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RESUMO

Este trabalho teve Ccomo objetivo analisar a
estabilidade térmica das fitohemaglutininas e dos inibidores de
tripsina presentes no feijdo ‘IAC-Carioca 80 SH'; purificar e
caracterizar esses inibidores, além de avaliar biologicamente os
seus efeitos antinutricionais. Os estudos de inativacdo térmica
dos fatores antinutricionais foram realizados com o tratamento
térmico dos grdos, das farinhas e das fragdes protéicas. Os
inibidores foram purificados por cromatografia de afinidade e
pelo aquecimento da fracdo albumina, tendo sido caracterizados
quanto ao comportamento eletroforético, composicgéao em

aminoacidos, pesoc molecular e quanto & inibicdo da tripsina e da
o-quimotripsina. Os efeitos antinutricionais dos inibidores foram

avaliados através de ensaios biolégicos, utilizando-se dietas
contendo mistura de caseina e cada uma das fragdes protéicas,
tratadas ou nadoc termicamente. Os resultados mostraram gque O
tratamento térmico, apdés maceracdo, foi mais eficente para
inativacdo dos fatores antinutricionais. As fitohemaglutininas
foram menos estaveis ao tratamento térmico do que os inibidores
de tripsina-quimotripsina e a eficiéncia da inatilvagao térmica
foi dependente da forma em que a amostra foil tratada. Os trés
inibidores purificados por cromatografia de afinidade

apresentaram alto conteudo de * cistina e baixo teor de glicina.

Inibiram tanto a tripsina como a a-guimotripsina na proporgao de



1:1, assemelhando-se ao inibidor do tipo Bowman-Birk porém, com
pesos moleculares mais elevados. Na fracao albumina nao
precipitada pelo aquecimento, os inibidores permaneceram ativos e
apresentaram comportamento ndo linear tanto quanto a inibicdo da
tripsina como & da o-quimotripsina. Enquanto a fracédo albumina
ndo aquecida teve efeito letal para ratos recém-desmamados, as
fracdes protéicas tratadas termicamente melhoraram sua qualidade
nutricional, principalmente pela inativacdo das fitohemaglu-
tininas. As dietas contendo fracdes protéicas tratadas
termicamente e com diferentes niveis de atividade para os
inibidores forneceram indices nutricionais semelhantes entre si,
o que permitiu a avaliagcdo da pequena importéncia desses

inibidores, como fator antinutriciocnal.



SUMMARY

The objective of this work was to analyse the thermal
stability of the phytohemagglutinins and of the trypsin
inhibitors present in the bean ‘IAC-Carioca 80 SH’, purify and
characterize these inhibitors, besides biologically evaluating
its antinutritional effects. The thermal inactivation studies of
the antinutritional factors were performed by heat-treatment of
the grains, the flours and of the protein fractions. The
inhibitors were purified by affinity chromatography and by heat-
treatment of the albumin fraction, and were characterized as to

the electrophoretic behavior, amino acids composition, molecular
weight as well as the inhibition against trypsin and o-

chymotrypsin. The antinutritional effects of the inhibitors were
evaluated by biological assays, utilyzing diets containing
mixtures of casein and each of the protein fractions submitted or
not to heat-treatment. The results showed that the heat-treatment
after maceration, was more efficient in the inactivation of the
antinutritional factors. The phytohemagglutinins were less stable
to heat-treatments than the trypsin-chymotrypsin inhibitors and
the efficiency of the heat-treatment was dependent on the form in
which the samples were treated. The three inhibitors presented

high half-cystine and low glycine contents. They inhibited

trypsin as well as a-chymotrypsin in the 1:1 ratio, however they



unheated precipitated albumin fraction, the inhibitors remained
active and showed a non linear inhibition of the trypsin and ao-
chymotrypsin enzymes. While the albumin had 1lethal effect on
weanling rats, the proteic fraction thermicaly treated improved
iks nutritional values due to the phytohemaglutinins
inactivation. The diets with heat treated protein fractions and
trypsin inhibitors with different activity levels had the same
nutritional improvement, what allowed to determine the relative

importance of such inhibitors as an antinutritional factor.



1. INTRODUGAO

A familia das leguminosas compreende inumeras espécies
dentre as quais as mais importantes sdo o feijdo, a ervilha, a
lentilha e a soja, utilizadas como alimento pela populacédo
mundial. No Brasil, o feij&o (Phaseolus vulgaris, L.) &, entre
todas, a leguminosa mais consumida.

0 conteudo protéico desta leguminosa varia de 18% a 29%
e sua alta ingestdo diaria, imposta por problemas econdmicos ou
culturais, tornou-a responsavel pelo suprimento de parte
significativa, ndo sbé das proteinas, como dos carboidratos e
outros nutrientes, para uma grande parcela da populacdo mundial.

0 desenvolvimento de cultivares cujo valor nutritivo,
especialmente o protéico, seja de real importéncia na
alimentacdo, constitui um programa onde as informacdes quimicas,
bioquimicas e biolégicas dos seus constituintes, sdo de grande
valia na orientacdo de decisdes, assim como na apreciacgdo dos
resultados obtidos.

