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RESUMO

GONCALVES, Fabiola Vieira. Caracterizacdo nutricional de gen6tipos comerciais de feijao-
caupi. 2017. 80f. Tese (Doutorado em Fitotecnia). Instituto de Agronomia, Departamentos de
Fitotecnia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Seropédica, RJ, 2017.

Dentre as leguminosas que se destacam pelo elevado teor proteico, estad o feijao-caupi, sendo o
mais amplamente cultivado na maioria das regides tropicais em torno do mundo. O perfil
nutricional do grdo de feijdo-caupi é semelhante ao de outras leguminosas com teor de gordura
relativamente baixo e conteldo de proteina total que é de duas a quatro vezes maior do que de
cereais e tubérculos. O feijdo-caupi € ainda uma excelente fonte de minerais, em especial, ferro e
zinco. Entretanto, o uso do grdo como alimento rico em proteina de qualidade tem sido limitado
pela baixa digestibilidade, pela deficiéncia de aminoacidos sulfurados e pela presenca de fatores
antinutricionais como o fitato. Assim, tendo em vista a importancia da cultura, especialmente para
populacdes de baixa renda, esse trabalho teve por objetivo estudar as caracteristicas do grao quanto
ao conteudo proteico, mineral e de fitato em grupo de 18 gendtipos e em uma segunda etapa avaliar
quatro destes gendtipos da planta ao grdo com andlises de peso fresco da parte aérea e peso seco
da parte aérea, raiz e nédulos, nimero de nédulos, producgéo de grdos, assim como a caracterizagao
proteica dos grdos. Os resultados obtidos nos dois estudos nos permitiram observar alguns
genotipos contrastantes para diferentes caracteristicas, demonstrando que estes podem tanto serem
utilizadas em programas de melhoramento, quanto como fonte de recursos genéticos, podendo
ainda serem recomendados conforme o interesse do produtor, para caracteristicas especificas como
composicdo mineral, conteudo proteico e/ou producao de grédos. Os resultados obtidos neste estudo
ndo permitiram apontar apenas uma cultivar para atender a todos os caracteres desejaveis
nutricionalmente. Entretanto, as cultivares Paulistinha, Novaera e BR17 Gurguéia parecem
despontar com melhor equilibrio entre qualidade e producdo de grdos; com bom teor proteico,
mineral e contetdo de amino&cidos soluveis sulfurados.

Palavras chave: fracdes soluveis, Vigna unguiculata (L.) Walp., SDS-PAGE, minerais, fitato.
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ABSTRACT

GONCALVES, Fabiola Vieira. Nutritional characterization of commercial cowpea genotypes.
2017. 80f. Thesis (Doctor Science in Crop Science). Institute of Agronomy, Departments of
Phytotechnology, Federal University of Rio de Janeiro. Seropédica, RJ, 2017.

Among the legumes that stand out for their high protein content are cowpea (Vigna unguiculata
(L.) Walp.), being the most widely cultivated in most tropical regions around the world. The
nutritional profile of cowpea bean is almost the same as other legumes, with a relatively low-fat
content and total protein content that is two to four times higher than cereals and tubers. Cowpea
is still an excellent source of minerals, especially iron (Fe) and zinc (Zn). However, the use of grain
as food rich in quality protein has been limited by low digestibility, deficiency of sulfur amino
acids and presence of antinutritional factors such as phytate. In this way, considering the great
number of cultivars and the importance of culture as a protein source, together with the growing
scientific interest in its chemical composition (antinutritional and mineral factors), we aimed to
investigate and characterize initially 18 genotypes of cowpea in terms of protein content (total
protein, soluble fractions and their polypeptides), mineral content and phytate. From these eighteen
genotypes four were chosen to have some of their characteristics evaluated in four stages of
development: fresh weight of shoot and dry weight of shoot, root and nodules, nodules number,
grain yield as well as the grains protein characterization. That way the conjuncture of the data
pointed out some contrasting genotypes, demonstrating that these can be used both in breeding
programs and as a source of genetic resources, and may be indicated by some specific characteristic
such as protein and mineral content or yield. The results obtained in this study did not allow to
indicate only one cultivar to meet all the nutritional desirable characteristics. However, the cultivars
Paulistinha, Novaera and BR17 Gurguéia seem to emerge with a better balance between quality
and grain production with good protein content, mineral content and sulfur amino acids.

Key words: soluble fractions, Vigna unguiculata (L.) Walp., SDS-PAGE, minerals, phytic acid.
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1. INTRODUCAO GERAL

O feijdo-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.), uma das culturas mais antigas conhecidas
pelo homem, teve sua origem e domesticacio na Africa e atualmente é cultivado em todo o0 mundo.
O feijdo-caupi pertence a classe das eudicotileddneas, da ordem Fabales, familia Fabaceae,
subfamilia Faboideae, tribo Phaseoleae, subtribo Phaseolinea, género Vignae e espécie Vigna
unguiculata (Freire Filho et al., 2011). E uma planta herbacea, autdgama e anual, cuja regido de
origem mais provavel é a parte oeste e central da Africa. As diversas formas cultivadas sdo
conhecidas como feijdo de corda, feijao-de-massacar, feijao fradinho, feijdo a metro, feijao-da-
colonia, etc. (Freire Filho et al. 2005; Frota et al., 2008).

Dentre as leguminosas cultivadas, o feijdo-caupi € uma das plantas mais bem adaptadas,
versateis e nutritivas, sendo um importante alimento e componente fundamental dos sistemas de
producéo nas regides secas dos tropicos, cobrindo parte da Asia, Estados Unidos, Oriente Médio,
Américas Central e do Sul (Singh et al., 2002), e especialmente na Africa Subsaariana, onde é
consumido de varias formas (Ehlers e Hall, 1997; Timko et al., 2007; Timko and Singh, 2008).

No Brasil, a cultura foi introduzida na segunda metade do século XVI pelos colonizadores
portugueses (Costa et al., 2002; Freire Filho, 1988). Inicialmente sua producéo concentrou-se nas
regides Norte e Nordeste do pais, onde € tradicionalmente cultivada por agricultores de base
familiar; e mais recentemente a cultura encontra-se em processo de expansao na regido Centro-
Oeste, destacando-se os estados do Mato Grosso (Silva Janior et al., 2015) e Mato Grosso do Sul
(Figura 1), com lavouras altamente tecnificadas de médios e grandes empresarios (Freire Filho et
al., 2011); e ainda, em menor escala, nas regides Sul e Sudeste (Rufini et al., 2014). Nas regides de
cerrados do Norte, Nordeste e Centro-Oeste, o feijao-caupi vem sendo incorporado aos arranjos
produtivos como safrinha, apds as culturas da soja e do arroz; e, em alguns locais, como cultura
principal (Zilli et al., 2006; Freire Filho et al., 2011).

Embora seja considerada uma cultura tropical com ampla adaptacdo aos mais diversos
ambientes, o feijdo-caupi ainda apresenta patamares de produtividade abaixo da média nacional na
regido Nordeste do pais (Freire Filho et al., 2011), em grande parte, devido ao baixo nivel
tecnologico empregado na maioria dos cultivos (Ramos, 2011). Isso se exemplifica no fato de que
no ano de 2011, foi registrado nas regides Norte e Nordeste do Brasil, um déficit de 17.576,7 e
102.281,3 toneladas, respectivamente, na oferta do produto, muito em virtude da baixa
produtividade obtida nestas regides, enquanto que na regido Centro-Oeste, com cultivos altamente
tecnificados, houve um superavit de 38.271,7 toneladas (Freire Filho et al., 2011). Assim,
frequentemente as condi¢cdes ambientais, como disponibilidade de nutrientes e agua, época de
plantio e especificidades de cada tipo de solo, influenciam direta e/ou indiretamente nas
caracteristicas da planta, podendo alterar o rendimento da cultura. Freire Filho et al. (2003)
estudando a interagdo ambiente/genotipo, relataram que os genotipos Canapuzinho, Epace-10 e
BR17 Gurguéia, expressaram o seu melhor potencial produtivo, quando crescidos em ambientes
de alta qualidade, apresentando, neste caso, produtividades acima da média geral que foi de 1.062
kg ha™.
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Figura 1. Distribuicdo aproximada das regides produtoras de feijao-caupi no Brasil (Freire Filho et al., 2011).

Embora, de maneira geral, a baixa produtividade média da cultura possa ser atribuida a
baixa disponibilidade de nutrientes no solo, principalmente de nitrogénio (Xavier et al., 2017), o
feijdo-caupi é uma cultura reconhecidamente eficiente no processo de fixacdo bioldgica de
nitrogénio (FBN) e quando bem nodulado, pode até mesmo dispensar outras fontes de N e atingir
altos niveis de produtividade (Rumjanek et al., 2005). A inoculacdo em sementes de feijao-caupi
com bactérias fixadoras de N2, vem sendo utilizada como uma importante estratégia para aumentar
a produtividade em diversos agroecossistemas (Costa et al., 2011; Ferreira et al., 2013; Martins et
al., 2013).

Nas ultimas décadas foram alcancados grandes progressos em genética e melhoramento de
plantas de feijdo-caupi visando principalmente o aumento da produtividade da cultura. Atualmente,
ja existem cultivares melhoradas com rendimento de até 2,5 t ha no prazo de 60-70 dias em
comparagdo com menos de 1t ha das variedades locais com maturagdo entre 100 e 140 dias. Essas
cultivares foram langadas em 65 paises e causaram aumento significativo na producédo global de
feijdo-caupi (Singh, 2007).



Os programas de melhoramento de feijdo-caupi, especialmente os do International Institute
of Tropical Agriculture (I1TA), até o final de 1990 tinham como foco principal o alto rendimento
e resisténcia a pragas, apesar da comprovada variabilidade genética para proteinas e outras
caracteristicas de qualidade existentes em feijdo-caupi (Nielsen, 1993).

Com isso, somente a partir de 2003, um programa sistematico para desenvolver variedades
melhoradas de feijao-caupi com niveis mais elevados de teores de proteina e micronutrientes foi
iniciado e um progresso consideravel foi feito desde entdo (Singh, 2006). Um total de 2.000
linhagens e germoplasmas foram avaliadas, e os resultados analiticos mostraram significativa
variabilidade genética para todos os atributos avaliados, destacando-se os valores para teor de
proteina, que variaram entre 21 e 30,7% (Singh, 2006).

As variagdes no teor de proteinas dos grdos, pode ser reflexo tanto de alteracGes do
ambiente como do genotipo (Popelka et al., 2004); e a qualidade nutricional dessas proteinas, assim
como em outras leguminosas, pode ser influenciada pelo género, espécie, variedade boténica,
tempo de estocagem, tratamento térmico e concentracdo de fatores antinutricionais, tais como
inibidores enzimaticos (de tripsina, quimiotripsina ¢ a-amilase), lectinas, taninos, fitatos e
saponinas; que reduzem a digestibilidade e a biodisponibilidade de aminoacidos; que em geral é
inferior aquela da proteina de origem animal (Bressani, 1993; Freitas et al., 2004).

O feijdo-caupi, tem grande importancia, tanto como alimento quanto como gerador de
emprego e renda (Freire Filho et al., 2011). E rico em proteinas, minerais, fibras e vitaminas,
desempenhando um importante papel na alimentacdo humana e de animais (Nielsen et al. 1997;
Singh, 1997; Frota et al., 2008) além de constituir um componente alimentar basico das popula¢des
rurais e urbanas das regides Norte e Nordeste do Brasil.

Alguns aspectos sdo considerados importantes na escolha do cultivar, quais sejam: ciclo;
arquitetura da planta; reacdo a doencas e pragas e por fim o tipo de producdo (Embrapa Meio-
Norte, 2003). Além disso, conhecer o perfil nutricional dos grdos, contribui ndo apenas para uma
alimentacdo mais nutritiva, mas principalmente como um pré-requisito essencial para que estudos
envolvendo a herdabilidade e/ou efeitos ambientais, possam ser conduzidos visando a obtengédo de
cultivares mais nutritivas e que atendam as caracteristicas desejaveis em um plantio de feijdo-caupi.

Dessa forma, esse trabalho teve por objetivo caracterizar genétipos de feijdo-caupi quanto
aos aspectos nutricionais do grdo, buscando identificar os geno6tipos mais promissores quanto ao
teor proteico, de forma a subsidiar pesquisas futuras na area de melhoramento, que visem a
qualidade do gréo, sem perdas de outros caracteres de interesse; possibilitando que essas tenham
um consolidado referencial tedrico.

2. OBJETIVO GERAL

Caracterizar gendtipos de feijdo-caupi quanto ao contetido proteico, composi¢do mineral e
de fitato, e em um segundo momento tentar relacionar dados de desenvolvimento da planta com
caracteristicas da sua composicao, buscado fornecer assim subsidios para selecdo e melhoramento
de cultivares para melhoria do aspecto nutricional dos gréos de feijdo-caupi.



3. HIPOTESES

1. Diferentes cultivares podem apresentar diferencas quanto ao conteudo e qualidade proteica,
assim como em relacdo ao contetido mineral e de fatores antinutricionais como o fitato.

2. Caracteristicas relativas a qualidade do grdo, podem apresentar correlagdo com dados
morfoldgicos da planta em seus diferentes estadios de desenvolvimento.

4. REVISAO DE LITERATURA

4.1. Proteinas de leguminosas
4.1.1. Caracteristicas

O controle genético do conteldo total de proteinas em feijoeiro € complexo. A percentagem
de proteina ndo depende somente da expressao dos genes que controlam a sintese e acimulo da
fracdo de proteina especifica. Esta depende de outros fatores que controlam tais genes como
absorcdo de nutrientes, vigor da planta, maturacdo, producdo, tamanho da semente e sintese e
acimulo de amido (Osborn, 1988).

Durante o seu desenvolvimento, as sementes de leguminosas acumulam grandes
quantidades de varios tipos de proteinas (Duranti e Gius, 1997; Sales et al., 2000) que representam
cerca de 200 g kg™ (peso seco) em ervilha e feijo, e, até 380-400 g kg™ em soja ou tremogo (Rubio
et al.,, 2014). Entre essas, estdo as proteinas de armazenamento, que sdo tradicionalmente
consideradas como sendo metabolicamente inativas, ou seja, a maioria é desprovida de atividade
catalitica e ndo desempenha nenhum papel estrutural no tecido cotiledonar, sendo armazenadas em
organelas ligadas a membrana (células proteicas) e nas células do parénquima cotiledonar (Duranti
e Gius, 1997; Sales et al., 2000).

A maior parte das proteinas de armazenamento, e a classe mais abundante em gréos de
leguminosas sdo as globulinas (Rubio et al., 2014). Ja as proteinas cataliticas, a maioria das quais
pertencem a vasta, mas, menos abundante classe das albuminas, sdo conhecidas comumente por
serem solUveis em &gua. A fracdo albumina, é composta principalmente por proteinas enzimaticas,
inibidores de protease e amilase, lectinas, lipoxigenases, proteinas de defesa e outras, sendo por
varias razdes relevantes para a qualidade nutricional/funcional da semente. Entretanto, muitas
albuminas também sdo classificadas como proteinas de reserva. Essas proteinas tém massas
moleculares (MM) variando entre 5 e 80 kDa (Duranti e Gius, 1997; Duranti, 2006; Boye et al.,
2010).

Dessa forma pode se dizer que as principais proteinas de armazenamento encontradas em
leguminosas sdo globulinas e albuminas, que s@o tradicionalmente classificadas de acordo com
suas propriedades de solubilidade e pelos seus coeficientes de sedimentagédo (Duranti e Gius, 1997;
Rubio et al., 2014).



As globulinas, sdo soltuveis em solugdo salina e geralmente sdo classificadas como
leguminas (11/12S) ou glicininas (em soja) e as 7/8S, que sdo conhecidas como vicilinas,
convicilinas, B-conglycininas, faseolinas, canavalinas e outros nomes triviais, dependendo de suas
espécies de origem. Ambas sdo nutricionalmente deficientes em cisteina e metionina (sendo as
7/8S mais do que o 11/12S); e possuem importantes propriedades fisico-quimicas que sao
significativas para a sua utilizacdo na composicdo de alimentos (Wang et al., 2003; Boye et al.,
2010).

As proteinas de armazenamento 11S e 7S das leguminosas sdo compostas de subunidades
polimorficas codificadas por familias multigénicas (Boye et al., 2010). As leguminas 11S possuem
estruturas quaternarias hexameras com subunidades acidas (MM de ~ 40 kDa) e basicas (MM de
20 kDa), e s&o menos susceptiveis a dissociagdo, exceto a pH ou for¢a idnica muito baixos (Duranti
e Gius, 1997; Duranti, 2006; Boye et al., 2010). Enquanto que as vicilinas 7S, possuem estrutura
trimera com MM de 175 — 180 kDa e mostram equilibrio de associacdo e dissocia¢do dependente
da forca ibnica e do poder idnico; sdo normalmente proteinas de cadeia simples sem ligacGes
dissulfeto (Duranti e Gius, 1997; Sales et al., 2000; Duranti, 2006; Boye et al., 2010).

Proteinas de ambos os tipos (leguminas e vicilinas) podem coexistir em uma Unica espécie
de leguminosa, embora os niveis relativos possam variar (Gibbs et al.,1989). Outras proteinas
encontradas em leguminosas incluem prolaminas e glutelinas (Boye et al., 2010). As prolaminas
sdo soltveis em alcool e sdo caracterizadas por uma elevada proporcéao de prolina e glutamina. Ja
as glutelinas, por outro lado, séo solGveis em detergentes acidos ou alcalinos (Osborne, 1924).

Glutelinas contém maior concentragdo de metionina e cisteina do que as globulinas e,
portanto, sdo de interesse nutricional. Consequentemente, alguns pesquisadores sugeriram que a
criacdo de leguminosas com maior teor de glutelina pode ajudar a melhorar sua qualidade proteica
(Singh e Jambunathan, 1982).

4.1.2. Solubilidade e extracéo de proteinas de reservas

A solubilidade das proteinas é influenciada pela composicéo e sequéncia dos aminoacidos,
pelo peso molecular, conformacéo e contetdo dos grupos polares e ndo polares nos aminoacidos,
além de ser afetada por fatores ambientais: forca idnica, tipo de solvente, pH, temperatura e
condicdes de processamento (Zayas, 1997). A maioria das proteinas de leguminosas possui baixa
solubilidade em meio &cido e alta solubilidade em meio alcalino; que pode ainda ser fortemente
reduzida préximo do ponto isoelétrico (pl), geralmente entre pH 4 e 6 (Boye et al., 2010).

No ponto isoelétrico, as proteinas tém carga zero, as forcas atrativas predominam e as
moléculas tendem a se associar, resultando em insolubilidade. Acima do pl, a carga liquida é
negativa e a solubilidade € aumentada. As interacGes proteina-agua aumentam a valores de pH mais
elevados ou mais baixos do que o pl porque a proteina carrega uma carga positiva ou negativa
(Zayas, 1997).

Ainda de acordo com Zayas (1997) as propriedades de solubilidade sdo critérios limitantes
no desenvolvimento dos parametros 6timos para a extracdo e purificacdo de proteinas e para a
separacdo das fragOes proteicas. Por exemplo, baixas concentragfes de sais neutros a molaridades
da ordem de 0,5-1,0 M podem aumentar a solubilidade das proteinas, mas acima de 0,15 M pode
reduzi-la.



