Volume XXVII - 1970 : 191

AMINOACIDOS LIVRES DO FEIJAO
60 DIAS (Phaseolus vulgaris L.)!

Jose D.P. Arzolla?
Homero Fonsecal

RESUMO

Os aminoacidos livres da nova variedade de feijao
(Phaseolus vulgaris L. ) de 60 Dias, foram estudados por croma
tografia em papel utilizando-se o segu1nte par de solventes.
t)/fenol-agua, 8:2 (p/v); 2) butanol-acido acetlco—agua, 4:1:1
v/v)

Os aminoacidos identificados e dosados nos extratos
foram: acido aspartico, acido glutamico, lisina, serina, aspa-
ragina, glicina, treonina, alanina, glutamina, histidina, aci-
do gama-aminobutirico, arginina, metionina, valina e leucina.

As determinagoes quantitativas foram feitas por elui
gao das manchas dos cromatogramas seguidas de colorimetria.

Os aminoacidos mais abundantes foram lisina, acido
glutamico e acido aspartico.

INTRODUGAO

O feijao tem sido, por muitos anos, o alimento basi
co para o brasileiro e outros povos latino-americanos ., E consu
mido regularmente em todos os lares, ricos ou pobres. Ble cons
t1tu1, para uma grande parte destes povos, a unica fonte de
proteina, bem como outros compostos essenciais ao orgaplsmo hu
mano tais como as vitaminas Bjq, By e niacina, sais mirercis de
potassio, sodio, calcio, magnesio, ferro, etc.
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Muitas variedades de feijao sao consumidas no Bra-
sil. As mais populares sao: mulatinho, preto, bico de ouro e
rosinha. Menos importantes sao: roxinho, opaco, opaquinho,chum
binho, jalo, fradinho e outros de uso mais regional como o ma-
cassa (Vigna sinensis) no nordeste do Brasil.

A literatura brasileira sobre o assunto e abundante
de c1tagoes de- autores estrangeiros, e resultados de analises
de feljoes exoticos. Para os feijoes naclonals, a literatura
existente e composta de trabalhos com analises de composigao
percentual de um grande numero de variedades. Exemplo disto
sao os trabalhos de PAULA (1952) com o estudo da composigao
percentual de 10 variedades brasileiras, e o trabalho de BETH-
LEM et al (1953) _que trabalhou com 50 variedades de fe13ao, so
ja e outros feijoes estrangeiros.

Pouca atengao tem sido dada a determxnagao quanti -
tativa dos aminoacidos livres e das protelnas dos feljoes bra-
sileiros. O trabalho de MATOS JR. (1952) sobre os aminoacidos
do feijao mulatinho e do mesmo MATOS JR. (1955) com o feijao
macassa sao O0S poucos existentes na literatura.

A presente pesquisa relata as analises feitas dos
aminoacidos livres de uma variedade de feijao de ciclo curto ,
comumente conhecida como '"feijao de 60 Dias'.

No inicio das analises, notou-~se que uma apreciavel
quantidade de aminoacidos livres ocorria no extrato alcoolico.
Determinagoes dos compostos nitrogenados foram feitas e en -
controu-se 240 mg de nitrogenio nao proteico em 100 g de mate-
rial. Cromatogramas do extrato foram feitos e mostraram um
grande numero de aminoacidos, dal o interesse de sua determlna
¢ao quantitativa.

MATERIAL E METODOS

Material

As amostras do feijao de 60 Dias foram fornecidas
pela ex-Cade1ra de Agricultura e Genetica Aplicada da ESALQ.

Esta e uma variedade de ciclo curto e as sementes sao de cor
marron clara ligeiramente arredondadas e de tamanho medio.
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Metodos

Preparacao do extrato

As tecnicas propostas por ARZOLLA & FONSECA (1966)
foram as seguintes. Amostras de 10 g de feijao finamente tritu
rado, mais 200 ml de etanol a 70% foram colocados em Erlen-
meyers de 250 ml, fechados e delxados por uma noite. Em segul-
da, agitados por 5 horas e entao colocados em banho de agua
a 659C por uma hora. A suspensao foi decantada, passada para
bequer e filtrada.

Nitrogenio nao proteico

Uma allquota do extrato foi tomada e procedeu-se a
determinagao do nitrogenio total presente, pelo metodo micro-
Kjeldahl.

Purificacao do extrato

Uma allquota de 20 ml foi tomada e passada atraves
de uma coluna de resina cationica (Dowex 50 x 8, 100-200 "mesh")
para separar os aminoacidos. Um teste com ninhidrina -a 5%. em::
etanol foi feito no efluente para certificar-se se todos amino
acidos tinham sido retidos na coluna. Em seguida, os aminoaci-=
dos foram deslocados da coluna com 20 ml de hidroxido de amo -
neo 3 N. O eluato foi evaporado ate a secura num banho de agua
a 659C e o residuo dissolvido em 2 ml de isopropanol a 10%.

Esta solugao foi guardada em refrigerador a 49C
num frasco hermetico.

Cromatografia

Amostras de 30-60 pl foram cromatografadas bidimen
sionalmente em papel de filtro Whatman n? 1, tamanho 40 x 40cm,
usando-se tecnica ascendente.

Os solventes usados foram: fenol—igua, 8:2 (p/v)
com 0,47 de 8-h1drox1qu1nole1na, na primeira dlmensao, e buta-
nol-acxdo acetico-auga, 4:1:1 (v/v) na segunda dimensao.

