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RESUMO

As leguminosas como gréo de bico, soja e feijdes, sdo associadas a promocao da
longevidade humana, e parte dessa associagao atribui-se a composi¢cado proteica
destes graos, além da presenca de outros componentes bioativos. Dentre as varias
leguminosas incorporadas na dieta humana, o grao de bico ganha destaque. Seu
teor de proteinas € considerado alto e com destacado perfil de aminoacidos e
potencial de liberacdo de peptideos bioativos. No Brasil alguns cultivares ja sao
adaptados ao cultivo e novas linhagens em estudo vem se mostrando promissoras,
com destaque para graos do tipo desi, com coloragdo marrom na casca. As formas
de consumo de leguminosas incluem graos cozidos, paes e bebidas, entre outras.
Extratos aquosos a base de vegetais tem se mostrado uma alternativa crescente de
mercado, e podem apresentar alto teor proteico a depender da fonte vegetal, como
caso das leguminosas, e sua composicdo sera dependente da composicdo dos
graos, em especial do material solivel em agua. Além de proteinas, peptideos e
aminoacidos, outros compostos podem compor o conjunto de componentes sollveis
presentes no produto final e que podem potencialmente impactar na satde humana.
Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar os compostos soluveis em agua de
10 diferentes amostras de grdo de bico (Cicer arietinum L.) cultivadas no Brasil,
sendo 4 do tipo kabuli, com coloracdo creme, e 6 do tipo desi com casca de
coloracdo marrom, especialmente observando-se aqueles com potencial
bioatividade. Foram realizadas as determinacfes de cor dos grados, composicao
centesimal, de solubilidade de proteinas, inibidores de proteinas, fendlicos e
flavondides totais, além de atividade antioxidante dos extratos aguosos. Também
foram determinados os perfis eletroforéticos e concentracdo de alfa-amino grupos
livres totais dos extratos. Os graos apresentaram entre 16,08 e 23,70% de proteinas
totais, das quais o total solivel se mostrou entre 48,23 e 73,68%, com a presenca de
atividade de protease e atividade de inibidores de tripsina. Os extratos produzidos a
partir dos grdos marrons apresentaram maior atividade antioxidante, em especial
para ensaios com DPPH, em comparacdo aos ensaios com ABTS. Esta atividade
pode ser reflexo do maior teor de fendlicos e flavonoides sollveis vindos das cascas,
gue apresentaram teores até 10 vezes superiores aos das cascas dos grdos de
coloracdo creme. Estes dados sugerem que bebidas a base destes grdos devem

considerar seus preparos na presenca das cascas, que apresentam compostos



sollveis em agua potencialmente promotores da saude humana. Além disso, as
proteinas dos grdos in natura se mostraram de facil extragdo em &gua, com
solubilizagcbes acima do esperado, indicando alto potencial de aplicacdo na producao
de bebidas proteicas.

Palavras-chave: extrato aquoso; compostos hidrossoluveis; antioxidantes; peptideos



ABSTRACT

Legumes such as chickpeas, soybeans, and beans are associated with promoting
human longevity, and part of this association is attributed to the protein composition
of these legumes, as well as the presence of other bioactive components. Among the
various legumes incorporated into the human diet, chickpeas stand out. Their protein
content is considered high, with a notable profile of amino acids and potential for the
release of bioactive peptides. In Brazil, some cultivars are already adapted to
cultivation, and new strains under study are proving promising, especially brown-
colored desi-type beans with colored husks. Forms of legume consumption include
cooked grains, bread, and beverages, among others. Agqueous vegetable-based
extracts have shown a growing market alternative and may have a high protein
content depending on the plant source, such as legumes. Their composition will
depend on the composition of the grains, especially the water-soluble material. In
addition to proteins, peptides, and amino acids, other compounds may make up the
set of soluble components present in the final product, potentially impacting human
health. Thus, the objective of this work was to evaluate the water-soluble compounds
of 10 different samples of chickpeas (Cicer arietinum L.) cultivated in Brazil, including
4 kabuli-type samples with cream coloration and 6 desi-type samples with brown-
colored husks, especially focusing on those with potential bioactivity. Determinations
were made for grain color, proximate composition, protein solubility, protein inhibitors,
total phenolics, total flavonoids, and antioxidant activity of aqueous extracts.
Electrophoretic profiles and total free alpha-amino group concentrations of the
extracts were also determined. The grains showed total protein contents between
16.08% and 23.70%, of which the soluble fraction ranged from 48.23% and 73.68%,
with the presence of protease activity and trypsin inhibitor activity. Extracts produced
from brown grains exhibited higher antioxidant activity, particularly in assays with
DPPH, compared to assays with ABTS. This activity may be a reflection of the higher
content of soluble phenolics and flavonoids from the husks, which had levels up to 10
times higher than those of the cream-colored husks. These data suggest that
beverages based on these grains should consider their preparation with the presence
of the husks, which contain water-soluble compounds potentially promoting human

health. Furthermore, the proteins from fresh grains were found to be easily extracted



in water, with solubilities higher than expected, indicating a high potential for

application in protein beverage production.

Key words: aqueous extract; water-soluble compounds; antioxidants; peptides
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas o aumento da oferta de produtos a base de vegetais
(plant-based food) vem crescendo consideravelmente devido a procura por uma
alimentacao saudavel e por questbes como intolerancias alimentares e alergia ao
leite de vaca, além da preocupacdo com a protecdo ambiental e sustentabilidade.
Neste contexto, os extratos aquosos a base de vegetais (“plant-based milk”) tem se
mostrado uma alternativa, especialmente os de alto teor proteico, geralmente
produzidos utilizando leguminosas, cereais ou sementes de plantas comestiveis
(Zhang et al., 2021; Sethi et al., 2016; Cortes et al., 2015; Kim et al.,2012). Desta
forma, o consumo destes alimentos vem sendo associado a promocéo de uma dieta
mais saudavel (Zhang et al., 2021).

Dentre os vegetais, as leguminosas como grao de bico, soja e feijoes,
ganham destaque como promotoras da longevidade humana, sendo associadas a
culturas alimentares de longa duracéo, como o consumo de derivados de soja pelos
japoneses (tofu, natto e missd), o consumo de feijdo marrom e ervilha pelos suecos
e o consumo de lentilhas, grdo de bico e feijdo branco por populacbes do
mediterraneo (Darmadi-blackberry et al., 2004). S&o importantes fontes de bioativos
e nutrientes, em especial de proteinas que, além de apresentarem alta qualidade
nutricional, vém se mostrando capazes de liberacdo de peptideos com
caracteristicas bioativas como a capacidade de reducdo de niveis de colesterol,
controle da presséao arterial, inibicdo da enzima conversora de angiotensina, controle
da glicemia e capacidade antioxidante (Matemu et al., 2021; Mune et al., 2018).

Além das proteinas e peptideos, outros compostos bioativos das leguminosas
vém ganhando destaque como promotores da salde humana, em particular os
compostos fendlicos. Dentre tais compostos, destacam-se: os flavonoides, taninos,
estilbenos e acidos fendlicos, sintetizados no tegumento da semente e nas folhas,
gue apresentam propriedades benéficas e essenciais para a prevencdo de
condi¢cBes de estresse oxidativo e doencas crénicas nao transmissiveis (Heleno et
al., 2015; Zhao et al., 2014).

Para que extratos aquosos possam carrear componentes promotores da
saude humana, duas caracteristicas se destacam: sua concentracdo e solubilidade,

facilitando a transferéncia para o produto final.
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Dentre as proteinas e outros componentes presentes no gréo de bico, parte
apresenta solubilidade em meio aquoso, permitindo a elaboragcdo de extratos
aquosos promotores da saude e oferta de novos produtos e preparacdes.

No Brasil, o Ministério da Agricultura, Pecuédria e Abastecimento tem
registradas varias cultivares adaptada ao cultivo no pais. Na ultima década, novas
linhagens foram adaptadas, propiciando maior acesso quantitativo e qualitativo a
esses graos aos produtores.

Assim, a partir de diferentes cultivares e linhagens de graos de bico cultivadas
no pais, este trabalho analisa o potencial de liberacdo de componentes sollUveis em
meio aquoso, particularmente alguns de maior interesse nutricional e nutracéutico

como proteinas, fendlicos e flavonoides.
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2 OBJETIVOS

Avaliar a solubilizacdo aquosa de proteina, fenodlicos e flavonoides de

diferentes amostras de graos de bico (Cicer arietinum L.) cultivadas no Brasil.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)
b)

c)

d)

avaliar a solubilizacdo aquosa de proteina das amostras;

avaliar a solubilizacdo aquosa de fendlicos totais e flavonoides totais das
amostras;

analisar caracteristicas do material proteico soluvel através da determinacao
de alfa-amino grupos livres, perfil eletroforético e presenca de inibidores de
tripsina;

avaliar a atividade antioxidante dos extratos aquosos.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 RELACAO ENTRE LONGEVIDADE E DOENCAS CRONICAS NAO
TRANSMISSIVEIS

A evolucdo do conhecimento cientifico tem inspirado melhorias no estilo de
vida da populacdo, o que, aliado a avangos nas ciéncias meédicas, tem
proporcionado aumento na expectativa de vida e contribuindo para uma populagéao
mais longeva (Ekmekcioglu, 2019).

O termo longevidade é utilizado para denominar o maior tempo de vida
atingido por um individuo ou, em média, o nUmero de anos que viverao as pessoas
de uma mesma geracao (Arantes et al., 2008). Uma vida longeva € dependente de
fatores genéticos e ambientais, como o estilo de vida, que sdo determinantes do
estado de saude da populacéo (Ordovas; Berciano, 2020).

Estima-se que a influéncia genética para longevidade antes dos 60 anos seja
entre 20% e 25%, aumentando moderadamente apds os 60 anos e tendo papel
acentuado apés os 90 anos (Ekmekcioglu, 2019). Porém, a genética ndo é fator
exclusivo e a longevidade de um individuo ou de uma populacédo esta relacionado
com fatores externos, sendo um deles a alimentacdo e o comportamento alimentar
gue o individuo praticou durante a vida (Ordovas; Berciano, 2020).

Alvarenga et al. (2019) descrevem que o termo comportamento alimentar &
usado para expressar todo tipo de construto no ambito da alimentacdo como o
consumo, modo de comer e questdes relacionadas, do tipo como e onde comer e,
assim, definem comportamento alimentar como acdes em relacdo ao ato de se
alimentar, como, quando e de que forma comer. Sendo assim, 0 comportamento
alimentar de um individuo ou de uma populacédo esta relacionado com o estilo de
vida, ambiente em que vive e disponibilidade de alimentos da populacéo, estando o
estado nutricional relacionado a longevidade e diretamente ligado ao comportamento
alimentar.