Dentre os cultivares ja desenvolvidos, o ‘Carioca 80',
obtido pelo Instituto Agronémico de Campinas, possui qualidade
protéica superior aos outros feijdes do tipo Carioca, que sao 0S
mais consumidos no Bgasil (Tezoto e Sgarbieri, 1990). A presenca
de um halo de cor alaranjada nos grdos deste feijdo provocava uma
depreciacdo pelos comerciantes, o que motivou o desenvolvimento

de um novo cultivar, denominado ‘IAC-Carioca 80 SH’ (S&o Paulo,



Secretaria da Agricultura, 1988). A qualidade protéica e a
biodisponibilidade de metionina deste cultivar foram estudadas
por Coelho (1993) enquanto as caracteristicas nutricionais de sua
fibra alimentar, por Raupp (1994).

Dentre os fatores que tém limitado o valor bioldgico e
nutricional das proteinas do feijdo estd a presenga de proteinas
téxicas e antinutricionais, com destaque para os inibidores de
proteases e as fitohemaglutininas, ainda ndo estudados neste novo
cultivar.

Os inibidores s&do substdncias que prejudicam a digestao
protéica, levando a um aumento na producdo de enzimas pelo
pancreas enquanto as fitohemaglutininas interagem com as células
da mucosa intestinal prejudicando o processo de absorgdo dos
nutrientes, contribuindo para o efeito téxico (Liener, 1980;
Liener e Kakade, 1980). A inativacdo destas substéncias & um
procedimento necessario e fundamental a qualidade nutricional dos
grdos de feijéo.

Desse modo este trabalho objetivou avaliar a
estabilidade térmica dos inibidores de tripsina e das
fitohemaglutininas do feijdo ‘IAC-Carioca 80 SH’, purificar e
caracterizar os inibidores de tripsina contidos em sua fracao
albumina e avaliar biologicamente os efeitos antinutricionais dos

inibidores, presentes em suas fragbes protéicas.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Fracionamento das proteinas do feijao

Com base em sua solubilidade em &gua, em solugdes
salinas diluidas, em &alcool e em solugdes &cidas ou alcalinas
diluidas, as proteinas das leguminosas foram classificadas em
albuminas, globulinas, prolaminas e glutelinas, respectivamente
(Pant e Tulsiani, 1969; Sathe et al., 1978; Sgarbieri, 1979;
Utsonii, 1892).

A eficiéncia de extracdo do nitrogénio total do grédo é
bastante varidvel em funcdo da espécie ou cultivar e das
condicdes de extracdo. De acordo com Sgarbieri (1979), as
porcentagens de extracdo sdo influenciadas pela temperatura, tipo
e pH do solvente, dada a influéncia dos mesmos na solubilidade
das proteinas. Este autor, ao estudar a extratibilidade das
proteinas do feijdo ‘Rosinha G2’ em funcdc do pH e da forca
idnica do meio, observou que em solucdes éacidas (pH < 3) ou
alcalinas (pH > 8) extraiu-se entre 85% e 95% do nitrogénio total
da farinha integral, com menor extratibilidade na faixa de PpH
entre 3,5 e 5,0. Observou ainda, que na extracdo fracionada com
varios solventes, 48,0% do nitrogénio total era extraido com agua
destilada, 25,6% com solucdo 0,5M de NaCl e 19,3% com tampao
borato de sédio pH 10,0 contendo 0,5% de mercaptoetanol e 0,5% de

lauril sulfato de sédio, perfazendo uma extracdo de 93% do



nitrogénio total. Os 7% restantes foram atribuidos as proteinas
estruturais que permaneceram fortemente ligadas ao residuo
insoluvel. O aquecimento dos grdos, a 97°C por 5 minutos,
diminuiu em praticamente 50% a solubilidade em &agua do conteudo
protéico e tornou-o insoluvel apdés 60 minutos.

Durigan (1985), estudando 12 cultivares de feijao,
verificou que a extratibilidade da proteina, com solugédo 0,2M de
NaCl, apbs reextracdo com o mesmo solvente situou-se entre 62,26%
e 84,14%.

As proteinas do tipo globulina e albumina representam,
juntas, a maior porcentagem do nitrogénio total dos gr&os de
feijao (Sathe et al. 1978; Utsumi, 1992).

Estudando a solubilidade das ©proteinas de trés
cultivares de feijdo, Pant e Tulsiani (1969) observaram que a
globulina representou de 56% a 61% da frag¢do nitrogenada do gréo,
a albumina de 5,5% a 7,0%, a prolamina de 1% a 3% e a glutelina
de 9% a 14%.

Estudos realizados por Lanfer-Marquez e Lajolo (1981)
mostraram que as globulinas e prolaminas contribuiram,
respectivamente, com 22,4% e 1,7% dos totais de proteinas
extraidos do feijdo ‘Carioca-80’. Coelho (1993) estimou que as
glutelinas compreendem cerca de 1/4 das proteinas extraidas do
feijdo ‘IAC-Carioca 80 SH'.