Os cromatogramas correram o tempo suficiente para
o8 solventes atlnglrem cerca de 37 cm de caminhamento, em am-
bas as dimensoes.
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Identificacao dos amincacidos

Os aminoacidos furam identificados de acordo com
os seguintes criterios: 1) Comparagao dos Rfs; 2)Coloragao par
ticular das manchas; 3) Reativos especificos.

Para o desenvolvimento da cor foram usados os rea-
gentes:
a) ninhidrina a 0,5% de etanol, adicionada de 0,017
de 8-hidroxiquinoleina;
b) isatina a 0,257 em acetona;
¢) regente de Folin (THOMPSON, 1959).

A maioria dos aminoacidos foi identificada pelo
teste da ninhidrina. A presenga de metionina foi verificada pe
la reagao do iodeto de platina (SMITH, 1960).

Determinacao quautitstiva

Um colorimetro Klett-Summerson foi usado para a
daterminagao colorimetrica quantitativa dos aminoacidos. A tec
nica de PORTER et al (1957 foi seguida com algumas modifica -
coes.
¥

As manchag foram feveladas, pulverlzando-se o pa-
pel com a ninhidrina. G rapel fci seco ao ar e entao aquecido
por 30 minutes em estufa a 659C em atmosfera saturada de vapo-
res ¢2 etanol. As manchas foram entao recortadas do papel e
eluidas do papel com 6 wl de etanol tamponado (KoHPO, + NaHPO

025 ¥ em etanol a 57%) por submersao por 8 horas em camara
frlaw As solucoes foram transferidas para um tubo de colorime-
{~5 e determizada sua sbsorbancia em 540 mu, contra um padrao
de leucina que correu ne wmesmo cromatograma. Tres brancos do
papel foram touados purs eliminacao da interferencia do fundo.

P~

A quantidade de cads aminoacido presente em 100 g
do material foi calculada com os resultados obtidos na colori
metria. -

RESULTADOS E DISCUSSAO

0 teor de nitrogenio total nos graos foi 3,17 g. O
n1trogen1o nao protelco (extrato alcoollco) somou 0,24 g.Cons-
tatou-se que 9 mg desta ultima fragao era nitrogenio amoniacal.
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QUADRO 1 - Conteudo de aminoacidos do feijao 60 Dias em mg/100g

Aminoacido Teor Aminoacido Teor
Lisina#* 360 Arginina 45
Acido aspartico 337 Treonina* 42
Zcido glutamico 225 Metionina*+Valina* 30
Alanina 90 Leucina* 15
Asparagina 75 Serina 15
Histidina 67 Glutamina 15
Acido gama amino Glicina 7
butirico 60

* Aminoacidos essenciais

0 Quadro 1 mostra 15 aminoﬁcidos que estiveram pre-
sentes em todos os cromatogramas. A excegao de metionina e vali
na, a separagao de todos os compostos foi muito boa. A presenga
da metionina foi confirmada pela reagao do iodeto de platlna.

A leucxna apareceu como uma mancha redonda indicando a provavel
ausencia de iso-leucina e nor—leuczna. O espago entre leucina e
metionina + valina denota a ausencia de fenilalanina.

De acordo com as quantldades presentes dos 15 amino
acidos identificados neste estudo eles podem ser grupados em:
1) Alto teor: lisina, acido aspartico e acido glutamico; 2)Teor
medio: alanina, asparagina, histidina e acido gama aminobutiri-
co; 3) Teor baixo: arginina, treonina, serina, metionina, vali-
na, leucina, glutamina e valina.

Dos 5 aminoacidos essenciais encontrados, apenas li
sina _apresentou teor alto. Os altos teores observados para 11s1
na, acido aspartico e acido glutamico estao em concordancia com
os teores encontrados por PAULA (1952) para aqueles aminoacidos,
na faseolina. :

Por outro lado, foram encontrados asparagina, glu-
tamina e acido gama aminobutirico nao citados nos trabalhos de
PAULA (1952) e de BLOCK & BOLLING, de BETHLEM e de MATOS JR. ,
todos estes citados por MATOS JR. (1955).

Outras manchas nao identificadas, de alta e baixa
intensidade apareceram frequentemente em todos cromatogramas.
Os Rfs. de compostos conhecidos neste par de solventes nao nos
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permitiram concluir pela identidade daquelas manchas.

CONCLUSOES

Este estudo demonstrou que os aminoacidos livres
do feijao de 60 Dias representam uma porgao de aproximadamente
7% dos compostos nitrogenados. Alem disso, eles constituem— se
numa fonte de aminoacidos prontamente disponivel para o orga-
nismo humano.

SUMMARY

Free amino acids of the new 60 Days beans variety
(Phaseolus vulgaris L. ) were studied by two dimensional as-
cending paper chromatography with the following pair of solven
ts: 1) phenol-water, 8:2 (v/v); 2) butanol-acetic acid-water ,
4:1:1 (v/v).

*
The amino acids identified and measured in the
extracts were: aspartic acid, glutamic acid, lysine, serine ,
asparagine, glycine, threonine, alanine, glutamine, histidine,
gama amino-butyric acid, arginine, methionine, valine and leu-
cine.

Determinations were made by elution of the spots
followed by colorimetry. The more abundant amino acids were
lysine,glutamic acid and aspartic acid.
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