As extracOes das proteinas de reserva dependem, portanto, diretamente da capacidade de
solubilizacdo de cada meio extrator. Com isso, variacdes no método de extracdo dessas proteinas
podem influenciar na valorag¢do do contetdo das mesmas. Em sementes de feijado-caupi existe uma
predominancia de globulinas, seguidas de albuminas, glutelinas &cidas, glutelinas basicas e
prolaminas (Vasconcelos et al., 2010).

4.1.3. Proteina x Fitato _ Feijao-caupi

Com relacdo ao conteudo total de proteina, o feijao-caupi embora seja reconhecidamente
uma cultura com alto teor proteico (Gupta et al., 2010; Avanza et al., 2013), o aproveitamento dessa
proteina € considerado baixo comparado ao da proteina de origem animal. Isto porque além da
limitacdo de amino&cidos sulfurados ocorre também a presenca de fatores antinutricionais como
fitato.

Acido fitico (conhecido como hexosfato de inositol IP6 ou fitato quando na forma salina) é
a principal forma de armazenamento de fésforo e inositol na maioria das sementes de plantas
(Reddy et al., 1982; Kumar et al., 2010). A quantidade de fitato varia de 0,50% a 1,89% em cereais
(com excepcdo do arroz polido), a partir de 0,40% para 2,06% em leguminosas, a partir de 2,00%
para 5,20%, em sementes oleaginosas, exceto soja e amendoim (agrupadas em leguminosas), e a
partir de 0,40% a 7,50% em produtos proteicos (Reddy et al., 1982).

Esse composto influencia as propriedades nutricionais e funcionais de gréos de leguminosas
e seus derivados por formarem complexos com proteinas (impedindo a protedlise destas), amino
acidos (Cheryan, 1980; Reddy and Salunkhe, 1981) e minerais (Fe, Zn, Ca, e Mg) (Erdman, 1981;
Gongalves et al., 2016), diminuindo seu aproveitamento quando o alimento é ingerido tanto por
humanos como monogastricos devido a auséncia da fitase no trato digestivo (Cowieson et al.,
2011).

Em geral, a interacdo do fitato com a proteina é dependente do pH (Cheryan, 1980). A um
valor de pH inferior ao ponto isoelétrico das proteinas, os grupos de acido fosférico do fitato ligam-
se ao grupo catidnico de aminoacidos basicos, por exemplo, arginina, histidina, lisina e formam
complexos binarios proteina-fitato (Kumar et al., 2010). Estes complexos sdo considerados
insolUveis, uma vez que se dissolvem apenas a pH 3,5. Tais formag6es complexas podem afetar as
estruturas proteicas, o que pode prejudicar a atividade enzimatica, a solubilidade e a digestibilidade
das proteinas (Kumar et al., 2010).

A sintese de proteinas ocorre no reticulo endoplasmatico, e esta possivelmente associada a
sintese de mio-inositol, considerando que o mio-inositol seria fosforilado dentro de corpos
proteicos (Greenwood e Bewley, 1984; Herman e Larkins, 1999). Assim, o acimulo de proteinas
estd associado ao acumulo de fitato durante o desenvolvimento dos gréos, podendo compartilhar
de alguns mecanismos de regulacdo. De fato, alguns estudos indicam que h& uma correlacéo entre
teores de proteina e de fitato, sendo inclusive um problema em programas de melhoramento que
visam baixos teores de fitato, pois observa-se uma queda concomitante no teor de proteina
(Greenwood e Bewley, 1984). Porém, até 0 momento ndo se tem relato de quais proteinas mais
especificamente poderiam estar interagindo diretamente com o fitato, o que é um aspecto
interessante e necessario de ser examinado.



4.2. Variabilidade genética para conteudo proteico e composicdo mineral em sementes de
feijdo-caupi

Grdos de leguminosas sdo uma excelente fonte de minerais essenciais, particularmente
ferro, zinco e célcio; embora as concentra¢fes destes possam variar em resposta a fatores geneticos
e ambientais (Wang et al., 2003; Campos-Vega et al., 2010).

O crescente interesse em seguranca alimentar aliado a conhecida “fome oculta”, tem
estimulado pesquisas no campo da biofortificacdo de culturas, que, em muitos casos, tém sido
traduzidas em amplas selecdes de variabilidade natural para identificar genotipos doadores com
alto contetdo mineral (Sparvoli et al., 2015). Estes materiais genéticos tém favorecido o uso para
melhoramento de variedades com altos teores de ferro e zinco (Sparvoli et al., 2015). E estimado
que mais de 60% das 6 bilhdes de pessoas do mundo apresentem deficiéncia em ferro (Fe) e mais
de 30%, em zinco (Zn) (White e Broadley, 2009).

A caracterizacdo e avaliacdo de germoplasmas de feijdo-caupi para identificacdo de
melhores parentais é importante para melhoria das caracteristicas de interesse em estudos de
melhoramento (Gerrano et al., 2015). Programas de intervencdo globais focados em aliviar a
desnutricdo humana, especialmente em areas tropicais semi-aridas tém as técnicas para aumentar
0 teor de proteina total e conteddo de minerais de cultivares de feijdo-caupi, como componentes
fundamentais desse sistema (Santos e Boiteux, 2013).

Gréos de varias linhagens de feijdo-caupi, coletadas em diferentes locais, demonstraram
extensa diversidade genética, com variagcdes para o contetdo de proteinas e minerais. Em geral,
sementes de leguminosas, como o feijdo, tém concentracdes de Zn e Fe mais elevadas do que 0s
grdos de cereais, apresentando, para essa caracteristica, consideravel variacdo genética, que é
considerada consistente para diferentes ambientes (White e Broadley, 2005). De acordo com White
e Broadley (2005), os teores de Fe e Zn s&o positivamente correlacionados com o rendimento de
grdos, embora independentes deste. Ja para teores de proteina; enquanto a maioria das variedades
e linhagens possuem média ligeiramente inferior a 25 %, existem linhas de germoplasmas com até
32 % de proteina (Boukar et al., 2011). Proteinas de sementes de 100 linhagens melhoradas
desenvolvidas no 1ITA (International Institute of Tropical Agriculture), variaram entre 23 a 33%
na base de peso seco (Nielsen et al.,1993).

O material cultivado no Brasil apresenta teores de proteina no grao entre 21 e 29% o que
possibilita a selecdo para alto teor proteico, podendo resultar em linhagens nutricionalmente
superiores. Existe uma correlacdo positiva entre o teor de proteina da semente e o teor de metionina
e cisteina das proteinas em feijdo-caupi (Grangeiro et al., 2005; Bliss et al. 1973). Assim, a
variabilidade genética que existe para teor de proteina bruta, pode ser explorada na melhoria da
qualidade de grdos (Hall et al., 2003). As estratégias de melhoramento devem buscar aumentar 0s
teores de metionina, cisteina e valina, para elevar o valor nutricional, uma vez que os demais
aminoéacidos sdo comumente elevados no feijao-caupi (Grangeiro et al., 2005).

Além disso, estudos indicam que linhagens com alta concentracdo de proteinas em seus
grdos podem transferir este atributo para sua progénie (Boukar et al., 2011). Santos et al. (2012)
relatam que os valores de hereditariedade, a presenca de efeitos intermediarios e aditivos e 0
numero reduzido de genes envolvidos no perfil da proteina de semente de feijao-caupi; indicam
que a melhora da qualidade do gréo, pode ser alcancada com relativa facilidade pela aplicacdo de
métodos de melhoramento padrdo, amplamente utilizados em cultivos com auto-polinizago.



Entretanto ainda se tem pouco conhecimento sobre a regulacdo e a acumulagdo de proteinas de
armazenamento durante o desenvolvimento do gréo (Xu et al., 2012).

Santos e Boiteux (2013), com o objetivo de desenvolver novas cultivares biofortificadas de
feijdo-caupi para o cultivo sob condiges tropicais do semi-arido, estudaram linhagens oriundas do
cruzamento de trés acessos (‘IT97K-1042-3°, ‘IT99K-216-48-1°, e ‘IT97K-499), reconhecidos
como tendo alto teor de proteina e minerais; com acessos adaptados para o cultivo em areas
tropicais do semi-arido brasileiro (BRS Tapaihum, BRS Pujante e Canapu). As linhagens F6
obtidas do cruzamento, foram avaliadas quanto a proteina total, potassio (K), calcio (Ca), ferro
(Fe), zinco (Zn) e sodio (Na); e diferencas significativas foram encontradas para todas as
caracteristicas; destacando-se o conteldo de proteina que variou entre 22,5 e 34,1%. Nesse estudo,
os autores verificaram ainda por anélise de correlacdo bésica, que o aumento no contetdo total de
proteina nao teve impacto negativo na producdo de graos. A relacdo conteido proteico e producéo
de grdos em leguminosas, foi investigada por diversos autores, e em muitos desses trabalhos,
embora tenha havido uma correlagdo negativa entre as duas caracteristicas, ela ndo foi significativa
(Monti e Grillo, 1983).

O International Institute of Tropical Agriculture (IITA), assim como outros institutos de
pesquisa tém desenvolvido linhagens de feijao-caupi com alto teor de proteina e minerais (Singh,
2007). De acordo com Santos e Boiteux (2013), os resultados obtidos até 0 momento proporcionam
perspectivas otimistas, no sentido de alcangar um aumento substancial na concentragdo destes
componentes nutricionais em linhagens elite de distintos programas de melhoramento de feijao-
caupi.

4.3. O ambiente e a composicdo proteica e mineral das sementes

O efeito ambiental geral inclui efeitos climéaticos ndo controlados, tais como temperatura e
precipitagdo e efeitos agrondémicos parcialmente controlados, tais como densidade de plantio,
adubacdo e inoculacdo (Wang e Daun, 2006). A analise do desenvolvimento do potencial de
producdo durante um periodo de tempo revela uma mudanca na composicao dos graos ou sementes
e independentemente da espécie, um aumento no rendimento leva a uma diminuicdo da relacao
proteina/amido ou 6leo (Wang et al., 2003).

A composicdo quimica é um aspecto importante na qualidade da semente, podendo ser
influenciada pelas condigdes sob a qual as sementes se desenvolvem. Embora esta caracteristica
seja relativamente constante em algumas espécies, muitas plantas mostram uma plasticidade
consideravel quanto a composicao de suas sementes (Fenner, 1992). A adaptabilidade para um
ambiente e a estabilidade de producao sob diferentes condi¢es, é também considerada por ser um
fator de progresso genético (Triboi e Triboi-Blondel, 2002).

O teor de proteina parece ser particularmente sensivel ao estresse ambiental, como chuva,
intensidade da luz, duracdo da estacdo de crescimento, duracdo do dia, temperatura e fatores
agrondmicos, como densidade de plantas, presenca de ervas daninhas ou fertilidade do solo (Wang
e Daun, 2006). Wang e Daun (2006) relatam que existe maior variabilidade no teor de proteina em
amostras avaliadas dentro de um mesmo ano por um produtor, do que para amostras gerais
avaliadas ano a ano; o que segundo os autores, sugere um grande impacto da combinacdo das
condig¢Bes ambientais, pratica agronémicas e fatores genéticos na proteina do gréo.



Leguminosas crescidas em ambientes com restricio de agua ndo tem apenas o
desenvolvimento do grdo afetado, mas também a sua composicao (Farooq et al., 2017). A seca
induz a inibicdo da biossintese proteica, ocasionando perda de qualidade das sementes de
leguminosas.

As inibicdes tanto da particdo, como da fixacdo de N em ambientes de &gua limitada,
reduzem o conteudo de proteinas em graos de leguminosas (Singh 2007). Entretanto, o estudo
conduzido por Ghanbari et al. (2013), para avaliagdo do efeito do déficit hidrico sob o contetdo
mineral e proteico em sementes de feijdo comum; ndo revelou efeito significativo da seca sobre o
contedo de N, e consequentemente ndo alterou o contetdo proteico da semente, muito embora
tenha havido redugdes significativas nos teores de Fe, Zn e P.

Na soja (Glycine max), o contetdo de proteina no grdo funciona como uma caracteristica
quantitativa (Burton, 1987) sendo influenciado pelos efeitos ambientais (Burton, 1988).
Geralmente a caracteristica € muito menos influencidvel pelo genétipo do embrido do que pela
expressao desse gendtipo no ambiente no qual as sementes se desenvolvem (Singh e Hadley, 1968).
Isto sugere que processos da planta tais como aquisi¢do de N, translocacdo, e mobilizacdo de C e
N sdo importantes na determinacéo da concentracdo de proteinas nas sementes (Nakasathien et al.,
2000).

Triboi e Triboi-Blondel (2002) utilizaram o conceito fonte-dreno para analisar 0s
mecanismos determinantes na composicao dos graos. A fonte de carbono e nitrogénio é funcédo de
ambos, clima e do sistema de cultivo, incluindo espécies e/ou cultivares. O nitrogénio assimilado
disponivel, a nivel de grdo, € utilizado principalmente para producdo de proteinas, as quais sdo
entdo acumuladas nos tecidos especializados. Ainda de acordo com o0s autores, a quantidade de
nitrogénio no gréo é muito mais estavel que de matéria seca, sob o efeito da temperatura. O mesmo
ocorre sob condicdes de déficit hidrico, onde a quantidade de proteina no grdo permanece estavel,
enquanto o acumulo de amido € significativamente reduzido.

A caracterizacdo das proteinas individuais é um requisito fundamental tanto para estudos
basicos como estudos aplicados em proteinas de leguminosas (Gupta et al., 2014). O acimulo de
diferentes classes de proteinas de reserva durante o enchimento de graos, determina em grande
parte, o equilibrio de aminoéacidos em sementes maduras e varia de acordo com a disponibilidade
de nutrientes como enxofre e nitrogénio. Sementes de leguminosas produzidas em condicdes
limitantes de enxofre, mas com nitrogénio adequado, geralmente apresentam niveis reduzidos de
proteinas de reserva ricas em enxofre, e acumulam mais proteinas pobres em enxofre (Burstin et
al., 2011).

Esforcos vem sendo feitos para entender como 0s minerais se movem do solo, através da
planta, em direcdo as sementes; com o objetivo de que este conhecimento facilite estratégias para
aumentar a densidade mineral nos gréos (Grusak, 2002; Wang et al., 2003).

Estratégias agrondémicas para aumentar a concentracao de minerais nos tecidos comestiveis
das plantas, dependem, em geral, da aplicagdo de adubos minerais e/ou melhoria da solubilizacdo
e da mobilizacdo destes elementos minerais no solo (White e Broadley, 2009). Por exemplo, os
minerais Fe, Zn e Cu presentes nos solos, podem ser suficientes para suprir as culturas, desde que
estejam fito disponiveis (White e Broadley, 2009). A arquitetura radicular, a exsudacéo de enzimas
e acidos organicos pelas raizes, praticas de cultivos intercalares e microrganismos dos solos, sao
algumas das formas de se explorar 0 aumento da aquisicdo de nutrientes pelas plantas via solo.
Outra forma de obter um incremento nas concentracfes de elementos minerais € atraves do



melhoramento genético, que possibilita que as culturas tenham uma maior capacidade de adquirir
e acumular esses minerais em suas porgdes comestiveis.

Minerais, oriundos do solo, devem ser adquiridos e entregues a tecidos vegetativos via
xilema em resposta ao processo transpiratorio de varios 6rgéos, assim quando ndo ha transpiracéo,
a necessidade de minerais nos tecidos é suprida, em parte, pela remobilizagdo dos nutrientes de
Orgéos vegetativos (Wang et al., 2003).

Atualmente a aplicacdo de fertilizantes nitrogenados, ainda constitui uma das principais
formas de fornecimento de N as culturas em geral (Martins et al., 2013); sua maior influéncia na
qualidade do gréo € alcangada através do seu efeito sobre a concentracdo da proteina do gréo
(Borghi et al, 1995; Debaeke et al, 1996; Gooding e Davies, 1997). A fertilizacdo nitrogenada
contribui significativamente para o aumento do teor de proteinas, especialmente quando a taxa de
fertilizantes satisfaz tanto o requerimento para rendimento quanto para formacdo de proteinas
(Johnson e Mattern, 1987).

De acordo com Babiker et al. (1995), a aplicacdo do adubo nitrogenado aumentou
significativamente o contetido de proteina em sementes de fava, comparado ao controle, que ndo
recebeu adubacdo. Ja para o grdo de bico, o uso da aducdo NPK (nitrogénio, fésforo e potassio)
melhorou ndo s6 os niveis de proteinas, mas também os de aminoacidos essenciais (Gupta e Singh,
1982; Williams e Singh, 1987). Nakasathien et al. (2000), relataram que 0 aumento da concentracéo
externa de N para niveis supra 6timos no estadio de desenvolvimento reprodutivo da soja, pode
levar linhagens com producdo normal de proteina a aumentarem seu contetdo proteico.

No cultivo do feijao-caupi, especialmente por se tratar de uma cultura capaz de estabelecer
associacdo simbidtica com bactérias do grupo rizébio, o que lhe permitem fixar o nitrogénio
atmosférico; o uso de fertilizantes nitrogenados tem se mostrado controverso ao longo dos anos.

Existem trabalhos que apontam para um efeito positivo da aplicacdo de N na cultura,
atribuindo melhorias na producéo, na produtividade (Carsky e Ilwuafor, 1999 apud Abyomi et al.,
2008), e no teor de proteinas (Garrido - Lestache et al., 2004; Sebetha et al., 2015); enquanto outros
ndo encontraram resultados significativos para a aplicacdo do fertilizante, seja para produtividade
(Dutraetal., 2012), para os componentes de producédo (Martins et al., 2013), ou mesmo para outras
variaveis, como numero de sementes por vagem, peso de 100 sementes, e producdo de sementes
por planta (Nursu’aidah et al., 2014).

A nutricdo da planta por meio da aplicacdo de fertilizantes contendo enxofre, pode algumas
vezes aumentar concentracdo de proteina no grao (Garrido - Lestache et al., 2004). Em plantas de
feijdo guandu, a adicdo desse nutriente proporcionou um aumento da producdo de sementes em
33% e foi acompanhado de aumento significativo na quantidade e na qualidade proteica, com
incrementos de metionina e cistina nas sementes (Farrag et al., 1992). Nessas plantas o efeito da
adubacéo sulfurada foi similar ao apresentado pela adubagao nitrogenada para conteido de proteina
no gréo (Elsheikh e Elzidany, 1997).

O efeito da nutri¢do vegetal com nitrogénio e enxofre foi também investigada por Kumar
et al. (2013), na qualidade da proteina de armazenamento em sementes de feijdo-mungo-verde
[Vigna radiata (L.) Wilczek] na maturidade, utilizando diferentes fontes de N e S, quer
isoladamente ou em combinacdes. Os parametros de qualidade da proteina, isto &, proteina bruta,
proteina total soltvel, aminoacidos contendo enxofre (cisteina e metionina) e véarias fracgdes de
proteinas (aloumina, globulina, glutelina e prolaminas), foram substancialmente aumentados no
ambito de varios tratamentos de enxofre e de nitrogénio. Entre os varios tratamentos testados, a
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aplicacdo do gesso foi 0 que resultou em maior aumento nos parametros de qualidade de proteinas,
em comparagdo com 0s outros tratamentos.