O termo estado nutricional € o grau em que as necessidades fisiol6gicas por
nutrientes sdo supridas e, havendo desequilibrio, podem ocorrer disturbios
nutricionais, tanto pela falta ou por excesso (Lopes et al., 2008). O estado nutricional
saudavel é alcancado quando h& equilibrio entre a oferta alimentar e as

necessidades nutricionais dos individuos, sendo essas, o gasto basal para funcdes
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organicas, o gasto para realizacdo de atividades fisicas e as necessidades
especificas, tais como o crescimento, gestacéo e envelhecimento (Rossi et al. 2015).
Assim, o estado nutricional é de suma importancia para a qualidade de vida e saude
de uma populacao (Pereira et al. 2016).

Com o aumento da expectativa de vida e envelhecimento populacional, ha
uma mudanca no perfil epidemioldgico populacional, aumentando doencas cronicas
ndo transmissiveis (DCNT), como doencas cardiovasculares, cancer e diabetes néo
apenas em faixas etarias mais idosas, mas, a exemplo da obesidade, tendo
incidéncia precoce, ameacando os avanc¢os na longevidade (Campolina et al., 2013;
Cortez et al., 2019).

A obesidade esta associada a um aumento da sintese de adipocinas
(citocinas) pro-inflamatorias e aumento de producdo das espécies reativas de
oxigénio (ROS) (Trist et al., 2019; Simioni et al., 2018; Liguori et al., 2018; Hajam et
al., 2022). A obesidade ocasiona hiperglicemia, hiperlipidemia, deficiéncias de
vitaminas e minerais, inflamacéo cronica e enfraquecimento do sistema antioxidante
(idem).

3.2 ESTRESSE OXIDATIVO E DOENCAS CRONICAS NAO TRANSMISSIVEIS

No organismo humano a producédo de energia a partir da adenosina trifosfato
(ATP) é realizada por diferentes reacfes bioquimicas que levam a reducédo do
oxigénio molecular (O2). Vias metabodlicas como as do ciclo do acido tricarboxilico
(tricarboxylic acid) e a cadeia respiratdria sdo relacionadas a producédo de espécies
reativas de oxigénio (reactive oxygen species) e producdo de radicais livres
(Phaniendra et al., 2015).

Uma das funcbes das espécies reativas de oxigénio (ROS) no organismo
humano é a protecdo contra microrganismos patogénicos, atuando como defesa
imunoldgica e na formacao de estruturas celulares como as proteinas (Zhang et al.,
2016; Sies, 2015).

Sendo assim, as células produzem ROS, usadas na sinalizacéo intracelular,
sendo uma das atividades relacionadas a producdo de proteinas reguladoras e
citoprotetoras. Hajam et al. (2022) descrevem em seu trabalho que as ROS
controlam a sinalizacdo proé-inflamatoéria, pro-fibrotica, proliferagdo celular, morte

celular, além de outros processos biolégicos sem necessidade de dano
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macromolecular (idem). Por outro lado, o aumento nos niveis de ROS intracelular
leva a oxidacdo de proteinas intermembranares, como quinases e fosfatases que
afetam fatores de crescimento, citocinas e hormonios, podendo induzir o efeito de
regulacao negativa em vias de sinalizacdo em cascatas, como as vias PKa, proteina
quinase ativada por mitdégeno (mitogen-activated protein kinase) e fosfoinositideo 3-
quinase (PI3K) (idem ibidem).

Desta forma, o desequilibrio entre a producéo e a eliminacdo de ROS leva ao
estresse oxidativo no corpo humano, indicando que os niveis de oxidantes
superaram 0 sistema antioxidante, podendo provocar danos a varias estruturas
celulares, incluindo membranas, proteinas, lipideos e o DNA (Schieber; Chandel,
2014; Simioni et al., 2018).

Esses processos envolvidos com o aumento de ROS geram um estresse
oxidativo produzido pelo aumento na geracao de radicais livres ou diminuicdo do
nivel de antioxidantes intracelular e tecidual, causando alteracbes organicas,
associadas a doencas crbnicas ndo transmissiveis, incluindo Parkinson, doenca
renal, doencas cardiovasculares, alzheimer e diabetes (Blesa et al., 2015; Paredes
et al., 2016; Huang et al., 2016; Asmat et al., 2016; Oliveira et al.,2020).

Alguns autores relacionam a producdo aumentada de ROS na obesidade pela
sobrecarga metabdlica relacionada ao consumo aumentado de oxigénio pelo
miocardio, sobrecarga mitocondrial, liberacdo de citocinas pelo tecido adiposo e
dieta rica em gordura (Franca et al., 2013; Poprac et al., 2017; Sies et al., 2017;
Porsch et al., 2019).

3.3 CARACTERISTICAS NUTRICIONAIS, BIOATIVAS E  ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE DO GRAO DE BICO

Os principais tipos de grdo de bico cultivados no mundo sdo Kabuli
(geralmente maior e de coloracédo creme) e Desi (geralmente menor e de coloracéo
escura) (Thushan et al., 2011). Diferencas em caracteristicas tecno-funcionais entre
os dois tipos de grdo de bico sao relatadas na literatura, como as apresentadas por
Kaur & Singh (2006), que constataram que proteinas isoladas do cultivar Kabuli
(cultivar L-550) e Desi (cultivares PBG-1, PDG-4, PDG-3, GL-769 e GPF-2) possuem
significante diferenca na capacidade de gelificacdo, formagdo de espuma,

capacidade de absorcdo de agua e 0Oleo, e temperaturas de desnaturacdo. Porém as
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diferencas no conteudo proteico e nas caracteristicas bioativas entre os genotipos
Kabuli e Desi ainda ndo estao devidamente esclarecidas na literatura, com variagbes
observadas com base em gendétipos especificos (Hernandez; Mejia, 2019).

As caracteristicas do grdo de bico o tornam uma leguminosa com alto valor
nutricional por conter em sua composi¢cdo uma variedade e quantidade de macro e
micronutrientes altamente digeriveis como proteinas, carboidratos, vitaminas, fibras,
minerais e aminoacidos essenciais, além de compostos bioativos que apresentam
alta capacidade antioxidante, propriedades antidiabéticas e anti-inflamatorias
(Rachwa-Rosiak et al., 2015; Garzén-Tiznado et al., 2012; Gupta et al., 2017; Cid-
Gallegos et al., 2020; Faridy et al.,, 2020; Ramadhani et al., 2020; Mahbub et al.,
2021).

O grao de bico (Cicer arietinum L.) apresenta em sua composi¢cao entre 41%
e 50% de carboidrato com predominancia o amido, entre 12,4% e 31,5% de proteina
bruta e aproximadamente 6% de lipidios compostos por acidos graxos insaturados,
além de micronutrientes como vitaminas do complexo B, vitamina A, célcio,
magneésio, fosforo, potassio, fitoesterdis [-sitosterol, campesterol, stigmasterol e
fitoquimicos (flavonoides, acidos fendlicos, lignina e carotenoides) (Hirdyani, 2014;
Arooj et al., 2021; Torres-Fuentes et al., 2015; Hernandez; Mejia, 2019).

Dentre os macro nutrientes, as proteinas do grao de bico apresentam niveis
adequados de aminoacidos essenciais de acordo com a recomendacgdo proposta
pela FAO/WHO/UNU (2013) para criangcas pré-escolares e adultos, com excecao
dos aminoacidos sulfurados (metionina e cisteina). Menor conteddo em metionina,
entretanto, pode contribuir para menor consumo desse aminodacido, 0 que resulta
diretamente em menores niveis de glutationa, melhor resisténcia ao estresse
oxidativo, diminuicdo dos niveis séricos de insulina e IGF-1, como ja observado em
ensaios biolégicos com animais (Tavano et al., 2008; Laming; Green, 2018;
Swaminathan et al., 2021).

Ainda em seu perfil de aminoacidos, o grdo de bico contém concentracdo de
aminoacidos de cadeia ramificada (BCAA’s) superior a recomendacdo pela
FAO/WHO/UNU (2013) para adultos, caracteristica importante quem vem sendo
relacionada na literatura na promoc¢do da sintese muscular pela ativacdo da
mammalian target of rapamycin (MTOR), estimulacéo da secrecao de insulina pelas
células beta do pancreas e influéncia na liberacdo de horménios reguladores de

apetite produzidos pelo hipotalamo e intestinos (Sener; Malaisse, 1980; Yang et al.,
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2010, Yang et al., 2012; Neinast et al., 2019; Mu et al., 2018; Solon-Biet et al., 2019;
Tian et al., 2019; Tavano et al., 2008).

As fracdes proteicas do grao de bico sdo compostas principalmente de
globulinas (cerca de 48%), seguidas de albuminas (cerca de 19%), glutelinas (cerca
de 10%) e prolaminas (cerca de 0,2%), com diferentes solubilidades. Fator
determinante na aplicagdo de fontes proteicas na producdo de alimentos,
principalmente em bebidas a base de vegetais, onde as albuminas por serem
solaveis em meio aquoso ganham destaque (Tavano et al., 2008; Yust et al., 2010).
Por outro lado, a extracdo proteica assistida por proteases pode aumentar o
rendimento de extracdo e gerar produtos diferenciados com presenca de peptideos
bioativos, além da qualidade nutricional das proteinas do grao de bico. A exemplo do
obtido por Yust et al. (2010), em seu trabalho usando alcalase, em que conseguiram
um aumento da solubilidade proteica em &agua, apontando para uma importante
inclusdo de etapa no processo na producédo de alimentos de alto teor proteico.

A liberacdo de peptideos pela hidrolise de proteinas de grdo de bico é
encontrada na literatura com o uso, por exemplo, de alcalase, a-quimiotripsina,
flavorzima, papaina, bromelina, pepsina e tripsina usadas isoladamente ou em
combinacdes (Hernandez; Mejia, 2019). Tais peptideos biofuncionais estéo
presentes nas estruturas de proteinas e podem ser liberados ndo s6 pelo uso de
proteases comerciais, mas por enzimas digestivas gastrointestinais e por
fermentacdo (Matemu et al., 2021). E crescente na literatura a presenca de trabalhos
gue evidenciam os potenciais de bioatividade dos peptideos extraidos das proteinas
de grao de bico, associados a efeitos benéficos a salde como atividade
antioxidante, anti-hipertensiva, anti-inflamatoria, anticarcinogénica, antifingica,
hipoglicemiante, antiobesogénica e hipocolesterolémica (Hernandez; Mejia, 2019;
Barbana; Boye, 2010; del Mar Yust et al., 2012; Milan-Noris et al., 2018; Torres-
Fuentes et al., 2015; Xue et al., 2015).