Sgarbieri et al. (1979), ao fracionarem as proteinas de

quatro cultivares de feijdc obtidas por extracao em NaCl a 2%,



dialise e centrifugacdo, observaram que a globulina era a fracgao
predominante, representando de 35% a 46% do total, e gque a
relacdo globulinas/albuminas variou entre 2,2 e 3,7. O nitrogénio
nio recuperado representou de 20,8% a 36,7% do total da
proteina.

Sgarbieri e Galeazzi (1880) demonstraram que a
solubilidade das proteinas dos grdos, de 55 cultivares de feijéo,
em solucdes de NaCl a 2% variou de 68% a 85%, e a proporcdo entre
globulinas e albuminas de 1,00 a 3,31. As globulinas
representaram cerca de 48% do nitrogénio total extraido, engquanto
que as albuminas corresponderam a 21% deste total.

0 feijdo tem o valor biolbébgico e nutricional de suas
proteinas limitado pela presenca de fatores antinutricionais,
como os inibidores de proteases, pela deficiéncia em aminoacidos
sulfurados, pela sua baixa digestibilidade, pela reduzida
disponibilidade bioldgica dos aminodcidos limitantes e pela
presenca de compostos termo-resistentes, como taninos (Liener,

1980; Fernandez et al., 1982).

2.2. Composigdco em aminoacidos do feijao

Varios pesquisadores tém demonstrado que as proteinas
dos grdos de feijaoc sdo deficientes em aminodcidos sulfurados e
contém elevados teores de lisina. Baldi e Salamini (1973)

estudaram a composicdo em aminodcidos das protelnas de 22
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cultivares de Phaseolus e encontraram valores para a metionina
variando de 0,70% a 1,55%, para a *» cistina de 0,55% a 2,28% e
para a lisina de 5,60% a 8,23%. Os valores encontrados por
Pusztai et al. (1979), para 13 cultivares de feijdo comum e
expressos em g/100g proteina, foram de 1,1 a 1,8 para a
metionina; de 0,7 a 0,9 para a % cistina e de 5,1 a 7,5 para a
lisina. Kanamori et al. (1982) mostraram que os teores de lisina,
leucina e dos aminoécidos aromaticos, encontrados em duas
variedades de feijdo, superaram os padrdes de referéncia da Food
and Agriculture Organization/World Health Organization (FAO/WHO,
1973) :

Bressani (1988) destacou a limitacdo da metionina e o
alto conteido de lisina do feijdo o que adquire grande
importancia nutricional quando suas proteinas sdo utilizadas para
complementar as proteinas de cereais deficientes em lisina.

Os conteldos de metionina biodisponivel nas proteinas
do feijdo sdo relativamente baixos e podem variar de 23,9% a
58,0%, dependendo da cultivar (Evans e Bauer, 1978; Antunes e
Sgarbieri, 1979; Durigan, 1985; McDonough et al., 1983; Tezoto
e Sgarbieri, 1990; Coelho, 1993).

A suplementacgdo com metionina melhora o valor de dietas
cujo contetdo protéico é fornecido por feijdes.

Moraes-Santos e Dutra de Oliveira (18723 ao
alimentarem ratos com feijdo integral e fracdes protéicas do

cultivar Goiano Precoce, suplementadas ou ndo com 0,2% de DL-
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metionina, observaram que a proteina crua causava a morte dos
animais, em propor¢des variadas, e gque a suplementagdo com
metionina diminuia ou eliminava esta letalidade. Sgarbieri (1979)
observou que a adigdo de 3% de DL-metionina e 2% de L-cisteina as
fracdes protéicas autoclavadas do feijdo ‘Rosinha G2’ melhorou os
valores do PER, tanto para a farinha integral como para as
fracdes protéicas, as quais responderam melhor a adicdo de
metionina.

Analisando a composigdo em amincdcidos das proteinas do
grao descorticado e das fragdes protéicas do feijdo ‘IAC-Carioca
80 SH', Coelho (1993) observou gque as proteinas apresentaram
gquantidades elevadas de metionina disponivel, em relagao a outros
cultivares, e que o0s teores dos aminodcidos essenciais lisina,
valina, treonina, triptofano, leucina, isoleucina e fenilalanina
ndo eram limitantes a qualidade de suas proteinas, por excederem
os da proteina referéncia da FAQO/WHO (1973). Dentre as fracgdes
isoladas, as glutelinas foram as mais ricas em metionina e
lisina, enquanto que as albuminas apresentaram teores mais
elevados de ¥ cistina e triptofano. As globulinas apresentaram-se
deficientes em aminoacidos sulfurados e triptofano. Concluiu que
o desenvolvimento de variedades com maiores teores de glutelinas
e menores em globulinas, em especial a Gl, podera resultar em
grdos cujas proteinas tenham valor biolégico superior as

atualmente existentes.
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2.3. Digestibilidade das proteinas

0 menor valor nutricional das proteinas do feijao, em
relacdo ao de outras proteinas alimenticias, também pode ser
devido & resisténcia intrinseca das mesmas a hidrélise enzimdtica
(Nilsen et al., 1988).