Em soja, Sharma e Sharma (2014) desenvolveram ensaio semelhante, onde aminoacidos
contendo enxofre, metionina e cisteina, aumentaram significativamente para todos os tratamentos
em relacdo ao controle (sem aplicacdo de N ou S), sendo 0 aumento maximo observado para a
aplicacdo de ureia sem adicdo de S. O contetdo das diferentes fragdes proteicas, albumina,
globulina e glicinina (uma subfracdo da globulina), aumentaram sob o efeito de N e S, aplicados
isoladamente ou em combinacdo, a partir de 30 dias apds o plantio, até a maturidade com
acumulagdo maxima na maturidade em relacdo ao controle ndo adubado. A adubagdo com gesso,
também neste trabalho, foi a que apresentou melhor desempenho, aumentando os teores de
glicinina, determinando uma melhoria na qualidade nutricional das sementes.

Dessa forma, busca-se entender como os diferentes fatores atuam modificando a qualidade
nutricional dos gréos de feijdo-caupi. Os gréos do feijdo possuem alto teor de proteinas (18-35%)
e carboidratos (50-65%), e um padrdo de aminoacidos complementar aos presentes nos cereais; o
que os torna um componente nutricional potencialmente importante na dieta humana
(Prinyawiwatkul et al., 1996), especialmente na nutricdo e satde das populacdes de baixa renda
(Singh et al., 2003). Assim, esfor¢os vém sendo feitos para aumentar o nivel de proteina na
semente, o que deve melhorar a qualidade da alimentacdo da populacdo (Vadivel e Pugalenthi,
2010).
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CARACTERIZACAO QUIMICA DE 18 GENOTIPOS COMERCIAIS DE
FEIJAO-CAUPI
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RESUMO

Dentre as leguminosas que se destacam pelo elevado teor proteico estd o feijdo-caupi (Vigna
unguiculata (L.) Walp.), sendo o mais amplamente cultivado na maioria das regies tropicais.
Dessa forma, visto o grande nimero de cultivares existentes e a importancia da cultura como fonte
proteica, aliados ao crescente interesse cientifico pela sua composicdo quimica (fatores
antinutricionais e minerais), que neste trabalho buscou-se investigar e caracterizar 18 genétipos de
feijdo-caupi quanto ao seu contetdo proteico, fracdes proteicas (globulina, aloumina, prolamina,
glutelinas bésica e acida), teor de fitato e minerais. O conteudo total de proteina variou de 21,375
a 29,2%, sendo esses valores referentes aos gendtipos BRS Marataoa e Paulistinha. Com relacéo a
concentracdo de cada fracdo proteica; a variagao foi significativa (p < 0,05) apenas para a fragdo
glutelina (basicas e acidas) dos gendtipos de feijao-caupi estudados. Todos os 18 gendtipos
avaliados apresentaram maior contetdo de globulina, seguido pela glutelina bésica, e 0 menor
conteddo foi de prolamina. Os genotipos estudados apresentaram grandes semelhanca quanto ao
perfil eletroforético das fragbes proteicas e quanto ao conteddo mineral, para o qual foram
observadas significancia apenas para teores de K, Ca, S, Mn e Zn, com destaque para a BRS
Paraguacu que apresentou contetdo de zinco superior a cultivares que sdo também recomendadas
por essa caracteristica. Os menores teores de fitato foram encontrados em quatro genotipos dos 18
genotipos estudados e foram coincidentes com elevado conteddo proteico. Embora os resultados
ndo tenham convergido para algumas poucas cultivares, o que facilitaria futuros trabalhos de
melhoramento, algumas diferencas pontuais foram encontradas, podendo estas caracteristicas
serem melhores exploradas em trabalhos futuros. Dessa forma ressalta-se as caracteristicas de
conteudo proteico, mineral e de fitato em que os gendtipos mais expressivos foram o Paulistinha e
0 BRS Marataod. O Paulistinha apresentou elevado teor de proteinas totais e composi¢do mineral
mais homogénea, ndo diferindo estatisticamente dos gendtipos com o0s maiores teores. Somando-
se a isso, 0 genotipo também apresentou baixo teor de fitato, que embora, de maneira geral,
promova melhorias na saude, é indesejavel quando se fala em nutricdo real promovida pelos
alimentos. Ja o cultivar BRS Marataod, embora apresente bom contetido mineral, com elevado teor
de zinco, nao teve bom desempenho para contetdo de proteinas totais e para contetdo de fitato.

Palavras-chave: SDS-PAGE, minerais, fitato, proteinas sollveis, Vigna unguiculata
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ABSTRACT

Among the legumes that stand out for their high protein content are cowpea (Vigna unguiculata
(L.) Walp.), which are the most widely cultivated in the majority of tropical regions around the
world. Considering the large number of genotypes and the importance of this crop as a protein
source, together with the growing scientific interest in its chemical composition (antinutritional
and mineral factors), the objective of this study was to investigate and characterize 18 cowpea
genotypes in terms of their protein content, storage protein fractions (globulin, albumin, prolamin,
basic and acid glutelins), and content of phytate and minerals. The total protein content varied from
21.4 to 29.2%, for BRS Marataod and Paulistinha genotypes, respectively. The variation in
concentration of each protein fraction was significant (p <0.05) only for glutelin (basic and acid).
All genotypes exhibited higher globulin content, followed by basic glutelin, and the lowest content
was prolamin. The genotypes studied showed great similarity in the electrophoretic profile of the
protein fractions and in the mineral content, for which only K, Ca, S, Mn and Zn contents were
observed statistically differing, especially BRS Paraguagu, which presented Zn content superior
for genotypes that are also recommended for this characteristic. The lowest contents of phytate
were found in four genotypes of the 18 genotypes studied and were coincident with high protein
content. Although the results did not converge to a few genotypes, some specific differences were
found, which might be explored. Therefore, considering total protein, mineral and phytate contents,
the genotype Paulistinha was highlighted. Paulistinha exhibited high total protein content and a
more homogeneous mineral composition, not statistically differing from the genotypes with the
highest mineral contents. In addition, this genotype also showed low content of phytate, which
although generally promotes health improvements, has not yet elucidated its interaction with
minerals and proteins present in food.

Key words: SDS-PAGE, minerals, phytate, total protein, Vigna unguiculata
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1. INTRODUCAO

Aproximadamente 20 espécies de leguminosas sdo usadas como graos secos para a nutri¢éo
humana por serem consideradas como boas fontes de proteinas, carboidratos, vitaminas soltveis
em agua e minerais (Klupsaité e Juodeikiené, 2015; Sreerama et al., 2012). As leguminosas sao
uma das principais fontes de proteina da dieta para uma grande parte da populacgdo, principalmente
na Asia, Africa e América do Sul (Jafari et al.; 2016). Além desse fundamental papel, cada vez
mais tem surgido provas para mostrar que muitos sdo os beneficios a salde pelo consumo de
leguminosas. Por exemplo, popula¢fes com alta ingestdo de leguminosas apresentam menor risco
de diabetes, doengas cardiovasculares e obesidade (Jafari et al., 2016).

Dentre as leguminosas que se destacam pelo elevado teor proteico esta o feijao-caupi
(Vigna unguiculata (L.) Walp.), sendo a mais amplamente cultivada na maioria das regides
tropicais, especialmente no Oeste da Africa. (Coulibaly e Lowenberg-DeBoer, 2002). Originario
da regido Sul da Africa, a cultura atualmente ¢ cultivada em mais de 100 paises entre as latitudes
40° N e 30° S (Gongalves et al., 2016).

De maneira geral o perfil nutricional do grédo de feijao-caupi é semelhante ao de outras
leguminosas, com teor de gordura relativamente baixo e contetido de proteina total que é de duas
a quatro vezes maior do que de cereais e tubérculos (Timko e Singh, 2008). As proteinas de reserva
presentes no grao sao ricas em aminoacidos lisina e triptofano, quando comparadas com as dos
grdos de cereais, mas, pobres em metionina e cisteina quando em comparagdo com proteinas
animais (Timko e Singh, 2008).

O feijao-caupi é ainda uma excelente fonte de minerais, em especial, ferro (Fe) e zinco (Zn)
(Pereira et. al., 2014). De acordo com Muranaka et al. (2016) existe uma correlacdo positiva, para
genotipos de feijdo-caupi, entre conteudo de proteina total e o contetdo de Fe e Zn. Os autores
relatam também que essa caracteristica tem potencial valor para pesquisas na area de
melhoramento, uma vez que possibilita a melhoria do contetdo de proteina total, Fe e Zn sem
interagcOes adversas.

O uso do grdo do feijdo-caupi como alimento rico em proteina de qualidade e o
enriguecimento de farinaceos e alimentos funcionais a partir de suas proteinas tém sido limitado
pela baixa digestibilidade dos grdos, pela deficiéncia de aminoacidos sulfurados e presenca de
fatores antinutricionais como inibidores de tripsina, oligossacarideos e compostos fendlicos
(Elhardallou et al., 2015; Sreerama et al., 2012).

O fitato ou &cido fitico, é considerado como fator antinutricional por formar complexos
com minerais essenciais, como célcio, zinco, ferro e magnésio, tornando-os biologicamente
indisponiveis para absorcdo (Sandberg et al., 2002) e embora seja a principal forma de
armazenamento de fosforo em muitos tecidos de plantas (Kumar et al., 2010), ndo se encontra
biodisponivel para humanos (Gongalves et al., 2016). O fitato tem sido também reportado por
formar complexos fitato-proteina, modificando a estrutura das proteinas (O'Dell e De Boland,
1976), 0 que pode resultar em uma reducdo na solubilidade, atividade enzimatica e digestibilidade
proteolitica (Gongalves et al., 2016). Entretanto alguns potenciais efeitos positivos do fitato tém
sido descritos por diferentes autores, tais como propriedades anticancerigenas, antioxidante,
atuacdo na regulacdo da secrecdo de insulina; prevencéo as doencas cardiacas e ainda na remocao
de tracos e ions de metais pesados (Kumar et al., 2010; Gongalves et al., 2016).
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Essas propriedades consideradas como promotoras de melhorias na satde de forma geral e
da prevencéo de doencas tém atraido cada vez mais o interesse tanto de pesquisadores quanto de
fabricantes de alimentos (Jacobs e Steffen, 2003). Esse fitoquimico € caracteristico e abundante em
sementes de leguminosas. Nos gréos do feijdo-caupi, assemelhando-se aos de outras leguminosas,
sua concentragdo varia de 2,6 a 15,2 g kg (Gongalves et al., 2016).

O teor de proteina da semente feijdo-caupi possui elevada herdabilidade com poucos genes,
isso proporciona a possibilidade de desenvolvimento de novas cultivares de feijdo-caupi com
elevado teor proteico (Ravelombola et al., 2016). Estudos indicam que o conteddo relativo das
fracOes proteicas e da composicdo mineral de sementes de feijdo-caupi apresentam uma grande
variacdo em funcdo do cultivar (Gongalves et al., 2016; Kachare et al., 1988). Assim devido ao
grande namero de cultivares existentes e a importancia da cultura como fonte proteica, aliados ao
crescente interesse cientifico pela sua composicdo quimica (fatores antinutricionais e minerais);
buscou-se, neste trabalho, investigar e caracterizar 18 genétipos de feijdo-caupi quanto ao seu
contetdo proteico, fraces proteicas (globulina, albumina, prolamina, glutelinas basica e acida);
teor de fitato e minerais.

2. METODOLOGIA

2.1. Material Vegetal

Foram selecionados 18 gendtipos comerciais de feijado-caupi, oriundos da colecédo do Prof.
Carlos Pimentel (UFRRJ), tendo como caracteristicas: elevada produtividade e alto teor de
proteina; além de serem tipos comumente recomendados para 0 Nordeste do Brasil. Tendo em vista
as diferentes origens das sementes pertencentes a colecdo, que todos os 18 genoétipos foram
reproduzidos ao mesmo tempo no campo experimental do Departamento de Fitotecnia da UFRRJ
com o objetivo de uniformizar as condi¢cdes de cultivo e minimizar diferengas decorrentes do
ambiente, tempo e forma de estocagem. Foram avaliados o0s seguintes genotipos: BR17 Gurguéia;
BRS Marataod; BRS Milénio; BRS Paraguacu; BRS Acaud; IPA 205; IPA 206; Patativa; Pingo de
Ouro-1-2; EPACE 10; BRS Guariba; BRS Novaera; BRS Pajel; BRS Tumucumague; BRS
Xiquexique; IPA 207; Paulistinha; BRS Sempre Verde (Tabela 1).

Para a extracdo das proteinas de reserva, os grdos foram secos em estufa de ventilacédo
forcada a 60 °C, por 48h, sendo posteriormente liofilizados e moidos para producéo da farinha que
posteriormente serd utilizada nas analises de proteinas de reserva, composi¢cao mineral e contetido
de fitato.
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Tabela 1: Principais caracteristicas dos geno6tipos de Vigna unguiculata (L.) Walp.

PRODUTIVIDADE

. ORIGEM/ HABITO DE CICLO COR DO - -
GENOTIPOS CRUZAMENTO CRESCIMENTO PORTE (dias) GRAO E\I:IgEr?e:'% REFERENCIAS
- BR10 Piaui x CE-315 (Tvu . . marrom clara -
BR17 Gurguéia 2331) indeterminado enramador 75 esverdeada 900 a 1500 Freire Filho et al., 2008
N _ . . . marrom clara P—
BRS Marataoa Serid6 x TVx1836-013-J indeterminado semi-prostrado 72a77 esverdeada 933 Freire Filho et al., 2004
BRS Milénio selecdo planta individual indeterminado semi-prostrado 70a75 branca 1400 Freire Filho et al., 2009a
BRS Paraguagu BR10 Plall\J/Il());t,:pareudo indeterminado enramador 65a75 branca 890 a 1087 Alcéantara et al., 2002
~ . . . semi-enramador claraa
BRS Acaua BR10 Gurguéia x Canapu indeterminado a enramador 60 amarela 1338 a 1407 Santos, 2011
BRS Guariba IT85F-2687 x TE87-98-8G indeterminado semi-ereto 65a70 branca 870 Freire Filho et al., 2004
BRS Novaera TE97'404'13FFE TE97-404- indeterminado semi-ereto 65a70 branca 1074 Gongcalves, 2012
BRS Pajeu CNCx 42281;'1:3)( TE94- indeterminado semi-prostrado 70a75  marromclara 1863 Freire Filho et al., 2009b
BRS BRS Guariba x IT87D- indeterminado semi-ereto 65a70 branca 1.158,00 Freire Filho et al., 2009¢
Tumucumaque 611-3
BRS Xiquexique  Amapa x BRS Paraguagu. indeterminado semi-prostrado 65a75 branca 1.072,80 Vilarinho et al., 2008
BRS Sempre ) ) marrom clara 883 Santos e Lima, 2015
Verde esverdeada
IPA 205 - - semi-enramador 75 marrom claro 1319 IPA, 1988
IPA 206 - - semi-ereto 70 marrom claro 1240 IPA, 1989
eragg? IPA Vita 3 x CNCx 11-9D - semi-prostrado 60 a 68 3578 a 1611 Costaet al., 2013
Epace 10 Serid6 x TVu 1888 indeterminado semi-enramador  65a 75 marrom 1000 Barreto, 1988
Paulisinha ~ Cultivar local/uazeiro do : : i : 1.070 Rocha et al., 2011
Norte — CE
Patativa EPACE 10 indeterminado semi-prostrado - marrom clara 881 a 2772 Teixeira et al., 2010
ngoﬁ; Ouro Cultivar local /lguatu — CE semi-prostrado - - 880 Rocha et al., 2011
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2.2. Extracdo das proteinas de reserva dos graos

Foram retiradas de uma Unica amostra de farinha, oriunda de graos de diferentes plantas,
100 mg para cada uma das 3 repeti¢des. As amostras foram tratadas com 1 mL de hexano, a
temperatura ambiente durante 15 minutos, com leves agitacoes, centrifugadas a 12000 RCF por 5
min e deixadas para secar overnight. O processo de extracdo é sequencial, desta forma foi
utilizado o precipitado da extragdo anterior como pellet para a extragéo seguinte.

Durante toda as etapas de extracdo a amostra foi levemente agitada para auxiliar a
solubilizacdo das proteinas. Apos a solubilizacdo de cada fracdo proteica, a amostra foi
centrifugada a 12.000 RCF durante 5 minutos, os sobrenadantes foram coletados e armazenados
em freezer a -20°C para posterior analise.

Para a extracdo da primeira fracdo proteica, as globulinas, foi adicionado a farinha seca 1
mL de uma solucéo 0,5 M de NaCl por 30 minutos a 4°C, este processo foi repetido trés vezes. Os
sobrenadantes obtidos apds cada centrifugacdo foram misturados e armazenados.

A fracdo albumina foi extraida submetendo o pellet anterior a uma nova extragdo com 1 mL
de agua destilada por 30 minutos a 4°C, repetido trés vezes. O sobrenadante obtido apds a primeira
centrifugagédo foi descartado, e os sobrenadantes da segunda e da terceira centrifugacdo foram
misturados e armazenados.

As prolaminas foram obtidas adicionando-se 0,5 mL de etanol 70% por 30 minutos a
temperatura ambiente. O sobrenadante obtido foi armazenado.

As glutelinas foram obtidas em duas fragBes. As glutelinas &cidas, extraidas em 1 mL de
solucdo 0,1 M HCI por 30 min a temperatura ambiente e o sobrenadante obtido por centrifugacao
foi armazenado. Sequencialmente, as glutelinas basicas foram extraidas em 1 mL de solucéo 0,1
M NaOH, temperatura ambiente por 30 minutos, com armazenamento do sobrenadante.
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Farinha do grdo
(100mg)

Hexano (remogdo dleo) 1mL, 15min, 25 °C
1200 x g, 5 min, 25 °C

Residuo 1 Sobrenadante 1

NaCl 0,5 M (3 X) 1mL, 30 min, 4 °C
1200 x g, 5 min, 4 °C DESCARTE

Sobrenadante 2 Residuo 2

D_
iy

H,0 (3 X) 1mL, 30 min, 4 °C
GLOBULINA 1200 x g, 5 min, 4 9C

#I

Residuo 3 | Descarta-se 1°extracdo, e armazena-se as demais

Etanol 70% (1 X) 0,5mL, 30 min, 25 °C Sobrenadante 3
1200 x g, 5 min, 25 °C

I

ALBUMINA

Sobrenadante 4 Residuo 4

HCl 0,1 N (1 X) 1mL, 30 min, 25 °C
PROLAMINA 1200 x g, 5 min, 25 °C

H
il

Residuo 5 Sobrenadante 5

NaOH 0,1 M (1 X) 1mL, 30 min, 25 °C -
1200 x g, 5 min, 25 °C GLUTELINA ACIDA

Sobrenadante 6 Residuo 4

FI
IFI_ I
IGI

| GLUTELINA BASICA | DESCARTE

Figura 1. Esquema ilustrando as etapas de fracionamento de proteinas de sementes de Vigna unguiculata (L.) Walp.

2.3. Determinacao de proteina

A concentracdo de proteina nas frac6es em todas as amostras foi quantificada utilizando-se
Kits da Bio-Rad (Protein Assay e DC Protein Assay). Assim as andlises das fracdes, albumina,
globulina, prolamina e glutelina acida seguiram o método de Bradford (1976) enquanto que para
glutelina basica o método utilizado se assemelha ao desenvolvido por Lowry (1951). O soro
albumina bovina (BSA) foi usado como padréo. Os valores foram determinados em relacéo a curva
padrdo de concentracBes conhecidas por meio de regresséo linear.

