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Evoluçâo dos fenólicos totais e taninos condensados 
(Proantocianidinas) durante o desenvolvimento das sementes 

do feijáo (Phaseolus vulgaris L.)

José Virgilio Coelho1 e Franco Maria Lajolo 2

RESUMO. Acompanhou-se a evoluçâo totais e dos taninos con­
densados (proantocianidinas) do feijáo aroana 80 {Phaseolus vulgaris 
L.), durante seu desenvolvimento (10 a 45 dias após a antese). Nesta 
fase os teores de fenólicos totaisedetaninoscondensados aumentaran! 
por unidade de sementes, até o 31° e 21° dias após a antese, 
respectivamente seguindo-se urna diminuiçâo até a colheita (45 dias 
após a antese). Forma constatadas evidencias de que ocorre 
polimerizaçâo durante o desenvolvimento da semente do feijáo, 
devido à diminuiçâo gradativadoteordecatequinaeaumentodeseus 
polímeros (compostos intermediários), além do aumento gradativo 
da capacidade de inibiçâo de a-amylase.

SUMMARY. Evolution of phenolic compounds and tannins in 
beans during seed development. The evolution of phenolic 
compounds and tannins (proanthocyanidins) of bean seeds, Phaseolus 
vulgaris L., (cultivar aroana 80), from anthesis to maturity (10 to 45 
days after anthesis), was investigated. During seed development, 
phenolic compounds and tannins contents increased by seed unit, 
until the 31st and 21st day after anthesis respectively, decreasing 
afterwards. The gradual decrease in catechin and the increase of its 
polymers (intermediate compounds), as well as the gradual increase 
in a-amylase inhibition capacity were indications that tannins 
polymerize during seed development

INTRODUCÁO

Os. polifenólicos forman um grupo heterogéneo de 
compostos, considerados metabólitos secundários das plantas, 
estando largamente distribuidos nos vegetáis. Dentre eles 
estáo os taninos que sao divididos em dois grandes grupos: os 
hidrolizáveis e os nao hidrolizáveis ou condensados, para os 
quais tem sido adotado o termo proantocianidinas (1).

Os taninos apresentam a capacidade de interapáo com 
proteínas através de ligapOes de hidrogénio (2,3,4), ligapóes 
hidrofóbicas (3,4), ligapoes iónicas e ligapOes covalentes (5). 
A intensidade dessas ligapóes depende de vários fatores como 
o tamanho, a conformapao e carga da proteína, o pH do meio 
(6) e do graudepolimerizapaodos taninos (7,8). Estainterapao 
poderá ocorrer tanto com as proteínas dos alimentos, como 
com as enzimas do trato gastrintestinal.

O feijao, Phaseolus vulgaris é urna leguminosa muito 
consumida em diversas regiSes do mundo, principalmente no 
Brasil, onde constitui-se numa importante fonte de proteínas
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e outros nutrientes. Entretanto, apresenta em muitas varieda­
des principalmente as de colorapáo marrom, vermelho e preto 
um teor mais alto de taninos (9,10,11) o que poderia com­
prometer o melhor aproveitamento de suas proteínas.

Apesar da importancia que os taninos podem desempenhar 
na nutrido, náo foram ainda totalmente esclarecidos aspectos 
da sua estrutura, síntese e polimerizaijáo, no feijao. O objetivo 
deste trabalho foi o de acompanhar a evolugáo dos fenólicos 
totais e dos taninos condensados (proantocianidinas) durante 
o desenvolvimento das sementes do feijao.

MATERIAS E METODOS

Materials- O feijao utilizado foi a cultivar Aroana 80, urna 
cultivar precoce que apresenta maior uniformidade de 
desenvolvimento, obtido do Instituto Agronómico de 
Campiñas. (+) catequina, (-) epicatequina, Sephadex LH-20e 
á-amilase pancreática (A-4268) foram adquiridos da Sigma 
Chemical Co. Todos os demais reagentes foram os da melhor 
qualidade disponível. Paraacromatografia, foi utilizado papel 
WhatmanN2 1.

Métodos - Desenvolvimento do feijáo- As amostras de feijáo 
foram plantadas em vasos, no viveiro do Instituto Agronómico 
de Campiñas e as vagens colhidas aos 10,15,24,28,31,42 e
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45 dias após a antese. Após a colheita, as semen tes foram 
contadas, pesas e separadas em diversos lotes para as análises. 
Exceto para a determinagáo de umidade, todas as amostras 
foram congeladas a -20°C até o momento da análise.

