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Resumo: Este estudo avaliou métodos de extracdo de proteinas do feijdo preto
(Phaseolus vulgaris L.), visando sua importdncia como fonte alternativa e
sustentavel de proteina vegetal. O objetivo principal foi comparar a eficiéncia dos
métodos de extragdo aquosa, alcalina e enzimatica, bem como caracterizar os
extratos obtidos quanto as suas propriedades fisico-quimicas e funcionais. A
metodologia envolveu a determinagao do teor de proteina do feijao e dos extratos e
a aplicacdo de diferentes procedimentos de extracdo, seguidos de analises de
rendimento, solubilidade em fungdo do pH, atividade espumante, capacidade
emulsificante e eletroforese (SDS-PAGE). Os resultados indicaram que a extragao
aquosa apresentou maior rendimento (95%), seguida da enzimatica (92%) e da
alcalina (67%). Ja em relagdo a solubilidade, o extrato aquoso mostrou
superioridade em ampla faixa de pH, exceto proximo ao ponto isoelétrico. O extrato
enzimatico destacou-se na atividade espumante, enquanto o aquoso demonstrou
melhor capacidade emulsificante e estabilidade térmica. A analise eletroforética
confirmou a integridade das globulinas no extrato aquoso e a formagao de peptideos
de menor peso molecular no extrato enzimatico. Conclui-se que a escolha do
método de extragdo deve ser orientada pelo tipo de aplicagdo desejada: o método
aquoso é indicado para formulagcbes que exigem proteinas integrais, enquanto o
enzimatico € adequado para produtos que requerem peptideos bioativos com
propriedades funcionais diferenciadas.
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1 INTRODUGAO

As proteinas sao essenciais para a saude humana, pois participam da
construcdo e da regeneragao de tecidos, regulam vias metabdlicas e fortalecem o
sistema imunoldgico. Habitualmente, as fontes proteicas mais consumidas provém
de animais, como carnes, ovos, leite e derivados, devido ao seu equilibrio completo
de aminoacidos. No entanto, o aumento da demanda global por proteina, juntamente
com preocupagdes éticas e de bem-estar, tem impulsionado a busca por alternativas
mais sustentaveis (SMITH et al., 2020).

O feijao preto (Phaseolus vulgaris), membro da familia das leguminosas,
apresenta um conteudo protéico que varia entre 20% e 40%, posicionando-se como
uma valiosa fonte de proteina vegetal, tanto do ponto de vista nutricional quanto
econdmico (KUDRE; BENJAKUL; KISHIMURA, 2013). Além de seu elevado teor de
proteinas, suas sementes sao ricas em fibras, vitaminas e minerais, o que as torna
adequadas para dietas vegetarianas, veganas e onivoras.
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Visando a sustentabilidade, a produgcdo de proteinas vegetais, como as
derivadas do feijao preto, demanda menos recursos naturais € gera menor impacto
ambiental do que a obtencdo de proteinas de origem animal. Ainda assim, os
meétodos tradicionais de extracdo vegetal — especialmente as extragdes alcalina e
acida — dependem do uso intensivo de reagentes quimicos, tornando-se pouco
compativeis com praticas verdes. Por outro lado, processos enzimaticos, como a
hidrolise assistida por proteases, e técnicas fisicas, como a ultrassonificacao,
promovem a fragmentagdo controlada das proteinas em peptideos menores
(hidrolisados), mantendo suas propriedades fisico-quimicas e reduzindo o consumo
de substancias agressivas (SMITH et al., 2020).

A hidrdlise enzimatica é especialmente vantajosa porque gera peptideos de
diferentes tamanhos e sequéncias, dotados de funcionalidades desejaveis — como
solubilidade em faixas variadas de pH, capacidade de formacédo de espuma e poder
emulsificante — além de atividades bioativas que agregam valor em aplicagdes
alimenticias e nutracéuticas. Assim, os hidrolisados de feijdo preto podem ser
empregados tanto em suplementos nutricionais para humanos quanto em racgdes
animais, ampliando o leque de usos dessa matéria-prima.