O percentual total de N foi determinado em triplicata pelo método de Kjeldahl e o percentual
de proteina total foi calculado multiplicando-se o teor de N por 6,25.
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2.4. SDS-PAGE de proteinas de reserva

Os procedimentos para a eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de s6dio
(SDS-PAGE) foram feitos conforme descrito por Laemmli (1970). Apos a extracdo das proteinas,
amostras com concentragfes conhecidas de proteina de cada fracdo foram aplicadas aos géis. As
condigdes gerais de corrida, foram determinadas em uma amperagem constante de 15 mA/gel.
Marcadores de peso molecular foram aplicados em cada gel para a determinacdo da massa
molecular das proteinas. A coloragdo dos géis foi realizada utilizando-se a coloracdo pelo método
com prata (Morrissey, 1981).

2.5. Determinacao de fitato

O método utilizado foi segundo Latta e Eskin (1980), o qual se baseia na formacédo de
composto ferro-acido-sulfossalissilico de coloragdo azul escuro denominado reagente de Wade. Na
presenca de fitato o ferro é deslocado, reduzindo a intensidade da coloracdo. A leitura € realizada
em espectrofotometro a 500 nm de comprimento de onda. Os valores foram determinados em
relacdo a curva padrdo de concentracdes conhecidas de fitato de sodio através de regressdo linear.
2.6. Determinacao dos minerais presentes nos graos

A quantificagdo dos minerais foi realizada pelo Laboratorio de Nutricdo Mineral de Plantas
do Departamento de Ciéncia do Solo da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”,
seguindo os métodos descritos por Malavolta et al. (1997).

2.7. Andlise estatistica

A analise estatistica foi realizada com teste Scott-Knott, no nivel de 5% de probabilidade,
para as caracteristicas quantitativas.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Proteinas de armazenamento de feijao-caupi

A proporcdo relativa de cada fragdo em uma semente afeta fortemente a qualidade do total
de proteinas da semente (Johnson e Lay, 1974).

Com relacdo a concentracdo de cada fracdo proteica, expressa em porcentagem da farinha
seca; a variagdo foi significativa (p < 0,05) apenas para a fracdo glutelina (basicas e acidas) dos
gendtipos de feijao-caupi estudados (Tabela 2). Todos os 18 gendétipos avaliados apresentaram
maior contetdo de globulina, seguido pela glutelina basica, e 0 menor contetdo foi de prolamina.
Os teores de albumina e glutelina &cida foram muito préximos entre si, mas superiores ao contetdo
de prolamina e inferiores ao de glutelina basica (Tabela 2). A proporcéo encontrada neste trabalho
corrobora com a relatada por Gupta et al. (2010). Entretanto, embora a prevaléncia da fragdo
globulina, assim como o0 menor conteido de prolaminas estejam em acordo com a literatura (Chan
e Phillips, 1994; Vasconcelos et al., 2010; Goncalves et al., 2016), a fragdo albumina que
apresentou valores entre 0,257 e 0,684 g 100g™ (Tabela 2), representando portanto o terceiro grupo
em quantidade relativa; na literatura é citada como o segundo maior grupo; sendo comum encontrar
valores do teor de albumina variando desde 2,5 a 28 % do conteldo de proteina soltvel total (Chan
e Phillips, 1994). Maior teor de albumina pode ser uma caracteristica interessante a ser avaliada,
uma vez que, albuminas séo ricas em lisina, cisteina e metionina (Clemente et al.; 1998), embora
este ndo seja um consenso na literatura, uma vez que existem trabalhos que ndo encontraram
diferenca significativa para os teores de lisina e metionina entre as fragdes albumina e globulina
(Chan e Phillips, 1994). Por outro lado, por representarem a fragdo mais abundante em semente de
feijdo-caupi, as globulinas sdo, assim, responsaveis pelo valor nutricional das sementes (Bressani,
1985).

A variacdo encontrada na concentragdo das fragdes proteicas em relagdo a literatura,
possivelmente deve estar relacionada ao material de origem (diferencas genéticas), contetdo de
proteina na amostra e ao metodo de extracdo e determinacgdo das proteinas.

O reduzido teor de albuminas e o maior teor de globulinas encontrados nesse trabalho, pode
estar relacionado ao método de extracdo, uma vez que o método utilizado, embora tenha se baseado
em Vasconcelos et al. (2010), traz modificacbes como a reducdo dos volumes de extratores
utilizados e a eliminacdo da etapa da didlise. Com isso, 0s menores valores de albuminas poderiam
ser explicados pelo fato de que enquanto no método de Vasconcelos et al. (2010) as albuminas e
globulinas sdo ambas extraidas por uma solugédo salina (NaCl 0,5 M), sendo sO posteriormente
separadas pela dialise; na metodologia utilizada aqui, as proteinas extraidas com NaCl (0,5 M), séo
definidas como globulinas. Enquanto que para se obter a fragdo albumina, € feita uma nova extracéo
com agua destilada. Assim, a eliminagdo da dialise é possivelmente a maior responsavel pelos
baixos teores de albumina encontrados e de uma superestimacgédo dos valores de globulina.
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Tabela 2. Fragdes das proteinas de reserva nos graos de dezoito gendtipos comerciais de Vigna
unguiculata (L.) Walp.

. FracGes Proteicas Proteina
Gendtipos Globulina Albumina Prolamina Ggg;!ga le;ieéga Total
BR17 Gurguéia 21,730 a" 0508 a 0,181 a" 2144 c¢ 0900 b 23.194
BRS Maratao3 24252 a 0570 a 0,105 a 1,702 d 0633 b 21,375
BRS Milénio 23,719 a 0517 a 0,113 a 1,364 d 0583 b 22,531
BRS Paraguacu 23401 a 0499 a 0143 a 1641 d 0694 b 24,756
BRS Acaui 21,080 a 0425 a 0,136 a 3,796 a 1286 a 23,881
IPA 205 21639 a 0257 a 0,176 a 4,13 a 1610 a 25,419
IPA 206 21502 a 0320 a 0,185 a 389% a 1411 a 24,275
Patativa 25231 a 0499 a 0199 a 3247 b 1302 a 23,981
Pingo de Ouro1-2 23,107 a 0406 a 0110 a 2600 c 1034 a 21,856
Epace 10 26,011 a 0502 a 0181 a 3564 b 1,193 a 25,138
BRS Guariba 27806 a 0684 a 0,151 a 1440 d 0573 b 25,806
BRS Novaera 25956 a 0677 a 0155 a 1355 d 0525 b 22,488
BRS Paje 24432 a 0448 a 0,155 a 4066 a 1273 a 24,456
BRS Tumucumaque 27,710 a 0673 a 0116 a 1618 d 0542 b 25,456
BRS Xiquexique 24739 a 0383 a 0,163 a 3294 b 129 a 24,738
IPA 207 23,165 a 0346 a 0,179 a 3864 a 1343 a 28,563
Paulistinha 28,103 a 0532 a 0160 a 3352 b 1218 a 29,200
BRS Sempre Verde 24,257 a 0462 a 0169 a 2707 c 1011 a 23,600

*QOs valores estdo expressos em porcentagem da farinha seca. Médias seguidas da mesma letra, em uma mesma
coluna, ndo diferem significativamente pelo teste Scott-Knott (alpha = 0,05).

Eletroforese de proteinas de armazenamento tem sido utilizada sucessivamente como
ferramenta em estudos biossistematicos de plantas cultivadas (Kalloo et al., 2001). O conhecimento
de variacdes intraespecificas € necessario se padrdes de proteinas séo utilizados adicionalmente
para caracterizacdo de espécies (Fotso et al., 1994). Neste trabalho, os perfis de bandas das fragdes
proteicas dos dezoito gendtipos revelaram variacbes em namero e intensidade das bandas (Figura
1).

As globulinas de leguminosas sdo classificadas em dois tipos de acordo com seu coeficiente
de sedimentagdo: globulinas 7/8S, tipo vicilina e 11/12S, tipo legumina (Wang et al., 2003).
Vicilinas, sdo frequentemente proteinas de cadeia simples sem ligacdo dissulfeto que se agregam
formando trimeros de subunidades com massas moleculares variando entre 45 e 60 kDa (Fotso et
al., 1994; Sales et al., 2000).
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Figura 2. Perfil eletroforético SDS-1D de: A-Albuminas; B- Globulinas; C- Prolaminas; D - Glutelina 4cida; E-
Glutelina bésica. A canaleta “P” é a do padrdo de massas moleculares; 1- BR17 Gurguéia; 2- BRS Marataod; 3 - BRS
Milénio; 4 - BRS Paraguagu; 5 - BRS Acaud; 6 - IPA 205; 7 - IPA 206; 8 — Patativa; 9 - Pingo de Ouro-1-2; 10 — Epace
10; 11- Guariba, 12 - BRS Novaera, 13 - BRS Pajet; 14 - BRS Tumucumagque, 15 - BRS Xiquexique, 16 - IPA 207,
17 - Paulistinha, 18 - BRS Sempre Verde.
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A fracdo globulina apresentou grande dispersdo com relacdo aos polipeptidios, que
apresentaram massa molecular entre 15 e 100 kDa. Os genotipos 2, 3, 11, 12 e 14 suprimiram 0
polipeptidio de massa molecular com cerca de 20 kDa. Os polipeptidios mais expressivos
apresentaram-se com 49 e 50 kDa, massa molecular esta, atribuida as vicilinas (Figura 1). Gupta
et al. (2014) avaliando onze gendtipos de feijdo-caupi, encontraram para globulina uma variacao
entre 10 e 125 kDa em seus polipeptidios com maior expressdo nos que se encontravam na faixa
de 35 a 50 kDa, assemelhando-se aos nossos resultados. Por outro lado, Chan e Phillips (1994) e
Odeigah e Osanyinpeju (1996), encontraram os principais polipeptidios de globulinas com massas
de 65, 64, 58, 56, 50 e 14 kDa.

Kalloo et al. (2001), ao analisar as proteinas do feijdo-caupi por SDS-PAGE, concluiram
que a técnica de eletroforese foi a mais adequada para distinguir entre variedades e revelar a
heterogeneidade molecular das proteinas. Em estudos eletroforéticos sobre proteinas de feijao-
caupi, as albuminas mostraram ter um padrdo semelhante de distribui¢do de subunidades (Chan e
Phillips, 1994). Nesse sentido, o perfil dos 18 gendtipos, apresentou dez diferentes polipeptideos
com massas variando de 10 a 80 kDa. A banda de 25 kDa apresenta maior intensidade em todos os
gendtipos (Figura 1), diferindo de outros autores que encontraram massa molecular de 99, 94, 91,
86, 32 e 30 kDa para polipeptideos de albumina mais dominantes (Chan e Phillips, 1994; Fotso et
al., 1994).

As globulinas e albuminas tém algumas subunidades polipeptidicas com pesos moleculares
iguais ou semelhantes. Isto sugere que, provavelmente, globulinas e albuminas de feijao-caupi tém
algumas cadeias polipeptidicas com o mesmo peso molecular ou pode ser uma indicacdo da
extensdo da interacdo ou a contaminagdo cruzada entre as globulinas e albuminas (Odeigah e
Osanyinpeju, 1996).

A analise da fracdo prolamina, possibilitou identificar um polimorfismo de seus
polipeptidios, evidenciado nos gendtipos 3, 4, 12, que diferentemente dos demais, ndo apresentam
a banda de 30 kDa; assim como por um outro grupo (gendtipos 1, 2, 3, 4, 12, 13 e 14) que
apresentam um padrdo de bandas com apenas um polipeptidio entre 15 e 20 kDa, sendo este,
distinto de ambos 0s que aparecem nessa faixa nos demais genotipos (Figura 2). Chan e Phillips,
1994 encontraram quatro bandas dominantes de massas 105, 62, 59 e 54 kDa para prolaminas, onde
apenas a banda de 62 kDa é coincidente com este trabalho. Gupta et al. (2014) encontraram quatro
polipeptidios com massa molecular variando entre 7,94 a 56,23 kDa em cinco dos onze genotipos
avaliados, enquanto os outros seis gendtipos apresentaram apenas um polipeptidio com massa
molecular de 56,23 kDa.

Os geis eletroforéticos referentes as glutelinas basica e acida sdo muito semelhantes, exceto
pela auséncia de duas bandas de polipeptidios em todas os genétipos para glutelina &cida; uma vez
que, para glutelina basica aparecem quatro polipeptidios, dois com massas entre 15 e 20 e dois com
massas entre 25 e 30 kDa, enquanto que para glutelina acida, para os intervalos de 15 a 20 e de 20
a 25kDa aparece apenas um polipeptidio. Além disso as variedades 2,3,10,11,12,14 apresentam
bandas com maior intensidade, para glutelina basica, entre 40 e 70 kDa e o0s gendtipos 1 e 8 ndo
apresentam bandas bem definidas dentro do espectro avaliado (Figura 2). Chan e Phillips (1994)
encontraram um amplo espectro de bandas, para glutelinas em geral, com massas molecular de
101, 68, 31 e 29 kDa além de polipeptidios entre 62 e 44 kDa.

O uso da eletroforese em proteinas de sementes tem sido capaz de detectar diferencas
qualitativas e quantitativas entre cultivares em varias espécies (Ghafoor et al., 2003). Odeigah e
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Osanyinpeju, utilizaram-se da técnica de eletroforese para avaliar a possibilidade de correlacdo
entre a presenca/auséncia de bandas de polipeptidios especificos com caracteristicas especificas ou
gerais da cultura (como resisténcia a insetos ou coloragdo da casca). Entretanto o uso do gel 1D,
ou seja, a separacdo de proteinas em uma Unica dimensdo pode ndo ser suficiente para distinguir
misturas complexas de proteinas, uma vez que a separagdo é feita com base na massa molecular
apenas, assim o uso do gel 2D-PAGE, que considera além da massa molecular o ponto isoelétrico
pode em trabalhos futuros ajudar na distincdo e identificacdo de um maior nimero de proteinas
permitindo uma melhor caracterizacao dos geno6tipos (Issag e Veenstra, 1998).

Dentre os 18 gendtipos, o conteddo total de proteina variou de 21,375 a 29,2%, sendo esses
valores referentes aos genotipos BRS Marataod e Paulistinha, respectivamente (Tabela 2). Diversos
autores (Gupta et al., 2010; Vasconcelos et al., 2010; Avanza et al., 2013; Harmankaya et al., 2016)
obtiveram em seus estudos uma amplitude no teor de proteina dos gréos de 23,7 a 30,1 %. Dessa
forma, fica evidente o grande potencial da cultura para estudos de melhoramento, bem como sua
mais difundida caracteristica, o alto teor proteico que faz da cultura uma atrativa fonte de proteina
em substituicdo as de origem animal.

Entretanto, é importante se destacar também que de 5,0 a 37% do total de proteinas em
feijdo-caupi (principalmente globulinas) tém sido reportadas por estarem nutricionalmente
indisponiveis (Goncalves et al., 2016). Embora, peptideos bioativos com atividade antioxidante
sejam obtidos com sucesso da protedlise enzimatica de feijao-caupi, indicando um potencial
interessante para ser usado como ingrediente em alimentos funcionais (Gongalves et al., 2016).
Dessa forma, ainda existe uma lacuna nos estudos envolvendo proteinas de feijdo-caupi e seu
verdadeiro papel na nutricdo humana. O que se sabe hoje é que proteinas de feijao-caupi, como de
outros vegetais, sdo mais baratas, requerem menos recursos de energia, terra e agua do que a
producdo de proteina animal. Assim, a énfase em proteinas vegetais pode também resultar em
beneficios ecoldgicos (Peyrano et al., 2016).

3.2. Minerais

O feijdo-caupi € uma excelente fonte de calcio, ferro e zinco, os quais sdo desejaveis numa
perspectiva nutricional. Entretanto estes elementos podem aumentar a dureza da semente e o tempo
de cozimento (Singh et al.; 2007). Estudos tem demonstrado uma grande varia¢do no conteddo
destes nutrientes em grdos de feijdo-caupi, sendo possivel encontrar na literatura teores variando
de 8,1 a 118 mg kg para zinco; 6,9 a 218 mg kg para ferro e teores de célcio entre 0,38 e 10,62
g kg* (Gongalves et al., 2016). Estes intervalos contemplam os valores observados neste estudo.
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Tabela 3. Teor de minerais nos graos de dezoito genotipos de Vigna unguiculata (L.) Walp.

P K Ca Mg S Cu Fe Mn Zn
Genotipos
g kg* mg kg™

BR17 Gurguéia 5040 a 13388 a 043 a 110 a 1471 a 500 a 6150 a 12,00 c 5275 ¢
BRS Marataoa 4994 a 12240 a 050 a 105 a 1,583 a 475 a 6425 a 11,75 c¢ 5875 b
BRS Milénio 5228 a 10,327 ¢ 045 a 1,00 a 1,539 a 450 a 6125 a 11,25 d 5450 b
BRS Paraguacu 4884 a 13,005 a 043 a 1,15 a 149 a 700 a 6575 a 13,00 c 6425 a
BRS Acaui 4430 a 11857 b 040 b 095 a 1539 a 550 a 5850 a 9,75 d 49,00 d
IPA 205 5046 a 12622 a 033 b 110 a 1352 a 475 a 6900 a 1250 c 57,00 b
IPA 206 5630 a 11475 b 030 b 100 a 1,016 b 500 a 69,00 a 975 d 5225 ¢
Patativa 5494 a 11,858 b 0,38 b 100 a 1209 b 450 a 67,00 a 1000 d 5550 b
Pingode Ouro1-2 4540 a 12623 a 035 b 110 a 0947 b 425 a 6300 a 825 d 4675 d
Epace 10 5364 a 13388 a 043 a 115 a 1514 a 525 a 6050 a 1425 b 5500 b
BRS Guariba 4994 a 11,475 b 038 b 125 a 1502 a 475 a 5900 a 13,75 b 4725 d
BRS Novaera 4760 a 10,327 ¢ 0,38 b 100 a 1,315 a 425 a 6250 a 975 d 5450 b
BRS Pajel 4806 a 11858 b 048 a 1,05 a 1427 a 500 a 6300 a 11,00 d 50,75 ¢
BRS Tumucumaque 5170 a 13,005 a 045 a 125 a 1122 b 550 a 6050 a 14,00 b 5350 c
BRS Xiquexique 5150 a 11,475 b 045 a 105 a 1365 a 575 a 6050 a 1250 c¢ 50,75 ¢
IPA 207 4936 a 12623 a 048 a 100 a 1,103 b 575 a 60,75 a 13,00 c 50,75 ¢
Paulistinha 5306 a 13,388 a 043 a 1,15 a 1,340 a 525 a 63,75 a 16,00 a 50,25 ¢
BRS Sempre Verde 5001 a 11858 b 035 b 110 a 1359 a 500 a 6500 a 10,50 5325 ¢

“Médias seguidas da mesma letra, em uma mesma coluna, ndo diferem significativamente pelo teste de Scott-Knott (alpha = 0,05).



