do meio foi baixado a 1,0 adicionando HCI 6 M. A solug¢éo foi
centrifugada a 3.220 x g durante 40 min a 10 °C, filtrada para funil de separagcdo onde foram
acrescentados 30 mL de acetato de etila. A parti¢do foi repetida mais duas vezes e a fragdo
acetalica foi recolhida em erlenmeyer e a ela foi adicionado aproximadamente 10 cm’ de
sulfato de s6dio anidro para auxiliar na separagdo das fases organica e aquosa. A fracdo
aquosa foi retirada e a fragdo acetalica, contendo os compostos fenolicos, foi evaporada em

rota-evaporador a 55 °C. O residuo foi ressuspendido em 10 mL de etanol 80% e a
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quantificag@o foi realizada conforme Souza et al. (2009), utilizando curva padrdo de acido

ferulico (4,2 - 12,5 ug.mL'l).

5.5.4 Avaliacio do perfil de acidos fenolicos

O perfil dos compostos fenolicos dos feijoes também foi determinado através de
HPLC-UV. Um volume de 5 mL de cada extrato foi seco sob atmosfera de nitrogénio e
ressuspendido em uma fase movel composta por metanol:agua acidificada com acido acético
(1 %) na propor¢ao 20:80. A coluna utilizada foi uma Supelco C18 com dimensdes de 4,6 x
250 mm e com tamanho de particula de 10 um. A vazdo de fase movel utilizada foi de 0,7
mL.min" em tempo de corrida de 25 min e a temperatura do forno foi de 35 °C. A deteccio
foi realizada de modo que nos primeiros 15 min foi utilizado o comprimento de onde de 280
nm para detec¢do dos acidos galico, protocateico, clorogénico, hidroxibenzdico, cafeico,
seringico e vanilina. Nos 10 min restantes foi utilizado o comprimento de onda de 350 nm

para detectar os acidos cumarico e ferulico (SCAGLIONI et al, 2014).

5.6 Determinacio das proteinas soluveis

A extracdo das proteinas soluveis foi realizada com base na solubilidade das diferentes
fragdes proteicas (albumina, globulina, prolamina e glutelina), que foram separadas por
extracdo sequencial de acordo com a solubilidade em &gua, cloreto de sédio, etanol e
hidréxido de sodio. Inicialmente foram adicionados 10 mL de 4gua destilada a 1 g de amostra,
seguido por agitagdo em mesa agitadora orbital durante 30 min a 180 rpm e 25 °C. As
amostras foram centrifugadas a 3.220 x g durante 20 min e o sobrenadante foi coletado,
repetindo-se o procedimento para obten¢do da fracdo albumina. Ao residuo da extracdo
anterior foram adicionados 10 mL de NaCl 1 % para a obtencdo da fracdo globulina, de forma
semelhante ao descrito anteriormente. O mesmo ocorreu para as extragdes de prolamina e
glutelina, utilizando etanol 70% e NaOH (0,1 mol L'l) respectivamente (OSBORNE, 1924).

A quantificagdo das fragdes protéicas separadas pela solubilidade foi realizada pelo
método de Lowry (1951), utilizando curva padrido de albumina solubilizada em agua (0,018 —
0,18 mg.mL™"), NaCl 1% (0,018 — 0,18 mg.mL™"), etanol 70% (0,018 — 0,18 mg.mL™") e
NaOH (0,018 — 0,18 mg.mL™).
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5.8 Estudo do mecanismo de inibicio enzimatica
5.8.1 Atividade enzimatica

A atividade inicial da a-amilase fungica produzida por Aspergillus oryzae
(Fungamyl® 800L, CEE 2006/121, Novozymes Latin America, Parana, Brasil) foi
determinada pelo método iodométrico (BARAJ; GARDA-BUFFON; BADIALE FURLONG,
2010). O experimento foi conduzido de maneira que foram utilizados os seguintes reagentes:

(1) 1 mL de amido 0,5% e 2 mL de tampao acetato de s6dio pH 7 suplementado
com cloreto de sodio e cloreto de potéssio;

(2) 1 mL de amido 0,5%, 1 mL de tampdo pH 7 ¢ 1 mL de HCI 0,1 N;

(3) 1 mL de amido 0,5%, 1 mL de tampdo pH 7 e ImL de enzima;

(4) 2 mL de tampao pH 7 e | mL de enzima.

A reacdo enzimatica foi interrompida apds 30 minutos, pela adi¢do de 1 mL de
HCI 0,1 N nos reatores 1, 3 e 4 e no reator 2 foi adicionado 1 mL de enzima. O amido residual
foi medido por iodometria através da adi¢cdo de 0,1 mL de iodo 0,3% (em solugdo de KI 3%).
Apds 15 minutos foram adicionados 5,9 mL de 4gua destilada nos tubos reatores e o
complexo formado foi quantificado em espectrofotometro (Bioespectro — espectrofotometro
SP-220) a 620 nm usando uma curva padrio de amido (2 — 15 pg.mL™"). Os tubos reatores 1 e
4 foram utilizados para controlar as condi¢cdes de atuagdo do amido e da enzima,

respectivamente. A atividade especifica da enzima (UA) foi estimada pela Equagdo 2:

] conc. inicial de amido - conc. final de amido
UA a-amilase= - . ()
mg proteina. min

5.8.2 Analise Multivariada

Para verificar a distribuicdo de compostos proteicos e fendlicos extraidos dos 10
diferentes feijoes e escolher quais utilizar no teste de inibi¢do enzimatica foi realizada uma
analise de componentes principais (ACP), onde foi utilizado uma matriz de correlagdo. Esta

analise foi realizada com o Software Past.

5.8.3 Inibicdo enzimatica de componentes do feijao
A constatacdo da inibicdo enzimatica foi estimada pela determinag¢do da
concentracdo de substrato necessaria para a reacdo atingir a metade da velocidade méaxima

(Km) e pela determinacdo da velocidade maxima de reacdo, considerada a quantidade de
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substrato hidrolisado pela enzima na auséncia do inibidor (VyAx). Estes pardmetros cinéticos
foram avaliados in vitro. A reagdo enzimatica foi efetuada na auséncia e na presenca de
diferentes aliquotas dos inibidores enzimaticos (proteicos e fenodlicos) e em concentragdes
variadas de substrato. As aliquotas de inibidores utilizadas foram de 0,5 mL (51 pg de
proteina soluvel do feijao carioca; 8 ug de proteina solivel do feijao fradinho; 23 pg de CF do
feijao azuki e 90 pg de CF do feijao amemdoim), 1,0 mL (102 pg de proteina soluvel do
feijdo carioca; 16 pg de proteina soluvel do feijdo fradinho; 46 pg de CF do feijao azuki e 181
pg de CF do feijao amendoim) e 1,5 mL (153 pg de proteina soluvel do feijao carioca; 24 pg
de proteina soluvel do feijdo fradinho; 69 pg de CF do feijao azuki e 271 pg de CF do feijao
amendoim). Primeiramente, os inibidores foram incubados com a enzima o-amilase
(Fungamyl) durante 15 min. Em seguida foi adicionado o tampao acetato de sédio pH 7 ¢ as
diferentes aliquotas de substrato (0,25 mL; 0,5 mL; 0,75 mL e 1,0 mL) (PAGNUSSATT et
al., 2012).

A linearizagdo da equagdo de Michaelis-Menten permitiu determinar a velocidade
maxima de reacdo, bem como a Constante de Michaelis-Menten (Ky). Esta linearizagdo foi
realizada de forma que 1/V tomou o lugar da coordenada y e 1/[S], o lugar da coordenada x
gerando a equacdo da reta (y=mx + b). A inclinacdo da reta, m, corresponde a Ky/Vimax, € @

intersecc¢do, b, corresponde a 1/Vys (CAMPBEL; FARREL, 2007).