Nesse contexto, o presente estudo tem por objetivo avaliar a eficiéncia dos
métodos de extragdo aquosa e enzimatica (papaina), quando comparados ao
tradicional método de extragcido alcalina, de proteinas do feijao preto, bem como
caracterizar os extratos obtidos em termos de suas propriedades fisico-quimicas e
funcionais, prospectando seu potencial tecnolégico no setor alimenticio.

2 METODOLOGIA
2.1 Quantificagao de proteinas no feijao

Empregou-se o método de Kjeldahl para determinar o teor de proteina (%) no
feijao preto, com base na medida do nitrogénio total. As amostras foram digeridas
em H.SO. concentrado com catalisador até obtencdo de solugcdo clara,
caracterizando a etapa de digestdo. Apds esfriamento, adicionou-se NaOH em
excesso e coletou-se o destilado em solugao de HsBOs com indicador. A titulacao foi
realizada com HCI 0,1 N, permitindo calcular o teor de nitrogénio e, por
consequéncia, o teor de proteina, usando o fator de conversao 6,25 (ZENEBON et
al., 2008).

2.2 Extracao alcalina (Método padrao)

Foi pesado 10 g de feijao e triturado em 100 mL de agua destilada (1:10) em
liquidificador. Em seguida, ajustou-se o pH da suspensao para 9,0 com NaOH 5 M e
agitou-se a temperatura ambiente por 2 h em agitador magnético. A amostra foi
centrifugada a 3.700 rpm por 20 min, e o sobrenadante recolhido. Entdo, o pH do
sobrenadante foi ajustado para 6,0 usando HCI 5 M e, em seguida, HCI 1 M, para
precipitar as proteinas, que foram homogeneizadas por 5 min e centrifugadas
novamente.

O precipitado (pellet) foi lavado em agua destilada (relacédo 1:6), o pH
ajustado para 6,0 com HCI 1 M e centrifugado por mais 5 min. Por fim, o pellet foi
ressuspendido em volume conhecido de agua destilada, transferido para baldo
volumétrico e o volume final registrado para as etapas de calculo.



2.3 Extragcao aquosa

Pesaram-se 10 g de feijao e acrescentaram-se 200 mL de agua destilada
(relacdo 1:20), seguida de homogeneizagao em liquidificador. Em seguida, o material
foi transferido para uma incubadora shaker, onde permaneceu sob agitacdo a 120
rom por 1 h a 50 °C. A suspenséo foi entdo filtrada em gaze,o filtrado resultante foi
coletado, o volume final ajustado em baldo volumétrico de 100 mL e armazenado em
frascos ambar até as analises subsequentes. O extrato aquoso apresentou pH
6,5,esse extrato passou a ser denominado de ‘extrato aquoso’.

2.4 Extracao aquosa assistida por protease

Pesaram-se 10 g de feijdo, que foram misturadas e homogeneizadas em
liquidificador com 100 mL de agua destilada (1:10 m/v), até se obter uma suspensao
uniforme. O pH foi ajustado para 6,5 e a solugéo incubada em shaker a 45 °C e 70
rom por 15 min. Em seguida, adicionou-se 2,5 g de papaina, e a reagao prosseguiu
sob as mesmas condigcdes por 2,5 h. Terminada a hidrélise, a suspensao foi
resfriada, transferida para tubos Falcon e centrifugada a 4.000 rpm por 15 minutos.

O sobrenadante foi coletado, volume ajustado em balées volumétricos e
refrigerado até as andlises. Esse extrato, devido ao tratamento enzimatico
empregado, passou a ser denominado ‘extrato enzimatico’.

2.5 Quantificagao de proteinas nos extratos

Para quantificacdo do teor de proteinas nos extratos obtidos foi utilizado o
método de Lowry (1951). Nesse método uma determinada quantidade de extrato é
misturado a uma solugédo de Lowry e ao reagente de Folin-Ciocalteu (1 N), e depois
sdo determinadas as absorbancias a 750 nm em espectrofotobmetro. Para a
quantificacéo € preparada também uma curva de calibragdo com albumina de soro
bovino (BSA). Os extratos aquoso e hidrolisados foram posteriormente
caracterizados em relacao as suas propriedades fisico-quimicas e funcionais.