A globulina Gl, proteina de reserva mais abundante no
feijdo, tem se mostrado resistente a hidrélise in vitro, pela
pepsina e quimotripsina (Seidl et al., 1969; Liener e Thompson,
1980; Deshpande e Nielsen, 1987). A baixa susceptibilidade desta
proteina & hidrélise enzimatica foi atribuida a sua estrutura
compacta (Chang e Satterlee, 198l) e a impedimentos estruturais
(Romero e Ryan, 1978).

E também conhecido que o tratamento térmico leva a
aumento na sua digestibilidade, in vitro e in vivo (Liener e
Thompson, 1980; Deshpande e Damodaran, 1989). Isso em
consequéncia de mudancas na estabilidade estrutural, induzindo ao
rompimento das estruturas terciadrias e quaternarias sem, contudo,
causar grandes alteracdes na secunddria, o que é um dos fatores
responsaveis pelos altos valores de digestibilidade, observados
ap6s o aquecimento (Deshpande e Damodaran, 1889; Carbonaro et
aliy 1982)

A relacdo entre a estrutura e a digestibilidade in
vitro da globulina Gl, apdés tratamento a 99°C por 15 minutos, foi

estudada por Deshpande e Damodaran (1989). Observaram que, quando



13

se aumentava o tempo de digestdo, a proteina aquecida continuava
a ser hidrolisada a peptideos com menores pesos moleculares, o
que ndo acontecia com a proteina nativa.

0 aumento na susceptibilidade a protedlise, pelas
proteinas da farinha de feijdo, branco e marrom, apds o
tratamento térmico (autoclavagem por 20 minutos), foi
quantificado por Carbonaro et al. (1992) que utilizaram a
ultrafiltracdo em membranas para separar todas as moléculas de
pesos moleculares menores gque 30.000 daltons. A extensdo da
protedlise, medida pela porcentagem de nitrogénio total
recuperado nas fracdes menores do gque 30.000, aumentou nas
amostras tratadas pelo aquecimento, sendo que 82% e 75% do
nitrogénio total passou ao ultrafiltrado, para o feijdo branco e
marrom, respectivamente, enquanto que somente 20% e 30% foram
recuperados apos a hidrdlise das amostras cruas. A
digestibilidade do feijdo branco e do marrom quando crus dque era
de 74,0% e 71,5%, respectivamente, apdés o tratamento térmico
aumentou para 80,5% e 77,3%. Lanfer-Marquez e Lajolo (1981)
constataram que os valores da digestibilidade in vitro variavam
de 17% a 40% para as proteinas de amostras cruas de feijdo e
aumentavam para 69%-72%, apds aquecimento a 121°C, por 30
minutos.

Entre as fracdes protéicas do feijdo, a albumina tem
nostrado baixa digestibilidade, que ndo é aumentada com o©

aquecimento (Sgarbieri e Whitaker, 1982). Esta fracdo contém os
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aquecimento (Sgarbieri e Whitaker, 1982). Esta fracao contém os
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auséncia do inibidor de tripsina em extrato protéico de soja
aumentou a susceptibilidade da proteina & protedlise (Habeeb,
1966). Lanfer-Marquez e Lajolo (1981) sugeriram que o inibidor de
tripsina, da fracdo albumina do feijdo, é resistente ao calor e
forma com a proteina um agregado de alto peso molecular
resistente a hidrélise, durante o tratamento térmico. Sgarbieri
(1979) concluiu que tanto a presenca de inibidores ativos, como a
de pontes dissulfidicas nas proteinas da frag¢do albumina, afetam
negativamente a protedlise enzimatica. Em estudo posterior,
Sgarbieri (1980) wverificou auséncia de correlacdo entre a
atividade antiproteolitica e a digestibilidade das proteinas, em
grdos de diversas leguminosas. A digestibilidade das proteinas,
nas sementes cruas, variou de 25,0% a 64,3% e ndo se
correlacionou com a atividade do inibidor de tripsina dos
extratos ou com sua digestibilidade, apdés o cozimento dos graos.

A reduzida digestibilidade da fragdo albumina (79%),
apbés o aquecimento, também foi atribuida as reacbes entre
carboidratos e proteinas, com a formagdo de complexos nao
digeriveis (Lanfer-Marquez e Lajolo, 1988).

O efeito negativo dos taninos na digestibilidade da

proteina do feijdo cozido, dado pela habilidade dos mesmos em

se complexarem com proteinas tornando-as parcialmente
indisponiveis a hidrélise (Bressani e Elias, 1980), foi
confirmado por Carbonaro et al. (1992). Estes autores cozinharam

feijao branco, na presenca de 4&acido téanico (10mg/100g de
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inibidores de tripsina (Seidl et al., 1969; Gomes et al., 1979)
e praticamente toda % cistina do feijdo (Sgarbieri e Galeazzi,
1990) .

A importéancia das ligacgbes dissulfidicas na
estabilidade da estrutura da proteina e na diminuicdo da
susceptibilidade a hidrélise enzimatica foi verificada para as
proteinas de diferentes fontes alimentares. O rompimento das
ligagcdes S-S com o consequente aumento na digestibilidade in
vitro fol mostrado por Boonvisut e Whitaker (1979) e por Hamaker
et al. (1987) para as proteinas da soja e para as do sorgo, por

Sgarbieri (1979) para as fragdes albumina e globulina do feijéo

‘Rosinha G2’, e por Reddy et al. (1988), para a PB-lactoglobulina.