O contetdo de zinco variou de 46,75 a 64,25 mg kg™ para os genotipos Pingo de ouro 1-2
e BRS Paraguacu, respectivamente, enquanto que para ferro ndo houve diferenca significativa entre
as médias dos 18 gendtipos, que variaram de 58,5 a 69 mg kg™ (Tabela 3). Esses teores diferem
dos relatados por Carvalho et al. (2012), que encontraram valores superiores para ferro e inferiores
para zinco, neste Gltimo com média de 32,83 mg kg*. Ja para célcio e potassio, sendo este tltimo
o mineral mais abundante em sementes feijdo-caupi com valores entre 1,9 e 28,9 g kg *(Goncalves
et al., 2016), os teores variaram de 0,3 g kg™ (IPA 206) a 0,5 g kg (BRS Marataoa) para calcio e
de 10,327 g kg (BRS Milénio, BRS Novaera) a 13,388 g kg (BR17 Gurguéia, Epace 10 e
Paulistinha) para potassio.

Dos gendtipos estudados, dois merecem destaque o BRS Paraguacu com elevado teor de
zinco e o Paulistinha com elevado teor de manganés, ambos também apresentam teores de potassio,
calcio e enxofre elevados. Harmankaya et al. (2016) avaliaram trés genotipos de feijdo-caupi
quanto ao contedo de minerais. Os autores encontraram para todos 0s minerais estudados valores
estatisticamente relevantes (exceto potassio, enxofre e cobre). Os teores de potassio, fosforo,
enxofre, magnésio, ferro, zinco, manganés e cobre foram adequados para atender a demanda de
macro e micronutrientes na dieta humana.

O gendtipo BRS Paraguagu com alto contetido de Zn e o gendtipo de Paulistinha com alto
teor de Mn também exibiram alto teor de K, Ca e S. Os contetdos de K e Zn foram superiores aos
apresentados por Harmankaya et al. (2016) que avaliaram trés genotipos de caupi para contetdo
mineral e encontraram quantidades de K, P, Ca, S, Mg, Fe, Zn, Mn e Cu adequadas para atender a
demanda de macronutrientes e micronutrientes em dietas humanas de acordo com o National
Research Council (1989).

As cultivares Xiquexique e Tumucumaque, recomendadas pela EMBRAPA pelo seu
contetido de ferro e zinco (teores em torno de 60,57 e 51,63 mg.kg™, respectivamente), neste
trabalho, ambas cultivares, ndo diferiram das demais em estudo, quanto ao teor de Fe, enquanto
que para Zn, foram superadas por sete cultivares (BRS Marataoa, BRS Milénio, BRS Paraguacu,
IPA-205, Patativa, Epace-10 e BRS Novaera). Esses resultados demonstram que todas as cultivares
em estudo poderiam ser recomendadas com essa finalidade.

A identificacdo de linhas apresentando niveis de minerais de sementes altos ou baixos é
importante, pois esses genotipos podem ser usados em estudos comparativos para decifrar os
mecanismos genéticos e fisioldgicos subjacentes que regulam o transporte mineral para o
desenvolvimento de sementes; assim como, para avaliar se 0 aumento de um mineral influencia a
concentracdo de outro (Wang et al., 2003). Em estudo de correlacdo de minerais, com linhagens
homozigéticas de Phaseolus vulgaris, Beebe et al. (2000) encontraram associa¢des positivas entre
a maioria dos minerais.

As sementes de leguminosas embora tenham um bom conteldo de minerais essenciais,
também acumulam significativas quantidades de componentes que reduzem seu valor nutricional
pela reducdo da biodisponibilidade de nutrientes (Sparvoli et al., 2015). O fitato é conhecido como
um destes compostos. De acordo com Kumar et al. (2010) a ordem da capacidade dos cations
minerais para formar complexos com fitato in vitro é: Cu?* > Zn?* > Cd?" no pH 3-7. Ja com relagio
a biodisponibilidade de ferro, Hu et al. (2006) ndo encontraram correlacdo entre os niveis de fitato
e a quantidade ou biodisponibilidade de ferro para feijdo comum.
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3.3. Fitato

A concentragdo de fitato variou entre 7,76 e 12,22 mg g (Tabela 4), valores, estes,
inferiores ao reportado por Sreerama et al. (2012) que encontraram 14 mg g e superiores ao
relatado por Hidvégi e Laszty (2002), que encontraram em média 4,2 mg g*. Os menores teores de
fitato foram observados em quatro gendtipos distintos (BRS Novaera, BRS Tumucumaque, IPA
207 e Paulistinha), sendo importante ressaltar que o teor de fitato é influenciado pelo cultivar,
condigdes climaticas e época de cultivo (Hidvégi e Lasztity, 2002).

Dos gendtipos em estudo, é possivel inferir que existe uma tendéncia de relacdo inversa
com relagéo ao teor de fitato e ao teor total de proteina, ou seja, genotipos que apresentam maior
teor de proteina, tendem a apresentar menor teor de fitato. Esse resultado difere da ideia de Chitra
et al. (1995) que consideram que, gen6tipos com maior contetdo de proteina estdo relacionados a
também maior conteudo de fitato; muito embora os autores ponderem que existe baixa correlacdo
entre estas duas caracteristicas para feijao guandu e grdo de bico.

Até o presente momento, ainda nao se tem bem elucidado a importancia do complexo fitato-
proteina na nutricdo humana (Kumar et al., 2010), 0 que se sabe € que em termos nutricionais o
fitato forma um forte complexo com algumas proteinas, impedindo a prote6lise destas.

Tabela 4. Teor de fitato nos graos de dezoito gendtipos comerciais de Vigna unguiculata (L.) Walp.
Os dados estdo expressos em mg g de farinha seca.

. Fitato
Genotipos — 3
mg g
BR17 Gurgueia 10,86 b
BRS Marataoa 994 b
BRS Milénio 1011 b
BRS Paraguacu 10,25 b
BRS Acaud 10,47 b
IPA 205 10,34 b
IPA 206 12,22 a
Patativa 11,64 a
Pingo de Ouro 1-2 12,22 a
Epace 10 936 b
BRS Guariba 10,74 b
BRS Novaera 6,80 d
BRS Pajeu 898 ¢
BRS Tumucumaque 7,41 d
BRS Xiquexique 8,651 ¢
IPA 207 7171 d
Paulistinha 6,763 d

BRS Sempre Verde 10,653 b
“Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Scott-Knott (alpha = 0,05).
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4. CONCLUSAO

A conjuntura dos dados nos aponta poucos polimorfismos para bandas de proteinas em
eletroforese e uma grande semelhanga entre os gendtipos para conteddo de fragBes solUveis. Para
as caracteristicas de contetdo proteico, mineral e de fitato, os genétipos mais expressivos foram o
Paulistinha e 0 BRS Marataod. O Paulistinha apresentou elevado teor de proteinas totais e
composicdo mineral mais homogénea, ndo diferindo estatisticamente dos genotipos com os maiores
teores. Somando-se a isso, 0 gendtipo também apresentou baixo teor de fitato, que embora, de
maneira geral, promova melhorias na saude, ainda ndo tem bem elucidada sua interacdo com
minerais e proteinas presentes nos alimentos. Ja o cultivar BRS Marataod, embora apresente bom
conteddo mineral, com elevado teor de zinco, ndo teve bom desempenho para conteudo de
proteinas totais e para conteudo de fitato.

Assim, embora os resultados ndo tenham convergido para a supremacia de algumas poucas
cultivares, o que facilitaria futuros trabalhos de melhoramento, algumas diferencas pontuais foram
encontradas, podendo estas caracteristicas serem melhores exploradas em trabalhos futuros.

35



5. REFERENCIAS

ALCANTARA, J. dos P. et al. BRS Paraguacu, novo cultivar de caupi de porte "enramador" e tegumento branco para
o Estado da Bahia. Revista Ceres, Vicosa, v.49, p.695-703, 2002.

AVANZA, M. et al. Nutritional and anti-nutritional components of four cowpea varieties under thermal treatments:
Principal component analysis. LWT-Food Science and Technology, v. 51, n. 1, p. 148-157, 2013.

BARRETO, P. D.et al. EPACE-10: nova cultivar de caupi para o Ceara. Fortaleza: EPACE, 1988.

BEEBE, S; GONZALEZ, A. V.; RENGIFO, J. Research on trace minerals in the common bean. Food and Nutrition
Bulletin, v. 21, n. 4, p. 387-391, 2000.

BRADFORD, M. M. A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram quantities of protein utilizing the
principle of protein-dye binding. Analytical biochemistry, v. 72, n. 1-2, p. 248-254, 1976.

BRESSANI, R. Nutritive value of cowpea in cowpea research production and utilization, ed. SR Singh e KD Rachie,
p. 355-359, 1985.

CARVALHO, A. F. U. et al. Nutritional ranking of 30 Brazilian genotypes of cowpeas including determination of
antioxidant capacity and vitamins. Journal of Food Composition and Analysis, v. 26, n. 1, p. 81-88, 2012.

CHAN, Chi-Wah; PHILLIPS, R. Dixon. Amino acid composition and subunit constitution of protein fractions from
cowpea (Vigna unguiculata L. Walp.) seeds. Journal of agricultural and food chemistry, v. 42, n. 9, p. 1857-1860,
1994,

CHITRA, U. et al. Variability in phytic acid content and protein digestibility of grain legumes. Plant Foods for Human
Nutrition, v. 47, n. 2, p. 163-172, 1995.

CLEMENTE, A. et al. Effect of cooking on protein quality of chickpea (Cicer arietinum) seeds. Food Chemistry, v.
62,n. 1, p. 1-6, 1998.

COSTA, A. F. et al. Miranda IPA 207, nova cultivar de feijdo-caupi para o nordeste brasileiro. Pesq. agropec.
pernamb., Recife-PE, v18, n. 1, p. p39-43, 2013.

COULIBALY, O.; LOWENBERG-DEBOER, J. The economics of cowpea in West Africa. In: Proceedings, Third
World Cowpea Conference, Challenges and Opportunities for Enhancing Sustainable Cowpea Production. Ibadan:
IITA. p. 351-366, 2002.

ELHARDALLOU, S. B. et al. Amino Acid Composition of Cowpea (Vigna ungiculata L. Walp.) Flour and Its Protein
Isolates. Food and Nutrition Sciences, v. 6, n. 9, p. 790, 2015.

FOTSO, M. et al. Molecular heterogeneity of cowpea (Vigna unguiculata Fabaceae) seed storage proteins. Plant
Systematics and Evolution, v. 191, n. 1-2, p. 39-56, 1994.

FREIRE FILHO, F. R. et al. BRS Guariba. Nova cultivar de feijdo-caupi para regido Meio Norte. Teresina: Embrapa
Meio-Norte, folder, 2004.

FREIRE FILHO, F. R. et al. BRS Gurguéia. Teresina: Embrapa Meio-Norte, folder, 2008.
FREIRE FILHO, Rodrigues et al. BRS Milénio e BRS Urubuquara: cultivares de feijao-caupi para a regido Bragantina
do Pard. Revista Ceres, v. 56, n. 6, 2009a.

36



FREIRE FILHO, F. R. et al. BRS Pajeu: Cultivar de feijdo-caupi com grdo mulato claro. Teresina: Embrapa Meio-
Norte, folder, 2009b.

FREIRE FILHO, F. R. et al. BRS Tumucumaque Cultivar de feijao-caupi com ampla adaptacéo e rica em ferro e zinco:
Teresina: Embrapa Meio-Norte, folder, 2009c.

GHAFOOR, A. et al. Inter-relationship between SDS-PAGE markers and agronomic traits in chickpea (Cicer
arietinum L.). Pak. J. Bot, v. 35, n. 4, p. 613-624, 2003.

GONCALVES, J. R. P. BRS Novaera: cultivar de feijdo-caupi para cultivo em varzeas do Amazonas. Comunicado
Técnico 51. Séo Paulo, 2012.

GONCALVES, A. et al. Cowpea (Vigna unguiculata L. Walp.), a renewed multipurpose crop for a more sustainable
agri-food system: nutritional advantages and constraints. Journal of the Science of Food and Agriculture, 2016.

GUPTA, P. et al. Characterization of seed storage proteins in high protein genotypes of cowpea [Vigna unguiculata
(L.) Walp.]. Physiology and Molecular Biology of Plants, v. 16, n. 1, p. 53-58, 2010.

GUPTA, P. et al. Cowpea [Vigna unguiculata (L.) Walp.] seed proteins: Heterogeneity in total proteins and protein
fractions. Legume Research: An International Journal, v. 37, n. 1, 2014.

HARMANKAYA, M. et al. Some chemical properties, mineral content and amino acid composition of cowpeas (Vigna
sinensis (L.) Savi). Quality Assurance and Safety of Crops e Foods, v. 8, n. 1, p. 111-116, 2016.

HIDVEGI, M.; LASZTITY, R. Phytic acid content of cereals and legumes and interaction with proteins. Periodica
polytechnica. Chemical engineering, v. 46, n. 1-2, p. 59, 2002

HU, Y. et al. Kaempferol in red and pinto bean seed (Phaseolus vulgaris L.) coats inhibits iron bioavailability using
an in vitro digestion/human Caco-2 cell model. Journal of agricultural and food chemistry, v. 54, n. 24, p. 9254-9261,
2006.

IPA (Recife. PE). Caupi - BR - IPA - 205: nova cultivar de feijdo macassar (Vigna unguiculata (L.) Walp.) para o
Estado de Pernambuco. Recife, Folder. 1988.

IPA (Recife, PE) BR - IPA - 206: nova cultivar de feijao macassar (Vigna unguiculata (L.) Walp.) tipo moita para
Pernambuco. Recife, Folder. 1989.

ISSAQ, H. J.; VEENSTRA, TD. Two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis (2D-PAGE): advances and
perspectives. Biotechniques, v. 44, n. 5, p. 697, 2008.

JACOBS, D. R.; STEFFEN, L. M. Nutrients, foods, and dietary patterns as exposures in research: a framework for
food synergy. The American journal of clinical nutrition, v. 78, n. 3, p. 508S-513S, 2003.

JAFARI, M. et al. Physicochemical characterization of a navy bean (Phaseolus vulgaris) protein fraction produced
using a solvent-free method. Food chemistry, v. 208, p. 35-41, 2016.

JOHNSON, V. A.; LAY, C. L. Genetic improvement of plant protein. Journal of agricultural and food chemistry, v.
22,n. 4, p. 558-566, 1974.

KACHARE, D. P.; CHAVAN, J. K.; KADAM, S. S. Nutritional quality of some improved cultivars of cowpea. Plant
Foods for Human Nutrition, v. 38, n. 2, p. 155-162, 1988.

KALLOQOO, G. et al. Seed Protein Electrophoresis for Varietal Identification of Cowpea [Vigna unguiculata (L.)
Walp.]. Seed Research-New Delhi-, v. 29, n. 1, p. 1-6, 2001.

37



KLUPSAITE, D.; JUODEIKIENE, G. Legume: composition, protein extraction and functional properties. A
review. Chemical Technology, v. 66, n. 1, p. 5-12, 2015.

KUMAR, V. et al. Dietary roles of phytate and phytase in human nutrition: A review. Food Chemistry, v. 120, n. 4, p.
945-959, 2010.

LATTA, M.; ESKIN, M. A simple and rapid colorimetric method for phytate determination. Journal of Agricultural
and Food Chemistry, v. 28, n. 6, p. 1313-1315, 1980.

LAEMMLLI, U. K. Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of bacteriophage T4. Nature, v.
227, p. 680-685, 1970.

LOWRY, O. H. et al. Protein measurement with the Folin phenol reagent. Journal of Biological Chemistry, v. 193, n.
1, p. 265-275, 1951.

MALAVOLTA, E.; VITTI, G. C.; OLIVEIRA, S. A. Assessment of nutritional status of plants: principles and
applications. Piracicaba: Potafds, 1997.

MORRISSEY, James H. Silver stain for proteins in polyacrylamide gels: a modified procedure with enhanced uniform
sensitivity. Analytical biochemistry, v. 117, n. 2, p. 307-310, 1981.

MURANAKA, S. et al. Genetic diversity of physical, nutritional and functional properties of cowpea grain and
relationships among the traits. Plant Genetic Resources, v. 14, n. 01, p. 67-76, 2016.

ODEIGAH, P. G. C.; OSANYINPEJU, A. O. Seed protein electrophoretic characterization of cowpea (Vigna
unguiculata) germplasm from IITA gene bank. Genetic Resources and Crop Evolution, v. 43, n. 6, p. 485-491, 1996.

O'DELL, B. L.; DE BOLAND, A. Complexation of phytate with proteins and cations in corn germ and oil seed
meals. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 24, n. 4, p. 804-808, 1976.

PEREIRA, E. J. et al. Effects of cooking methods on the iron and zinc contents in cowpea (Vigna unguiculata) to
combat nutritional deficiencies in Brazil. Food e nutrition research, v. 58, 2014.

PEYRANO, F.; SPERONI, F.; AVANZA, M. V. Physicochemical and functional properties of cowpea protein isolates
treated with temperature or high hydrostatic pressure. Innovative Food Science Emerging Technologies, v. 33, p. 38-
46, 2016.

RAVELOMBOLA, W. S. et al. Evaluation of Total Seed Protein Content in Eleven Arkansas Cowpea (Vigna
unguiculata (L.) Walp.) Lines. American Journal of Plant Sciences, v. 7, n. 15, p. 2288, 2016.

ROCHA, M. de M. et al. Sele¢do de gendtipos de feijdo-caupi tipo comercial Canapu no semiarido piauiense. 2011.

SALES, M. P. et al. Do legume storage proteins play a role in defending seeds against bruchids?. Plant Physiology, v.
124, n. 2, p. 515-522, 2000.

SANDBERG, Ann-Sofie. Bioavailability of minerals in legumes. British Journal of Nutrition, v. 88, n. S3, p. 281-285,
2002.

SANTOS, C. A. F. et al. BRS Acaua: Cultivar de grao tipo "canapu” para o Vale do Sdo Francisco.” Petrolina:
Embrapa Semi-Arido, 2011.

38



SANTOS, D. P.; LIMA, L. K. S. Avaliacdo agrondmica de variedades de feijdo-caupi em cultivo de sequeiro no
municipio de Coremas-PB. Revista Verde de Agroecologia e Desenvolvimento Sustentavel, v. 10, n. 1, p. 218-222,
2015.

SINGH, R. J.; CHUNG, G. H.; NELSON, R. L. Landmark research in legumes. Genome, v. 50, n. 6, p. 525-537, 2007.

SPARVOLI, F.; BOLLINI, R.; COMINELLI, E. Nutritional value. In: Grain legumes. Springer New York, p. 291-
325, 2015.

SREERAMA, Y. N. et al. Nutrients and antinutrients in cowpea and horse gram flours in comparison to chickpea flour:
Evaluation of their flour functionality. Food Chemistry, v. 131, n. 2, p. 462-468, 2012.

TEIXEIRA, I. R. et al. Desempenho agrondmico e qualidade de sementes de cultivares de feijdo-caupi na regido do
cerrado. Revista Ciéncia Agronémica, v. 41, n. 1, p. 300-307, 2010.

TIMKO, M. P.; SINGH, B. B. Cowpea, a multifunctional legume. In: Genomics of tropical crop plants. Springer New
York, p. 227-258, 2008.