Análises químicas- A determinalo de umidade foi realizada 
de acordo com a AOAC (12). O peso mèdio das sementes do 
feijaáo foi calculado dividindo- se o peso pelo número total de 
sementes. A porcentagem de cascas foi obtida separando se os 
cotilédones manualmente e pesando cascas e cotilédones após 
dessecar a +40°C, durante 48 horas.

Para a determinado de fenólicos totais foi utilizado a 
técnica de Swain e Hillis (13) e para os taninos condensados 
a de Prj.ce et al (14). O extrato utilizado nessas análises foi 
preparado a partir de 4 g das sementes do feijáo em 20ml de 
metano!, que foram colocados em um tubo de centrífuga, o 
conjunto imerso em banho de gelo e o material triturado em 
umhomogeneizadormarcaKinemáticaGmbHKrienf-Luzem. 
A pasta foi centrifugada (7000 rpm/15 min), o sobrenadante 
guardado e o residuo extraído mais 3 vezes, com ajuda de 
agitador magnético, durante 20 minutos. Os sobrenadantes 
foram reunidos e concentrados em evaporador rotatòrio, a 
temperatura náo superior a 40°C, ao abrigo da luz e o volume 
acertado para 10 mi com metanol. Foi utilizada a catequina 
como padrào e os resultados foram expressos em miligramas 
de fenólicos totais e miligramas de taninos, em equivalentes 
de catequina, por 10 sementes.

Separagáo dosfenólicos - Para o fracionamento dos fenólicos, 
foram utilizados os extratos obtidos acima, contendo 3,5 mg 
de fenólicos totais (determinados pelo Folin-Denis, segundo 
Swain e Hills (13). A separagáo foi feita através de urna coluna 
com Sephadex LH-20(20,5 xl,4 cm) por eluigào com etanol a 
95° GL (fluxo 18 ml/hora e fragáo de 3 mi) até que a 
absorbencia do eluato fosse igual a zero. Em seguida eluiu-se 
com acetona a 50% em água até que a absorbància a 540nm 
fosse igual a zero. Os extratos correspondentes aos picos 
foram reunidos, concentrados e dosados quanto aos teores de 
fenólicos totais, segundo a técnica de Swain e Hillis(13).

Cromatografia - As ffagóes dos fenólicos obtidos acimaforam 
cromatografadas em papel Whatman NQ1, juntamente com os 
padròes catequina, epicatequina e proantocianidina isolada do 
feijáo aroana 80, ñas concentragóes de lmg/ml. Como fase 
móvel foi utilizada n-butanol: ácido acético: água (14:1:5). 
Após a secagem do papel, o cromatograma foi revelado com 
o reagente de vanilina ácido p-toluenosulfònico, de acordo 
com Roux e Maihs (15).

Capacidade de inibigáo enzimàtica - A atividade da a-amilase 
pancreática foi determinada de acordo com a técnica de 
Bemfeld (16), com modificágóes. O substrato, solugáo de 
amido a 1%, foi preparado segundo a técnica de Strumeyer
(17). Para a determinagáo da capacidade de inibigáo da a-

amilase pelos fenólicos, foram utilizadas as fragóes 
correspondentes ao último pico da eluigáo com etanol (Fig. 3) 
e a referente a eluigáo com acetona-àgua. A concentragáo de 
enzima ( a-amilase) foi fixada em 1,2 pg de proteina e a de 
fenólicos, variável. O tempo de pré-incubagáo dos taninos 
com a enzima foi de 5 minutos e a reagáo realizada a 37°C.

RESULTADOS E DISCUSSÁO

Desenvolvimento dofeijáo - ATabela 1 mostraaporcentagem 
de matéria-seca, o peso mèdio das sementes e a porcentagem 
de cascas do feijáo aroana 80 durante seu desenvolvimento. A 
través destes dados observa-se que entre 24 a 31 dias, há um 
aumento bastante acentuado da matèria seca. Através da 
Tabela 1, verifica-se também que o peso mèdio das sementes
aumenta progressivamente atéo31°diaapós aanteseeapartir
deste período ocorre urna queda brusca até a época da colheita 
(45 dias). Os dados obtidos por Loewnberg (18) sáo bastante 
próximos aos deste traballio, sendo que o pico máximo foi em 
tomo do 35° após a antese.