Sobre a atividade antioxidante relacionada a esses peptideos, a estrutura dos
aminoacidos e consequentemente dos peptideos formados pela juncdo deles
apresenta importancia estratégica. Peptideos contendo o aminoacido histidina tém a
capacidade de quelar ions metalicos e doadores de hidrogénio/elétrons por meio de
interacdes com radicais livres, atuando como peptideos antioxidantes (Soto et al.,
2021; Torres-Fuentes et al., 2015). Matsui et al. (2018) em seu trabalho de andlise

da estrutura quimica de peptideos, em particular das cadeias laterais de
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aminoacidos, e propriedades antioxidantes, descrevem que a presenca de grupos
aromaticos (Treonina, Tirosina e Fenilalanina), imidazol (Histidina) e os sulfurados
(Cisteina e Metionina) em peptideos apresentam capacidade antioxidante e que
varios aminoécidos isolados como Tirosina, Metionina, Histidina, Lisina, Prolamina e
Triptofano influenciam na atividade antioxidante ou s&o aceitos como antioxidantes.

Estudos relacionam a extracdo de peptideos de diferentes fracdes proteicas
das presentes no grao de bico com diferentes atividades bioativas. Com relacdo a
albumina de gréo de bico como fonte de peptideos com bioatividade, Kou et al.
(2013), apds extracdo de peptideos desta fracdo proteica, destacaram o peptideo
RQSHFANAQP que apresentou inibicdo da proliferacdo de células cancerigenas da
mama e reducdo dos niveis de colesterol total e triglicerideos em ratos
hiperlipidémicos. Chandrasekaran et al. (2020) constataram a inibicdo da enzima a-
amilase e DPP4 pela proteina do gréo de bico hidrolisada com as enzimas pepsina e
bromelina. Fator atribuido pelos autores aos peptideos PHPATSGGGL,
YVDGSGTPLT, SPQSPPFATPLW, KMTAGSGVT, GKAAPGSGGGTKA e
GLTQGASLAGSGAPSPLF.

Outra caracteristica presente entre as proteinas do grdo de bico sdo os
inibidores de proteases, sintetizados naturalmente pelas plantas, que atuam no
processo digestivo principalmente pelo bloqueio da acéo da tripsina e quimotripsina,
além de outras proteases, afetando a absorcéo proteica (Idate et al., 2021).

Dentre os inibidores de proteases estdo os do tipo Bowman-Birk que apesar
de estarem relacionados ao fator antinutricional por dificultar a hidrolise de proteinas
ingeridas, tem apresentado um potencial de protecdo contra processos inflamatorios
e desenvolvimento de cancer no trato gastrintestinal de mamiferos pela habilidade
de inibicdo das serino-proteases (Kennedy et al., 2002; Clemente; Domoney, 2006;
Clemente; Domoney, 2007; Chen et al., 1992; Ramasarma et al., 1995; Trivedi et al.,
2009).

Sobre a composicao lipidica do grao de bico, ele contém baixa concentragcao
sendo de 4,5 a 6,6%, essa composta de acidos graxos palmitico (10,8%), oleico
(33,5%), linoleico (49,7%) e linolénico (2,4%) além de substancias antioxidantes
como tocoferdis e carotenoides (Jukanti et al., 2012; Ryan et al., 2007).

Além dos peptideos, tocoferbis e carotenoides outras substancias de
destaque na atividade antioxidante presentes no gréo de bico séo os fendlicos totais

(Savic et al., 2018). Hussein Hend et al. (2020) em sua analise da farinha de grédo de
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bico destaca relevancia entre a atividade antioxidante e a concentracéo de total de
fendlicos, observando que a quantidade de 3,44 mg equivalente de acido galico por
grama de amostra apresentou potencial de inibicdo da atividade oxidante do
reagente DPPH de 80,64%.

Fator observado também em estudos de suplementacdo de iogurtes de leite
de vaca com farinha de gréo de bico, onde o potencial antioxidante mensurado pelos
métodos DPPH e método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) do iogurte
obteve aumento, relacionando a concentracdo de fendlicos atribuidos aos
flavonoides presentes no grédo de bico (Trigueros et al., 2014; Fernandez-Orozco et
al., 2009).

Quintero-Soto et al. (2018) em sua analise do perfil de fendlicos totais e
atividade antioxidante de grédo de bico detectou a presenca de acidos
hidroxibenzdicos e flavan-3-0is, acidos hidroxicinamicos e flavonoides e apos analise
de atividade antioxidante pelo métodos ABTS, DPPH e FRAPS concluiram que a
atividade antioxidante encontrada apresenta estar relacionada ao conteudo de
fendlicos totais (sinapic acid hexoside e acido galico) e flavonoides totais (miricetina,
guercetina, catequina e Isorhamnetina).

Existe diferencas nas concentracfes desses fitoquimicos presentes no grao
de bico, havendo estudos comparando e quantificando essa atividade antioxidante
entre genotipos diferentes (Desi e Kabuli), apresentando as Desi concentracdes
maiores de fendlicos totais e flavonoides totais, consequentemente atividade
antioxidante maior (Heiras-Palazuelos et al., 2013; Segev et al., 2010; Quintero-Soto
et al., 2018).

Jameel et al. (2021), observou essa diferenca entre gendétipos Desi e Kabuli,
ao concluirem em sua pesquisa que ambas apresentam atividade antioxidante e
potencial terapéutico, porém os genotipos Desi sdo mais promissores que os Kabuli
e que o consumo de gendtipos com alta atividade antioxidante pode ser utilizado
como fontes naturais de substancias antioxidantes para melhoria do sistema
imunoldgico, auxilio no tratamento da diabetes e reducdo de diferentes tipos de
processos inflamatorios corporais.

Desta forma a depender da forma de preparo e do cultivar do gréo escolhido
para preparagao de alimentos que contenham como ingrediente o grao de bico, em
particular a bebida produzida a base dessa leguminosa (“chickpea milk”), pode

apresentar alto valor nutricional e caracteristicas nutracéuticas, tornando-se uma
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alternativa também a bebida a base de soja (“soy milk”), podendo ser usada para
desenvolvimento de formulas infantis como uma outra op¢éo as formulas compostas
de proteina de soja para criancas que necessitam de férmulas isentas de lactose
(Kishor et al., 2017).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

Foram utilizados diferentes tipos de grao de bico (Cicer arietinum L.) cedidos
pela AgroGarbanzo Producdo Agricola LTDA. (Cristalina, GO), sendo quatro
cultivares do tipo Kabuli (BRS Cristalino, BRS Toro, BRS Aleppo e BRS Cicero) e
seis linhagens do tipo Desi (Gb 19-084 UPL 4, Gb 20-031 D, Gb 20-031, Gb 20-056
A, Gb 20-072 e Gb 20-074) (Figura 1).

Figura 1 - Cultivares e linhagens de gréaos de bico (Cicer arietinum L.) utilizadas
neste trabalho.
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Fonte: Autor (2022).

4.2 METODOS

4.2.1 Preparo das amostras
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Os gréos recebidos foram selecionados manualmente para retirada de gréos
imperfeitos ou sujidades. Os gréos foram pulverizados em moinho de facas do tipo
“Pulverizette” ajustado para granulometria de 0,5 mm. A farinha integral produzida foi
utilizada para os ensaios de solubilidade. Para andlise das cascas, foram removidas

dos graos integros de forma manual e igualmente trituradas.

4.2.2 Determinagé&o de cor das amostras

A colorimetria das amostras foi realizada com os graos integros, em triplicata,
através das medidas de CIEL*a*b* conforme descrito por Minolta (1998), utilizando-

se colorimetro Konica Minolta colorimeter (CR400, Minolta Co., Japan).

4.2.3 Composicéao centesimal dos gréos

Para composicdo centesimal foram realizadas analises em triplicata de cada
amostra conforme descrito Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 1995),
a saber: o teor de umidade foi realizado com base na determinagcédo gravimétrica de
volateis a 105 °C, em estufa com circulacao forcada de ar até peso constante; o teor
de cinzas foi determinado como residuo mineral fixo, por gravimetria, utilizando-se
mufla a 550 °C até peso constante; o teor de lipideos foi determinado pelo método
de Soxhlet por extracdo continua com solvente éter de petréleo; o teor de proteinas
foi determinado através da quantificacdo de nitrogénio total, conforme item 4.2.5. Os
carboidratos totais foram calculados por diferenca, a partir da fracdo NIFEXT,

diminuindo-se a soma dos demais componentes de 100 g de amostra.

4.2.4 Extracdo do material hidrossoltuvel das amostras

Um primeiro ensaio de extratibilidade proteica foi realizado conforme descrito
por Tavano et al. (2008) considerando-se extracdes sucessivas para verificacdo das
condi¢cBes de processo e esgotamento do material solivel das amostras. A partir das
amostras de farinhas integras produzidas, foram realizadas extracfes utilizando-se
agua destilada na proporcao de 1:40 (m/v), com agitacdo em mesa (Multifuncional
Mixer MRII) por 30 min. Apos centrifugagdo por 20 min a 7000 RPM (6519g)/4°C, o

sobrenadante foi reservado e o residuo reextraido utilizando-se a propor¢éo de 1:20
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m/v. Apds nova centrifugagéo, o processo de reextracdo foi repetido novamente com
a proporgao 1:20 m/v e o sobrenadante das trés extracoes foram reservados para
analises isoladas da concentracdo de proteinas solubilizadas em cada extracao,
posteriormente, os sobrenadantes das trés extragcOes foram reunidos para 0sS
restantes das andlises. Para extracdo de substancias hidrossollveis das cascas foi
realizado o mesmo processo descrito para as farinhas integros, porém, testes
preliminares indicaram a baixa concentracdo de compostos sollUveis das cascas
(dados né@o apresentados), portanto, foram realizadas extracdes das amostras
utilizando-se agua destilada na proporcao de 1:60 (m/v), sem reextracoes.

4.2.5 Determinacao de proteinas dos extratos aquosos

A determinacéo de proteinas dos extratos aquosos foi realizada pelo método
de Kjeldahl conforme descrito Association of Official Analytical Chemists (AOAC,
1995), e conversao a proteina por utilizacdo do fator 6,25.
4.2.6 Determinacado da concentracdo de a-amino grupos dos extratos aquosos

A determinagdo da concentragdo de a-amino grupos livres nos extratos
aquosos foi realizada com uso do reagente OPA (orto-Phthaldialdehyde) conforme
descrito por Church et al. (1983), leituras pelo espectrofotometro a 340nm e curva
analitica de leucina como referéncia.
4.2.7 Perfil eletroforético dos extratos aquosos

O perfil eletroforético das fracbes proteicas dos extratos aquosos foram
determinados por SDS-PAGE, realizado conforme descrito por Laemmli (1970), gel
de 12% de acrilamida, sem tratamento com mercaptoetanol.