5.9 Determinacio de AFLAS

A extracdo das AFLAS B, B,, ¢ G; foi realizada segundo método descrito por Soares
e Rodriguez-Amaya (1989) adaptado por Hackbart (2014) e Prietto (2014). A 10 g de amostra
foram adicionados 60 mL de metanol:cloreto de potéssio 4% na propor¢do 9:1. A mistura foi
levada para agitagdo em blender por 2 min, seguida por interrup¢cdo de 1 min e agitagdo por
mais 2 min, foi filtrada e foram recolhidos 30 mL de extrato. Este extrato foi clarificado pela
adi¢do de 30 mL de sulfato de aménio 30 % e aproximadamente 10 cm’ de celite. Apos
repouso de 5 min a mistura foi filtrada e 30 mL de extrato foi recolhido para funil de
separacdo ¢ adicionados 30 mL de 4gua destilada. Em seguida foram realizadas 3 parti¢cdes
com 10 mL de cloroférmio e o solvente foi evaporado em banho-maria a 80 °C.

A quantificacdo das AFLAS foi realizada utilizando cromatdgrafo liquido de alta
eficiéncia (Shimadzu — CTO-20AC) acoplado a um detector de fluorescéncia (excitacdo a 350
nm ¢ emissdo a 450 nm). Foi utilizada uma coluna Kromasil C18 de dimensdes 4,6 x 250 mm

e tamanho de particula de 5 um. Como fase moével foi utilizado uma mistura de agua
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acidificada com acido acético (1 %), acetonitrila e metanol na propor¢do de 60:5:35, a uma
vazdo de 1,0 mL.min'l, temperatura da coluna de 35 °C e o tempo de corrida de 20 min

(HACKBART et al., 2014).

5.10 Validacao do método analitico
A valida¢do do método para determinacdo de AFLAS B, B, ¢ G; em feijdo foi
realizada empregando as seguintes figuras analiticas de mérito: curva analitica e linearidade,

limite de detecgdo, limite de quantificagdo e exatiddo (INMETRO, 2003; ANVISA, 2003).

5.10.1 Curva analitica e linearidade

A linearidade do instrumento foi avaliada pela construcdo da curva analitica através da
dissolu¢do de padrdes das AFLAS B, B,, G| e G, na mistura de solventes que compdes a fase
movel em concentragdes crescentes e em triplicata. Para a AFLA B, e G; as concentracdes
dos padroes foram 4,0; 8,0; 10,0; 12,0; 15,0 ¢ 20,0 mL.min"'e para as aflatoxinas B, e G;
foram 0,1; 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 10,0 mL.min"'. Foram determinados a faixa de linearidade, os

coeficientes de determinag@o e correlagdo e os limites de detec¢@o (LD) e quantificacio (LQ).

5.10.2 Limite de detec¢io do instrumento (LD;)

O LDi foi determinado mediante inje¢des de uma mistura de solucdes dos padrdes
das AFLAs diluidas na mistura de solventes que compde a fase mdovel em concentragdes
decrescentes até obtencdo de uma relagdo de 3:1 entre o pico do analito e o ruido da linha de

base nas proximidades do tempo de reten¢@o do pico das aflatoxinas.

5.10.3 Limite de quantificacio do instrumento (LQ;)

O LQi foi determinado mediante injecdes de uma mistura de solugdes dos padroes
das AFLAs diluidas na mistura de solventes que compde a fase mdovel em concentragdes
decrescentes até obteng¢do de uma relagdo de 10:1 entre o pico do analito e o ruido da linha de

base nas proximidades do tempo de retencdo do pico das aflatoxinas.

5.10.4 Limites de deteccio e quantificacio do método (LD, e LQy,)
Os limites de deteccdo e quantificagdo do método foram estimados com base nas

dilui¢des do procedimento de preparo da amostra.
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5.10.5 Exatidao

A exatiddo (recuperagdo) foi avaliada segundo a ANVISA (2003), através da
fortificagdo das amostras com solugdo padrdo de aflatoxinas em 3 niveis de concentragdo,
sendo eles: 14,5 pg.kg™'; 18 ngkg' e 24 ngke” para aflatoxina By e 3 pgkg'; 6 pgkg” e 12
ug.kg'1 para as aflatoxinas B, ¢ G,. O percentual de recuperagdo foi calculado conforme a

Equacao 3.

Cl1-C2
C3

% Recuperacido= x 100 3)

Onde:
C1: Concentragio determinada apods a fortificacdo
C2: Concentragdo determinada na amostra ndo fortificada (branco)

C3: Concentragdo de padrio adicionado na fortifica¢ao

5.11 Confirmacio da presenca de aflatoxinas

Os extratos de AFLAs dos feijoes foram submetidos a analise em HPLC acoplado
a detector de massas (LC-ESI-MS/MS) a fim de confirmar a presenga de AFLAs na amostra.
O cromatografo utilizado foi Cromatografo Liquido Alliance Separations modelo 2695
Waters (Milford, MA, USA) equipado com amostrador automatico, bomba quaternaria,
sistema de desgaseificacdo, Detector MS, Micromass® Quatro Micro™ API Waters com
fonte APIL, utilizando o modo de ionizagdo por Electrospray, Sistema de aquisicdo de dados
através do software Masslynx 4.0 Waters e coluna analitica XTerra® MS C18 3,5 um 144 A
(50 x 3 mm d.i.).

A fase movel utilizada foi composta por acetonitrila:H,O ultrapura ambos com
0,1% de 4cido acético com elui¢do no modo gradiente e vazdo de 0,4 mL min™'. As condi¢des

do gradiente estdo apresentadas na Tabela 2.
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Tabela 2 - Composi¢do da fase movel durante a corrida cromatografica em LC-ESI-MS/MS.

Tempo (min) ACN* acidificada (%) H,O0 acidificada (%)
0 18 82
3 45 55
3,8 100 0
4,3 18 82
10 18 82

* ACN:; acetonitrila

A temperatura da fonte empregada foi de 120 °C, a temperatura do gas de
dessolvatacdo foi de 400 °C e as vazdes do gas nitrogénio para dessolvatacdo da amostra e
para o cone da amostra, respectivamente 500 e 100 L h" (HACKBART, 2013).

As micotoxinas incluidas no método e as condi¢des de fragmentacdo podem ser

observados na Tabela 3.

Tabela 3 — Condicdes de fragmentacdo para cada micotoxina incluida no método em LC-ESI-

MS/MS.
Transicio (m/z) Volt E iad
- . ] oltagem nergia de
Micotoxina Massa Molar ESI 101’1 precursor — g4, Cone (V) coliséio (eV)
Ion produto
313>241* 45 37
+
AFLA B, 312,3 313>285 45 20
315>259 45 30
+
AFLA B, 314,3 315>287* 45 25
328.8>243.4* 43 20
+
AFLA G, 3283 328.8>311.2 43 25
331>189 45 40
+
AFLA G, 330,3 331>313* 45 25

*TransicOes utilizadas para quantificagao.

5.12 Tratamento dos dados
Os resultados das determinagdes de composi¢do e do contaminante foram
analisados através de analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey, com 95% de confianca,

sendo que foram utilizados os valores das triplicatas de cada experimento.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 Composicio quimica dos feijoes

A contaminagdo dos alimentos por fungos e consequente producdo de micotoxinas
pode estar diretamente influenciada pela composi¢do da matriz (D’MELLO; MACDONALD,
1997). Sendo assim, os feijoes foram primeiramente caracterizados quanto aos componentes
majoritarios (Tabela 4). Os resultados foram avaliados estatisticamente quanto a significancia
das diferencas entre os componentes dos feijoes das diferentes variedades.

A composicdo proximal dos feijdes foi similar a descrita pela literatura
(MESQUITA et al., 2007; SILVA, ROCHA, CANNIATTI BRAZACA, 2009). A variacdo
observada entre os teores dos diferentes componentes pode ser decorrente das regides de
producdo de cada espécie e das suas condi¢des caracteristicas de clima, temperatura, e
propriedades fisicas e quimicas do solo (PIRES et al., 2005). Estas variaveis podem afetar de
maneira diferenciada os processos fisioldgicos como respiragdo, fotossintese, sintese de
proteinas e metabolismo de lipideos e originar grdos com composi¢cdes diferentes e

consequentemente propriedades tecnologicamente funcionais distintas.