VASCONCELOS, I. M. et al. Protein fractions, amino acid composition and antinutritional constituents of high-
yielding cowpea cultivars. Journal of food composition and analysis, v. 23, n. 1, p. 54-60, 2010.

VILARINHO, A. A. et al. BRS Xiquexique: Cultivar de feijao-caupi rica em ferro de zinco para cultivo em Roraima.
Embrapa Roraima. Comunicado Técnico, 2008.

WANG, T. L. et al. Can we improve the nutritional quality of legume seeds?. Plant Physiology, v. 131, n. 3, p. 886-
891, 2003.

39



CAPITULO 1I

ESTUDO DE QUATRO GENOTIPOS DE FEIJAO-CAUPI, DA PLANTA
AO GRAO
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RESUMO

As leguminosas estdo em segundo lugar, atrds apenas das gramineas em importancia agricola. O
feijdo-caupi € uma cultura com multiplos usos, a planta como um todo pode ser utilizada tanto para
consumo humano como para consumo animal. Diante da grande diversidade existente para feijao-
caupi, com bom potencial na area de melhoramento para teor de proteina, que recentes trabalhos
tém buscado caracterizar esses genétipos. Reunir dados sobre parametros nutricionais é crucial;
porque isso ajudard os melhoristas de plantas na escolha de linhagens com alto teor de proteina.
Dessa forma, este trabalho tem por objetivo caracterizar quatro genotipos de feijdo-caupi, em
quatro estadios do seu desenvolvimento (crescimento vegetativo, pre-florescimento, florescimento
pleno e enchimento de vagem), assim como avaliar a producdo de grdos e evidenciar seu contetido
proteico. Foram realizadas analises de peso fresco (parte aérea) e seco (parte aérea, raiz e nddulos),
namero de ndédulos, contetdo de proteina foliar, caracterizagdo das fragdes soltveis (albumina,
globulina, prolamina, glutelinas acida e basica) e aminoacidos soltveis no grdo. Os cultivares BRS
Novaera e BR17 Gurguéia se destacaram por apresentar maior producdo de grdos associada a
elevado teor de proteina soltvel no grdo. Além disso a BRS Novaera apresentou maiores teores de
aminoacidos sulfurados (metionina e cisteina) soltveis, ndo diferindo quanto ao teor de metionina
do cultivar BR17 Gurguéia, e ambas apresentaram polimorfismo de bandas com destaque para o
cultivar Novaera que apresentou uma banda extra para albuminas. As informagdes de polimorfismo
sdo importantes em estudos de selecdo assistida ou sobre diferencas alergénicas, podendo assim,
serem melhores investigados em trabalhos futuros.

Palavras chave: Vigna unguiculata (L.) Walp., proteina do grdo, amino acidos, SDS-PAGE
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ABSTRACT

Pulses are second in agricultural importance, behind only to grasses. Cowpea is a crop with
multiple uses such as for both human and animal consumption. Due to the great diversity existing
for cowpea with good potential in the breeding area for protein content, recent studies have
sought to characterize these cultivars. Gathering data on nutritional parameters is crucial because
this will help plant breeders in choosing high protein lines. Thus, the objective of this work is to
characterize four cowpea cultivars (Paulistinha, BRS Novaera, Epace 10, BR17 Gurguéia) in four
stages of development (vegetative growth, pre-flowering, full flowering and pod filling), as well
as evaluating the grain protein content. Analysis of the fresh matter (shoot) and dry matter (shoot,
root and nodules), number of nodules, soluble fractions quantification and characterization
(albumin, globulin, prolamin, acid and basic glutelins) and soluble amino acids were evaluated in
the grain. The BRS Novaera and BR17 Gurguéia cultivars exhibited higher soluble grain protein
content. BRS Novaera exhibited higher contents of soluble sulfur amino acids (methionine and
cysteine), not differing from the BR17 Gurguéia cultivar, for methionine content. Moreover, both
cultivars exhibited protein band polymorphism, especially BRS Novaera which exhibited an extra
band for albumins.

Key words: amino acid, grain protein, SDS-PAGE, Vigna unguiculata (L.) Walp.
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1. INTRODUCAO

As leguminosas estdo em segundo lugar, atrds apenas das gramineas em importancia
agricola (Singh et al., 2007). Grdos de leguminosas sozinhos contribuem com 33% das
necessidades dietéticas de proteinas dos seres humanos (Graham e Vance, 2003), alem disso
complementam os cereais ndo apenas em proteinas, mas também para minerais e vitaminas do
complexo B (Elhardallou et al., 2015). Nos paises em desenvolvimento, as proteinas vegetais
desempenham papéis significativos na nutricdo humana, onde a ingestdo média de proteinas €
menor do que a necessaria (Ragab et al., 2004).

O feijdo-caupi é uma cultura com multiplos usos, a planta como um todo pode ser utilizada
tanto para consumo humano como para consumo animal (Pottorff et al., 2012). Comumente
cultivada em torno do mundo, para producédo de sementes e folhas que sdo consumidas em 18 paises
da Africa e sete da Asia (Malik et al., 2016).

Nas regides semiaridas, o feijdo-caupi é cultivado principalmente por agricultores de
subsisténcia, que utilizam toda a planta, vendendo as sementes frescas ou secas e as vagens e as
folhas frescas como legumes (Inaizumi et al., 1999). As sobras das partes verdes ou secas da planta
(folhas e caule), podem ainda serem utilizadas como forragem para o gado (Inaizumi et al., 1999).
Além desses usos, as folhas de feijao-caupi sdo consideradas como uma fonte potencial de
antioxidantes (Malik et al., 2016) na dieta humana.

As folhas do feijdo-caupi sdo consideradas mais nutritivas que as de outros vegetais, devido
a presenca de minerais como calcio e ferro que se encontram mais facilmente biodisponiveis que
0s encontrados nas sementes, uma vez que, nas folhas ndo héa fitato (forma de armazenamento de
fosforo nas sementes) que se ligam aos minerais tornando os biologicamente indisponiveis. (Malik
et al., 2016). Segundo Okonya e Maass (2014) e Malik et al. (2016), as folhas de feijao-caupi por
serem produzidas mais cedo e em maiores quantidades do que as sementes, podem superar em 15
vezes 0 conteldo de proteinas presente nas sementes e, por conseguinte o teor aminoacidos
essenciais.

A taxa de acumulo de proteinas depende tanto da capacidade de dreno das sementes, como
da habilidade das partes vegetativas de fornecer nitrogénio assimilado a partir da absorcéo,
assimilacdo, transporte e mobilizacdo (Burstin et al., 2011). Existem estudos apresentando que o N
derivado da FBN € mais facilmente movido para as vagens durante o enchimento de grdo do que
N-nitrato, tanto para soja como para feijdo comum (Santos et al. 2013).

O feijao-caupi pode se beneficiar da fixacdo bioldgica de nitrogénio, quando associada a
estirpes de rizobios eficazes (Martins et al., 2003). A fixacdo bioldgica de nitrogénio tem
contribuido para o aumento na produtividade de feijao-caupi, o qual junto com outras tecnologias,
tem direcionado a expansdo da cultura para regides de cerrado, competindo com culturas
tradicionais de commodities como o milho safrinha (Freire Filho et al., 2011).

Embora o ganho em produtividade possa ser uma caracteristica relativamente facil de ser
alcancada, pesquisas desenvolvidas na area de melhoramento, tem demonstrado dificuldade em
aumentar o contetido proteico sem ocasionar uma reducéo na producédo de sementes (Chung et al.,
2003). Entretanto, autores como Fatokun et al. (2000) relatam que o alto rendimento ndo esta
correlacionado negativamente com melhores caracteristicas nutricionais, como o contetdo proteico
e que existe suficiente variabilidade genética para melhorar essas caracteristicas no feijao-caupi.
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A herdabilidade da proteina de semente é geralmente de moderada a alta entre 0s acessos
(20-80%), sugerindo que a selecdo para a proteina pode ser bem-sucedida (Burstin et al., 2011).
Santos et al. (2012) reportaram que o contetido proteico de sementes é controlado por trés a sete
genes com altissima herdabilidade de sentido restrito, que é a mais adequada para fins de
melhoramento genético por considerar somente a aditividade, ou seja, a por¢do herdavel da
variancia genetica, o que pode ser passado de geracao a geracdo por selecdo (Jung et al., 2008).

Assim diante da grande diversidade existente para feijado-caupi, com bom potencial na area
de melhoramento para incrementos nos teores de proteina; recentes trabalhos tém buscado
caracterizar esses genotipos visando sua aplicabilidade em programas de melhoramento. Reunir
dados sobre parametros nutricionais € crucial; porque isso ajudara os melhoristas de plantas na
escolha de linhagens com alto teor de proteina (Ravelombola et al., 2016). Dessa forma, esse
trabalho tem por objetivo caracterizar quatro gendétipos de feijdo-caupi, em quatro estadios do seu
desenvolvimento (crescimento vegetativo, pré florescimento, florescimento pleno e enchimento de
vagem), assim como avaliar a producdo de graos e evidenciar seu conteudo proteico, buscando-se
relacionar cultivares nutricionalmente superiores.

2. METODOLOGIA

2.1. Material Vegetal

O estudo foi conduzido no municipio de Seropédica-RJ (Latitude 22°48°00°’S; Longitude
43°41°00°W,; altitude de 33,0 m). As plantas foram cultivadas, na casa de vegetagdo do
Departamento de Fitotecnia (Figura 1), em vasos de 8L com terra cuja caracterizacdo quimica
mostrou teores de P = 2.3 (mg dm™); K = 72 (mg dm™); Ca = 1,8 (cmol. dm); Al = 0 (cmol. dm
%); Mg = 0,8 (cmolc dm). A adubago seguiu a recomendacéo do Manual de Adubagio e Calagem
do Estado do Rio de Janeiro (2012), excetuando-se o fornecimento de nitrogénio (N) (Figura 1). O
plantio foi realizado no dia dezesseis de maio de 2016 e as sementes foram inoculadas com SEMIA
6464 (=BR 3262) de Bradyrhizobium sp para fornecimento de N. A estirpe foi obtida a partir do
banco de germoplasma da Embrapa Agrobiologia.

A escolha dos gendtipos para estudo se baseou na popularidade dos genotipos entre 0s
agricultores e pesquisadores (Epacel0 e BR17 Gurgueia) e também no perfil proteico,
considerando cultivares contrastantes (Paulistinha e Novaera) com base nos dados do capitulo
anterior. Assim o0s gendtipos estudados foram: Paulistinha, BRS Novaera, Epace 10, BR17
Gurguéia.
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Figura 1. Feijdo-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp), em casa de vegetacdo no estaddio de desenvolvimento
vegetativo, Seropédica-RJ, Brasil, 2016.

Adotou-se o delineamento inteiramente casualizado com quatro tratamentos e oito
repeticdes. As andlises foram realizadas em quatro periodos fenoldgicos distintos: crescimento
vegetativo (do plantio até o aparecimento do primeiro botéo floral); prefloracdo (quando mais de
50% das plantas apresentam pelo menos um botdo floral), somente neste estadio foi realizada a
avaliacdo da raiz e sua nodulacgéo; floracdo plena (quando no minimo 50% das plantas apresenta
uma flor totalmente expandida), enchimento de vagem (inicia-se com o enchimento da primeira
vagem), e por fim foi avaliada a producdo de grdos e a caracterizacdo das proteinas de
armazenamento do grdo e seus aminodcidos soluveis. O cultivar Novaera teve suas coletas de
florescimento pleno e enchimento de vagem adiantadas em 8 dias, uma vez que se respeitou o
estadio fenol6gico dos cultivares (Tabela 1).

Tabela 1: Datas de coleta em dias ap6s o plantio (DAP) dos quatro genétipos de Vigna unguiculata
(L.) Walp, Seropédica-RJ, Brasil 2016.

Crescimento Pré- Florescimento  Enchimento
Cultivares vegetativo florescimento pleno de vagem
DAP
Paulistinha 21 49 60 68
BRS Novaera 21 49 52 60
Epace 10 21 49 60 68
BR17 Gurguéia. 21 49 60 68

2.2. Proteina de folha

Para quantificar as proteinas soluveis de folha foi utilizando o método de Bradford
(Bradford, 1976). A fracdo da folha analisada corresponde ao foliolo central da terceira folha mais
jovem totalmente expandida.
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2.3. Analises de area foliar, peso seco e fresco parte aérea, nUmero de ndédulos, peso seco de
nodulos e raizes

A parte aérea foi separada das raizes em corte no ponto de insercdo cotiledonar, préximo a
base do caule, e as folhas foram separadas para mensuragéo da &rea foliar com um medidor de area
foliar portatil LI1-3000C (LI-COR, Nebraska USA).

No estadio de pré-florescimento, quando a nodulagdo foi avaliada, os nddulos foram
destacados das raizes, contados e em seguida, nodulos, raizes e parte aérea foram colocados para
secagem em estufa com circulacdo forcada de ar a aproximadamente 60 °C até atingir peso
constante (x72h). As avaliacGes da parte aérea foram repetidas em todos os estadios avaliados.

2.4. Producéo de graos

Para avaliagdo da producdo, os grdos foram secos em estufa a 60 °C, por 48h e
posteriormente pesados.

Para a extracdo das proteinas de reserva, posteriormente a secagem, os grdos foram
liofilizados e moidos.

2.5. Extracdo das proteinas de reserva dos graos

Foram retiradas de uma Unica amostra de farinha, oriunda de graos de diferentes plantas,
100 mg para cada uma das 3 repeticdes. As amostras foram tratadas com 1 mL de hexano, a
temperatura ambiente durante 15 minutos, com leves agitagdes, centrifugadas a 12000 RCF por 5
min e deixadas para secar overnight. O processo de extracdo € sequencial, desta forma foi
utilizado o precipitado da extracdo anterior como pellet para a extragao seguinte.

Durante toda as etapas de extracdo a amostra foi levemente agitada para auxiliar a
solubilizacdo das proteinas. Apds a solubilizacdo de cada fracdo proteica, a amostra foi
centrifugada a 12.000 RCF durante 5 minutos, os sobrenadantes foram coletados e armazenados
em freezer a -20°C para posterior andlise.

Para a extracdo da primeira fracdo proteica, as globulinas, foi adicionado a farinha seca 1
mL de uma solugdo 0,5 M de NaCl por 30 minutos a 4°C, este processo foi repetido trés vezes. Os
sobrenadantes obtidos apds cada centrifugacao foram misturados e armazenados.

A fracdo albumina foi extraida submetendo o pellet anterior a uma nova extragdo com 1 mL
de agua destilada por 30 minutos a 4°C, repetido trés vezes. O sobrenadante obtido apds a primeira
centrifugagdo foi descartado, e os sobrenadantes da segunda e da terceira centrifugacdo foram
misturados e armazenados.

As prolaminas foram obtidas adicionando-se 0,5 mL de etanol 70% por 30 minutos a
temperatura ambiente. O sobrenadante obtido foi armazenado.

As glutelinas foram obtidas em duas fracGes. As glutelinas acidas, extraidas em 1 mL de
solucdo 0,1 M HCI por 30 min a temperatura ambiente e o sobrenadante obtido por centrifugacao
foi armazenado. Sequencialmente, as glutelinas basicas foram extraidas em 1 mL de solucéo 0,1
M NaOH, temperatura ambiente por 30 minutos, com armazenamento do sobrenadante.
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2.5.1. Determinacdo de proteina de reserva

A concentracdo de proteina nas fragdes em todas as amostras foi quantificada utilizando-se
Kits da Bio-Rad (Protein Assay e DC Protein Assay). As andlises das fracdes, aloumina, globulina,
prolamina e glutelina &cida a seguiram o método de Bradford (Bradford, 1976) enquanto que para
a glutelina basica o método utilizado se assemelha ao desenvolvido por Lowry (1951). O soro
albumina bovina (BSA) foi usado como padréo. Os valores foram determinados em relacdo a curva
padrdo de concentracBes conhecidas através de regressdo linear.

O percentual total da proteina soltvel foi baseado na soma das frag@es proteicas.

2.6. SDS-PAGE de proteinas de reserva

A eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sddio (SDS-PAGE) foi
realizada conforme descrito por Laemmli (1970). Apds a extragdo das proteinas, amostras com
concentracdes conhecidas de proteina de cada fracdo foram aplicadas aos géis. As condi¢des gerais
de corrida, foram determinadas em uma amperagem constante de 15 mA/gel. Marcadores de peso
molecular foram aplicados em cada gel para a determinacdo da massa molecular das proteinas. A
coloracdo dos geis foi realizada utilizando-se a coloracdo pelo método com prata (Morrissey,
1981).

2.7. Extracdo de aminoé&cidos sollUveis dos gréos

A extracdo foi feita com MCW (metanol: cloroférmio: agua, na propor¢do 12:5:3)
(Azevedo et al., 1990). Um grama de farinha liofilizada dos graos de cada amostra foi misturado
em 10 mL de MCW. A mistura foi deixada durante a noite a 4°C e centrifugada a 10.000RCFpor
20 minutos. O sobrenadante foi retirado e misturado com um mL de cloroférmio e 1,5 mL de agua
para cada quatro mL de MCW utilizado. Centrifugou-se novamente e foi retirado cuidadosamente
0 estadio aquosa formada que é deixada por uma hora a 38°C e em seguida liofilizada. O “pellet”
foi ressuspendido em 1 mL de agua e a solucdo de aminoacidos sollveis congelado a -20°C.
Quando da analise, as amostras foram filtradas em filtro Millipore em PVDF, de 0,22 um para
remocao das fracdes de proteinas de reserva albuminas e globulinas que sdo soltveis em agua e
entdo aplicadas em UPLC.

2.8. Separacao e determinacao da composi¢ao de aminoacidos por UPLC

A analise de cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UPLC) foi realizada com o sistema
Acquity HClass (Waters), coluna BEH C18 (100 mm x 2.1 mm i.d., 1.7 um), fluxo de 0,7 mL/min
e temperatura da coluna de 46°C.

Foram utilizados para a derivatizagdo 70 pL de tampé&o borato, 10 pL da amostra contendo
0s aminoéacidos e 20 pL do derivatizante (AccQ - fluor). Apos, a mistura foi colocada em banho
seco a 55°C por 10 minutos e inserida em tubos especificos para inje¢cdo da amostra. O volume da
injecdo foi de 1 UL e a deteccdo ocorreu através de comprimento de onda de 260 nm.
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As concentracdes de aminoacidos nas amostras serdo determinadas em relagdo a curva
padrédo de concentracdes conhecidas dos aminoacidos histidina, serina, arginina, glicina, aspartato,
glutamato, treonina, alanina, prolina, lisina, tirosina, metionina, valina, isoleucina, leucina e
fenilalanina.

2.9. Andlise estatistica

A analise estatistica foi realizada com teste de média LSD, no nivel de 5% de probabilidade,
para as caracteristicas quantitativas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Em plantas de feijdo-caupi as caracteristicas morfolégicas podem ndo ser
significativamente distintas e normalmente requerem o crescimento das plantas até a maturidade
antes da identificagdo (Mahfouz, 2015). No periodo de crescimento vegetativo, a BRS Novaera,
destacou-se por apresentar os maiores valores para as variaveis analisadas (peso fresco e seco de
parte aérea e area foliar), excetuando-se apenas proteina de folha (Tabela 2), que assim como a
BR17 Gurgueia apresentou valores significativamente menores, em relacdo a Paulistinha. Essa
caracteristica do BRS Novaera esta provavelmente associada a sua precocidade em relagdo aos
demais genotipos avaliados, uma vez que foi o primeiro a alcancar o estadio de enchimento de
vagem com diferenca de uma semana entre ele e os demais. Variedades de maturacdo precoce
podem desenvolver menos folhas ou progredir através dos diferentes estadios a uma taxa mais
répida. Muito embora, de maneira geral, variedades precoces (65-70 dias) tendem a apresentar alta
producdo de grdos e baixa producdo de forragem (Singh et al., 2003).