4.2.8 Determinacao da atividade de protease dos extratos aquosos

A determinacao da atividade de protease dos extratos aquosos foi realizada

com uso do reagente BAPNA (Benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida) conforme descrito
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por Kakade et al. (1974). Uma curva de p-nitroanilina foi utilizada como padréo e os

resultados apresentados em pmol de p-nitroanilina liberados/minuto.

4.2.9 Determinacéao da atividade de inibicdo de tripsina

A determinacao da atividade de inibicdo de tripsina das amostras foi realizada
como descrito por Kakade et al. (1974), utilizando-se BAPNA (Benzoil-DL-arginina-p-
nitroanilida) como substrato e tripsina de pancreas bovino (Type |, 10.000 BAEE
unidades/mg proteina, Sigma). Uma Unidade de Inibicdo de Tripsina (UIT) foi

definida como o aumento de 0,01 de absorbancia, nas condi¢des do ensaio.

4.2.10 Determinacédo da concentracao de fendlicos totais dos extratos aquosos

A concentracdo de fendlicos totais foi determinada com uso do reagente
Folin-Ciocalteu como descrito por Singleton e Rossi (1965), e algumas modificacbes
como descrito por Boateng et al. (2008), uma curva de acido galico foi utilizada como
padrdo e os resultados expressos em equivalentes de acido galico por grama de

amostra.

4.2.11 Determinacdo da concentracdo de flavonoides totais dos extratos

aquosos

A determinacéo de flavonoides totais dos extratos aquosos foi realizada com
uso do reagente AICIs (cloreto de aluminio), conforme descrito por Boateng et al.
(2008). Foi utilizada uma curva padrdao de catequinas como referéncia e os

resultados expressos em mg equivalente de catequinas por grama de amostra.

4.2.12 Determinacéo da atividade antioxidante dos extratos aqguosos

A determinacdo do potencial antioxidante dos extratos foi estimada pelos
métodos de captura de elétrons com uso de reagente ABTS+ (2,2’-azino-bis (3-
ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)) como descrito por Ahn et al. (2014),
utilizando-se leituras a 734 nm e DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) como descrito

por Shimada et al. (1992), com leituras a 517 nm modificado por Pereira & Tavano
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(2014). Uma curva de TROLOX foi utilizada como padrao e os resultados expressos

em nmol de equivalente de TROLOX.

4.2.13 Analises estatisticas dos dados

Foi utilizada andlise de variancia com teste de Tukey, adotando-se nivel de
significancia de p < 0,05. Para investigar correlacdo entre os resultados, foi utilizado
teste de correlacdo de Pearson e o0s resultados obtidos foram considerados
significativos quando p < 0,05. Foi utilizado o software RStudio workbench verséo
2022.07.2 build 576.prol12 para analise de variancia e testes de Tukey e o software
Past versdo 4.03 para testes de correlacéo de Pearson.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERISTICAS GERAIS DOS GRAOS

Os graos estudados compreendem amostras que podem ser visualmente
diferenciadas pelas coloracdes de seus tegumentos. Conforme imagem
apresentada anteriormente (Figura 1), as amostras do tipo Kabuli sdo de coloragéo
mais clara, creme, e as do tipo Desi de coloragdo mais escura, marrom. Os dados de
colorimetria obtidos foram reunidos na Tabela 1.

Tabela 1 — Colorimetria das diferentes amostras de grao de bico (Cicer arietinum L.).

Amostras

Cor do L a b Tom (h)|Croma (C)
tegumento
BRS Cristalino Kabuli Creme 59,702 +13,27 ¢4 +27,57 2> 64,332 30,63 P°

BRS Toro Kabuli Creme 61,772 +12,33¢°9 +28,832 66,77 @ 31,33 abc

BRS Aleppo  Kabuli Creme 58,232 +11,93¢ +24,40 2bc 63,97 2 27,13 cde

BRS Cicero Kabuli Creme 57,372 +10,139 +22,539¢d 65,772 24,70¢

Cultivares Tipo

Linhagens Tipos
Gb 19-084 UPL 4 Desi Marrom 31,67° +13,47¢d +18,139 53,63 22,60°¢
Gb 20-031 D Desi Marrom 40,57 +22372 +27,602P 51,03° 35,6032
Gb 20-031 Desi Marrom 39,10° +20,00 2 +26,33 2P 52,67 P 33,47 2P
Gb 20-056 A Desi Marrom 38,67 +18,902P +25802ab 53,77b 32,03 ab
Gb 20-072 Desi Marrom 29,13° +16,53P¢ +19,90°¢d 49,87 b 25,97 de
Gb 20-074 Desi Marrom 33,53° +19,13 b +23,80 2b¢ 51,07 P 30,53 P.cd

Fonte: Autor (2022).
Nota: Resultados apresentam médias + desvio padrdo de trés leituras. Valores em mesma coluna
contendo letras iguais sobrescritas ndo apresentam diferengas significativas de acordo com o teste
de Tukey’s (p<0,05).

Quando se considera os resultados entre os grupos de grdos do tipo Kabuli,
creme, e Desi, marrons, observa-se uma diferenca estatisticamente significativa
(p<0,05) no que se refere aos valores de luminosidade (L). Considerando-se que 0s
valores de luminosidade sdo medidas que variam de 0 (preto) a 100 (branco), hd um

esperado conjunto de valores mais altos para as amostras de cor creme (Kabuli),
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que variam entre 57,37 e 61,77, em comparacdo as linhagens marrons, que
apresentam médias entre 29,13 e 40,57.

As linhagens tipo Desi, além dos tons mais escuros, apresentam os maiores
valores para a medida do eixo “a@”, cujo indica tons entre verde (leituras mais baixas)
e vermelho (leituras mais altas), alcancando medidas como 22,37 para a linhagem
Gb 20-031 D, enquanto as cultivares tipo Kabuli apresentaram os valores mais
baixos, com semelhanca estatistica entre elas.

Para os valores do eixo “b” ndo houve destacada diferenca entre os tipos, o
gue indica que as amostras apresentardo maior tendéncia para a coloragdo amarela,
ja que este eixo representa a variacdo de cores entre azul (valores mais baixos) e
amarelo (valores mais altos do eixo). Ja para os valores de tom (hue) as amostras
de Kabuli obtiveram valores mais altos, entre 63,97 e 66,77, e os tipos Desi
resultados entre 51,03 e 53,77 com diferenca entre ambas.

Na Tabela 2 foram reunidos os valores de umidade, cinzas, lipideos,
proteinas e carboidratos totais das amostras em base Umida, sendo os valores de
umidade entre 8,48 e 8,94% para as amostras do gendtipo Kabuli e entre 8,16 e
9,05% para os gendtipos Desi. Quanto ao teor de cinzas, as amostras apresentaram
valores entre 2,42 e 3,1% (Kabuli) e 2,16 e 2,44% (Desi), lipideos valores entre 5,15
e 6,2% (Kabuli) e entre 4,52 e 6,47% (Desi).

A amostra BRS Cicero apresentou entre 0s outros cultivares a menor
concentracdo de proteinas totais com valor de 16,69 + 0,37%, jA o cultivar BRS
Aleppo apresentou a maior concentracdo de proteinas entre os cultivares analisados
com valor de 24,25 *+ 0,23%. Estudos recentes apresentaram 6timos resultados na
producdo comercial do cultivar BRS Aleppo obtido pelo cruzamento entre as
linhagens X99TH104/FLIP84-11 e S95082, em solo brasileiro, sendo mais uma
alternativa de plantio e qualidade nutricional para a populacdo devido as suas

caracteristicas (Giordano; Nascimento, 2005; Nascimento et al., 2014).
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Tabela 2 — Composigéo centesimal das amostras de graos de bico (Cicer arietinum
L.) de diferentes genotipos.

Componentes (%)
Amostras
Umidade | Cinzas Lipideos | Proteinas [Carboidratos*

Cultivares |Tipos
BRS Cristalino Kabuli 8,78 £0,04 2,50+0,04 5,68 +0,28 23,73+0,15 59,31
BRS Toro Kabuli 8,41+0,02 2,42+0,20 6,20+0,17 22,14+0,17 60,83
BRS Aleppo Kabuli 8,94 +0,03 2,83+0,04 5,71+0,02 24,25+0,23 58,27
BRS Cicero Kabuli 8,48 +0,07 3,10+0,05 5,15+0,06 16,69 + 0,37 66,58

Linhagens |Tipos

Gb 19-084 UPL

4 Desi 9,05+0,10 2,23+0,06 6,00+0,08 19,24+0,73 63,48
Gb20-031D Desi 8,99+0,01 2,40%+0,05 4,52+0,17 21,70+0,32 62,39
Gb 20-031 Desi 8,25+0,11 2,16 £0,04 5,38 +0,06 21,83 +0,23 62,38
Gb 20-056 A Desi 8,32+0,07 2,44+0,08 535+0,03 21,89+0,51 62,00
Gb 20-072 Desi 8,18+0,11 2,21+0,04 6,47 £0,01 22,42 +0,38 60,72
Gb 20-074 Desi 8,16 +0,09 2,35+0,08 5,32+0,10 22,68 +0,13 61,49

Fonte: Autor (2022).
Nota: Resultados apresentam médias + desvio padrdo de trés determina¢des em base Umida.
*Carboidratos totais estimados por diferenca dos demais componentes.

Ainda no contexto de proteinas, observou-se que as amostras apresentam
valores dentro do observado na literatura, como apresentou Tavano et al. (2004) em
seu trabalho de avaliacdo nutricional de proteinas de grdo de bico, analisando a
variedade IAC-Marrocos, onde foi observado que a farinha descorticada e
desengordurada dessa variedade contém 25,01% de proteina, e que desse total de
proteina 47,85% pertence a fracdo de globulinas, 18,63% de albumina, 10,02%
glutelina e 0,17% de prolamina. Outros autores apresentam o percentual proteico do
grao de bico em base seca entre 12,4% e 31,5%, sendo assim as amostras
apresentaram valores proximos aos encontrados por outros autores (Torres-Fuentes
et al., 2015; Rachwa-Rosiak et al., 2015). Hernandez e Mejia (2019) destacam em
seu trabalho que as diferengas no teor proteico entre 0os gendtipos Kabuli e Desi
ainda ndo estdo esclarecidos e que diferentes variagdes s&o observadas na

literatura.
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5.2 HIDROSOLUBILIDADE DE COMPONENTES DOS GRAOS

5.2.1 Solubilidade de proteinas e caracterizacao

Sobre a solubilizagdo das proteinas presentes nas amostras, considerando o
total extraido nos trés ciclos de extracdo e o total de proteinas presente na farinha
de cada amostra, foram expressos os rendimentos de extracdo total apresentados
na Tabela 3.