A pequena gquantidade de grupos tidis livres (menos de
10% do total de % cistina), determinada em amostras de feijao
antes do tratamento com o agente redutor DTT (ditiotreitol),
indica que quase todos residuos de % cistina dos hidrolisados
estavam comprometidos com a formacdo de ligacdes dissulfidicas. A
completa redugdo da % cistina, realizada somente com o uso de
uréia e DTT, leva a conclusdo que fatores estruturais intrinsicos
sao os responséaveis pela inacessibilidade das pontes
dissulfidicas ao agente redutor (Sgarbieri, 1978).

A responsabilidade dos inibidores de tripsina na baixa
hidrbolise das proteinas do feijdo integral ou quando estas estao
isoladas, mesmo apdés o aquecimento, foi reportado por Lanfer-

Marquez e Lajolo (1981), e por Deshpande e Damodaran (1990). A
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proteina), e mostraram haver redugdo na digestibilidade, que se
aproximou do valor obtido (77,3%) para o feijdo pigmentado
cozido.

Os taninos podem influenciar, além da digestibilidade
das proteinas (Barroga et al., 1985, Deshpande et al., 1982), a
reatividade da cistina. A interacdo dos taninos com as proteinas
do feijdo, que pode ocorrer em grande extensdo durante o
tratamento térmico, pode proteger parcialmente as ligacgdes
dissulfidicas da acdo de agentes redutores (Carbonaro et al.,
1892) .

A quantidade de nitrogénio excretado nas fezes, por
ratos alimentados com feij&o, é 2,6 a 4,1 vezes maior due a
excretada gquando eles consomem caseina (Jalali, 1992) e pode
limitar o valor nutricional de suas proteinas. Bender e
Mohammadiha (1981) atribuiram o aumento de 5,3 vezes no
nitrogénio fecal eliminado por ratos, quando comparado com o da
dieta aprotéica, a descamacdo das células epiteliais da mucosa
intestinal. Fairweather-Fait et al. (1983), alimentando ratos com
dieta contendo feijdo cozido, observaram que estes excretaram 3
vezes mais nitrogénio fecal do que os mantidos em dieta de
caseina, o que foi atribuido ao aumento da atividade da flora
intestinal.

Oliveira e Sgarbieri (1986) monitoraram a
radioatividade presente nas fezes de ratos, apbés injecgao

intraperitonial de 14C—glicina, mantidos em dietas de caseina,
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feijdo cozido e feijdo cru. Observaram que os valores foram
respectivamente, 2, 5 e 10 vezes maiores que os daqueles que
receberam dieta aprotéica, mostrando correlacdo linear e positiva
com o nitrogénio excretado nas fezes. Concluiram que a excregao
fecal de nitrogénio enddgeno se constituli em importante fator de
reducdo indireta da digestibilidade.

Lanfer-Marquez e Lajolo (1988) marcaram as proteinas do
feijdo com 15Ny e observaram que os animais que receberam dieta
contendo feijdo integral excretavam mais nitrogénio nas fezes
enquanto as fracgdes protéicas causavam apenas um leve aumento, em
relacdao aos ratos alimentados com caseina.

O aumento do nitrogénio fecal ocasionado pela
descamacdo das células epiteliais intestinais tem sido atribuido
as fitohemaglutininas presentes no feijdo, que, atuando nas
microvilosidades da mucosa intestinal, acabam por provocar
acentuadas lesdes nessas células, interferindo na absorcéo e,
consequentemente, na utilizagdo de nutrientes (Jaffé e Briicher,
1972) . A ruptura das células epiteliais do intestino acarreta em
perda de nitrogénio enddégeno (Bender e Mohammadiha, 1981).

Um estudo para verificar a influéncia do feijdo cozido
na quantidade e origem do nitrogénio enddégeno fecal de ratos,
através da marcagdao das proteinas com 3H-aminoacidos e dos &acidos
nucléicos com SH-nucleosideos, foi realizado por Jalali (1992).
Estimando a quantidade de nitrogénio fecal endbégeno a partir da

proporgdo entre o nitrogénio endégeno total e a radioatividade
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das fezes, em relacdo a dieta aprotéica, demonstrou que os
animais alimentados com feijao excretaram 133%-166% mais
nitrogénio enddégeno. Os resultados obtidos com a marcacdo dos
dcidos nucléicos, mediante injecéao intraperitonial de [G—3H}—
adenosina, confirmaram que o metabolismo de nucleosideos em ratos
alimentados com feijdo é maior sem, contudo, mostrar evidéncias

de aumento significativo na descamacdo da mucosa intestinal.

2.4. Proteinas toxicas ou antinutricionais do feijao

2.4.1. Inibidores de tripsina

Isolamento e Caracterizagao

Os inibidores de tripsina ocorrem naturalmente em
varias espécies de plantas, tais como leguminosas, dJgramineas e
tubérculos. Nas leguminosas se encontram principalmente nos
grdos, © que sugere que s&o ai sintetizados durante a sua
formacdo e que ndo s&o translocados para as outras partes das
plantas (Kapoor e Gupta, 1978).