TABELA 1
PORCENTAGEM DE MATERIA SECA, PESO MEDIO 
DAS SEMENTES E PORCENTAGEM DE CASCAS DO 

FEUÀO AROANA 80 DURANTE SEU 
DESENVOLVIMENTO

Dias após 
a antese

Matèria seca
(g/100g)

Peso mèdio das 
sementes (g) 
(base umida)

Cascas
(g/100g)

10 15,2 0,061 55,4
15 18,7 0,123 ND
18 21,1 0,185 22,0
21 24,1 0,247 ND
24 26,5 0,323 ND
31 56,7 0,508 ND
42 79,3 0,303 ND
45 87,1 0,233 10,4

ND= Nao determinado

Durante o desenvolvimento do feijáo houve urna 
diminuigáo progressiva na porcentagem da casca em relagáo 
ao peso da semente. Assim, aos 10 dias após a antese, a casca 
representa cerca de 55% do peso e no final, ou seja, 45 dias 
após a antese, representava apenas 10%. Esse resultado final 
e bem próximo ao encontrado por Bressani et al (10) que em 
cultivares de feijáo preto, vermelho e branco encontraram de 
6,97 a 9,29% e aos de Deshpande e Cheryan (19), cujos 
resultados variaram de 8,0 a 8,2% em quatto cultivares dife­
rentes.

Perfil dos fenólicos totais e dos taninos durante o 
desenvolvimento do feijáo - A Figura 1 mostra os teores de 
fenólicos totais e de taninos, extraídos com metanol absoluto.
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Os resultados foram expressos em miligramas de fenôlicos 
totais e miligramas de taninos, ambos em equivalentes de 
catequina, por 10 sementes. A expressâo dos resultados por 
sementes é devido à grande variaçâo de porcentagem de 
cascas em relaçâo às sementes (Tabela 1), durante o processo 
de desenvolvimento e ao fato desses compostos estarem quase 
que totalmente nas cascas do feijâo, conforme observado por 
vários autores (9,19,20).

FIGURA 1
Teores de fenólicos totais e de taninos do feijâo aroana 80 

durante o desenvolvimento

| | F E  NO LICO S TO TA IS 

TA N IN O S

O IA S  A P O S  A A N T E S E

provavelmente, é um derivado da catequina, talvez seu dímero, 
pois apresenta um Rf um pouco menor e dá reaçâo positiva 
com a vanilina. Aos 31 dias após a antese (Fig.2,B) continua 
sendo eluído em primeiro lugar a fraçâo correspondente aos 
fenólicos mais simples e pigmentos, seguida da fraçâo 
catequina. Logo após, aparecem mais très picos e náo apenas 
um, como aos 10 dias. Esses fenólicos apresentam Rf (s) 
decrescentes em relaçâo à ordem de eluiçâo e dáo reaçâo 
positiva com a vanilina. Possivelmente sáo derivados da 
catequina com níveis diferentes de polimerizaçâo. Aos 45 dias 
após a antese (Fig.2,C) continua aparecendo em primeiro 
lugar, a fraçâo correspondente aos fenólicos mais simples e 
pigmentos (agora com predominancia quase total de um 
pigmento vermelho) e, em segundo lugar o pico da catequina, 
porém com urna área bem menor. Após esse pico, tem-se um 
alisamento que provavelmente corresponderá aos fenólicos 
polimerizados e que só seráo eluídos com acetona-água. 
Quanto à eluiçâo das formas mais polimerizadas, com acetona- 
água, independente do estágio de maturaçâo, ou do solvente 
empregado, foi obtido somente um pico, observado através da 
madida da absorbância a 540 nm.

FIGURA 2
Perfis dos fenólicos eluídos da coluna de Sephadex LH-20 

com etanol contidos nos extratos do feijâo Aroana colhidos: 
10 dias após a antese (A), 31 dias após a antese (B) e 45 

dias após a antese (C)

Observa- se que os teores de taninos sao superiores aos de 
fenólicos totais, o que é urna aparente incoeréncia, pos os 
taninos constituem apenas urna fra?áo dos fenólicos totais. 
Entretanto, foi constatado que, utilizando-se a catequina como 
padráo nesta dosagem, há urna aparente super estimativa do 
teor de taninos (20). Este fato foi também observado com a 
tanino condensado isoladodo sorgo (14). Por outro lado, como 
rela^áo aos fenólicos totais verifica-se o inverso, ou seja, a 
utilizado da catequina como padráo subestima o teor de 
taninos expressos como fenólicos totais (20).