Tabela 3 — Solubilidade aquosa de proteinas de diferentes cultivares e linhagens de
grao de bico (Cicer arietinum L.).

A . Proteinas Total de
mostras extraidas a partir | proteinas em .

% de extracao

_ _ de 1 g de amostra | 1 grama de

Cultivares Tipo (mg) farinha (mg)
BRS Cristalino Kabuli 123,96 + 1,11 bc 237,30 51,97 +0,47 ¢
BRS Toro Kabuli 144,16 + 0,00 @ 221,40 65,11 £ 0,00
BRS Aleppo Kabuli 126,52 + 3,83 ¢ 242,50 51,66 +1,58 ¢
BRS Cicero Kabuli 122,96 +1,81 ¢ 166,90 73,68 +£1,08 2

Linhagens Tipo

Gb 19-084 UPL 4 Desi 101,24 +1,81 ¢ 192,40 52,62 +0,94 ¢
Gb 20-031 D Desi 114,57 £2,12¢ 217,00 53,36 + 0,98 9
Gb 20-031 Desi 106,55 + 2,21 ¢ 218,30 48,23 +1,01f
Gb 20-056 A Desi 125,23 +£1,84 b 218,90 57,21+0,84°¢
Gb 20-072 Desi 130,07 £ 2,81 P¢ 224,20 58,29 +1,25¢
Gb 20-074 Desi 126,78 + 3,78 ¢ 226,80 55,90 + 1,67 ©d

Fonte: Autor (2022).

Nota: Resultados apresentam médias + desvio padrao de trés determina¢des. Valores em mesma
coluna contendo letras iguais sobrescritas ndo apresentam diferencgas significativas de acordo com o
teste de Tukey’s (p<0,05).

Os cultivares do gendtipo Kabuli apresentaram valores de extracdo entre
51,66% e 73,68%. As linhagens do gendétipo Desi apresentaram valores entre
48,23% e 58,29%. O cultivar BRS Cicero obteve melhor aproveitamento na extracao

de proteinas em agua, com valor de extracdo de 73,68% * 1,08 apresentando
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diferenca das demais amostras. Desta forma, apesar de ser o cultivar com menor
teor proteico total, seu extrato aquoso apresentou teor de proteinas préximo ao dos
extratos das outras amostras, sendo similar estatisticamente as cultivares BRS
Cristalino, BRS Aleppo, Gb 20-056 A, Gb 20-072 e Gb 20-074. Desta forma, 0s
extratos apresentaram rendimento de extracao proteica semelhante, com menores
guantidade os extratos das amostras BRS Cristalino, BRS Aleppo, Gb 20-031 e Gb
19-084 UPL 4.

Uma maior extracao proteica pode permitir que se empregue estes graos de
maneira mais eficiente na elaboragao de produtos, como bebidas vegetais, com teor
proteico maior. Neste sentido, para efeito de processo de obtencdo de extratos
aquosos para formulacédo de bebidas proteicas, é importante destacar-se os dados
da Tabela 3 foram obtidos apds trés ciclos de extracdo consecutivos, assim, a
observacéo adicional foi sobre o percentual de proteinas obtido em cada um dos
ciclos, permitindo estimar-se o potencial de solubilizacdo destas proteinas em
processos que empreguem apenas um ciclo de extracdo. Os resultados da
solubilizac&o de proteinas em agua para os diferentes graos estao representados na
Figura 2, considerando-se o percentual de proteinas extraidas em cada ciclo de

extracao.

Figura 2 - Percentual de proteinas solubilizadas em agua, por ciclo de extracédo, para
diferentes amostras de grdo de bico (Cicer arietinum L.).
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Nota: 37 Extragdo rendimento ndo detectado.
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Na primeira extracdo o0s extratos aquosos dos genétipos Kabuli (BRS)
obtiveram valores entre 29,4 e 44,9% de rendimento de extracdo proteica e as
amostras do gendtipo Desi (Gb) entre 27,2 e 49,5% (Figura 2). Na segunda extracdo
0S extratos aquosos das amostras do gendtipo Kabuli apresentaram valores entre 19
e 22,8% de rendimento de extracao proteica e as amostras do gendétipo Desi entre
11,2 e 23,5%. As amostras BRS Toro, BRS Cicero, Gb 19-084 UPL 4, Gb 20-031 D,
Gb 20-056 A e Gb 20-072 apresentaram na primeira extracdo aproximadamente o
dobro do rendimento comparado a segunda extracdo, demonstrando-se melhores
para procedimentos de apenas uma extracdo, ja as amostras BRS Cristalino, BRS
Aleppo, Gb 20-031 e Gb 20-074 obtiveram valores proximos entre a primeira e
segunda extragao.

Ja na terceira extracdo ndo houve detecdo de proteinas nos extratos,
indicando que os dois primeiros ciclos foram suficientes para a extracao da fracédo de
proteinas soluveis em agua (Figura 2). Ou seja, para futuras analises a adocéo de
apenas duas extracdes podem ser consideradas suficientes, nas condi¢des
adotadas neste trabalho.

De maneira geral, estes percentuais de solubilidade estdo acima do esperado
se apenas a fracdo solivel em agua (albumina) for a considerada, visto que
leguminosas apresentam concentracfes de albuminas entre suas fracdes proteicas
gue se aproximam de 20% (Yust et al., 2010; Kou et al., 2013; Tavano et al., 2008).
Isso deve, provavelmente, a solubilizacdo de globulinas das amostras. As globulinas
sdo a fracdo proteica majoritaria nos grédos e o método de extracdo aqui utilizado
pode ter colaborado para a solubilizacdo de parte dessa fracdo. Uma possivel
hipotese para a captacdo de globulinas nos extratos agquosos pode ser a
solubilizacdo de outras substancias solliveis em agua e presentes nas farinhas das
amostras, como minerais, e que, possivelmente, alteraram a forca i6bnica do meio e
facilitaram a solubilidade dessa fracao.

Liu et al. (2008) observaram a mesma caracteristica em sua analise de
meétodos de extracdo das fracdes proteicas albuminas e globulinas de variedades de
grao de bico por solucbes contendo K>SO4, NaCl e extracdo com agua destilada.
Esses autores obtiveram rendimentos de extracdo em 4gua destilada da ordem de
5,2% a 21% das globulinas totais do gréo, dependendo da variedade de grao de bico

analisada. Eles concluiram que a possivel composicdo e contetdo mineral de
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diferentes cultivares podem contribuir para diferentes extracdes de proteinas em
agua, o que explicaria porque ndo apenas albumina, mas também globulinas foram
extraidas.

A composicdo dos extratos proteicos é de importante conhecimento, pois
diferencas na estrutura primaria das fracdes poderdo oferecer diferentes
guantidades e propor¢cbes de aminoéacidos. A fracdo proteica albumina do grao de
bico, por exemplo, contém uma maior concentracdo de aminoacidos sulfurados
(metionina e cisteina) em comparacdo com a fragdo proteica globulina (Tavano et
al., 2008). Liu et al. (2008), em extratos aquosos de grdo de bico, também
encontraram o dobro de aminoacidos sulfurados na fracdo albumina em comparacao
com a fracdo globulina.

Desta forma, uma composi¢cao proteica com maior concentracéo de globulinas
no material pode contribuir para um produto com menor teor de sulfurados. Esta
caracteristica pode ser positiva ou negativa, a depender do objetivo do consumo
proteico e em gque faixa etaria. Estudos sobre a restricdo de metionina, por exemplo,
vém sendo relacionados a promocao da longevidade humana. Uma explicacao seria
dada pela associacao da supressao do eixo somatotréfico GH/IGF-1, modulagéo da
atividade mitocondrial e aumento dos niveis de sulfeto de hidrogénio (H2S) (Miller, et
al., 2005; Orgeron et al.,, 2014; Hine et al., 2015). Barcena et al. (2018) em sua
pesquisa com ratos expostos a dietas com restricdo de metionina, observaram
melhora no perfil lipidico, melhoras nos mecanismos de reparacdo de DNA e de
processos inflamatorios, caracteristicas promotoras de longevidade.

Outra caracteristica a se observar, quando se trata da proporcdo das fracGes
proteicas na proteina extraida, refere-se ao potencial de liberacdo de peptideos
bioativos. Quintero-Soto et al. (2021) analisando a atividade antioxidante e
antidiabética de fracbes albumina e globulina de grédo de bico hidrolisadas, ambas
com uso de alcalase, observaram maior atividade antioxidante e inibidora das
enzimas a-amilase e a-glicosidase pelo hidrolisado de albuminas do que pelo
hidrolisado de globulinas, associando esse resultado ao maior nimero de peptideos
e aminodcidos antioxidantes (fenilalanina, histidina, triptofano e prolina) encontrados
no hidrolisado de albuminas, onde os peptideos FEI, FEL, FIE, FKN, FGKG e MEE
obtidos da fragédo de albuminas de grédo de bico do gendtipo ICC3761 apresentaram
destaque na atividade antioxidante e inibicdo de enzimas relacionadas ao

metabolismo de carboidratos (a-amilase e a-glicosidase) e diabetes tipo 2 (DPP4).
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Torres-Fuentes et al. (2015) em seu estudo de identificagéo e caracterizacao
de peptideos antioxidantes obtidos de proteinas de gréo de bico, observaram em
peptideos da globulina de gréo de bico atividade antioxidante e de protecdo das
células Caco-2 expostas a agentes oxidantes, destacando os peptideos ALEPDHR,
TETWNPNHPEL, FVPH e SAEHGSLH com maior atividade. Embora muitos estudos
abordem peptideos liberados apds hidrélise controlada com uso de proteases, 0
préprio grao, naturalmente, pode conter peptideos de interesse. Exemplo disso é a
concentracdo de a-amino grupos nos extratos aquosos (Tabela 4), indicador da
presencga ndo s6 de proteinas, mas de peptideos e aminoacidos livres liberados da

proteina total do grao.

Tabela 4 — a-amino grupos livres nos extratos aquosos a partir de diferentes
amostras de grao de bico (Cicer arietinum L.).