2.6 Analises de propriedades fisico-quimicas e funcionais dos extratos aquoso
e hidrolisado

2.6.1 Solubilidade em fungédo do pH

Diferentes porgbes dos extratos tiveram seu pH ajustado entre 2 a 12, com
diferentes quantidades de NaOH 0,1 e 1 N ou HCI 0,1 e 1N. As amostras foram
centrifugadas a 16.000 rpm por 30 min a 20 °C, e o sobrenadante foi analisado para
quantificar a proteina soluvel em cada pH.

2.6.2 Propriedade espumante

Misturaram-se 10 mL de solugdo proteica (extrato aquoso ou extrato
hidrolisado) com 40 mL de tampao Mclivaine (pH 2,5; 5,5; 8,0) e agitaram-se em
liquidificador por 5 min. Transferiu-se a espuma para proveta de 100 mL, registrando
o volume inicial. Apés 30 min, mediu-se o volume remanescente para calcular a
estabilidade da espuma, conforme equagéao 1.



EE (%) = (Vo/V)) x 100 (1)

Onde, EE= Estabilidade da Espuma, Vo, = volume inicial da espuma (mL) e V[ =

volume da espuma apdés tempo f (mL).

2.6.3 Propriedade emulsificante e estabilidade da emuls&o

Foram misturados 10 mL de solugdo proteica (extrato aquoso ou extrato
hidrolisado) com 5 mL de éleo de milho em vortex por 30 s; adicionou-se mais 5 mL
de oleo e homogeneizou-se por 90 s. Em seguida, a amostra foi centrifugada a
1.150 rpm por 5 min, o volume da camada emulsificada registrada, calculando entao
a atividade emulsificante conforme equacdo 2. Para avaliar a estabilidade,
submeteu-se as amostras a 85 °C por 15 min antes da centrifugacao e calculou-se
novamente a atividade resistente ao calor.

AE (%) = (Hy/Hp) x 100 (2)

Onde: AE = atividade emulsificante, H,; = altura inicial da solucdo antes da
emulsificagdo (mL), H, = altura da camada emulsificada apos centrifugagao (mL)

EE (%) = (Hy/H,) x 100 (3)

Onde: EE = estabilidade emulsificante, H; =é a altura da emulsdo apods o ciclo
térmico, H, =é a altura da emulsao antes do ciclo térmico.

2.6.4 Analise por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Os extratos proteicos também foram caracterizados em relacdo as suas
distribuicbes de massa molecular por eletroforese em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE). As amostras foram misturadas com tamp&o Laemmli e fervidas a 95°C
por 5 minutos. Entre 10 e 20 pL de amostra foram carregadas em gel de
poliacrilamida, com gel de empacotamento de 4% e gel de separagao de 12%. A
corrida foi realizada com voltagem de 100 V nos primeiros 15 minutos e depois a
150 V até o final da corrida. Os geis foram corados entdo em solugdo de azul de
coomassie G-250 e descorados com uma solugao de 45% metanol, 10 % acido 45
% acético e agua (v/v/v).

2.7 Analise estatistica

As analises foram realizadas em triplicata e os dados apresentados na forma
de média + desvio padrdo. Para analises envolvendo a comparagao de grupos foi
realizada a analise de variancia (ANOVA), com o teste de separagcdo de médias de
Tukey (5%).
3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Quantificagao de proteinas no feijao



O teor médio de proteina na amostra de feijao preto utilizada foi de 20,19 *
1,7% Este resultado situa-se dentro da faixa amplamente reportada na literatura
para Phaseolus vulgaris L., cuja composi¢ao proteica varia tipicamente de 16% a
33% (FARINELL; LEMOS.,2010). Em outro estudo, Rocha-Guzman et al. (2007)
encontraram proteina bruta em torno de 19,8 g/100 g para amostras de feijao preto,
corroborando com os resultados observados neste trabalho.

A recuperacgao consistente de cerca de 20% de proteina justifica o uso do
feijao preto como fonte proteica para extratos e hidrolisados, pois, além de
representar economia de insumo, garante boa qualidade nutricional (KUDRE;
BENJAKUL; KISHIMURA, 2013).