Smith e Circle (1972), assim como Liener e Kakade
(1980), atribuiram as seguintes fungdoes fisioldgicas a esses
inibidores nas plantas: manutencdo da dorméncia por serem agentes
reguladores; controle das proteinas endbgenas, e prevengao ao
ataque de microrganismos e 1insetos predadores. Durante a

germinagidoc da soja, os 1inibidores ativos se concentram no
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cotilédone e vao perdendo a atividade durante a germinacdo néo
inibindo, portanto, o sistema proteolitico enzimatico dos gréos
maduros (Richardson, 1977; Kapoor e Gupta, 1978). Sharma e Sehgal
(1992) observaram reducdo de 65% na atividade dos inibidores de
tripsina dos grdos do feijao-fava (Vicia fava), 48 horas apds a
germinacao.

Os inibidores representam cerca de 2% do conteudo total
das prqteinas da soja (Sgarbieri e Whitaker, 1982) e 10% das
proteinas da batata (Ryan, 1968). Para o feijao comum, Abramova e
Chernikov (1964) encontraram contetdo de 0,27%. Gomes et al.
(1979) reportaram que os inibidores de tripsina correspondem a
2,7% da proteina da fragdo albumina do feijdo ‘Navy’, enquanto
Whitaker e Sgarbieri (1981) encontraram valor de 0,24% na fracao
albumina dos grdaos de feijdo ‘Rosinha G2’ e Rayas-Duarte et al.
(1992) encontraram 1,69% na fracadao albumina do feijdao ‘Great
Northern’. Os inibidores de tripsina constituiram 1,69% da
proteina do extrato &cido do feijdo comum (Wu e Whitaker, 1990).

A acdo dos inibidores de tripsina, contra o ataque de
insetos e bactérias ao tomate e & batata, fol estudada por Bishop
et al. (1984) e Ryan et al. (1985). Este mecanismo de defesa &
necessario pois, conforme Birk et al. (1963), estes invasores tém
a capacidade de produzir enzimas proteoliticas (tripsina e
quimotripsina) que podem se ligar aos inibidores especificos da
planta, e 1inativéd-las. Hilder et al. (1987) mostraram a

resisténcia do tabaco ao ataque de insetos herbivoros quando esta
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planta recebeu um gene codificador do inibidor de tripsina do
feijao guandu.

Os inibidores de enzimas proteoliticas, presentes nas
leguminosas, tém sido agrupados em duas familias, a do inibidor
de Kunitz, que foi inicialmente isolado da soja e cristalizado
por Kunitz (1946), e a do inibidor Bowman-Birk, descoberto por
Bowman (1946) e purificado e caracterizado por Birk (1961).
Devido ao interesse despertado por esses inibidores, varios deles
foram isolados do feijdo por Pusztai (1966), Wilson e Laskowiski
(1973), Whitley e Bowman (1975), Birk (1976), Gomes et al.
(1979), Whitaker e Sgarbieri (1981), Sgarbieri e Whitaker (1981),
Wu e Whitaker (1991) e Rayas-Duarte et al. (1992). Estes estudos
evidenciaram inibidores do tipo Bowman-Birk, atuando

principalmente sobre as enzimas proteoliticas associadas a

serina. Outro grupo de inibidores sd@oc os que atuam sobre a o-
amilase de origem animal e de insetos, também relatados em feijao
por Jaffé (1973), Powers e Whitaker (1977), Sgarbieri (1980) e
Finardi Filho e Lajolo, (1988).

A caracterizacdo dos inibidores de proteases, em funcao
de suas propriedades quimicas, fisicoquimicas, estruturais e
inibitérias, foi revisada por Sgarbieri e Whitaker (1982), Birk
(1985) e Burns (1987) e destacaram os seguintes parametros:

- o0 inibidor de Kunitz apresenta peso molecular de
21.000 a 24.000 e contém 198 residuos de aminoéacidos, e duas

ligagdes dissulfidicas por molécula. E termoldbil, e contém
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maiores teores de glicina, valina, leucina, isoleucina e arginina
do que o inibidor de Bowman-Birk, tendo acdo estequiométrica
(1:1) em relacdo a tripsina mas ndo em relacdo a quimotripsina.

- o0 inibidor de Bowman-Birk apresenta peso molecular de
7.975 e contém 71 residuos de aminoacidos. Contém sete ligacgdes
dissulfidicas por molécula, o que torna sua estrutura bastante
rigida e com grande estabilidade ao calor, a &cidos e a é&lcalis.
Sua composicdo em aminoadcidos revela altos niveis de serina,
dcido aspéartico e % cistina, e baixos teores de glicina, valina e
metionina. Apresenta centros de liga¢des 1independentes para
tripsina e para quimotripsina e inibe estequiometricamente 1 mol
de tripsina e 1 mol de quimotripsina por mol de inibidor.