Tabela 4 - Composi¢do proximal dos diferentes feijoes.

Cultivar de Umidade Cinzas Proteina Lipideos Carboidratos*
Feijdo (%) (%) (%) (%) (%)
Preto 14,0°°(0,7)  4,6™(2,3) 20,3°(10,3) 1,72°(13,7) 59,6™° (3.,4)
Carioca 14,0 (1,7)  3,9°(0,1) 22,5°°(1,5) 0,74° (4,9) 58,8%%¢ (0,8)

Vermelho 16,7 (4,3)  4,7°(2,0) 27,0 (6,4)  1,9°(1,0) 49,6° (4,4)
Branco 12,3 (1,7)  5,1°(1,6) 27,8°(3,4)  0,54°(2.8) 54,2%(1,9)
Chinés 13,6 (4,0)  4,2°(1,0) 24,4™ (1,3) 2,54(10,3) 55,3 (1,5)

Amendoim 14,1 2,5 3,67(2,7) 189°(1,9) 2,6°(11,4) 60,8% (1,0)
Jalo 11,1°° (15,0)  3,7°(0,7) 23,5"%(11,3) 2,56"(15,7) 55,7°(7,5)
Rajado 10,5°(1,9) 4,4“(2,3) 21,8 4,8) 1,67°(17,0) 61,7* (1,8)

Fradinho 13,6 (0,6) 3,25(1,9) 21,8 (2,3) 2,02 (18,8) 59,5 (1,0)
Azuki 10,6°(1,5)  439(2,6) 22,8(1,3) 0,28°(3,5) 62,0° (0,4)

*Carboidratos estimados por diferenca. Resultados expressos com média e coeficiente de variagdo. Letras

diferentes na coluna indicam diferenga significativa p<0,05

A composi¢do dos feijoes confirmou que eles constituem uma importante fonte de
nutrientes. Os feijoes vermelho, branco e chinés se destacaram com os maiores teor de

proteinas (27 %, 27,8 % e 24,4 % respectivamente), enquanto o feijdo branco apresentou o
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maior teor de cinzas (5,1 %). Com relagdo ao teor de lipideos, os feijdes azuki, branco e
carioca apresentaram os menores teores (0,3 %, 0,5 % e 0,7 % respectivamente) enquanto que
os feijdes chinés, amendoim e jalo apresentaram os maiores (2,5 %, 2,6 % e 2,6 %
respectivamente). Os feijoes apresentaram teores de proteinas, cinzas e lipideos similares aos
descritos pela literatura para outras leguminosas tais como a lentilha (26,6 % de proteinas, 3,4
% de cinzas e 1 % de lipideos) (HEFNAWY, 2011).

Segundo o Ministério da Agricultura ¢ Agropecuaria (MAPA, 2008), teores
elevados de umidade causam aumento da temperatura da massa dos graos em virtude de
processos respiratorios que favorecem o desenvolvimento de micro-organismos como fungos
e também insetos. Sendo assim, o limite méximo recomendado para a umidade do grdo de
feijao colhido deve ser uniformizado a aproximadamente 14%. A amostra de feijao vermelho
apresentou teor de umidade ligeiramente superior a este limite, o que poderia torna-lo mais

susceptivel a contaminacao fungica e consequente produgdo de micotoxinas.

6.2 Compostos fenolicos (CF)

Os compostos fenolicos estdo associados aos mecanismos de defesa dos graos
contra contamina¢@o fungica atuando como inibidores enzimaticos ou barreira fisica para
patogenos (Oliveira et al., 2007). No caso deste estudo foram determinados os compostos
fenolicos livres (soltiveis em metanol), conjugados (soliveis em etanol 80%) e ligados
(insoluveis) nas diferentes amostras de feijoes. Os resultados estdo apresentados na Tabela 5.

Os CF livres (soluveis em etanol 80 % v/v) foram os que se destacaram pela
quantidade em todas as variedades de feijdo, sendo o feijdo vermelho o que apresentou a
maior concentragio (1410 pg 4c. fertlico.g™), enquanto que o feijio fradinho apresentou a
menor concentracdo (103 pg 4c. ferulico.g™). Outros estudos reportaram maiores e menores
concentracdes de CF em feijoes. Guajardo-Flores et al. (2013) encontraram 30000 pg ac.
galico.g casca de feijdo preto'; enquanto Xu et al. (2007) encontraram uma variacdo de 570-
6990 pg 4c. galico.g feijao™. Garcia-Lafuente et al. (2014) avaliaram o teor de CF em feijdo
branco e vermelho e obtiveram concentragdes de 4630 pg ac. galico.g amostra’ e

13410 pg 4c. galico.g™', respectivamente.
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Tabela 5 - Teor de compostos fendlicos expressos como 4cido feralico (ug.g™') nos diferentes

feijdes.

Feijao CF livres CF conjugados CF ligados Total
Preto 94,6° (2,1) 359,89 (0,8) 83,4°(0,1) 490,5% (0,8)
Carioca 119,6 (0,6) 807,7° (0,7) 323,1*(0,7) 1190,0° (1,0)
Vermelho 484,5% (2,3) 1410,4* (4) 234,3 (1,6) 1765,8 (4,6)
Branco 29" (3,5) 126,4° (7,6) 37,0 (4,5) 192,1¢(8,3)
Chinés 62,78 (1,9) 156,2° (1,4) 105,9% (3,1 293.,4°(0,5)
Amendoim 127°(0,7) 603,4° (5,4) 205,1° (5,5) 872,0° (6,5)
Jalo 141,5° (3,2) 566,0° (7,1) 135,44 (3,1) 772,1¢(7,7)
Rajado 178,5° (5,9) 465,3% (1,1) 249,5° (5,1) 804,1° (3,4)
Fradinho 43,5¢" (2,7) 102,7°(0,9) 37,2 (3,4) 183,4°(0,7)
Azuki 74,4 (4,9) 149,3° (1,9) 82,5°(5,4) 269,0° (1,8)

Resultados expressos com média ¢ coeficiente de variagdo (CV%). Letras diferentes na coluna indicam diferenga

significativa p<0,05.

Estudos mostraram que graos pigmentados possuem maior concentragdo de CF do
que aqueles com sementes de cor clara (Barampama; Simard, 1993; Sutivisedsak et al, 2010).
Esta tendéncia também foi verificada neste trabalho, onde os feijoes da classe cores, com
destaque para o vermelho e o carioca, apresentaram os maiores teores de CF totais
(1766 pg.g' e 1190 pg.g”', respectivamente) enquanto que os feijdes da classe branca (feijdo
branco) e preta (feijdo preto e preto chinds) apresentaram os menores teores (192,1 pg.g™;
490,5 pg.g” e 293,4 pg.g’, respectivamente). Por serem os CF relacionados aos mecanismos
de defesa, da mesma forma que os outros compostos, os niveis encontrados sdo afetados por
variaveis biodticas e abidticas (MOJICA et al., 2014). No entanto, ¢ muito dificil encontrar
dados da literatura para fazer uma comparagdo, particularmente considerando que os
conteudos nos extratos sdo determinados baseados em diferentes fundamentos para extragdo.

A avaliagdo do perfil dos CF em uma matriz ¢ de extrema importancia, tendo em
vista que muitas propriedades como atividade anti-inflamatdria, antioxidante, antimicrobiana,
antifingica e antimutagénica que ja foram demonstradas e atribuidas a acidos fenodlicos
(APARICIO-FERNANDEZ et al., 2005; GARCIA-LAFUENTE et al., 2014; MEGDICHE-
KSOURI et al.,, 2015; KAMATOU; VILJOEN; STEENKAMP., 2010). Sendo assim, a
separagdo, identificacdo e quantifica¢do dos acidos fendlicos (AF) presentes nos feijoes foram

realizadas (Tabelas 6, 7 ¢ 8).
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Os limites de deteccdo do instrumento para os dcidos galico, protocateico,
clorogénico, hidroxibenzodico, cafeico, siringico, vanilina, cumaérico e feralico foram de 0,12;
0,27;0,41; 0,32; 0,24; 0,25; 0,18; 0,19 ¢ 0,25 ug.mL’l, respectivamente.