3.2 Comparacgao entre os métodos de extragao

Os resultados obtidos na analise laboratorial demonstram diferencas
significativas na eficiéncia de extragdo de proteinas do feijao preto utilizando trés
metodologias distintas: extracdo aquosa, assistida por proteases e alcalina (Figura

1),

Figura 1 - Rendimento (%) de extragdo aquosa, enzimatica e alcalina
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A extragao alcalina apresentou os menores rendimentos, com média de 67 +
8%. Apesar de ser um método classico e amplamente utilizado para extracdo de
proteinas vegetais, foi o experimento com menor rendimento dentre os propostos
neste estudo. A aplicacdo de pH elevado pode provocar desnaturagao ou formacao
de agregados insoluveis, reduzindo a eficiéncia da extragao.

Estudos anteriores relatam rendimentos superiores para extracio alcalina de
proteinas do feijao. Estudos como o de Ribeiro (2009) apresentaram resultados de
até 77% de rendimento. Fatores diversos podem ser atribuidos a essas diferencas
de rendimento, como diferengcas na metodologia e equipamentos de laboratério
utilizados.

A extragdo aquosa apresentou rendimento médio de 95 + 7%. Este resultado
indica uma boa eficiéncia na solubilizagdo das proteinas do feijado apenas com agua,
sem adigdo de reagentes quimicos, destacando-se como um método simples,
acessivel e seguro, com baixos impactos ambientais. Valores préximos de 100%



sugerem uma recuperagdo proxima da quantidade total de proteinas teoricamente
presente na amostra.

Na extragcdo enzimatica, o rendimento médio foi de 92 + 11%, néo
apresentando diferenga significativa em relagdo ao extrato aquoso. A literatura
reforgca que a hidrolise enzimatica é uma técnica eficaz para aumentar a solubilidade
proteica e modular caracteristicas funcionais dos extratos (LOPES et al., 2010).

De forma geral, os resultados obtidos indicam que, sob as condi¢cdes
experimentais adotadas, obteve-se percentuais de extragcdo significativos, com
destaques para a extracdo aquosa e extragdo enzimatica, cujos extratos foram
posteriormente caracterizados neste estudo. A extragao alcalina, embora tradicional,
mostrou-se menos eficiente para o feijado preto, sendo uma técnica que demanda
cuidados na otimizagao de suas condigdes para evitar perdas proteicas.

Assim, o presente estudo reforca a importancia da escolha adequada do
método de extracdo em fungdo da matriz alimentar e do objetivo tecnoldgico, sendo
a extracdo aquosa e a enzimatica recomendadas para processos que visem
simplicidade e boa eficiéncia de recuperagao.

Considerando que o extrato alcalino apresentou menor rendimento protéico e,
por estar associado a extragdo com uso de substancias quimicas , optou-se por
descartar a analise das propriedades fisico-quimicas e funcionais desse extrato.

3.3 Analises de propriedades fisico-quimicas e funcionais dos extratos aquoso
e hidrolisado

3.3.1 Solubilidade

A solubilidade proteica dos extratos aquoso e enzimatico do feijao preto
mostrou diferengas significativas no comportamento em fungéo do pH. Nos graficos
apresentados nas Figuras 2 e 3, o extrato aquoso apresentou elevada solubilidade
proteica em praticamente toda a faixa de pH testada (2 a 12), com exceg¢ao da
regido em torno do pH 4, onde houve uma acentuada redugdo. Em comparacgao, o
extrato obtido por hidrélise enzimatica apresentou valores de solubilidade
significativamente menores, oscilando entre aproximadamente 20% e 40%, com
uma leve redugéo na regiao de pH acido.

Figura 2 - Fracao soluvel (em %) do extrato aquoso em fungéo de
diferentes valores de pH
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Figura 3 - Fragao soluvel (em %) do extrato enzimatico em fungao de diferentes
valores de pH
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Essa queda na solubilidade observada no pH 4 para o extrato aquoso esta
associada ao ponto isoelétrico (pl) das principais proteinas do feijao preto, sendo
essas as globulinas. Nesta faixa de pH, as cargas positivas e negativas das
proteinas se equilibram, resultando em menor repulsao eletrostatica e, como
consequéncia ocorreu uma maior agregacao e precipitagdo das moléculas.
Segundo os estudos de Boye et al. (2010), globulinas extraidas de leguminosas,
como ervilhas e soja, apresentam solubilidade minima entre pH 4 e 5, fendbmeno
igualmente observado neste trabalho com o feijao preto. Também observou-se uma
maior solubilidade do extrato aquoso em pH extremos (acido e alcalino) que esta
relacionada a ionizagdo das cadeias laterais dos aminoacidos, que aumenta a
repulsao entre as moléculas proteicas e favorece a dispersao no meio.