_ pmol de a-amino
pmol de a-amino
Amostras grupos/g de
grupos/g de ]
proteina
amostra -
Cultivar Tipo solubilizada
BRS Cristalino Kabuli 186,99 +4,41 2 1508,29 + 25,80 &P
BRS Toro Kabuli 161,16 + 2,41 bc 1117,88 + 16,75
BRS Aleppo Kabuli 133,65 + 5,31 9¢ 1057,85+ 72,721
BRS Cicero Kabuli 139,71 +12,32 d 1135,50 + 42,80 ef
Linhagens Tipo
Gb 19-084 UPL 4 Desi 120,86 + 2,19 ¢ 1194,34 + 86,12 def
Gb 20-031 D Desi 146,43 + 5,69 °d 1277,90 + 36,37 cde
Gb 20-031 Desi 161,99 + 0,70 be° 1520,63 £ 25,11 @
Gb 20-056 A Desi 166,61 +4,01° 1330,58 + 30,56 ¢4
Gb 20-072 Desi 177,44 + 1,99 ab 1364,43 + 23,48 bc
Gb 20-074 Desi 169,69 + 10,91 ab 1339,07 + 91,53 ¢d

Fonte: Autor (2022).

Nota: Resultados apresentam médias + desvio padrdo, de trés determinacdes. Valores em mesma
coluna contendo letras iguais sobrescritas ndo apresentam diferengas significativas de acordo com o
teste de Tukey’s (p<0,05).

Observou-se que a linhagem Gb 19-084 UPL 4 (Desi) apresentou a menor

guantidade de pmol de a-amino grupos solubilizados em seu extrato aquoso,
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diferindo dos demais gréos, indicando que este grao apresentava seu material
proteico menos fragmentado (Tabela 4). Em contrapartida, o cultivar BRS Cristalino
(Kabuli) apresentou a maior concentragdo de pmol de a-amino grupos solubilizados,
indicando conteudo proteico previamente mais fragmentado em comparagcdo as
outras amostras.

Embora os resultados da Tabela 4 indiguem diferencas significativas na
composigado de a-amino grupos entre amostras, a analise eletroforética do contetdo
proteico dos hidrolisados (Figura 3) ndo indica grande diferenca no perfil do peso
molecular dos principais componentes proteicos. Como exemplo, observa-se
significativa diferenca no conteudo de a-amino grupos entre o0s extratos das
amostras BRS Cristalino e BRS Aleppo (Tabela 4), mas o perfil eletroforético relativo
a essas amostras apresenta grande semelhanca. Assim, as diferencas expressas na
Tabela 4 seriam mais devidas a presenca de aminoacidos e peptideos de baixo
peso molecular livres, do que a uma significativa diferenca de conteudo de fracdes
proteicas. Importante destacar que um gel de eletroforese de 12% de poliacrilamida,
como aqui utilizado, ndo seria capaz de manter pequenos peptideos entre as bandas
visualizaveis, possibilitando visualizar apenas as bandas correspondentes a cadeias

proteicas dos extratos.

Figura 3 - Perfil eletroforético dos extratos aquosos das amostras de grdo de bico
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Fonte: Autor (2022).
Nota: Linha: P — marcador de peso molecular.
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O perfil eletroforético dos extratos aquosos (Figura 3) apresentou uma linha
expressiva na margem entre 45 e 66 kDa, demonstrando que maior parte do
conteudo proteico se encontra com o0 peso molecular dentro dessa faixa. Essa
caracteristica apresentada na eletroforese condiz com o resultado encontrado na
literatura, como apresentado por Ferreira et al. (2019) que observaram bandas
intensas no perfil eletroforético de amostras de grdo de bico (Cicer arietinum L.)
entre 49 e 62 kDa, coerente com o fato de a fracdo globulina (com peso molecular
entre 43 e 53 kDa) ser a majoritaria nas leguminosas.

Outra caracteristica do material proteico analisado nos extratos aquosos foi a
presenca de atividade de protease. Os extratos aquosos das amostras apresentaram
essa atividade, sendo a linhagem Gb 20-072 (Desi) a que apresentou maior
atividade e as linhagens Gb 19-084 UPL 4 e Gb 20-031 ambas do gendtipo Desi as
com menor atividade (Figura 4).

Figura 4 - Atividade de protease presente no material solivel em agua de amostras
de grdo de bico (Cicer arietinum L.), a partir de 1 grama de graos e
considerando-se BAPNA como substrato.
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Fonte: Autor (2022).

Nota: Dados expressos como pmol de p-nitroanilina liberados/minuto/g de gréos. Resultados
apresentam médias de trés determinagfes. Letras iguais ndo apresentam diferencas significativas
(p<0,05).

A presenca de proteases nos extratos aquosos pode indicar o potencial para

hidrdlise de proteinas dos graos a partir de seu proprio contetdo. Ou seja, durante o
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processo de producdo da farinha e posterior contato desta com a agua para
extracdo, a liberacdo de proteases contidas nos graos, promovida pela trituragéo,
associada a presenca de agua, favoreceu a protedlise e solubilizacdo de contetdo
proteico na forma de pepetideos e aminoé&cidos livres. Processo semelhante,
inclusive, provocado pelo natural processo de germinacéo dos graos (Bueno et al.,
2020). Essa acdo de endo proteases pode influenciar caracteristicas tecno
funcionais, como a citada, ou seja, maior solubilizacdo de material proteico,
representado por peptideos sollveis (Xu et al. 2021).

Outra caracteristica observada entre as proteinas solubilizadas é a presenca

de inibidores de tripsina (Tabela 5).

Tabela 5 — Atividade de Inibicdo de tripsina entre os componentes solUveis em
agua das diferentes amostras de gréao de bico (Cicer arietinum L.).

(continua)
Amostras UIT*/g de amostra |UIT*/g de proteina| UIT*/g de proteina
(farinha do grao) do gréo solubilizada
Cultivar | Tipo
BRS . 1501323 64936,13 + 93369,60 +
Cristalino 231,55 ¢d 1001,52 e 747217 cde
. 1371429 + 63492,06 + 8253943 +
BRS Toro  Kabul 147,16 681,32 ¢ 2704.41
. 1393840 + 58811,82 + 88535,08 +
BRS Aleppo Kabuli 688,82 ¢ 2006.43 ! 621283 de
) . 1712345+ 106489,10 + 99357,06 +
BRS Cicero  Kabuli 338,03 2 210781 2 261487 bed
Linhagens | Tipo
Gb19-084 _ . 1775454% 95300,80 + 117439.15 +
UPL 4 528,10 2 283468 b 8702.49 2
. 1666147 + 78964,32 + 102396,39 +
Gb20-031D Desi /s oga 4953,00 © 1726,09 abcd
. 1703866 + 80219,70 + 101775,42 +
Gb 20-031  Desi 198,54 @ 934,76 ¢ 9591 21 abed
. 1746452 + 82147.34 + 108016,56 +
Gb 20-056 A Desi 444,70 @ 2091,73 ¢ 2786,91 abe
. 1655821 + 75955,10 + 105013,19 +
Gb20-072 Desl 515 60 ave 989,00 o« 2249,38 abes
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Tabela 5 — Atividade de Inibicdo de tripsina entre os componentes sollveis em

agua das diferentes amostras de gréao de bico (Cicer arietinum L.).
(concluséo)

Amostras UIT*/g de amostra |UIT*/g de proteina| UIT*/g de proteina
(farinha do grao) do gréo solubilizada
Linhagens | Tipo
: 15243,75 + 68882,75 + 112093,75 +
Gb20-074  Desl g5 g9 bes 3836,39 de 5874,09 20

Fonte: Autor (2022).

Nota: *Unidade de inibicdo de tripsina. Resultados apresentam médias + desvio padrdo, de trés
determinacdes. Valores em mesma coluna contendo letras iguais sobrescritas ndo apresentam
diferencgas significativas de acordo com o teste de Tukey’s (p<0,05).

A atividade de inibicdo de tripsina por grama de farinha, de modo geral, foi
maior no tipo Desi, destacando-se as linhagens Gb 20-031 D, Gb 20-031, Gb 20-056
A e Gb 20-072 (Tabela 5). Também em termos de g de extrato, o destaque foi para
amostras da linhagem Desi (Gb 20-072 e Gb 20-074). Considerando a atividade
inibitéria de tripsina por g de proteina nas farinhas e no extrato aquoso (proteina
solubilizada), a linhagem Desi também apresentou valores maiores. Por g de
proteina da farinha, destacam-se as amostras Gb 19-084 UPL 4, Gb 20-031 D, Gb
20-031, Gb 20-056 A e Gb 20-072; e por g de proteina solubilizada, igualmente, as
maiores atividades de inibicdo de tripsina sdo da linhagem Desi (Gb 19-084 UPL 4 e
Gb 20-074) (Tabela 5).

Quando analisado a atividade inibidora de tripsina por grama de proteina
tanto do grdo como do extrato aquoso (Tabela 5), observa-se concentracbes
maiores de componentes com essa atividade dentre as proteinas solubilizadas. Isto
se deve ao fato de que dentre os inibidores de tripsina presentes nas leguminosas
0s principais sdo os do tipo Bowman-Birk, que sdo proteinas que apresentam
caracteristica de baixo peso molecular e solubilidade em meio aquoso devido ao
arranjo dos aminoacidos hidrofébicos e hidrofilicos presentes nos inibidores
Bowman-Birk (Losso, 2008).

Portanto, nos extratos aquosos pdde-se observar que had uma extracao
relevante desses inibidores de tripsina, conferindo assim aos extratos, por um lado,
caracteristicas antinutricionais e, por outro, nutracéutica. Idate et al. (2021)
descreveram em seu trabalho que os inibidores de proteases sao conhecidos pela

capacidade de bloquear a agdo de enzimas proteoliticas podendo levar a



39

dificuldades no processo digestivo, mas por outro lado, podem, a exemplo dos
inibidores tipo Bowman-Birk, serem interessantes na prevencao e tratamento de
alguns tipos de cancer, doencas neurodegenerativas e cardiovasculares, atrofia
muscular e processos inflamatorios (Clemente; Domoney, 2007; Oliva et al., 2011).

5.2.2 Solubilizagcdo de componentes fendlicos

Os resultados de solubilizacdo aquosa dos fendlicos totais sédo apresentados

na Tabela 6.

Tabela 6 — Fendlicos totais solUveis em agua a partir de diferentes amostras de
grao de bico (Cicer arietinum L.).