O somatoério dos acidos fendlicos (AF) encontrados nos extratos dos feijoes foi
inferior ao estimado pela quantifica¢do espectrofotométrica. Isso se deve ao fato do mesmo
quantificar outros compostos da familia fendis que sdo extraidos com os solventes
empregados.

Os extratos de CF conjugados (soluveis em etanol 80%) apresentaram, para a
maioria dos feijoes, um teor mais elevado de AF do que os extratos de compostos fendlicos
livres (soluveis em metanol) e ligados, onde o feijdo amendoim, pertencente a variedade
Phaseolus vulgaris, se destacou pelo maior teor de AF (68 pg.g”) e o feijdo azuki (variedade
Vigna angularis) pelo menor teor (28 pg.g™). O perfil de AF dos feijdes variou de acordo com
o solvente extrator (Tabela 9), sendo que nos extratos metanolicos os AF predominantes
foram o clorogénico, o protocateico, o galico, o siringico e o cafeico. Os 4cidos
predominantes nos extratos etandlicos foram o 4cido clorogénico, o gélico e protocateico. Nos
extratos contendo os compostos fenolicos ligados foram encontrados em maiores quantidades

os acidos ferulico e o cumarico.

Tabela 9 - Acidos fendlicos predominantes nos extratos de CF em livres (soliiveis em
metanol), conjugados (soluveis em etanol) e ligados das amostras de feijdo.

Feijao AF livres (%) AF conjugados (%) AF ligados (%)
Preto Cafeico (28,7) Clorogénico (58,3) Fertlico (52,6)
Carioca Clorogénico (42,3) Protocateico (36,3) Ferulico (46,7)
Vermelho Siringico (61,1) Protocateico (31,8) Fertlico (28,1)
Branco Clorogénico (14,1) Clorogénico (77,1) Ferulico (60,8)
Chinés Clorogénico (32,3) Clorogénico (47,6) Ferulico (43,2)
Amendoim Galico (26,5) Galico (49,8) Ferulico (44,9)
Jalo Clorogénico (38,2) Clorogénico (37,6) Ferulico (38,1)
Rajado Clorogénico (77,1) Clorogénico (38,3) Fertlico (42,3)
Fradinho Clorogénico (74,7) Clorogénico (41,9) Fertlico (51,5)
Azuki Protocateico (45) Galico (57) Cumarico (52,8)

O 4cido clorogénico também tém se mostrado um eficiente inibidor da enzima o-
amilase, auxiliando na prevengao e terapia de sindromes metabolicas como a diabetes tipo Il e
também a obesidade através do controle da elevagdo dos niveis de glicose no plasma

sanguineo pelo retardamento da digestdo e absor¢do de carboidratos (NARITA; INOUYE,
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2011). O 4cido clorogénico presente em grdos, bem como os outros AF, também tém
demonstrado inibir a atividade de amilases digestivas de patdgenos impedindo o
aproveitamento de substrato e evitando a degradacdo e contamina¢do dos alimentos (FENG et
al., 1996).

Nos extratos contendo os CF ligados, o 4cido fertlico foi o majoritario em 90%
dos feijoes analisados (Figura 3). Estudos t€ém demonstrado que este AF pode estar presente
em muito cereais, leguminosas e frutas principalmente na forma esterificada com
polissacarideos. O acido fertlico também esta consagrado para uso industrial e funcional por
sua atividade antioxidante, antidiabética e anticancer que também ja comprovadas (KUMAR,
PRUTHI, 2014). No entanto, acredita-se que o efeito dos CF soluveis em metanol e etanol
seja mais eficiente para estes fins, devido ao fato de se apresentarem livres e ndo esterificados

com compostos da parede celular.

Figura 3 - Percentual de frequéncia de acidos fenolicos predominantes nas variedades de
feijdes.
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Luthria e Pastor-Corrales (2006) avaliaram o perfil de compostos fendlicos
extraidos a partir de hidrdlise alcalina (ligados) de diferentes variedades de feijoes e
obtiveram o 4cido fertlico como predominante, seguido pelo &cido cumadrico e sinaptico.

Ramirez-Giménez et al (2014) encontraram em feijoes preto e marrom um total de 5 4cidos



38

fenolicos na fracdo metanolica, onde o acido gélico e o clorogénico foram os predominantes,
seguido pelo 4cido cafeico de forma semelhante a este estudo.

Nos extratos de CF livres (soluveis em metanol e etanol 80%), o acido
clorogénico foi o majoritario em 60% dos feijoes analisados (Figura 3). O mesmo vem sendo
mensionado em varios alimentos e bebidas, como o café, que ¢ uma das bebidas mais
consumidas no mundo e importante fonte de &cido clorogénico. Diversas atividades
bioldgicas deste acido fendlico tém sido reportadas, destacando-se a atividade antioxidante,
antimutagénica, supressdo de doencas cardiovasculares e reducdo da incidéncia de

carcinogénese (SHIN et al., 2015).

6.3 Fracdes proteicas

Diferentes tipos de inibidores podem ser encontrados em cereais e leguminosas
com estruturas moleculares e modos de acdo variados, mas usualmente sdo de carater
protéico. Inibidores protéicos de o-amilase tem se mostrado uma importante forma de
controle bioldgico de pragas, tais como, insetos, bactérias e fungos (PAGNUSSATT et al.,
2013). Neste trabalho, as diferentes fracdes proteicas presentes nas amostras de feijdo
(albumina, globulina, prolamina e glutelina) foram extraidas sequencialmente (Tabela 10)
para avaliar, posteriormente, seu potencial como inibidor de amilase fungica.

A fragdo proteica presente em maior quantidade foi a albumina que por ser
proteina de reserva fica mais disponivel para ser solubilizada em agua. A composi¢cdo em
proteinas soluveis variou de acordo com a espécie do feijdo. O feijdo carioca, pertencente a
espécie Phaseolus vulgaris, foi a leguminosa que apresentou o maior teor de albumina (559
mg.g "), globulina (164 mg.g") e glutelina (325 mg.g™"). Com relagdo a fracdo prolamina, o
feijio preto (brasileiro e chinds) apresentou o maior teor (64,3 e 652 mgg’,
respectivamente), seguido pelo feijdo carioca (54,4 mg.g™'). O feijdo fradinho, pertencente a
espécie Vigna unguiculata, foi o que apresentou os menores teores de todas as fracdes

proteicas (162 mg alb.g'l, 22 mg glob.g’l, 10 mg prol.g'1 e 34 mg glut.g'l) .
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Tabela 10 - Distribuicdo das fracdes albumina, globulina, prolamina e glutelina dos feijoes e

seus coeficientes de variagao.

Agua NaCl Etanol NaOH Total
Feijao (mg albu.g'l) (mg glob.g’l) (mg prol.g'l) (mg glut.g'l) (mg.g'l)
Preto 295,0°(4,6)  52,3°(4,2) 64,3 (5,2)  59,0°(52)  470,0°° (3,1)
Carioca 559,0°(12,2)  164,0°(0,2)  54,4°(13,8)  325,0°(7.6) 1109,5" (7,0)
Vermelho — 242,8°%(1,3)  47,2°(4,1) 40,8 (1,1) 99,2°(7,0)  430,0%(1,3)
Branco 511,8%(6,1)  432°(2,2)  20,5%(6,9)  41,5%(8,1)  622.8°(5,0)
Chines 170,4°(5,2)  66,7° (5,6) 65,2 (3,1)  221,5°(42) 515,04 (3,4)
Amendoim  260,5% (14,1)  47,0°(2,2) 37,6°(5,5)  51,3%(10,0) 400,4°(10,0)
Jalo 3574°(12,4)  51,6°(14)  34,7°9(11,0)  1251°(5,6)  570,0° (9.4)
Rajado 212,7°(5,0)  26,2°(0,01)  29,1%(0,01) 632Y(4,00 3362 (3,6)
Fradinho 162,3°(9,4)  22,0°(14,7)  10,28(5,9)  33,9°(14,3)  228.5"(7.6)
Azuki 181,0(9,5)  36,04(3.8) 18,8 (3,7)  54,1°(8,3)  287,0%(7.5)

Resultados expressos com média e coeficiente de variagdo (CV%). Letras diferentes na coluna indicam diferenga

significativa p<0,05.