Por outro lado, o extrato enzimatico, por passar por hidrolise parcial
enzimatica com a papaina , possui uma distribuicdo de peptideos de menor massa
molar. Essa caracteristica, apesar de potencialmente favorecer a solubilidade em
certas condicdes, também pode comprometer a formagao de estruturas secundarias
ou terciarias necessarias para manter a estabilidade das proteinas em solucgao,
reduzindo a solubilidade em alguns pontos da curva (TAVANO, 2013).

A solubilidade proteica é um parametro critico para aplicagdes tecnoldgicas e
funcionais, especialmente na industria de alimentos, onde a disperséao uniforme das
proteinas influencia diretamente a emulsificagado, gelificagcado e formacao de espuma.
Neste contexto, os dados obtidos indicam que o extrato aquoso pode apresentar
maior potencial para formulagdes em alimentos liquidos ou emulsificados, enquanto
o extrato enzimatico, embora menos soluvel, pode oferecer peptideos bioativos com
funcionalidades especificas, como antioxidantes ou anti hipertensivos, como
apontado por Fasolin et al. (2019) em estudos com feijao e outras leguminosas.



3.3.2 Propriedade espumante

A avaliagdo da atividade e estabilidade espumante dos extratos proteicos
obtidos por extracdo aquosa e enzimatica obteve se diferentes resultados em
funcao do pH e do tipo de extragao utilizada (Figura 4).

Figura 4 - Atividade da espuma dos extratos aquoso e enzimatico em
diferentes valores de pH
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Figura 5 - Estabilidade da espuma dos extratos aquoso e enzimatico em
diferentes valores de pH
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Os extratos enzimaticos apresentaram maior atividade espumante em
comparagao com os extratos aquosos em todas as faixas de pH analisadas. No pH
2,5, o extrato enzimatico apresentou uma atividade média de 97,6 mL de espuma
por grama de proteina com estabilidade média de 72%, enquanto o extrato aquoso
obteve valores inferiores, com atividade média de 71,2 mL/g e estabilidade de 77%.

Esse comportamento pode ser atribuido a hidrolise proteica promovida pela
acao enzimatica, que resulta na formacgao de peptideos de menor peso molecular,
capazes de reduzir a tensdo superficial e aumentar a formagdo de espuma
(MARTINEZ et al., 2020). Os hidrolisados proteicos frequentemente exibem maior
capacidade espumante do que proteinas intactas, devido ao aumento da
flexibilidade conformacional das moléculas .

Sobre a influéncia de faixas de pH diferentes, a funcionalidade espumante foi
claramente observada. Para ambos os extratos, o aumento do pH de 2,5 para 8,0
resultou em um incremento na atividade espumante. No extrato aquoso, a atividade
aumentou de 71,2 mL/g para 86,9 mL/g no pH 8, com estabilidade média de 72%.
Da mesma forma, no extrato enzimatico, a atividade subiu de 97,6 mL/g para 112,1
mL/g, enquanto a estabilidade foi de 83% no pH mais alcalino. Esse aumento pode
ser explicado pela maior solubilizagdo das proteinas em pH afastado do ponto
isoelétrico, promovendo maior interagdo das moléculas na interface ar-agua,
essencial para a formacao de espuma (DAMODARAN, 2005). Além disso, valores de
pH alcalinos favorecem a exposicdo de grupos hidrofébicos, melhorando a
capacidade de formacéao e estabilizacdo da espuma .