Fendlicos totais soluveis Proporcao % de
Amostras (mg equivalente de acido do peso de| Fendlicos
galico/g de amostra) cascas nos| totais
graos soluveis
Cultivar Tipos Gréo integral Casca integros | advindos
(%) das cascas
BRS Cristalino  Kabuli 2,66 +0,06 ¢4¢ 0,87 +0,01°¢ 5,41 1,8
BRS Toro Kabuli 2,80+0,01P¢ 0,86+0,01° 4,87 1,5
BRS Aleppo Kabuli 2,62+0,049 0,71+0,01° 4,47 1,2
BRS Cicero Kabuli 2,52+0,02°¢ 0,47 +0,02°¢ 5,24 1,0
Linhagens Tipos
Gb 19-084 UPL
4 Desi 2,56 +0,03¢ 4,07+0,22¢ 10,47 16,7
Gb 20-031 D Desi 291+0,062> 937+0,11° 7,91 25,4
Gb 20-031 Desi 2,64+0,039% 936+0,11° 8,07 28,6
Gb 20-056 A Desi 3,04+£0,042 11,02%+0,16°2 9,21 33,3
Gb 20-072 Desi 299+0,002 947+0,29° 7,45 23,6
Gb 20-074 Desi 2,70+0,11¢9 10,28+0,13° 8,35 31,8

Fonte: Autor (2022).
Nota: Resultados apresentam médias + desvio padrdo, de trés determinagfes. Letras iguais ndo
apresentam diferencas significativas de acordo com o teste de Tukey (p<0,05).
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As amostras apresentaram quantidades de componentes fendlicos totais
solaveis do gréo bastante proximas (Tabela 6), com destaque para maiores valores
nas amostras Gb 20-056 A e Gb 20-072 da linhagem Desi. Se considerada apenas a
casca, todos os graos da linhagem Desi se mostraram superiores em conteddo de
fendlicos totais sollveis. As cascas das amostras dessa linhagem contribuem muito
mais em termos de fendlicos totais sollveis dos graos, do que as da linhagem Kabuli
(16,7% a 31,8% e 1% a 1,8%, respectivamente).

Os resultados ndo apontam para uma grande diferenca em conteudo de
fendlicos totais nos extratos aquosos dos graos entre as amostras de coloracdo
creme (Kabuli) e marrom (Desi). Porém, quando os resultados das cascas séo
considerados isoladamente, observam-se valores bastante diferentes entre as
amostras claras e escuras, com estas Ultimas apresentando valores até dez vezes
maiores do que os encontrados para os graos do tipo Kabuli.

Foi realizada uma anélise de correlacdo (Tabela 7) com a quantidade de
fendlicos totais dos extratos dos graos integros e dos extratos das cascas com 0S

valores dos indices de colorimetria (item 5.1.1).

Tabela 7 — Coeficientes de correlacdo entre valores de fendlicos totais dos graos
integros e indices de colorimetria das amostras de graos de bico (Cicer

arietinum L.).

Métodos correlacionados Coeficientes de correlacao (r)
Luminosidade/Fendlicos totais dos gréos -0,3116 (p = 0,38072)
indice a/Fendlicos totais dos gréos 0,5419 (p = 0,10561)
indice b/Fendlicos totais dos gréos 0,2494 (p = 0,48709)
Tom/Fendlicos totais dos graos -0,4159 (p = 0,2319)
Croma/Fendlicos totais dos graos 0,4702 (p = 0,17031)
Luminosidade/Fendlicos totais das cascas -0,6614 (p = 0,03729)*
indice a/Fendlicos totais das cascas 0,8386 (p = 0,0024)*
indice b/Fendlicos totais das cascas 0,0391 (p = 0,91464)
Tom/Fendlicos totais das cascas -0,7708 (p = 0,009055)*
Croma/Fendlicos totais das cascas 0,484 (p = 0,1563)

Fonte: Autor (2022).
Nota: *As correla¢des marcadas (r) séo significativas (p<0,05).
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Foi observado que ndo ha correlacdo entre os valores de fendlicos totais
encontrados nos extratos aquosos dos graos integros e os indices de colorimetria
encontrados nas amostras (Tabela 7). Porém, quando consideradas apenas as
cascas ha correlacdo com os valores dos indices de luminosidade, eixo “a” e tom.
Isso demonstra que quanto mais escuro e proximo da cor vermelha é a cor da casca
do grdo, maior € a concentracdo de fendlicos totais presentes. Outros estudos
confirmam esses resultados, demonstrando que para diferentes leguminosas, as
sementes mais pigmentadas tendem a conter niveis mais altos de compostos
fendlicos, como antocianinas (Choung et al., 2003; Duefias et al., 2006).

Quando os flavonoides totais soluveis foram determinados (Tabela 8), seguiu-
se a mesma caracteristica apresentada para os resultados da analise da
solubilizacdo de fendlicos totais. Os extratos aquosos dos graos integros dos tipos
Kabuli e Desi ndo apresentaram diferencas entre si nas concentracdes de
flavonoides totais, mas sim entre as amostras. Sendo as amostras BRS Cristalino
(Kabuli), Gb 20-072 (Desi), Gb 20-056 A (Desi) e BRS Toro (Kabuli) as com maior
concentracéo de flavonoides (sem diferenca entre si) e a variedade Gb 20-031 (Desi)

com menor concentracao (Tabela 8).

Tabela 8 — Flavonoides totais sollUveis em agua a partir de diferentes amostras de
grao de bico (Cicer arietinum L.).

(continua)
Flavonoides totais solaveis |Proporgao % de
Amostras (mg equivalente de do peso de| flavonoides

catequinas/g de amostra) |cascas nos totais

graos soluveis
Cultivar Tipos Grao integral Casca integros | advindos
(%) das cascas
BRS Cristalino Kabuli 1,27+0,0102 0,79+0,15°¢ 5,41 3,4
BRS Toro Kabuli 1,16 £0,03 2P 0,60 + 0,08 © 4,87 2,5
BRS Aleppo Kabuli 0,89 +0,05¢¢ 0,44 +0,02° 4,47 2,2
BRS Cicero Kabuli 0,88 +0,04¢¢ 0,33+0,02¢° 5,24 2,0
Linhagens Tipos

Gb 19-084 UPL 4  Desi 0,79+0,09% 248+0,059 10,47 33,1

Gb 20-031 D Desi 1,13+0,03> 5,90+0,23° 7,91 41,4
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Tabela 8 — Flavonoides totais sollveis em agua a partir de diferentes amostras de
grao de bico (Cicer arietinum L.).
(concluséo)

Flavonoides totais solUveis | Proporgéo % de

Amostras (mg equivalente de do peso de| flavonoides
catequinas/g de amostra) |cascas nos totais
graos solaveis
Linhagens Tipos Grao integral Casca integros | advindos
(%) das cascas
Gb 20-031 Desi 0,71+0,05¢ 6,20+£0,22° 8,07 70,2
Gb 20-056 A Desi 1,16 £0,002b 7,78 +£0,36 9,21 61,6
Gb 20-072 Desi 1,28+0,012 6,76 +0,16° 7,45 39,4
Gb 20-074 Desi 0,97 +0,02¢ 6,25+0,245¢ 8,35 53,9

Fonte: Autor (2022).
Nota: Resultados apresentam médias + desvio padréo, de trés determinacdes. Letras iguais ndo
apresentam diferencas significativas de acordo com o teste de Tukey (p<0,05).

Os valores das concentracdes de flavonoides totais dos extratos aquosos das
cascas apresentaram a mesma caracteristica dos resultados de fendlicos totais
soluveis, onde houve diferenca entre as linhagens, sendo a maioria das amostras do
genodtipo Desi com maior concentracdo de flavonoides totais solGveis. Destaque para
a amostra Gb 20-056 A (Desi) com maior concentracao e diferenca das demais.

Assim como nos fendlicos, uma analise de correlacdo dos valores de
flavonoides totais solUveis presente nos extratos aquosos dos graos integros e o
percentual de flavonoides solUveis presentes nas cascas nao mostrou correlacao (r
=-0,1928; p = 0,5936).

Sobre o percentual de flavonoides totais solUveis nos extratos aquosos dos
grdos integros, que correspondem aos presentes nas cascas, a mesma
caracteristica apresentada nos fendlicos totais soluveis foi observada, tendo a
linhagem Desi entre 33,1% e 70,2% e a linhagem Kabuli entre 2,0% e 3,4%. Porém,
essa concentracdo também ndo altera proporcionalmente as concentracdes dos
flavonoides totais detectados nos extratos aquosos dos grdos integros, fato que
pode estar relacionado também as condicbes de extracdes apresentadas
anteriormente.

Da mesma forma como apresentado na Tabela 7 foi realizado uma analise de

correlacdo (Tabela 9) com os valores de flavonoides totais apresentados nos
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extratos dos gréos integros, nos extratos das casas e os valores dos indices de

colorimetria.

Tabela 9 — Coeficientes de correlacdo entre valores de flavonoides totais dos e
indices de colorimetria das amostras de grédos de bico (Cicer arietinum
L.).

Variaveis correlacionadas Coeficientes de correlacao (r)

Luminosidade/Flavonoides totais dos 0,0043 (p = 0,99052)

gréos

indice a/Flavonoides totais dos gr&os 0,1191 (p = 0,74305)
indice b/Flavonoides totais dos gr&os 0,2371 (p = 0,50953)
Tom/Flavonoides totais dos gréos -0,0496 (p = 0,89175)
Croma/Flavonoides totais dos graos 0,2292 (p = 0,5240)

Luminosidade/Flavonoides totais das -0,6653 (p = 0,0357)*

cascas

indice a/Flavonoides totais das cascas 0,8219 (p = 0,00352)*
indice b/Flavonoides totais das cascas 0,0275 (p = 0,9399)
Tom/Flavonoides totais das cascas -0,7678 (p = 0,0095)*
Croma/Flavonoides totais das cascas 0,4667 (p = 0,1739)

Fonte: Autor (2022).
Nota: *Correlac¢des significativas (p <0,05).

O resultado encontrado foi similar ao observado na andlise de correlacdo de
fendlicos totais e os dados de colorimetria, sendo que néo ha correlacdo entre os
valores de flavonoides totais dos extratos aquosos dos graos integros e os indices
de colorimetria encontrados. Porém, da mesma forma que os fendlicos totais
soluveis, quando analisados os valores de flavonoides totais presentes nos extratos
das cascas, ha correlagdo com os valores dos indices de luminosidade, eixo “a” e
tom. O que demonstra que quanto mais escuro e préximo da cor vermelha é a cor da
casca do grao, maior € a concentracdo de flavonoides totais presentes.

Segev et al. (2010) em seu trabalho de analise de determinacao de polifendis,
flavonoides e atividade antioxidante de variedades de grdo de bico de cores
diferentes, constatou a mesma caracteristica, observando que as sementes mais

escuras, amarelas e com alta intensidade de cor contém mais fendlicos totais,
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flavonoides totais e maior atividade antioxidante do que as sementes de cor mais

clara.

5.3 POTENCIAL ANTIOXIDANTE DOS COMPONENTES SOLUVEIS DOS
DIFERENTES GRAOS

Ap6s a andlise da atividade antioxidante pelo método DPPH (Figura 5)
observou-se que ha atividade antioxidante em todos os extratos aquosos das
amostras. As amostras Desi apresentaram 0s maiores valores, tanto para 0s
extratos dos graos integros como para os extratos das cascas, sendo a amostra Gb
20-072 a com maior atividade no extrato do gréo integro. Os extratos das amostras
Kabuli apresentaram os menores valores, sem diferenga entre eles, mas diferentes

das amostras Desi.