No pré-florescimento, houve diferencas significativas para os gendétipos, apenas para
proteina de folha e peso seco de raiz (Tabela 2), onde 0 BRS Novaera e o Epace 10 apresentaram
0 menor e maior contetdo de proteina de folha, respectivamente, enquanto o Paulistinha apresentou
maior peso seco de raiz. As varidaveis de numero de nodulos e peso seco de nddulos nao
apresentaram diferencas significativas (Tabela 3). Melo e Zilli (2009) avaliaram a FBN em cinco
cultivares de feijdo-caupi inoculadas com a estirpe BR 3262, no campo e em casa de vegetacao.
Dentre os cultivares, o BR17 Gurguéia, também foco desse estudo, apresentou em ambas as
situacBes, numero de nodulos muito inferiores (17 e 98 unidades, respectivamente) ao do presente
trabalho que foi de 182.3 nodulos planta® (Tabela 3). A capacidade de nodulagio no BR17
Gurguéia foi também avaliada por Xavier et al. (2006), sendo superior a outros genotipos de feijao-
caupi de origem brasileira, nigeriana e norte americana, com aproximadamente 160 nddulos, se
aproximando dos valores encontrados nesse trabalho.
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Tabela 2. Médias das anélises de area foliar, peso fresco (PF) e peso seco (PS) da parte aérea e
proteina da folha de quatro genotipos de Vigna unguiculata (L.) Walp. em quatro estadios
fenoldgicos, Seropédica-RJ, Brasil 2016.

Genétipos Area foliar Parte Aérea Proteina
(cm?) PF(g)  PS(g) (mgBSA/g MF)
CRESCIMENTO VEGETATIVO
BRS Novaera 364,525a 14,152a 1,273 a 2,232 b
BR17 Gurguéia 263,621ab 8,740b 0,827 b 2,326 b
Paulistinha 254,671 b 8,952 b 0,870 b 2,581 a

Epacel0 289,431ab 10,218 ab 0,947 ab 2,336 ab
PRE-FLORESCIMENTO

BRS Novaera  1040,613a 46,645a 8,517a 3,404 b
BR17 Gurguéia 1099,918a 42,990a 6,991 a 3,647 ab
Paulistinha 1199,918a 44,752a 7,370 a 3,519 ab
Epacel0 1027,075a 42,133a 6,485a 3,667 a
FLORESCIMENTO PLENO
BRS Novaera  1264,293a 47,436b 10,390 b 2,997 b
BR17 Gurguéia 1638,730a 75,014a 16,099 a 3,846 a
Paulistinha 1237,293a 53,284b 9,306 b 2,994 b
Epacel0 1413526 a 61,328ab 11,101 b 2,963 b

ENCHIMENTO DE VAGEM
BRS Novaera  1173,353a 84,048a 16,426a 2,486 ab
BR17 Gurguéia 1286,953a 81,029a 16,729a 2,671 ab
Paulistinha 1329,666a 68,158a 13,48la 2,400 b
Epacel0 1297,583a 66,784a 12,684a 2,719 a
“Médias seguidas da mesma letra, em uma mesma coluna, dentro de cada fase, ndo diferem significativamente pelo
teste LSD (alpha = 0,05).

Tabela 3. Médias das analises de nimero de nddulos N nddulos e peso seco (PS) de nodulo e raiz,
de guatro gendtipos de Vigna unguiculata (L.) Walp. no estadio fenoldgico de pré-florescimento,
Seropédica-RJ, Brasil 2016.

PRE-FLORESCIMENTO

Gendtipos N de nédulos ] PS (9) .
nodulo raiz
BRS Novaera 182,333 a 0,462a 2,212b
BR17 Gurguéia 126,833 a 0,358a 2,037b
Paulistinha 174,166 a 0,487a 3,998 a
Epacel0 165,667 a 0,395a 2,410b

“Médias seguidas da mesma letra, em uma mesma coluna, ndo diferem significativamente pelo teste LSD (alpha =
0,05).

O florescimento pleno, quando 50% das plantas apresentam a primeira flor totalmente
aberta, corresponde ao estadio em que ocorreram diferencas significativas para todas as variaveis
analisadas, exceto para area foliar. Nesse estadio o BR17 Gurguéia apresentou 0s maiores valores
para as caracteristicas de peso fresco e seco de parte aérea e proteina de folha.
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De acordo com Peoples et al. (1983) cada fruto absorve nitrogénio de todas as fontes
disponiveis, mas o nitrogénio das folhas é preferencialmente distribuido para frutos préximos,
assim como os frutos mais inferiores monopolizam o N exportado das raizes noduladas durante a
frutificacdo tardia. O suprimento adequado de N através da FBN, em adicdo a fertilizacdo
nitrogenada deve aumentar o conteddo de N na folha, fotossintese e producdo (Barros et al., 2016).

Os dados mostram uma tendéncia de aumento no teor de proteina na folha até o estadio de
pre-florescimento, e a partir desse ponto ocorre uma reducdo desses valores (Tabela 2). Peoples et
al. (1983) relatam que apds o florescimento, o aporte de N para os frutos advém em 40 % da FBN
e 60% por meio da mobilizacdo do nitrogénio fixado em folhas, caule, raiz e nédulos antes da
floracao.

De acordo com Long et al. (2006) e Pimentel (2006), mais de 50% de N no teor de proteina
solivel em folhas € composto por ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase (Rubisco) que é a
enzima responsavel pela fixacdo de CO, para a sintese de carboidratos, ou seja, existe uma relacao
direta entre a producdo de fotoassimilados e o rendimento de biomassa. Dessa forma conhecer o
contetdo de N na folha pode ser uma caracteristica util com alta herdabilidade para melhorar o
rendimento da cultura (Pimentel, 2006).

A reducdo no teor de proteina das folhas, observado neste trabalho, fica evidente
principalmente para o cultivar BR17 Gurguéia, que apresenta conteudo significativamente superior
as demais no florescimento pleno, enquanto que, no enchimento de vagem, passa a se igualar as
demais cultivares (Tabela 2). Essa reducédo pode estar associada a mobilizacdo da proteina foliar
em funcdo do contetdo de proteina soltvel nos grdos, uma vez que o cultivar foi o que também
apresentou maior producéo de graos. O teor de proteina no grdo foi inversamente representado pelo
contetdo de proteina na folha, por exemplo, o cultivar Epace 10 que se manteve com maior
conteddo de proteina na folha até o estadio de enchimento de vagem, foi também a que apresentou
menor contetdo de proteina no gréo.

A producdo média de gréos por planta foi de 5,8; 6,7; 7,8; 10,6; g planta™* dos gendtipos
Paulistinha, Epacel0, Novaera e Gurguéia, respectivamente. Na literatura os valores médios de
produtividade costumam variar conforme 0 manejo, época e também com a regido de cultivo. Na
avaliacdo e caracterizagcdo do cultivar Novaera, é possivel encontrar valores de média de
produtividade de 653 kg ha™ (Chagas Janior et al., 2010) a 1.074,3 kg ha* (Freire Filho et al.;
2008). As produtividades médias de 813 e 2.197 para BR17 Gurgueia, e de 1.070 e 1.180 do
cultivar Paulistinha foram encontradas em estudos realizados por diferentes autores (Melo e Zilli,
2009; Rocha et al., 2011; Santos et al., 2014). O Epace 10, apresentou de acordo com Santos e
Aradjo (2000) produtividade variando de 1.048 a 2.694 kg ha™.

A remobilizacdo de nutrientes tais como nitrogénio e fosforo de tecidos vegetativos para
orgdos reprodutivos tem papel fundamental na producgéo de grdos em leguminosas (Ghanbari et al.;
2013). Entretanto apesar do acumulo de proteina em sementes em desenvolvimento de culturas
anuais estar associado a mobilizacdo do nitrogénio de drgaos vegetativos em senescéncia (Frith e
Dalling, 1980); para leguminosas noduladas, essa relacdo é considerada mais complexa, pela
possibilidade da producdo de sementes ser significativamente aumentada pela fixagdo do
nitrogénio atmosférico durante a frutificacdo, provendo nitrogénio adicional ao disponivel no solo
e/ou tecidos senescentes (Peoples et al., 1983).

Partes da planta do feijao-caupi tais como folhas, vagens e sementes sdo usadas para
consumo humano e sdo ricas em proteinas (Sebetha et al., 2015). As proteinas das leguminosas séo
principalmente proteinas de armazenamento pertencentes a diferentes grupos conforme suas
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caracteristicas de solubilidade (Klupsaité e Juodeikiené, 2015). Dessa forma as proteinas podem
ser soltveis em agua (albuminas), sal (globulinas), alcool (prolaminas) e solucdes alcalinas
(glutelinas) (Osborne, 1924). As glutelinas podem ainda serem divididas em sollveis em meio
acido ou alcalino (Sukor et al., 2007).

As globulinas constituem a maior parte da proteina de semente, cerca de 72% da proteina
extraivel de sementes maduras de feijdo-caupi (Murray et al. 1983); sendo assim, também
responsaveis pelo seu valor nutricional (Bressani, 1985). Freitas et al. (2004) encontraram que
globulinas e albuminas (compondo 51% e 45% do total de proteinas de sementes, respectivamente)
constituem uma clara maioria das proteinas de semente. O contetdo das fragdes, apresentado na
Tabela 4, ndo esta em total acordo com Freitas et al. (2004) uma vez que apesar das globulinas
representarem cerca de 84% do total das proteinas de armazenamento, ou seja a maior parte, as
albuminas correspondem apenas a 2%. Na literatura € comum encontrar valores do teor de
albumina variando desde 2,5 a 28% (Chan e Phillips, 1994). O reduzido contedo de albumina
encontrado nesse trabalho em relacdo a literatura, possivelmente se relaciona com o método de
extracdo utilizado. Embora por defini¢do albuminas sejam proteinas soltveis em agua (Osborn,
1924), a maioria dos trabalhos com feijao-caupi (Chan e Phillips, 1994; Fotso et al., 1994; Odeigah
e Osanyinpeju, 1996; Vasconcelos et al., 2010), utilizam uma solucéo salina para extracdo de uma
mistura de globulinas e albuminas que sdo posteriormente separadas por didlise. Assim, o método
utilizado nesse trabalho determina como globulina toda a proteina extraida com NaCl 0,5 M e como
albumina a fragdo extraida numa etapa seguinte com agua destilada, o que em termos comparativos
pode ocasionar uma superestimacao de globulinas e uma subestimacéo de albuminas.

Os gendtipos estudados ndo apresentaram diferencas significativas para teor de globulina.
Enquanto que para albumina dois genotipos foram contrastantes, o Paulistinha com 0,55 e o Epace
10 com 0,66% (Tabela 4). As globulinas sdo nutricionalmente deficientes em cisteina e metionina
ja as albuminas séo ricas em lisina, cisteina e metionina (Clemente et al., 1998; Wang et al., 2003).
Dessa forma as albuminas sdo frequentemente consideradas como sendo de composicdo de
aminoacidos mais favoravel do que as globulinas (Wang et al., 2003). Assim, gen6tipos com maior
teor de albumina podem ser interessantes para programas de melhoramento que visem aumentar a
qualidade nutricional do gréo.

Os genotipos apresentam também diferencas significativas para prolamina, glutelina basica
e acida. Os maiores valores sdo encontrados para BRS Novaera com valores de 0,5 (prolamina),
4,31 (glutelina béasica) e 0,86 % (glutelina &cida). Esses valores se assemelham aos relatados por
Gupta et al. (2010) que teve para prolamina teores entre 0,64 e 1,4 e para glutelina, sem diferenciar
glutelina basica de glutelina acida, 4,27 e 4,01 g por 100g farinha. De acordo com Gupta et al.
(2010), o contetdo de prolamina apresenta correlacdo negativa com teor de lisina, ou seja,
gendtipos com elevado teor de prolaminas tendem a ter baixo teor de lisina.

Os perfis proteicos de proteinas de armazenamento podem funcionar como uma impressao
bioquimica geral para cultivares de feijdo-caupi (Mahfouz, 2015) e sdo utilizados com sucesso em
estudos da biossistematica de plantas cultivadas (Kalloo et al., 2001). Nesse sentido, um dos
principais objetivos dos estudos de SDS-eletroforese de sementes € a possibilidade de correlacionar
a presenca e a auséncia de bandas de polipeptidios especificos com caracteristicas especificas ou
gerais da cultura (Odeigah e Osanyinpeju, 1996).

51



Tabela 4. Fragdes das proteinas de reserva nos grdos de quatro genotipos de Vigna unguiculata
(L.) Walp. Os valores estdo expressos em porcentagem da farinha seca.

FracGes Proteicas
(g . 100g farinha?) Proteina
Albumina Globulina Prolamina Glu’te_lina Gllut_elina Soldvel Total
bésica acida
BRS Novaera 061 ab 24,61 a 05 a 431 a 086 a 30,88 ab
BR17 Gurguéia 0,63 ab 26,77 a 035 ¢ 310 ¢ 0,77 b 31,62 ab
Paulistinha 0,55 b 2788 a 043 b 368 b 084 a 33,38 a
Epace 10 0,65 a 2521 a 037 bc 183 d 057 ¢ 28,63 b
“Médias seguidas da mesma letra, em uma mesma coluna, ndo diferem significativamente pelo teste LSD (alpha =
0,05).

Genotipos

Com relacdo aos géis de eletroforese para as cinco fragdes solUveis de proteinas (albumina,
globulina, prolamina, glutelina &cida e glutelina basica) os perfis dos quatro gendétipos foram
semelhantes em todas as fracGes, o que significa que a maioria das bandas foram comuns aos
diferentes genotipos indicando uma relacdo préxima entre eles (Figura 2). Os pesos moleculares
das bandas de proteinas apresentadas nos géis de SDS-PAGE variaram entre 10 e 90 kDa, para
albuminas, entre 15 e 100 kDa para globulinas; prolaminas entre 15 e 90 kDa e para glutelinas
acida e bésica entre 15 e 100 kDa (Figura 2). Gupta et al. (2014) encontraram para 0s gendtipos
avaliados em seu trabalho uma dispersdo de bandas que variou entre 15,85 a 147,9; 10 a 125,9;
7,94 256,23 e 10 a 79,43 kDa para albumina, globulinas, prolaminas e glutelinas, respectivamente.

Dois genotipos se destacaram por apresentar divergéncias quanto ao perfil eletroforético.
O genotipo Novaera apresentou diferencas quanto ao seu padrdo de bandas para albumina,
globulina e glutelina basica; seja pela presenca de uma banda extra (entre 10 e 15 kDa para
albumina) ou pela menor intensidade da banda entre 20 e 25 kDa da frag&o globulina ou ainda pela
supressdo/ ou nao deteccdo de uma banda em glutelina &cida (40 kDa) (Figura 2). Ja no genotipo
Gurguéia, as bandas entre 50 e 70 kDa da fracdo prolamina, estavam ausentes ou ndo foram
detectadas (Figura 2).
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Figura 2. Perfil eletroforético SDS-1D de: A- Albuminas; B- Globulinas; C- Prolaminas; D- Glutelina &cida; E-
Glutelina basica. A canaleta “P” ¢ a do padrao de massas moleculares; 1- Paulistinha; 2-Novaera; 3 -Epace 10; 4 -
Gurguéia. As setas indicam posicBes de bandas: em A - presenca de uma banda extra, em B- menor intensidade da
banda, em C e D — supressdo de bandas.

O perfil eletroforético dos quatro gendtipos foi também examinado em estudo anterior pelos
autores, onde, diferentemente deste que teve as plantas crescidas em vaso em casa de vegetacéo,
os grdos analisados naquele momento foram oriundos de cultivo a campo. A comparacéo dos dados
obtidos nestes dois momentos, mostraram diferencas marcantes no perfil eletroforético das
cultivares para todas as fraces. Entretanto como a sementes utilizadas no cultivo em vaso foram
originadas do cultivo a campo, ou seja, a mesma origem geneética, presume-se que as variagoes
ocorridas se deram em funcdo do ambiente, época de plantio ou ainda devido ao tempo de
armazenamento.

Gupta et al. (2010) encontraram uma correlacdo negativa entre globulinas e aminoacidos
sulfurados e entre prolaminas e lisina, ou seja, gendtipos que apresentaram maior conteddo de
globulina foram também os que apresentaram menor teor de aminoacidos sulfurados (metionina e
cisteina), enquanto que, os com maior conteddo de prolaminas corresponderam também aos com
menor conteudo de lisina. Com base na analise de aminoécidos sollveis (Tabela 5), a relacdo
descrita por Gupta et al. (2010) ndo se aplica a este trabalho, ou seja, ndo houve correlacdo entre
os niveis de prolamina e lisina, pois tanto o gen6tipo com mais prolamina (Paulistinha) quanto o
com menos prolamina (Gurguéia), ndo apresentaram diferenca significativa para teores de lisina.
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Tabela 5. Teor de aminoacidos sollveis nos graos de quatro genétipos de Vigna unguiculata (L.)
Walp. Os dados estdo expressos em pg de aminoacido por 100 g de farinha seca.

Aminodcidos Gendtipos
soltveis BRS Novaera BR17 Gurguéia Paulistinha Epace 10
nos gréos (ug aa 100g farinha™)
essenciais
HIS 0,422 a 0,729 ab 0,995 b 0,813 ab
THR 0,118 a 0,107 a 0,105 a 0,105a
LYS 0,048 b 0,045 ab 0,047 b 0,041a
MET 0,029 b 0,025 ab 0,024 a 0,023 a
PHE 0,440 a 0,386 a 0,495 a 0,916 b
ILE 0,053 a 0,053 a 0,061 a 0,058 a
LEU 0,047 a 0,037 a 0,044 a 0,047 a
ndo-essenciais

ARG 0,599 ab 0,308 a 1,768 ¢ 0,804 b
ASP 0,245 a 0,410 a 0,468 a 0,366 a
SER 0,092 a 0,089 a 0,198 a 0,151 a
ALA 0,206 a 0,192 a 0,199 a 0,147 a
CYS 0,020 b 0,013a 0,014 a 0,014a
TYR 0,206 b 0,083 a 0,217 bc 0,256 ¢
VAL 0,127 a 0,131 a 0,182a 0,182a
PRO 0,238 a 0,228 a 0,308 a 0,171 a
GLY 0,107 a 0,084 a 0,102 a 0,083 a
GLU 177,133 a 200,575 a 259,698 a 231,655a

“Médias seguidas da mesma letra, em uma mesma coluna, ndo diferem significativamente pelo teste LSD (alpha =
0,05).