Embora a atividade espumante tenha aumentado com o pH, a estabilidade da
espuma apresentou uma tendéncia ligeiramente decrescente ou constante. No
extrato aquoso, a estabilidade caiu de 77% no pH 2,5 para 72% no pH 8. Para o
extrato enzimatico, a estabilidade também variou, de 72% a 83%, mas nao de forma
linear. Essa variagao € coerente com outros estudos que indicam que peptideos de
baixo peso molecular podem formar espuma com maior facilidade, mas nem sempre
garantem sua estabilidade por ndo conferirem suficiente rigidez a pelicula interfacial
(ZHAO; XU, 2020). A estabilidade observada, contudo, pode ser considerada
adequada para aplicagbes industriais, especialmente no extrato enzimatico, que
atingiu até 83% de estabilidade.

Comparativamente, os valores de atividade espumante observados neste
estudo sdo superiores aos reportados por Peksa et al. (2017), que obtiveram
atividades de até 65 mlL/g para proteinas de batata. Ainda em comparagao, os
resultados encontrados por Silva et al. (2021) ao estudar hidrolisados proteicos de
leguminosas,se aproximam bastante , com atividades espumantes entre 90 a 120
mL/g. Esse desempenho sugere que tanto a extragdo aquosa quanto,
principalmente, a enzimatica sao estratégias viaveis para a obtengao de ingredientes
funcionais com potencial aplicagdo como agentes espumantes.

Os resultados obtidos indicam que a hidrélise enzimatica contribuiu
positivamente para a atividade espumante dos extratos, sem comprometer
significativamente sua estabilidade. O efeito do pH também foi determinante, sendo
o pH 8,0 o que conferiu melhores propriedades espumantes em ambos os extratos.
Esses achados corroboram a literatura e demonstram o potencial de aproveitamento
das proteinas extraidas como ingredientes funcionais em sistemas alimentares.



3.3.3 Atividade emulsificante e estabilidade da emulsao

Nesse estudo os resultados dos extratos proteicos obtidos a partir do feijao
preto sinalizaram diferengas significativas entre os métodos de extragdo aquoso e
enzimatico no que diz respeito a capacidade de formar e estabilizar emulsdes.
Conforme os dados apresentados, o extrato aquoso apresentou uma atividade
emulsificante (AE) de 90%, enquanto o extrato enzimatico atingiu 43%. Para a
estabilidade da emulsdo (EE) a 85°C, ambos os extratos apresentaram valores
elevados, com 90% para o aquoso e 80% para o enzimatico (Figura 6).

Figura 6- Atividade emulsificante e estabilidade da emuls&o dos extratos
aquoso e enzimatico
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Para a elevada atividade emulsificante do extrato aquoso pode ser explicada
pela presenca de proteinas intactas, especialmente as globulinas, que sé&o
predominantes em leguminosas e apresentam alto potencial interfacial. Tais
proteinas, por sua estrutura tridimensional parcialmente hidrofébica e parcialmente
hidrofilica, atuam de forma eficaz na formacao de filmes interfaciais entre as fases
oleosa e aquosa, promovendo emulsificacdo estavel (MOLINA ORTIZ et al., 2005;
PADILHA et al., 2021).

Por outro lado, o extrato enzimatico apresentou menor atividade emulsificante,
0 que pode estar relacionado a hidrdlise parcial das proteinas pela papaina. A
quebra das cadeias polipeptidicas pode produzir a redugdo molecular e pode
comprometer a integridade estrutural necessaria para formar emulsdes estaveis.
Porém, é importante destacar que, mesmo com a menor AE, o extrato enzimatico
demonstrou estabilidade significativa (80%). Um indicio que os peptideos resultantes
da hidrdlise mantém propriedades anfipaticas suficientes para estabilizar emulsoes,
0 que é consistente com resultados obtidos por Chen et al. (2013), que observaram
boa capacidade emulsificante em peptideos derivados de soja apds hidrédlise
enzimatica.
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Conforme Stone et al. (2015), a eficiéncia de um emulsificante esta
relacionada nao apenas a sua capacidade de formar emulsdes, mas também a sua
resisténcia térmica e a manutencdo da estrutura da emulsdo ao longo do tempo.
Sendo assim, os dois extratos demonstraram estabilidade térmica satisfatéria a 85
°C, o que é relevante para aplicagdes em alimentos processados, como emulsdes
tipo maionese, bebidas proteicas e molhos.