Ainda, através da Figura 1, pode-se observar que tanto os 
fenólicos totais com os taninos apresentam urna tendencia de 
aumentar o seu teor, chegando ao máximo aos 31 e 21 dias 
após a antese, respectivamente, quando entáo diminuem.
Esses dados, á primeira vista sugerem que a partir destes dias j
nao haveria mais síntese ou translocagáo dos mesmos á i
semente. Possivelmente o que continuaría ocorrendo, seriam 
mudanzas na estrutura desses compostos, como a 
polimerizagao. Essa hipótese tomase viável se se observar a 
Figura 2, onde sáo presentados os perfis de eluifáo dos 
fenólicos através de urna coluna com Sephadex LH-20, com 
etanol. Aos 10 dias após a antese, (Fig. 2,A) observa-se um 
pico inicial que corresponde a substancias fenólicas mais 
simples e pigmentos (nessa fase, principalmente a clorofila) 
seguida de um pico que corresponde á catequina (verificado 
através de cromatografía em papel) e um outro pico que,
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Considerando - se a porcentagem da catequina (caracterizada 
a través da cromatografía de papel) e de seus derivados, 
compos tos intermediários, que sáo eluídos com etanol, dos 
extratos obtidos durante o desenvolvimento do feijáo (Fig. 3), 
pode-se observar que oteorde catequinadominui gradualmente 
e os compostos intermediários tendem a aumentar até o 31° 
dias, diminuindo discretamente nos 45 dias após a antese. 
Como a catequina está diminuindo e os intermediários estáo 
aumentando, parece provâvel que a catequina náo es teja sendo 
mais sintetizada ou o seja numa velocidade menor e aquela já 
existente estaña se polimerizando, ou seja, tomando-se um 
intermediário. Ou, aínda, sua síntese ou translocaçâo à semente 
sería menor que sua utilizaçâo. Quando os intermediários 
diminuem aos 45 dias, mesmo que seja urna diminuiçâo 
pequeña, supóe-se que estejam polimerizando e, nesse caso, 
pasam a ser eluídos somente com acetona-água.

FIGURA 3
Porcentagem de catequina (monômeros) e de compostos 

intermediários durante o desenvolvimento do feijao Aroana 
80, após a eluiçao de seus extratos da coluna de Sephadex 

LH-20 com etanol

Inibi&o da a  - anúlase pancreática - O teor de fenólicos 
(fragáo etanol, último pico e fragáo acetona) necessários para 
inhibir 40% da atividade enzimàtica da a-amilase diminuem 
á medida que a semente desenvolve, como pode ser visto 
através da Tabela 2. Observa-se que os taninos condensados 
apresentam maior capacidade de inibigáo da atividade 
enzimàtica do que os fenólicos eluídos no último pico da 
fragáo etanol. Os fenólicos utilizados, cujos resultados estáo 
contidos na Tabela 2, (fragáo etanol) devem, teoricamente 
apresentar um peso molecular semelhante, independente do 
estágio de desenvolvimento da semente. Com a polimerizagao, 
aqueles que atingem um grau mais elevado, náo sáo mais 
eluídos com etanol, mas com acetona-água. No último pico 
estaráo aqueles que já náo sáo mais monómeros, nem talvez 
dímeros, mas que provavelmente tenham 3 ou 4 unidades. 
Logo é de se esperar que eles apresentem um comportamento 
muito parecido quanto à capacidade de interagáo com as 
proteínas. Dos taninos (fragáo acetona) deve-se esperar um 
comportamento diferente, ou seja, com o avango do

desenvolvimento, que eles se polimerizem mais e apresentem 
maior capacidade de inibigao da atividade da a-amilase. Aliàs, 
foi o que realmente ocorreu, com exceg§o do 31° dia após a 
antese, quando apresentou a menor capacidade de inibigào.

TABELA 2
TEORES DE FENOLICOS NECESSARIOS PARA 
INIBIR 40% DA ATIVIDADE ENZIMATICA DE 

a-AMILASE

Dias após 
a antese

pg de fenólicos^ 
(fraçâo etanol)

pg de fenólicos^ 
(fraçâo acetona)

15 6,2 1,45
31 5,2 2,55
45 4,9 0,25

1. Ultima fraçâo eluida com etanol
2. Fraçâo única eluida com acetona a 50%

CONCLUSÓES

Os teores de fenólicos totais e de taninos, durante o 
desenvolvimento do feijáo aroana 80, aumentaram até o 3 Io e 
24° dias após a antese, respectivamente. Após esse período, 
apresentam urna diminuigáo e tendencia á estabilizagáo.

Tendo em vista os perfis de eluigáo dos fenólicos do 
Sephadex LH-20, a diminuigáo gradativa da catequina 
acompanhada do aumento de seus polímeros (compostos 
intermediários) e do aumento da capacidade de inibigáo da a- 
amilase pancreática, pode-se constatar que há polimerizagáo 
destes fenólicos (taninos) durante o desenvolvimento das 
sementes do feijáo.
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