Naozuka e Oliveira (2012) realizaram a extragdo sequencial das proteinas do
feijdo e obtiveram teores de 2,84 mg.g”, 3,50 mg.g”, 0,54 mg.g” ¢ 9,3 mg.g”' para a fracio
albumina, globulina, prolamina e glutelina, respectivamente. Alguns fatores bidticos e
abioticos além daqueles referentes ao procedimento de extragdo e quantificacdo das proteinas
podem ter causado esta diferenga. Os autores utilizaram a propor¢do de 5 gramas de amostra
para 10 mL de solvente extrator, o que pode ter causado a saturacdo do solvente e por
consequéncia disto a subestimacdo do conteido. Com relacdo a quantificacdo das proteinas
soluveis, foi utilizado o método Bradford, o qual avalia a concentracdo protéica por um

principio diferente do método de Lowry usado neste estudo.

6.4 Analise Multivariada

A ACP (Figura 4) permite verificar qual a influéncia de cada componente sobre
cada variavel, sendo que esta ¢ diretamente proporcional a sua proximidade ao eixo dos
componentes e ¢ determinada pelo valor de correlagdo de Pierson (R) (Tabela 11). Quanto

maior este valor, em modulo, maior a relagdo entre a varidvel e o componente avaliado.
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Figura 4 — ACP dos inibidores fenolicos e proteicos dos feijoes.
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Tabela 11 - Varidncia explicada e correlagdo (R) das varidveis (compostos fendlicos e
proteinas soliveis) dos componentes.

on Correlacio (R)
Variancia
Componente  —~ o CF CF CF  Prot. Prot. Prot. Prot.
metanol etanol ligados H,0 NaCl Etanol NaOH
1 41,9 0,0048 -0,218 0,502 0,5572 0954 0,703 0,9595
2 21,2 0,7186 00,5771 0,552 -0,353 -0,227 0,396 -0,0207

De acordo com a Figura 4 e com o valor R descrito na Tabela 11, as proteinas sdo
altamente influenciados pela componente 1, sendo esta responsavel pela explicacdo de 42 %
da variabilidade dos resultados. Os compostos fenolicos (soltiveis em etanol, metanol e
ligados), por sua vez, sdo mais explicadas pela componente 2.

Através da ACP ¢ possivel observar claramente que os compostos fendlicos e as
proteinas podem apresentar mecanismos diferentes para atuar como inibidores de a-amilase,
tendo em vista que cada grupo de variaveis é melhor explicado por diferentes componentes, o
que reforca a idéia deste trabalho em testar o potencial inibidor de ambos os grupos de
variaveis.

A fracdo de CF conjugados (soluiveis em metanol 80%) foi escolhida para
realizacdo do teste de inibi¢do enzimatica, pois apresentou maior teor de acidos fendlicos do

que a fragdo de CF livres e ligados. A fragdo proteica de prolaminas (soliveis em etanol
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70%), por sua vez, foi escolhida com base em relatos cientificos (PAGNUSSATT et al., 2012)
que demonstram que este é o solvente mais adequado para a extracdo de proteinas inibidoras
de amilase. Além disso, a utilizacdo destes constituintes em etanol permite comparar a
eficiéncia dos CF e PS em um mesmo solvente.

Os extratos de CF conjugados do feijdo amendoim e azuki e os extratos de
prolaminas do feijdo carioca e fradinho foram escolhidos para realizagdo do teste de inibigao
enzimatica, a fim de verificar a diferenca que extratos com maiores (feijio amendoim e
carioca) ¢ o menores (azuki e fradinho) teores de compostos fendlicos e proteinas soluveis

apresentam com relagdo ao potencial para inibir a atividade de a-amilase fingica comercial.

6.5 Teste de inibicio enzimatica

A quantificagdo do efeito inibidor da amilase fungica dos extratos escolhidos foi
estimada com a enzima produzida por Aspergillus oryzae cuja atividade especifica era de
4,8 mg amido hidrolisado.mg proteina”.mL". Foram utilizados os extratos de inibidores
fenolicos e proteicos escolhidos pela ACP em 3 niveis de concentragdo (Tabela 12).

Maiores teores de inibicdo enzimatica foram observados, para o feijdo fradinho,
azuki e carioca, a medida que a aliquota de extrato inibidor foi aumentada no meio reacional.
O mesmo ndo foi observado para o feijio amendoim, onde houve redugdo significativa do

percentual de inibi¢do com o aumento da aliquota de extrato inibidor.

Tabela 12 - Percentual (%) de inibicdo enzimadtica dos extratos proteicos (feijdo carioca e
fradinho) e fendlicos (feijdo azuki e amendoim) sobre a enzima a-amilase.

Volume de Inibidor proteico Inibidor fendlico
extrato (mL)  Feijio carioca Feijdo fradinho Feijao Azuki  Feijao Amendoim
0,5 11 (2,8)° 13,4 (3,5)° 15,1 (1,7)* 26 (5,9)°
1 22,2 (6,6)° 29 (6,5)° 26,5 (6,4)* 242 (1,5)°
1,5 26,6 (6,4)" 37 (4,7)" 33,3 (7,4) 17,2 (1,7)"

Resultados expressos com média e coeficiente de variagdo. Letras diferentes na coluna indicam diferenca

significativa p<0,05.

Os extratos dos feijoes fradinho e azuki apresentaram os menores teores de
inibidores (16 pg.mL™" e 46 pg.ml™”, respectivamente) quando comparados aos extratos dos
feijdes carioca e amendoim (102 pg.mL’ e 181 pg.mL™, respectivamente). No entanto,
apresentaram os maiores percentuais de inibi¢do enzimatica. A partir desta observacdo, ¢

possivel afirmar que os extratos de inibidores de feijoes pertencentes a espécie Phaseolus
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vulgaris (carioca e amendoim), apresentam menor especificidade para inibir a enzima do que
os extratos das espécies Vigna unguiculata (fradinho) e Vigna angularis (azuki). Este
resultado é confirmado pela Figura 5, que apresenta a capacidade de inibi¢do dos extratos

sobre a enzima, expressos como inibi¢do especifica.

Figura S — Inibi¢do especifica dos inibidores proteicos e fendlicos. Sendo EP-FC: extrato
proteico do feijao carioca; EP-FF: extrato proteico do feijao fradinho; EF-FAz: extrato

fendlico do feijao azuki; EF-FAm: extrato fenolico do feijao amendoim.
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O extrato proteico da espécie Vigna unguiculata (feijdo fradinho) apresentou a
maior eficiéncia no processo de inibigdo enzimatica especifica (56% inibig¢do.mg inibidor™.
min™). Este resultado pode estar relacionado com a sua sequéncia de aminoacidos e
consequente estrutura molecular. Um tipo de proteinas em especial, as lectinas, podem ter
sido extraidas nesta fragdo e contribuido para este efeito. Elas tém sido purificadas e
caracterizadas a partir de diferentes variedades de feijoes e possuem a capacidade de manter
ligagcdes reversiveis com carboidratos e substancias que contém agucares. A isoforma melhor
caracterizada ¢ conhecida como a-All e foi identificada como um inibidor de a-amilase
homdlogo a fito-hemaglutinina (PHA). A segunda variante da a-amilase chamada a-AlI2 pode
ser encontrada em alguns tipos de feijdo selvagens (FRANCO et al, 2002). Estas duas

isoformas de inibidores apresentam diferentes especificidades com relagdo a enzima o-
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amilase, mas este aspecto ndo foi explorado neste estudo. Polipeptidios de a-All de cultivares
de feijoeiro comum, encontrados na Hungria, foram purificados e caracterizados e foram
detectadas diferencas que podem refletir na atividade inibitéria dos cultivares (MACZO ate
al., 2014).