Outros estudos similares, como o de Bora et al. (2019), que investigaram as
propriedades emulsificantes de proteinas extraidas de leguminosas, mostraram AE
entre 40-85% dependendo da origem e do método de extragcdo, o que projeta os
extratos do feijao preto, especialmente o aquoso, como promissores para aplicagdes
tecnologicas.

3.3.4 Analise por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

As andlises de eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) dos
extratos proteicos de feijdo preto obtidos pelos métodos aquoso e enzimatico
revelaram um padrdo de bandas que reflete tanto as proteinas intactas quanto os
fragmentos gerados pela agao da papaina (Figura 7).

Figura 7 - Perfil em eletroforese (SDS-PAGE) dos extratos aquosos e
hidrolisados de feijao preto

PM A B - C D

A - Extrato aquoso, carregamento de 10 pL

B - Extrato hidrolisado, carregamento de 10 pL
C - Extrato aquoso, carregamento de 20 pyL

D - Extrato hidrolisado, carregamento de 20 yL
Fonte: os autores (2025)

1



Nas amostras de ambos os métodos, foram observadas bandas intensas em
torno de 50-60 kDa, compativeis com as vicilinas (proteinas de reserva 7S), e outra
regiao de alta intensidade proxima a 70-80 kDa, correspondente as leguminas
(proteinas 11S). Esse perfil de alto peso molecular é caracteristico das globulinas de
leguminosas e corrobora resultados anteriores de Horaci et al. (2009) e Arthur,
Mechie, Caniatti-Brazaca (2005), que também encontraram faixas marcantes nessas
mesmas regides ao analisar concentrados proteicos de feijao comum preto.

Comparando se os extratos, nota-se que o método aquoso preservou
predominantemente essas bandas de 50-80 kDa, indicando que a maioria das
cadeias proteicas permaneceu praticamente intacta. A intensidade relativamente
elevada dessas faixas sugere extragao eficiente das globulinas nativas, de forma
semelhante ao que Farinelli e Lemos (2010) descreveram para extratos aquosos de
feijdo. Ja no extrato enzimatico, as bandas de 50-80 kDa apresentaram intensidade
ligeiramente menor, pois parte desses polipeptideos foi clivada pela enzima papaina
em fragmentos menores.

Foi possivel constatar que, o extrato enzimatico revelou novas faixas de baixo
peso molecular, especialmente entre 10 e 25 kDa. Tais bandas correspondem a
peptideos gerados pela agédo proteolitica da papaina, evidenciando clivagens
especificas nas cadeias das vicilinas e leguminas. Essa formacgao de fragmentos de
15-25 kDa assim como foi também observada por Hermanto et al. (2023) e
Garmidolova et al. (2022) em hidrolisados de leguminosas, reforcando que a
hidrélise enzimatica confere ao extrato maior diversidade de peptideos menores,
potencialmente responsaveis por propriedades funcionais aprimoradas (solubilidade,
atividade antioxidante e emulsificagao).

Para as bandas em 15-25 kDa, o extrato enzimatico exibiu ainda faixas
discretas abaixo de 15 kDa, o que sugere a presenga de oligopeptideos de porte
ainda menor. Pacheco et al. (2022) ja relataram que hidrolisados proteicos de
leguminosas podem conter fragmentos nessa regido de peso molecular, alguns dos
quais apresentam atividade bioldgica interessante. Assim, o perfil de baixo peso
molecular do extrato enzimatico é consistente com os ensaios de funcionalidade
(solubilidade e atividade espumante) feitos anteriormente, pois a geragdo de
peptideos menores geralmente estd associada a maior capacidade de reduzir
tensao superficial e formar espuma (SMITH et al., 2020; SILVA et al., 2021).

Do ponto de vista qualitativo, a SDS-PAGE permitiu-se concluir que a
extragdo aquosa foi suficiente para liberar as globulinas nativas, sem promover
cortes significativos nas cadeias proteicas, 0 que pode ser interessante em
aplicagdes alimenticias que exigem proteinas inteiras, como em processos de
gelificagdo ou emulsificagdo em pH préximo ao ponto isoelétrico (Damodaran, 2005).
Por outro lado, a extragao enzimatica criou um perfil proteico mais fragmentado, com
énfase em peptideos de baixo peso molecular, possivelmente dotados de maior
solubilidade em ampla faixa de pH e maior atividade funcional, conforme apontado
em trabalhos sobre hidrolisados de leguminosas (MORAIS et al., 2002;
NASCIMENTO, 2015).