Os inibidores de tripsina tém sido isolados dos
extratos de feijdo utilizando-se aquecimento (Sgarbieri, 1979),
fracionamento com sulfato de amdnio, filtracdo em Sephadex,
cromatografia em DEAE-celulose (Tsukamoto et al., 1983),
cromatografia de afinidade (Whitaker e Sgarbieri, 1981; Xavier
Filho e Campos, 1983; Wu e Whitaker, 1990; Rayas-Duarte et al.,
1992) .

Sgarbieri (1979) encontrou maior atividade inibidora da
tripsina e da gquimotripsina nas albuminas do feijdo ‘Rosinha G2',
obtidas apdés aquecimento desta fracdo por 15 minutos a 97°C,
que coagulava 65-70% das proteinas presentes. Os inibidores
permaneciam em solug¢do, na fracdo ndo coagulavel, sem sofrer

inativacdo. Nestas condicdes, os inibidores eram purificados 9,2
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vezes em relacdo ao extrato bruto. A precipitacdo com sulfato de
ambnio e filtracdo em gel de Sephadex G-50 elevou o grau de
purificacdo em 31,4 vezes, com uma recuperacdo de 59,5% em
relacdo ao extrato bruto. Rayas-Duarte et al. (1992) purificaram
os inibidores do feijdo ‘Great Northern’ cerca de 1,1 vezes, com
recuperacgao de 93,6% da atividade, quando aqueceram a fracao
albumina a 75°C, por 15 minutos.

Tsukamoto et al. (1983) isolaram trés inibidores do
feijdo 'Kintoky', usando o fracionamento em sulfato de aménio,
filtracéo. em gel de Sephadex G-100 e cromatografia em DEAE-
celulose.

Ishikawa et al. (1985) isolaram inibidores de protease
do feijdo ‘Adzuki’ (Vigna angularis) através de extracdo acida da
farinha, saturacdo com sulfato de aménio e precipitacdo com &acido
tricloroacético. Apds filtracdo em Sephadex G25 e cromatografia
em coluna de DEAE-celulose, foram obtidas trés fracOes. Os
inibidores denominados ABI, ABIIa e ABIIc, apresentavam pesos
moleculares de 9.166, 8.661 e 8.756 daltons, e continham 82, 78 e
79 residuos de aminocécidos, respectivamente. A sequéncia de
aminoacidos foi determinada e estes inibidores foram
classificados como do tipo Bowman-Birk, devido ao alto conteudo
de % cistina e baixos pesos moleculares.

A tripsina covalentemente ligada a um suporte sélido
pode ser usada para purificar inibidores de tripsina (Fritz et

al., 1971). Esta técnica, denominada cromatografia de afinidade,
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tem facilitado o isolamento de inibidores de proteases,
especialmente isoinibidores, onde as resinas de afinidade sé&o
usadas para acoplar proteinas & Sepharose 4B ativada com brometo
de cianogénio (Wu e Whitaker, 1990).

Whitaker e Sgarbieri (1981) isolaram trés inibidores de
tripsina-quimotripsina do feijdo ‘Rosinha G2’. O procedimento
adotado incluiu o fracicnamento das proteinas em funcdo da
solubilidade e purificagdo dos inibidores contidos na fracgéao
albumina, por cromatografia de afinidade. Neste estadio, a
recuperacao foi de 61,4% e a purificacdo de 60,1 vezes. Quando os
eluatos, que continham os inibidores, foram reaplicados na mesma
coluna a purificacdo aumentou para 92,0 vezes. Os inibidores
obtidos foram separados por cromatografia em coluna DEAE-celulose
e CM-celulose e apresentaram composigdo em aminodcidos muito
semelhante, ou seja, ndo continham triptofano e wvalina,
apresentavam s6 um residuc de metionina, baixos teores de
glicina, alanina, leucina e tirosina e altos niveis de serina,
treonina e * cistina.

Wu e Whitaker (1990) purificaram quatro inibidores de
protease, do feijdo ‘Linden’, denominados R(A), R(Bl), R(B2) e
R(C), por cromatografia de afinidade, de troca idnica com DEAE-
Sephacel e CM-celulose e cromatografia hidrofébica com fenilﬂj
Sepharose. Concluiram gque todos os inibidores eram éacidos, com
ponto isoelétrico variando de pH 4,66 a 5,09 e apresentavam

composicdo em aminodcidos similares, com alto conteudo de 3
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cistina. O peso molecular foi de 8.510 a 9.210, quando estimado
pela composicdo em aminodcidos, e de 18.800 a 20.400, gquando
determinado por eletroforese em presenca de dodecil sulfato de
s6édio (SDS).

Apesar da cromatografia de afinidade se apresentar
bastante especifica para o isolamento dos inibidores, ela pode
permitir modificacdes aos inibidores de tripsina pela protedlise
(Xavier Filho e Campos, 1983). Assim, tem-se proposto o uso de
anidrotripsina, na qual a serina do sitio ativo é convertida em
dihidroalanina, evitando-se modificacdes indesejéaveis (Xavier
Filho e Campos, 1983; Puzstai et al., 1988, 1991).