Com relacdo aos inibidores fenolicos, compostos foram extraidos de diferentes
cultivares de feijdes provenientes do México e do Brasil e o seu potencial como inibidor de a-
amilase foi testado. A inibicdo variou de 26% (cultivar brasileiro) a 74% (cultivar
mexicano), sendo que todos foram extraidos com metanol sob as mesmas condi¢des (24 h a
20°C) (MOJICA et al., 2014).

Os extratos proteicos e fenolicos dos feijoes foram extraidos com o mesmo
solvente (etanol), que diferiu pouco com relagdo a concentragdo (70% para as proteinas e 80%
para os fenois). Por este motivo, ¢ possivel que possa ter ocorrido a extragdo simultdnea de
ambos inibidores em cada fragdo. Sendo assim, uma aliquota do extrato dos inibidores
proteicos do feijdo carioca e fradinho foi seca sob atmosfera de nitrogénio e levada para
quantificagdo e identificagdo de CF em HPLC-UV.

No extrato proteico do feijdo carioca foram encontrados os AF vanilina
(1,70 pg.g™), que foi extraido em maior quantidade do que pelo método convencional de CF
(0,12 pg.g™) e siringico (2,28 pg.g"), o qual nio foi detectado nos extratos de CF. No extrato
proteico do feijdo fradinho, além dos AF vanilina (0,55 pg.g") e siringico (0,22 pg.g™)
também foi encontrado o 4cido cumarico (0,21 pg.g™). O AF siringico ndo foi extraido pelo
método convencional de CF no feijdo fradinho, no entanto, os acidos vanilina e cumarico
foram extraidos em maiores quantidades (0,73 pg.g” € 6,72 pg.g”, respectivamente).

Portanto ¢ possivel que a extragdo simultanea de ambos inibidores em um mesmo
extrato também tenha contribuido com o maior efeito inibidor verificado nos extratos
proteicos, principalmente no caso do feijao fradinho.

Para verificar o tipo de inibicdo enzimética promovido pelos extratos de CF e
proteicos dos feijoes, a reagdo enzimatica foi efetuada na auséncia e na presenca de diferentes
aliquotas dos inibidores enzimaticos (0,5 mL; 1,0 mL e 1,5 mL) e foi realizada a linearizagao
da equacdo de Michaelis-Menten e construgdo do grafico de duplo-reciproco de Lineweaver-
Burk (APENDICE 1). A partir da equagio da reta gerada foi possivel estimar os valores de

Ky e VMmax na auséncia e presenca dos extratos (Tabelas 13, 14, 15 e 16).
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Tabela 13 - Ky ¢ Vax da reagdo enzimatica na auséncia e na presenca do extrato fenolico do
feijdo azuki.

*

Reacio Kwm Vmix
Sem inibidor 603 20
23 pg inibidor 112 3,6
46 pg inibidor 104,1 3.4
69 ug inibidor 584 18

Vuax= mg de amido hidrolisado.min

Os parametros cinéticos avaliados para os extratos fenolicos (feijao azuki e
amendoim) (Tabelas 13 e 14) indicam uma inibi¢do enzimatica do tipo incompetitiva, onde o
valor de Ky ¢ Vmax diminuiram. Neste tipo de reacgdo, o inibidor se liga ao complexo enzima-
substrato originando um complexo inativo e ndo ocorre a liberagdo de produto gerado pela

acdo da enzima.

Tabela 14 - Ky; ¢ Vax da reagdo enzimatica na auséncia e na presenca do extrato fenolico do
feijdo amendoim.

*

Reacio Kwm Vmix
Sem inibidor 603 20
90 pg inibidor 68 2,2
181 pg inibidor 110 3,6
271 pg inibidor 190 6,2

Vuax= mg de amido hidrolisado.min’

Com relagdo aos inibidores proteicos € possivel observar (Tabelas 15 e 16) que os
parametros cinéticos avaliados (Ky € Vmix) aumentaram na reagdo com a concentragao
intermediaria de inibidor e reduziram na reagdo com a maxima concentra¢do de inibidor, ndo
seguindo um tipo de inibi¢do que possa ser descrito pelo modelo de Michaelis-Menten.

A andlise cromatografica dos extratos proteicos dos feijdoes carioca e fradinho
quanto a presenca de AF permite concluir que o solvente usado para extrair proteina extraiu
também alguns AF, o que, provavelmente, justifica o fato dos extratos proteicos nao
apresentarem uma inibi¢do tipica e sim uma inibicdo decorrente da acdo sinérgica entre AF e

proteinas.
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Tabela 15 - Ky ¢ Vax da reagdo enzimatica na auséncia e na presenca do extrato proteico do
feijdo carioca.

*

Reacio Km Vmix
Sem inibidor 207 6.9
51 pg inibidor 117 3,8
102 pg inibidor 382 12,3
153 pg inibidor 294 9,5

Vuax= mg de amido hidrolisado.min

Tabela 16 - Ky; e Vyix da reacdo enzimatica na ausé€ncia e na presenca do extrato proteico do
feijao fradinho.

*

Reacio Kwm VMAx
Sem inibidor 603 20
8 ng inibidor 107 3,5
16 pg inibidor 422 13,6
24 ng inibidor 153 4,9

Vmax= mg de amido hidrolisado.min™

6.6 Determinacio de AFLAs
6.6.1 Condicdes cromatograficas para separacio das AFLAs

As condigdes cromatograficas utilizadas em HPLC-FL permitiram a separacio
das micotoxinas resultando em tempos de retencdo de 9,4; 14,3 ¢ 18 minutos para as AFLAs
G,, B, e By, respectivamente, em tempo total de corrida de 20 min.

Com relagdo a AFLAG;, alguns problemas foram encontrados e a validacdo da
mesma nao pdde ser realizada. Na Figura 6 estdo apresentados os cromatogramas referentes
ao segundo e ao quinto ponto da curva analitica das AFLAs By, B, G| ¢ G,. As AFLAS G,
B, e B, foram separadas adequadamente, de forma que ndo houve o alargamento das bandas
cromatograficas. A AFLAG;, por sua vez, foi dividida em trés picos com tempos de retenc@o
distintos e ndo houve aumento linear da drea dos picos com o aumento da concentragdo do
padrdo. Em vista da verificagdo deste efeito durante a separacdo desta micotoxina optou-se

por ndo determinar AFLA G neste trabalho.
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Figura 6 — Cromatogramas das AFLAs By, B,, G, e G; obtidos através de HPLC-FL. Sendo
1: Segundo ponto da curva (concentragdes de 8,0 ng.mL" para as AFLAs B, e G ¢ 0,5
ng.mL"' para as AFLAs B, e G») ; 2: quinto ponto da curva (concentra¢des de 15,0 ng.mL"

paraas AFLAs B e G, e 5 ng.mL'1 para as AFLAs B, e 5;).
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6.6.2 Validacio do método analitico para determinacio de aflatoxinas

Para assegurar a confiabilidade da determinagdo de AFLAS em feijao foi
realizado o procedimento de validagdo do método analitico empregado, cujos indicativos
analiticos avaliados estdo na Tabela 17.

Os indicativos analiticos obtidos foram considerados adequados para a
quantificagdo das trés micotoxinas, uma vez que cumprem as recomendagdes de
confiabilidade estabelecidas convencionalmente pelo INMETRO (2003), que inclui a

caracteristica de apresentar um coeficiente de correlacdo acima de 0,90.
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Tabela 17 - Parametros analiticos avaliados em HPLC-FL.