Comparando com a literatura, observou-se que Horaci et al. (2009)
encontraram perfil semelhante ao do extrato aquoso, com bandas principais a 50 e
75 kDa, sem grande presenga de fragmentos menores. Ja Arthur, Mechie,
Caniatti-Brazaca (2005) comprovaram que tratamentos fisicos (como irradiagao) nao
promovem o mesmo grau de fragmentagdo que uma hidrélise enzimatica, o que
explica por que o extrato enzimatico deste estudo apresentou tantas bandas de
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baixo peso molecular. Outro autor relevante, Smith et al. (2020), demonstrou que a
papaina produz clivagens especificas em leguminosas, gerando peptideos entre 10
e 25 kDa, exatamente como se observou aqui.

Em suma, a SDS-PAGE dos extratos de feijao preto mostra que a extragao
aquosa preserva as globulinas intactas, resultando em um perfil de alto peso
molecular, enquanto a hidrélise enzimatica com papaina leva a formagcao de uma
gama de peptideos menores (10-25 kDa e abaixo), com potencial tecnoldgico
superior em aplicagdes que demandam solubilidade e atividade funcional elevada.
Esses achados suportam a escolha do método enzimatico quando se busca
ingredientes com maior bioatividade e funcionalidade, e, simultaneamente,
corroboram a eficiéncia da extracdo aquosa quando se almejam proteinas integrais
para formulagdes especificas.

4 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste projeto demonstram ser possivel extrair proteinas
de feijao preto com métodos de baixo custo e impacto ambiental, como a extragao
aquosa ou assistida por enzimas.

Os extratos proteicos obtidos através dos métodos de extragcdo empregados
neste estudo do feijdo preto, sendo eles métodos aquoso e hidrolisado,
apresentaram perfis funcionais distintos, com implicagcbes importantes para
aplicagdes tecnoldgicas. A analise de solubilidade revelou que o extrato aquoso
possui maior solubilidade proteica em ampla faixa de pH, exceto na regidao do ponto
isoelétrico na faixa de pH 4, enquanto o extrato enzimatico, embora menos soluvel,
demonstrou potencial em oferecer peptideos com propriedades funcionais
especificas.

Para as propriedades espumantes, o extrato enzimatico obteve um destaque
por apresentar maior atividade espumante em todas as faixas de pH testadas,
atribuida a presenca de peptideos de baixo peso molecular formados pela hidrdlise
parcial com papaina. A estabilidade da espuma, embora levemente variavel, foi
considerada adequada para ambos os extratos, com destaque para o desempenho
em pH 8.

Ja para a atividade emulsificante, o extrato aquoso demonstrou ter
desempenho superior tanto na capacidade de emulsificacdo quanto na estabilidade
da emulsdo a 85 °C, provavelmente devido a integridade das proteinas globulares
presentes. Ja o extrato hidrolisado também demonstrou estabilidade significativa,
sugerindo que os peptideos gerados pela hidrolise ainda retém propriedades
anfipaticas uteis para estabilizacdo de emulsdes.

Por meio da caracterizagcdo em eletroforese (SDS-PAGE) ficou evidenciado
que o extrato aquoso manteve as globulinas nativas (50-80 kDa), enquanto o extrato
hidrolisado apresentou uma distribuicdo mais fragmentada de peptideos (10-25 kDa
e abaixo), coerente com as melhorias observadas nas propriedades funcionais como
solubilidade e espumabilidade.

O estudo entdo revelou, que a escolha entre os métodos de extragdo deve
considerar a aplicacdo final desejada: o extrato aquoso € mais indicado para
sistemas que exigem proteinas integrais e elevada estabilidade estrutural, ja para o
extrato hidrolisado é mais adequado para formulagcdes que se beneficiam da
bioatividade e funcionalidade de peptideos menores. Ambos os extratos, aquoso e
enzimatico, apresentam potencial promissor como ingredientes funcionais em
alimentos, bebidas e outros produtos industriais.
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