O cultivar Novaera foi 0 que apresentou 0s maiores teores de aminoacidos sulfurados
(metionina, cisteina), 0, 049 ug aa. 100g farinha™ no total, que s&o coincidentes com o maior teor
de albumina encontrado. Uma vez que na literatura as albuminas sdo descritas como uma fragao
rica em lisina, cisteina e metionina (Clemente et al., 1998), pode-se por associacao dizer que quem
tem mais albumina, possivelmente terd mais lisina, cisteina e metionina. Entretanto, Chan e Phillips
(1994), estudando o cultivar Califérnia para teores de aminoacidos incorporados, ndo encontraram
diferencas significativas para teor de metionina entre as diferentes fragfes proteicas.

Os teores de acido glutdmico superam em muito os demais aminoacidos, ndo havendo,
entretanto, significancia entre os cultivares. Na literatura, o teor de acido glutamico, é sempre
reportado como superior ao contetdo dos demais aminoacidos, representando entre 17 e 19% do
total de aminoéacidos incorporados (Chan e Phillips, 1994; Igbal et al., 2005). Entretanto a ordem
de grandeza encontrada neste trabalho, € muito superior; com acido glutamico representando em
média 98% do total de aa soluveis extraidos. Os teores de apenas sete aminoacidos (histidina,
arginina, cisteina, lisina, tirosina, metionina e fenilalanina) apresentaram diferencas significativas
entre os gendtipos.
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4. CONCLUSOES

Os cultivares BRS Novaera e BR17 Gurguéia se destacaram por apresentarem maior
producdo de grdos associada a elevado teor de proteina soltvel no gréo. Além disso a BRS Novaera
apresentou maiores teores de aminoacido sulfurados (metionina e cisteina) soltveis, ndo diferindo
quanto ao teor de metionina do cultivar BR17 Gurguéia, e ambas apresentaram polimorfismo de
bandas, com destaque para o cultivar Novaera que apresenta uma banda extra para albuminas. As
informagdes de polimorfismo sdo importantes em estudos de selegéo assistida ou sobre diferencas
alergénicas, podendo assim, serem melhores investigados em trabalhos futuros.
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Anexo A — Otimizagdo do método de extragdo de proteinas de reserva e determinacao de proteinas

Para viabilizar a comparacdo de 18 genotipos de feijdo-caupi; eliminando-se a dialise e reduzindo
drasticamente os volumes dos solventes utilizados, optou-se por otimizar o meétodo descrito em
Vasconcelos et al. (2000) com base nos trabalhos de Ragab et al. (2004) (ndo realiza a etapa da
dialise na extracdo) e Landry et al. (2000) (utiliza apenas 2 mL de solucdo de extracdo em quanto
que para feijdo-caupi é comum o uso de grandes volumes de solucgdes de extracdo, da ordem de 50
mL).

Assim o método proposto nesse trabalho difere dos relatados na literatura por reunir duas
caracteristicas importantes, que é a eliminacédo da dialise e 0 uso de pequenos volumes de solugdes
de extragéo.

Preparo do Material Vegetal
Os grdos de feijdo-caupi foram liofilizados durante 48h, sendo posteriormente triturados e
peneirados para se obter uma farinha homogenia.

Extracéo das proteinas de reserva

Amostra de 100 mg foram pesadas, colocadas em eppendorf de 2 mL e tratadas com 1 mL de
hexano, a temperatura ambiente durante 15 minutos, com leves agita¢Ges, centrifugadas a 12000
RCF por 5 min a 25 °C e deixadas para secar overnight ao ar livre. O hexano é utilizado para
solubilizar os lipideos presentes na farinha e impedir que estes pudessem interferir na extragdo
proteica.

O processo de extracdo é sequencial, desta forma foi utilizado o precipitado da extragdo anterior
como pellet para a extragao seguinte.

1. Extracdo de globulinas

Foi adicionado a farinha seca (no dia seguinte a etapa com hexano)1 mL de uma solucéo
0,5 M de NaCl. As amostras foram agitadas por 30 minutos a 4°C, sendo posteriormente
centrifugadas a 12000 RCF por 5 min & 4°C. Este processo foi repetido trés vezes e 0s
sobrenadantes obtidos apds cada centrifugacdo foram misturados e armazenados.

2. Extracdo de albuminas

A fracdo albumina foi extraida submetendo o pellet anterior a uma nova extragdo com 1 mL
de &gua destilada e agitadas por 30 minutos a 4°C sendo posteriormente centrifugadas a 12000
RCF por 5 min a 4°C. O procedimento foi repetido trés vezes. O sobrenadante obtido apés a
primeira centrifugacdo foi descartado por apresentar conteddo de albuminas proximo a zero,
provavelmente devido a presenca de residuos da solugcdo salina na amostra o que impede a
solubilizacdo destas albuminas. Os sobrenadantes da segunda e da terceira centrifugacdo foram
misturados e armazenados.

3. Extracéo de prolaminas

As prolaminas foram obtidas adicionando-se 0,5 mL de etanol 70%, agitadas por 30
minutos a temperatura ambiente. As amostras foram centrifugadas a 12000 RCF por 5 min a 25°C
O sobrenadante obtido foi armazenado.
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4. Extracdo glutelinas

As glutelinas foram obtidas em duas fracdes. As glutelinas acidas, extraidas em 1 mL de
solucdo 0,1 M HCI enquanto as glutelinas basicas foram extraidas em 1 mL de solu¢do 0,1 M
NaOH. As amostras foram agitadas por 30 min a temperatura ambiente e o sobrenadante obtido
por centrifugacgéo foi armazenado.

Determinacéo de proteina

A concentragdo de proteina nas fracGes em todas as amostras foi quantificada utilizando-se
Kits da Bio-Rad. Assim as analises das fracGes, albumina, globulina, prolamina e glutelina &cida
seguiram o método de Bradford (1976) e utilizaram o Kit Protein Assay da Bio-Rad, enquanto que
para glutelina basica 0 método utilizado se assemelha ao desenvolvido por Lowry (1951) utilizando
o0 Kit DC Protein Assay. Como padrdo foi utilizado o soro albumina bovina (BSA). Os valores
foram determinados em relagdo a curva padréo de concentra¢fes conhecidas por meio de regressao
linear.

Considerac6es sobre o método de extragdo de proteinas de armazenamento
Caracteristicas que podem ser importantes para este e outros trabalhos de pesquisa:

I. Simplicidade, uma vez que usa eppendorf de 2 mL e ndo usa a dialise, 0 que significa uma
economia de tempo para extracdo das fracfes albumina e globulina.

I. Incorporacdo da etapa de extracdo da glutelina &cida, propostas por Vasconcelos et al. (2010),
demonstrando maior capacidade de extracdo de proteinas do que o método tradicional apenas com
uma solucéo alcalina.

Il. Alteragdo na metodologia para quantificacdo da fracdo bésica das glutelinas, onde o método
modificado de Lowry (Kit Bio-Rad DC Protein Assay) foi adotado, por apresentar maior
estabilidade da amostra. Além disso, de acordo com manual do kit da Bio-Rad Protein Assay, a
solucdo de NaOH é conhecida por interferir no método com Bradford.

I11. Extracdo de albuminas que ndo poderiam ser obtidas com o método proposto por Vasconcelos et
al. (2010), uma vez que este ndo possui a extragdo com &gua destilada, apds a extracdo salina.
Assim, com 0 método proposto no presente estudo pode-se verificar que a extragdo com agua pura,
apos a extracao com solucdo salina, possui certa capacidade de extrair proteinas soliveis em &gua,
desde que a primeira solubilizacdo com &gua, tenha o sobrenadante descartado, uma vez que ele o
teor de proteinas neste, € muito pequeno (na ultima casa decimal do espectrofotbmetro),
provavelmente pela salinidade residual na farinha, resultante da primeira etapa de extracdo com
solugédo 0,5 M de NaCl.

IV. Possui grande capacidade de extracdo equiparando-se ao método de Kjeldhal.

V. Apresenta a desvantagem de superestimar o contedo de globulinas e subestimar as albuminas.

61



Anexo B — Protocolo para analise de Fitato

O método utilizado foi descrito em Latta e Eskin (1980), o qual se baseia na formacdo de um
composto fero-acido-sulfossalissilico de coloracdo azul escuro denominado reagente de Wade.
Na presenca de fitato o ferro é deslocado, reduzindo a intensidade da coloracéo.

Procedimento:
1. Pesou-se 250 mg da farinha liofilizada em tubos falco de 15mL
2. Adiciona-se 10mL de HCI 2,4% e deixa sob agitacdo durante 3h, para que ocorra a
extracao e solubilizacdo do fitato. (fator diluicdo 10X _ 25mg de tecido/ ImL de HCI)
3. Centrifuga-se a 6000 rpm, 20 min & 20 °C
4. Retira-se 0 sobrenadante e guarda-se no freezer uma parte

Tratamento da Resina
a. Colocar em &gua miliQ por 1h e mexer 2-3 vezes, até precipitar a resina.
b. Retirar a agua cuidadosamente para ndo retirar a resina junto. Acrescentar NaCl 0,7M
por 1h e mexer por 2-3 vezes até precipitar a resina.
c. Retirar o NaCl cuidadosamente e colocar agua miliQ até o uso.
Obs.:a quantidade de agua colocada deve ser 2X a quantia em gramas de resina (19 resina/2mL
agua).

5. Adiciona-se 8mL de dgua miliQ + aproximadamente 3mL de resina tratada + 2mL da
amostra (sobrenadante passo 4) _ (n&o tem fator dilui¢do, pois o fitato vai se prender a
resina _ 50 mg tecido/2mL resina).
Agitar durante 1h
Centrifugar a 6000 rpm, 10 min a 20 °C
Descartar sobrenadante
Acrescentar a resina 8mL de NaCl 0,07M, para que se possa retirar impurezas como
proteinas e fosforo inorganico. (ndo tem fator de diluicdo pos o fitato encontra-se ligado a
resina).

10. Agitar 10 min

11. Centrifugar a 6000 rpm, 10 min a 20 °C

12. Descartar sobrenadante

13. Acrescentar a resina 8mL de NaCl 0,7M para eluir o fitato da resina e deixa-lo em

solucéo. (diluicdo 50mg de tecido em 8mL de NaCl 0,7M = 6,25mg/mL)

14. Agitar durante 1h

15. Centrifugar a 3000 rpm, 10 min a 20 °C

16. Usar o sobrenadante para fazer a quantificacdo, aliquota de 3mL.
Quantificagdo

a. 3mL amostra (sobrenadante) + 2mL de reagente Wade.

b. Centrifugar a 6000 rpm, 10 min a 20 °C

c. Pipeta-se ImL da amostra para quantificacdo em espectrofotdmetro a 500nm de

comprimento de onda

A resina pode ser reutilizada por até 4X
Reagente de Wade:

wooN®

62



0,3 g de &cido sulfossalicilico

0,03 g de cloreto de férrico
Completar para um volume final de 100 mL

Preparo Curva Padrdo

Estoque I (solugéo 300 ppm)

Pesar 0,03 g de fitato de sodio para 100 mL de
agua destilada

Estoque Il (solucdo 210 ppm)
35 mL do estoque | e completar para 50 mL

Pontos da Curva:

Padrdo (mL)

dgua (mL) mg/L (ppm)

0
0,5
1,0
15
2,0
2,5
3,0

3,0
2,5
2,0
15
1,0
0,5
0

0
35
70

105
140
175
210
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Anexo C- Protocolo para analise de minerais do Laboratério de Nutrigdo Mineral de Plantas do
Departamento de Ciéncia do Solo (Esalq)

Digestédo nitro-perclérica

Pesa-se 0,59 matéria seca (farinha liofilizada de feijdo-caupi) passando para tubo de
digestdo em bloco de 40 provas, com 6mL de solucdo de &cido nitrico mais perclérico na relacdo
(4 + 0,5) com temperatura inicial de 50 °C, passar para 75 °C e 100 °C por mais 15 minutos, 120
°C por 30 minutos e 160 °C até saida total da matéria organica (fumus avermelhados) passando
logo apos a 180 °C para a homogeneizagdo dos volumes das amostras (se necessario) e a seguir
passar para 210 °C até a saida de fumos brancos ou reducdo do volume final (sem que ocorra a
secagem total da amostra). Colocar 50mL de H2O deionizada para o tubo e homogeneizar ate
dissolver todos 0s minerais.

Quantificacdo dos minerais

a) Faosforo (P)
Colocar 1 mL do extrato em tubo de ensaio de 15mL, adicionando-se 6mL de solucéo
vanado-molibdica. Determinacédo colorimétrica.
Solucdo vanado-molibdica — Seguir (Avaliacdo do Estado Nutricional das Plantas),
conforme mudancas a seguir:
- Pesar 125g de molibdato de amonio e passar para aproximadamente 800mL de H,O
deionizada aquecida a 80°C, agitando até dissolucdo, retirar da chapa e esfriar.
- Pesar 6,259 de metavanato de amonio para 200mL H.O aquecida (80°C), dissolver,
retirar e esfriar.
- Juntar a essa solugdo, 700mL de NHO3 concentrada e esfriar.
- Juntar as duas solugdes frias em baldo de 2 litros e completar o volume com &gua
deionizada ou destilada.
- Juntar 250 mL dessa solucdo a 2750mL de agua deionizada ou destilada.

Padrdes:

Os padrdes séo feitos a partir de uma solucdo 1000ppm de P, com acido (10mL de solucéo
nitro-perclorica 4+0,5), sendo suas concentragdes de 5, 10, 20, 40, 60, 80 e 100ppm de P partindo
de solucdo 1000ppm. Retirar 1mL de cada padrdo mais 6mL de solucéo vanado-molibdica e efetuar
a curva (reta padrdo) com leitura do branco, sendo feita em 1mL de H>O mais 6mL de solugédo
colorida.
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b) Enxofre (S)
Coloca-se 10 mL de extrato em tubo de ensaio de 30mL e adiciona-se 1mL de solucéo de
HCI 6N com 20ppm de S, mais 0,5g de BaCl,. Determinacdo colorimétrica (Turbidimétrica).

Solugéo estoque de S a 1000 ppm: em baldo volumétrico de 1000mL adicionar 5,434g de
K>SO4 a seco por 2 horas a + 110°C, juntar 10mL de solucdo nitropercldrica. Completar o volume
com agua deionizada.

Solucdes de Trabalho:

Volume de Padrao Baldo volumétrico Concentracdo Aliquota

(mL) Diluigdo Final (ppm) (mL)
1 200 5 10
3 200 15 10
5 200 25 10
8 200 40 10

10 200 50 10

c) Potassio (K), calcio (Ca) e Magnésio (Mg)
1mL extrato € adicionado a 19mL de éxido de lantanio a 0,1% em tubo de ensaio de 30mL.
Determinacéo na absor¢do atomica.

d) Aluminio (Al)

10mL do extrato, juntar 10mL da solugéo 0,1N de HCI, 5mL da solucdo 0,1N de CacCly,
2mL de solucdo a 1% de acido ascérbico e 15mL de reativo composto (partes iguais, de solucdo de
aluminon a 0,1%, gelatina a 1% solucéo tampdo pH = 5,30).
Obs.: Os reagentes estdo em "Avaliagdo do estado nutricional principios e aplicagGes".
Al (simplificado)

1mL do extrato, juntam 5mL de solugdo contendo: 1mL de CaCl; 0,1N; 1mL de solucdo a
1% de acido ascorbico; 1mL de solugdo aluminon a 0,1%; 1mL gelatina a 1% e 1mL de solugéo
tampéo pH =5,3.

e) Cobre (Cu), ferro (Fe), manganés (Mn), zinco (Zn) e sédio (Na)
Leituras diretas no extrato nitroperclérico.
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Anexo D - Anova

TABELAS DE ANALISE DE VARIANCIA

CAPITULO 1

FRACOES SOLUVEIS

Fracoes sollveis Média Geral Fc Pr>Fc CV%
globulina 24,324 1.480 0,1378 14,74
albumina 0,484 2.197 0,0148 33,41
prolamina 0,1424167 1.440 0,1546 28,29
glutelina acida 1,0237444 7.460 0 25,14
glutelina basica 2,76597 24.384 0 15.25
MINERAIS E FITATO
Minerais e fitato Média Geral Fc Pr>Fc CV%
P 5,043081 4,151 0,002 4,21
K 12,155000 5,459 0,0004 4,69
Ca 0,408333 2,616 0,025 11,9
Mg 1,080556 2,535 0,0289 7,07
S 1,344369 2,277 0,0461 13,38
Cu 5,097222 0,864 0,6168 19,69
Fe 63,041667 0,511 0,9134 9,84
Mn 11,833333 10,172 0 7,45
Zn 53,152778 10,498 0 3,46
FITATO 9,698208 13,978 0 9,68
CAPITULO 2
CRESCIMENTO VEGETATIVO
Média Geral Fc Pr>Fc CV%
area foliar 293,0625 2,43 0,1402 18,91
PF parte aérea 10,515625 3,922 0,0542 20,88
PS parte aérea 0,97975 3,538 0,0679 18,98

proteina foliar
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PRE-FLORESCIMENTO

Média Geral Fc Pr>Fc CV%
area foliar 1067,057 0,129 0,9405 17,54
PF parte aérea 44,1304167 0,18 0,9069 18,49
PS parte aérea 7,3412917 0,888 0,4874 21,62
proteina foliar
N de nddulos 162,25 0,94 0,4652 27,05
PS nddulos 0,4258583 0,66 0,5992 29,69
PS raiz 2,6646667 4,086 0,0494 29,01
FLORESCIMENTO PLENO
Média Geral Fc Pr>Fc CV%
&rea foliar 1396,805 1,785 0,2277 16,44
PF parte aérea 59,2658333 4,499 0,0395 16,46
PS parte aérea 11,7243333 5,194 0,0278 19,5
ENCHIMENTO DE VAGEM
Média Geral Fc Pr>Fc CV%
area foliar 1271,889167 0,062 0,9786 37,33
PF parte aérea 74,4219167 0,791 0,532 21,06
PS parte aérea 14,6385833 1,551 0,2749 17,83
proteina foliar
FRACOES SOLUVEIS E PROTEINA SOLUVEL
Meédia Geral Fc Pr>Fc CV%
albumina 0,61125 2,045 0,1613 10,25
globulina 26,115 1,232 0,3408 10,25
prolamina 0,411875 12,445 0,0005 9,27
glutelina basica 3,230625 89,302 0 6,92
glutelina acida 0,760625 32,97 0 6
proteina soltvel total 31,129375 2,108 0,1527 8,7
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AMINOACIDOS SOLUVEIS

HIS
ARG
ASP
THR
CYS
LYS
TYR
MET
PHE
VAL
ILE
LEU
SER
ALA
PRO
GLY
GLU

Média Geral Fc Pr>Fc CV%
0,7401013 3,321 0,1382 25,06
0,869715 44,194 0,0016 15,47
0,3721738 1,593 0,3238 28,44
0,10851 0,107 0,9518 24,28
0,0154625 32,071 0,0029 5,11
0,0454288 0,868 0,5274 10,31
0,19044 41,425 0,0018 8,64
0,02498 2,07 0,2468 9,71
0,5595825 17,346 0,0093 14,68
0,1553513 2,111 0,2416 19,27
0,0560888 0,289 0,8323 17,65
0,0438525 0,765 0,5701 17,54
0,1325575 2,705 0,1803 33,7
0,1860288 0,599 0,6487 25,91
0,2359663 1,847 0,279 24,6
0,093935 0,567 0,6657 24,56
217,265335 0,737 0,5826 27,33
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