Aflatoxina Bl Aflatoxina B2 Aflatoxina G2
Equagdo da curva y=2322,9x - 3930,8 y=79530x + 17309 y=40204x + 13860

Linearidade (ng.mL) 4-20 0,1-10 0,1-10
Coeficiente de correlacdo 0,9889 0,9979 0,9991
Coeficiente de determinacdo 0,9781 0,9958 0,9983

LD; (ng.mL™) 2 0,03 0,05

LQ; (ng.mL") 4 0,1 0,1
LDy, (ngkg™) 2.4 0,036 0,06
LQn (ngkg™) 4,8 0,12 0,12

Onde: LD; = limite de detec¢do do HPLC-FL; LQ; = limite de quantificagdo do HPLC-FL; LD,, = Limite de

detec¢do do método; LQ,, = limite de quantificagdo do método.

Os limites de detec¢do e quantificacdo foram determinados por meio da
comparacdo dos sinais gerados por concentra¢des decrescentes do analito com os sinais
gerados pelo branco, estabelecendo-se a concentracdo minima na qual o analito pdde ser
detectado. Prietto (2014) validou o método de Rodrigues e Soares-Amaya para a
determinagdo de AFLAs em arroz utilizando HPLC-FL e obtiveram para a AFLA B,
resultados de 0,4 ng.mL™ e 1,2 ng.mL™" de LD e LQ do instrumento, respectivamente. Para as
AFLAs B, e G, obtiveram valores de 0,1 ng.mL'1 e 03 ng.mL'l, respectivamente. Com
relacio aos LD e LQ do método, os autores determinaram valores de 0,1 pgkg” ¢ 0.3 pgkg”,
respectivamente, para a AFLA B, e valores de 0,02 pgkg” ¢ 0,07 pg.kg™ para as AFLAs B, e
Gs.

Os percentuais de recuperagdo das micotoxinas foram determinados para trés
variedades de feijao (Tabela 18) que foram escolhidas em funcdo da caracteristica que as
distingue, a cor. Sendo assim, foram determinadas a recuperagdo de um feijdo da classe
branca (feijao branco), classe preta (feijdo preto) e classe cores (feijdo carioca).

Os intervalos aceitaveis de recuperagdo para analise de residuos traco geralmente
estdo entre 70 e 120 %, com precisdo de até + 20 %. Porém, dependendo da complexidade
analitica e da amostra, este valor pode ser de 50 a 120 %, com precisdo de até 15 % (Sanco,
2007; Ribani et al. 2004). As recuperacdes diferiram nos niveis de concentra¢des avaliados,
pois ocorre uma perda da eficiéncia quando é necessario recuperar AFLAs que apresentam
maior ou menor afinidade com o solvente de extragdo, neste caso prioriza-se o extrator que

propicia a determinagdo simultanea dos analitos.
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Tabela 18 - Percentual de recuperacdo das micotoxinas para os feijoes branco, preto e carioca

e os coeficientes de variacgao.

Feijao branco

AFLA
1° Nivel (CV) 2° Nivel (CV) 3° Nivel (CV)
B, 60 (11,3) 73,5 (4,0) 115,1 (9,2)
B, 65,1 (17,9) 82,8 (4,3) 86 (7,0)
G, 73,4 (17,3) 120,4 (2,4) 81 (2,6)
AFLA Feijdo preto
1° Nivel (CV) 2° Nivel (CV) 3° Nivel (CV)
B, 76 (23) 68 (5,2) 83 (15,4)
B, 49 (9,1) 118 (0,3) 63 (1,1)
G, 82 (4,4) 50 (4,0) 100 (1,6)
AFLA Feijao carioca
1° Nivel (CV) 2° Nivel (CV) 3° Nivel (CV)
B, 75 (17,5) 76 (16,2) 75 (24,3)
B, 51(16,6) 55(6,3) 121 (3,0)
G, 72 (19,3) 77 (5,2) 98 (4,7)

Resultados expressos com média e coeficiente de variagdo. Para AFLA B: 1° nivel= 14,5 pgkg™;
2° nivel= 18 ug.kg" e 3° nivel= 24 pg.kg"'. Para as AFLAs B, ¢ G,: 1° nivel=3 pg.kg™; 2° nivel=
6 ng.kg' e 3° nivel= 12 pgkg™.

Os feijdes com pigmentacdo escura apresentaram niveis de recuperacdo mais
adequados para os padrdes de confiabilidade quando os niveis de AFLAs eram mais elevados,
e no feijado carioca verificou-se a maior variabilidade nas determinagdes realizadas.

Tendo em vista que a recuperacdo das AFLAs foi considerada aceitavel para os
feijdes branco, preto e carioca, e que os demais feijoes analisados fazem parte destas classes
de cores, considerou-se que a recuperagdo nas demais amostras, se comporta de maneira

similar.

6.7 Ocorréncia das AFLAs B1, B2 e G2 em amostras de feijao

Amostras de 10 tipos de feijdo foram analisadas quanto a sua contaminacdo
natural por AFLAB,, AFLAB,; ¢ AFLAG; utilizando o método de extracdo segundo Soares ¢
Rodriguez-Amaya (1989) adaptado e a quantificacdo por HPLC-FL.

As 10 amostras de feijdo analisadas ndo apresentaram contamina¢do com
nenhuma AFLA validada pelo estudo. Relatos na literatura sobre a incidéncia de AFLAs em

feijdo ainda sdo escassos, tendo em vista que poucos paises apresentam legislagdo especifica
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para AFLAs em feijao (Suriname, Guatemala, Macedonia, Sérvia e China) e que o mesmo foi
incluido na legislagdo brasileira recentemente, em 2011 (ANVISA, 2011).

No cromatograma de eluicdo do extrato de AFLAs dos 10 diferentes feijdes
analisados foi observada a presen¢a de um pico com tempo de elui¢do de aproximadamente
10 min. O mesmo pico pdde ser observado nos extratos de AFLAs do feijdo branco, preto e
carioca (Figura 7). Para confirmar a determinagao realizada ou se tal pico poderia mascarar a
determinagdo de AFLAG; ou AFLAG;, os padrdes de AFLAs e os extratos dos feijoes foram
submetidos a cromatografia liquida com fonte de ionizagdo por eletro spray acoplado a

espectrometria de massas sequencial (LC-ESI-MS/MS).

Figura 7 - Cromatogramas de elui¢@o do extrato de aflatoxinas obtidos através de HPLC-FL.

Sendo 1: Extrato do feijdo branco; 2: Extrato do feijao preto; 3: extrato do feijdo carioca.
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Na Figura 8 estd apresentado o cromatograma de elui¢@o do extrato de AFLAs do
feijdo vermelho. O mesmo extrato foi levado para quantificacdo em detector de massas
(Figura 9), no qual o limite de detec¢do era de 0,1 ng.mL™" para as AFLAs B, By, Gie G, e o

limite de quantificacdo foi de 0,5 ng.mL'] para as AFLAs By, By, G e Gy,

Figura 8 - Cromatograma de eluicdo do extrato de AFLAs do feijdo vermelho obtidos através
de HPLC-FL.
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Ao comparar os cromatogramas dos padrdoes de AFLAs com o extrato da amostra

(Figura 9) ¢ possivel verificar que ndo houve a formacdo de nenhum fon caracteristico das

AFLAS By, B,, G; e G,. Este resultado indica que o pico caracteristico que elui nos extratos

dos feijoes das 10 diferentes variedades ndo ¢ nenhuma das micotoxinas em estudo.

50
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Figura 9 — Cromatogramas de eluicdo dos padroes de AFLAs e do extrato de AFLAs do
feijdo vermelho em LC-ESI-MS/MS. Onde: Lado esquerdo representa os padrdes de AFLAS

(1 mg.L™") e as duas transi¢des de cada composto; Lado direto representa o extrato da amostra.
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6.8 Composicio quimica e a ocorréncia de AFLAs em feijoes

San e Chan (1987) avaliaram o efeito de compostos fendlicos na inibi¢do do
metabolismo de AFLA B;, incubando a mesma durante 20 minutos a 37°C com uma mistura
de CF. Para reproduzir o metabolismo da AFLA B; também foi adicionado nessa mistura um
composto de microssomos e enzimas (S9) do figado. Ao longo do periodo de incubagdo,
através de andlise cromatografica, foi observada a formagdo de picos atipicos, os quais
aumentaram de tamanho com o aumento do tempo de incuba¢do indicando que houve a
formagdo de metabolitos fluorescentes da AFLA B Os autores ndo identificaram os picos
atipicos que se formaram em fun¢do da presenc¢a dos CF. O mesmo pode ter ocorrido nas
condig¢des naturais dos feijoes deste levantamento, ou seja, formagao de AFLAs derivadas.