Figura 5 - Atividade antioxidante dos extratos aquosos dos gréos integros e das
cascas das amostras de graos de bico (Cicer arietinum L.) de gendtipos
diferentes expressos em nmol equivalente de Trolox/g de amostra
realizado pelo método DPPH.

B Grao W Casca

16000,000
14000,000 a a
12000,000
10000,000
8000,000 3
000,000 b
4000,000
2000,000 c cc
0,000

nmol eq. Trolox/g de
amostra

Fonte: Autor (2022).
Nota: Resultados apresentam médias de trés determinacdes. Letras iguais ndo apresentam
diferencas significativas de acordo com o teste de Tukey (p<0,05).

Sao varias as substancias encontradas na composi¢cdo quimica do gréo de
bico com potencial de atividade antioxidante, entre elas o material proteico
(proteinas, peptideos e aminoacidos), os acidos fendlicos e os flavonoides (Matsui et
al., 2018; Soto et al., 2021; Jameel et al., 2021; Ferreira et al., 2019). Desta forma foi
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feita a analise de correlacdo dos valores de atividade antioxidante encontrados nos
extratos aquosos e os valores de proteinas solUveis, a-amino grupos soluveis,
fendlicos totais solUveis e flavonoides totais solGveis nos extratos aquosos dos graos

integros e das cascas (Tabela 10).

Tabela 10 — Coeficientes de correlagédo entre valores de atividade antioxidante
obtidos com método DPPH e componentes solUveis das amostras de
graos de bico (Cicer arietinum L.).

Variaveis correlacionadas Coeficientes de correlacao (r)

Atividade Antioxidante/Proteinas totais -0,2889 (p = 0,4182)

solubilizadas
Atividade Antioxidante /a-amino grupos 0,2614 (p = 0,4656)
Qrtg/(l)iade Antioxidante /Fendlicos totais dos 0.5573 (p = 0,09422)

Atividade Antioxidante das cascas/Fenodlicos

totais das cascas 0,9838 (p = 2,9314E-07)

Atividade Antioxidante /Flavonoides totais

dos gréos 0,1491 (p = 0,6809)

Atividade Antioxidante das

— _ *
cascas/Flavonoides totais das cascas 0,9735 (p = 2,0969E-06)

Fonte: Autor (2022).
Nota: *Correlac¢des significativas (p <0,05).

O resultado obtido entre os valores de proteinas totais solubilizadas e os
valores de umol de a-amino grupos presentes nos extratos, em ambas as analises, €
gue nado ha correlacédo. Desta forma, o teor de proteina ou quao fragmentado é seu
material proteico ndo apresentou relevancia na atividade antioxidante dos extratos
aquosos.

O resultado da correlacéo entre o teor de fendlicos totais solUveis presentes
nos extratos dos graos integros nao apresentou correlacgdo com a atividade
antioxidante, porém nos extratos das cascas se obteve uma forte correlacao.

Outra analise realizada de correlacdo foi a da atividade antioxidante e as
concentracfes de flavonoides totais presentes nos extratos dos graos integros e das
cascas, o resultado obtido foi similar aos apresentados nas concentracdes de
fendlicos totais, sendo os extratos dos grdos integros sem correlacdo, porém o0s

extratos das cascas apresentaram forte correlagdo com a atividade antioxidante.
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Desta forma, como o percentual de cascas do grao é pequeno em relagédo aos
outros componentes, a atividade antioxidante dos extratos dos graos integros sofre
pouca influéncia dos fendlicos totais e flavonoides totais presentes nas cascas,
porém essas substancias presentes nas cascas tém forte correlagdo com a atividade
antioxidante quando presente em maiores concentracdes.

Outro método realizado para analisar a atividade antioxidante dos extratos

aquosos das amostras foi com uso do reagente ABTS+ (Figura 6).

Figura 6 - Atividade antioxidante dos extratos aquosos dos grdos integros e das
cascas das amostras de graos de bico (Cicer arietinum L.) de genétipos
diferentes expressos em nmol equivalente de Trolox/g de amostra
realizado pelo método ABTS.

B Grido M Casca

90000,000 a
80000,000 b
70000,000 | &d c,d b,c cd c,d b,c d
60000,000
50000,000
40000,000 a b
30000,000
20000,000
10000,000
0,000

nmol eq. Trolox/g de amostra

(5“} &
& & ® &

Fonte: Autor (2022).
Nota: Resultados apresentam médias de trés determinacdes. Letras iguais ndo apresentam
diferencas significativas de acordo com o teste de Tukey (p<0,05).

A partir deste método foi observado um padrdo de resultados proximo ao
obtido com o uso do DPPH, quando analisado os extratos aquosos das cascas.
Porém, quando analisados os resultados referentes aos extratos dos graos integros,
nao houve uma diferenca entre os tipos Kabuli e Desi, mas apenas entre algumas
amostras. Desatacando-se as amostras Gb 19-084 UPL 4 e Gb 20-031 D com os
maiores resultados. Importante notar que a Gb19-084 UPL 4 apresentou a maior
atividade antioxidante tanto para o extrato do grao integro, quanto para o da casca.

Essa diferenca de resultados entre os meétodos pode ser explicada pela
diferente reatividade dos reagentes DPPH e ABTS+ com compostos antioxidantes

presentes nos extratos. Como descrevem Quintero-Soto et al. (2018), a
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neutralizacdo de radicais livres por fendlicos de grdo de bico, quando medida
usando DPPH se baseia na transferéncia de atomos de hidrogénio.

Assim como feito anteriormente com os valores obtidos usando DPPH, foi
feita andlise de correlagdo dos valores obtidos com o uso do ABTS+ com os valores
de proteinas soluveis, a-amino grupos presentes nos extratos aquosos, fendlicos
totais sollveis e flavonoides totais sollveis presentes nos extratos aquosos dos

graos integros e das cascas (Tabela 11).

Tabela 11 — Coeficientes de correlacdo entre valores de atividade antioxidante
obtidos método ABTS+ e componentes sollveis das amostras de
graos de bico (Cicer arietinum L.).

Variaveis correlacionadas Coeficientes de correlacao (r)

Atividade Antioxidante /Proteinas totais

solubilizadas -0,7476 (p = 0,0129)*

Atividade Antioxidante /a-amino grupos -0,5331 (p = 0,1126)

Atividade Antioxidante /Fendlicos totais

dos gréos -0,5399 (p = 0,10723)

Atividade Antioxidante das

—_ *
cascas/Fenodlicos totais das cascas 08654 (p = 0,0012)

Atividade Antioxidante /Flavonoides totais

- - *
dos graos 0,7218 (p = 0,0184)

Atividade Antioxidante das

—_ *
cascas/Flavonoides totais das cascas 0,8493 (p = 0,0019)

Fonte: Autor (2022).
Nota: *Correlacdes significativas (p <0,05).

Desta forma, a atividade antioxidante, medida tanto com uso de DPPH,
guanto ABTS, ndo apresenta correlacio com o material proteico dos extratos
(Tabela 11).

Quanto ao teor de fendlicos totais presentes nos extratos dos graos integros e
das cascas e sua correlacdo com a atividade antioxidante, medida com uso de
ABTS, os resultados mostram forte e direta correlacdo para fendlicos totais
presentes nas cascas, mas sem correlacdo com esse contetdo a partir dos gréos
integros (Tabela 11). Mesmos resultados obtidos com uso de DPPH (Tabela 10).

A correlagdo entre atividade antioxidante, pelo método ABTS, e a

concentracéo de flavonoides totais nos extratos dos graos integros e das cascas, se
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mostrou forte e inversa com relacéo aos gréos e forte e direta com relacdo as cascas
(Tabela 11).

Assim, a elaboracdo de alimentos a partir de extratos aquosos de gréo de
bico tem o potencial de produzir bebidas de interesse nutracéutico.

Recomendacdes de consumo de proteinas sdo encontradas na literatura
como é o caso das Dietary protein quality evaluation in human nutrition (FAO, 2013)
e as Dietary reference intakes for energy, carbohydrate, fiber, fat, fatty acids,
cholesterol, protein, and amino acids (IOM, 2005). Porém, recomendacdes de
consumo de substancias bioativas, particularmente, fendlicos totais, ainda ndo estao
bem estabelecidas. Como descrevem Kapolou et al. (2021), a bioacessibilidade e
biodisponibilidade dos polifendis depende de varios parametros, desde a estrutura
do alimento, variacdo genética e interacdes com outros componentes na refeicao.
Aléem disso, a absorcdo dessas substancias no intestino delgado é de
aproximadamente 50%, dependendo da subcategoria do polifenol (Kapolou et al.
2021).

Ha evidéncias de consumo de polifendis e efeitos benéficos a saude, como a
descrita por Costa et al. (2017), em que o consumo regular de aproximadamente 1 a
29 de polifendis por dia é associado a prevencédo de DCNT.

Estudos epidemiolégicos com objetivo de investigar a ingestdo de polifendis
propdem o consumo de 900mg/dia. Porém, os autores ressaltam a importancia de
investigar os meétodos de avaliacdo de polifendis da dieta, os procedimentos
analiticos padronizados e validados e a criacdo de bancos de dados de alimentos
contendo as subcategorias de polifendis, além da validacdo de biomarcadores

especificos afetados (Del Bo et al., 2019; Williamson; Holst, 2008).
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6 CONCLUSOES

As amostras apresentaram caracteristicas de composi¢cdo semelhante ao
descrito na literatura, mas com a extratibilidade proteica em agua acima do esperado
(de 50% a 70%). Embora existam algumas diferencas significativas entre as
amostras no que se refere aos parametros aqui analisados, também foram
observadas semelhancas, especialmente em relacdo as caracteristicas de suas
proteinas.

Entre os gréos de coloragcdo marrom, linhagem Desi, e os da linhagem Kabuli,
se destacou a diferenca nas concentracfes de fendlicos totais e flavonoides totais
presentes nos extratos aquosos das cascas dos graos e os dados de atividade
antioxidante tanto dos extratos aquosos dos grédos quanto das cascas, quando
analisados pelo método DPPH. Pelo método ABTS ha apenas a diferenca dos
extratos aquosos das cascas das amostras.

As amostras analisadas apresentaram atividade antioxidante consideradas
caracteristicas bioativas, o0 que as torna opcfes promissoras para a producao de
alimentos de alto valor nutricional e funcional, especialmente bebidas que

contenham essas substancias soltveis em agua.
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