Ha relatos de que as plantas podem reduzir a toxicidade das micotoxinas através
de modifica¢des quimicas ou por inclusdo das mesmas na matriz da planta. Estes processos de
detoxificagdo podem incluir a conjugacdo das micotoxinas a substancias polares como
acucares ¢ aminoacidos e consequente armazenamento destes derivados nos vacuolos. Até
agora, as micotoxinas mascaradas que foram estudadas com detalhes sdo produzidas por
fungos do género Fusarium, como o desoxinivalenol, zearalenona e fumonisinas
(BERTHILLER et al., 2005), mas as AFLAs também constituem problema para as células
vegetais, portanto, mecanismos de detoxificagdo podem estar envolvidos no sistema de
protecao.

Outros constituintes dos feijdes como as vitaminas do complexo B, podem estar
sendo extraidos durante a prepara¢do da amostra para determinac¢do das AFLAs e detectados
pelo detector de fluorescéncia tendo em vista que alguns membros desta familia apresentam
esta caracteristica. Graos de feijao da espécie Phaseolus vulgaris apresentaram teores de
vitaminas B1, B2 ¢ B6 em torno de 0,065; 0,103; 0,193 mg/100 g, respectivamente
(SANCHEZ-MATA; CAMARA; DIEZ-MARQUES, 2003) ¢ a polaridade delas deixa
duvidas sobre a sua afinidade com os extratos utilizados.

A presenca de AFLAs foi determinada em alguns alimentos coletados simultanea
e diretamente em residéncias de voluntarios na cidade de Pirassununga, localizada no interior
de Sao Paulo, Brasil. Foram avaliadas amostras de feijdoes que apresentaram incidéncia de
AFLAs em baixos niveis (0,025 — 0,42 pgkg"), abaixo do limite da legislagio brasileira (5
ng.kg!) (JAGER et al., 2013).

Outro estudo avaliou a ocorréncia de fungos toxigénicos e AFLAs em alguns

alimentos provenientes de paises da Asia e comercializados na Escocia. Fungos do género
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Aspergillus spp. foram encontrados em amostras de feijdo preto, no entanto nido foram
detectadas AFLAs reforcando a idéia de que a presenca de fungos ndo implica,
obrigatoriamente na producdo de micotoxinas (RUADREW; CRAFT; AIDOO, 2013).

Um fator importante que pode ter contribuido com estes resultados estd
relacionado com a atividade antioxidante dos compostos fendlicos. Pesquisas tem sido
realizadas para demonstrar que a biossintese das AFLAs ocorre como resposta do fungo ao
estresse oxidativo, resultado da exposi¢do ou producdo de espécies reativas de oxigénio
toxicas, como superoxido, peréxido de hidrogénio e radicais hidroxila, e que compostos
naturais como os CF podem atenuar a citotoxicidade destas espécies.

Kim e colaboradores (2008) avaliaram a atividade antioxidante de CF associados
com a inibicdo da biossintese de AFLAs. O 4cido cafeico foi incubado com esporos de
Aspergillus flavus e foi verificado que a produ¢do de AFLAs em placas tratadas com o acido
fendlico reduziu 95% quando comparada com placas controle. No entanto, a massa fungica
foi semelhante nos dois tratamentos indicando que o acido cafeico ¢ um potente agente
antimicotoxigénico que ndo apresentou efeito significativo para reduzir o crescimento
fungico. Os 4acidos clorogénico e galico também foram testados quanto ao potencial para
atenuar o estresse oxidativo de perdxidos organicos ¢ demonstraram uma resposta eficaz. No
caso deste trabalho, o acido clorogénico foi encontrado predominantemente em 60% dos
feijoes.

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram que os feijoes apresentam
compostos funcionais que estdo associados a mecanismos de defesa contra patdgenos, como
os fungos. Dentre estes compostos estdo algumas proteinas e os compostos fenolicos. Ambos
demonstraram inibir a atividade de uma enzima, proveniente da espécie fungica Aspergillus
oryzae, que desempenha importante papel na digestdo de amido, a a-amilase. Foi
demonstrado que uma combinagdo de diferentes compostos que, provavelmente, atuam em
sinergia podem ser encontrados nos feijdes e contribuir como uma barreira de defesa contra a
producdo de AFLAs, o que comprova a hipdtese inicial de que os feijoes possuem
composi¢do que os torna pouco susceptiveis a producdo de AFLAs.

A composi¢do quimica de um substrato é um fator determinante para a
contaminagdo fungica ou manifestagdo do potencial toxicologico de algumas espécies. Este
fator possivelmente explica a auséncia de contaminacdo com AFLAs nas amostras de feijoes
estudados. Em caso de contaminacdo, os riscos de danos a saude publica poderiam ser

estimados a partir de um estudo avaliativo do grau de exposi¢do da populagdo com base na
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quantidade de feijdo consumido durante um certo periodo de tempo. Medidas de controle das
condi¢des ambientais de umidade e temperatura ambiente, bem como dos métodos de
processamento do feijdo seriam necessarios para prevencdo da contaminacdo fingica e do

dano causado pela producdo de micotoxinas.
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7 CONCLUSAO

Os maiores teores de acidos fendlicos nos feijoes estdo na fragdo soluvel em
etanol, na qual os acidos majoritarios foram o clorogénico, o galico e o protocateico. O feijdo
amendoim se destacou pelo maior teor de acidos fenolicos livres (68 pg. g'l) enquanto o feijao
azuki obteve o menor teor (28 pg.g™).

O feijdo carioca e preto, pertencentes a espécie Phaseolus vulgaris, apresentaram
os maiores teores de albumina, globulina, prolamina e glutelina. O feijao fradinho, da espécie
Vigna unguiculata, apresentou os menores teores de todas as fragdes proteicas.

Os extratos dos feijoes fradinho e azuki, pertencentes as espécies que
apresentaram os menores teores de proteina soluvel e compostos fenolicos, apresentaram os
maiores percentuais de inibigio especifica (56 e 20% inibicdo.mg inibidor'.min™),
respectivamente). O tipo de inibi¢do enzimdtica promovida pelos extratos fenolicos foi a
incompetitiva e os extratos proteicos ndo seguiram o modelo de inibi¢do definido pelo sistema
Michaeliano.

O método cromatografico validado para determina¢do de AFLAs cumpriu as
exigéncias de confiabilidade apresentando coeficiente de correlagdo acima de 0,98 com
valores de LD,, de 2.4; 0,036 ¢ 0,06 ug.kg'1 para as AFLAs B, B; e Gy, respectivamente e
LQnde 4,8 ugkg' (AFLA B)e 0,12 ugkg' (AFLAs Bse G»).

Nao foram detectadas AFLAS Bj, B, ¢ G, nos feijoes das espécies Phaseolus
vulgaris, Vigna unguiculata e Vigna angularis coletados pelo estudo no comércio na regido
sul do RS.

Os extratos protéicos e fenolicos dos feijoes analisados inibiram a atividade da
amilase fungica de Aspergillus oryzae, portanto estes sdo potencialmente capazes de

constituirem mecanismo de defesa ao ataque fingico e/ou inibi¢do da produgdo de AFLAs.
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Figura 10 - Grafico de duplo-reciproco de Lineweaver-Burk para o feijao carioca azuki.
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Figura 11 - Grafico de duplo-reciproco de Lineweaver-Burk para o feijao carioca amendoim.
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Figura 12 - Gréfico de duplo-reciproco de Lineweaver-Burk para o feijao carioca.
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Figura 13 - Gréfico de duplo-reciproco de Lineweaver-Burk para o feijao fradinho.
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