Os inibidores de tripsina, estédveis ao calor, também
foram purificados de feijdo ‘Great Northern’, por Rayas-Duarte et
al. (1992) que utilizaram cromatografia de DEAE celulose, de
fenil-Sepharose e de afinidade com anidrotripsina-Sepharose. O
fator de purificacdoc foi 13,8 vezes e a recuperacgdo de 23,4%. O
peso molecular estimado foi de 18.000 (eletroforese contendo
SDS), e os isoinibidores isolados apresentaram ponto isocelétrico
entre pH 4-5 com alguns inibindo tanto a tripsina, como a

quimotripsina.

Importéancia Nutricional

A ocorréncia natural dos inibidores de proteases tem

merecido grande atencdo dos pesquisadores devido aos seus
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possiveis efeitos no valor nutritivo dos grdos, em especial das
leguminosas, e ao organismo gque os ingere. Osborne e Mendel
(1917) foram os primeiros a observarem que a soja crua nao
promovia o crescimento normal de ratos. Estudos realizados por
Bowman (1944) e Ham e Sandstedt (1944) mostraram a existéncia de
substancias termoldbeis, que inibiam a atividade proteolitica da
tripsina. Westfall e Hauge (1948) observaram que o© aquecimento
destruia este inibidor, concluindo que esta substdncia era a
responsavel pela baixa utilizac&o das proteinas da soja crua. A
presenca dos inibidores de tripsina no trato intestinal de ratos
e aves, leva a um aumento na produgdo de enzimas pelo pancreas e
a hipertrofia deste ©6érgao (Chernick et al., 1948; Lyman e
Lepkovasky, 1957; Booth et al., 1960; Gertler et al., 1967). A
administracdo oral do inibidor de tripsina cristalino da soja, em
ratos, levou-os a uma secrecdo pancreatica elevada de proteases,
lipase e amilase, acompanhada por aumento na atividade das
enzimas digestivas, no intestino delgado (Lyman e Lepkovasky,
1957) .

A relacdo entre a atividade do inibidor de tripsina e a
hipertrofia pancreatica, tem sido atribuida ao fato de que a
secrecdo pancreatica é controlada pelo nivel de tripsina ativa no
trato intestinal (inibic&o tipo "feed back") e gue a agao do
inibidor de tripsina neutraliza esse efeito supressivo ao
combinar-se com a tripsina (Green e Lyman, 1972; Liener, 1979a).

Kakade et al. (1973) afirmaram que 40% da hipertrofia do
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pancreas, de ratos alimentados com proteina de soja crua, era
proporcionada pelo inibidor de tripsina. A hipertrofia também
pode ser causada por fragdo da soja, isenta de inibidores ativos
(Saxena et al., 1963; Liener, 1979%). A presenca de proteina
intacta ou de proteinas desnaturadas, que se combinam
irreversivelmente com a tripsina, mesmo apds a remogao dos
inibidores, também levam a aumento na secregdao pancreatica
(Schneeman e Lyman, 1975; Johnson et al., 1977; Liener, 1979a).

Estudo realizado por Meyer e Kellyl (1976) procurou
avaliar o efeito da qualidade da proteina na secregdo pancreatica
de cades. Quando proteinas intactas (albumina de ovo, caseina,
hemoglobina e albumina de soro bovino) foram injetadas no
intestino, observaram pequeno aumento ha secrecdo pancreatica,
que era elevado quando estas proteinas eram ingeridas. Concluiram
que a resposta pancreatica é regulada pelo produto de hidrélise
da proteina. Scheeman et al. (1977) observaram, em ratos, que a
secrecdo de enzimas pancredticas em resposta a intubacéao
intragastrica de uma dieta contendo caseina, & mais efetiva do
que aquela contendo caseina hidrolisada. Segundo estes autores, a
estimulacdo do pancreas, para a producdo de proteases, parece ser
dependente da presenca de proteina intacta.

A utilizacdo de farinha de feijdo cru na alimentacdo de
ratos tem como resultado a morte dos animais experimentais.
Antunes e Sgarbieri (1980) observaram que ratos recém desmamados,

quando alimentados com farinha crua do feijdo 'Rosinha', morreram
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antes de completarem 21 dias de dieta em consequéncia da presenca
de fatores toéxicos e antinutricionais. Durigan e Sgarbieri (1987)
avaliaram a qualidade nutricional de doze cultivares de feijéo e
verificaram que ratos adultos Wistar, com peso médio inicial de
225g, alimentados com farinha integral de grdos crus como unica
fonte protéica, morreram no periodo de 3,8 ('Goiano precoce') a
8,4 dias ('Aroana'). A mistura da farinha integral com caseina,
ainda que ndo acarretasse a morte dos ratos, evidenciou prejuizo
no aproveitamento da rac3o e no desenvolvimento dos animais,
expressos por diminuig¢des no ganho em peso e na digestibilidade,
valor Dbioldégico e utilizacéé liguida, das proteinas. As
atividades dos inibidores de tripsina, presentes nos graos, nao
se correlacionaram com a relacido perda de peso/proteina ingerida,
indicando a presenca de outros componentes que causavam a
toxicidade.

A toxicidade de quinze cultivares de feijdo e de um
cultivar de Vigna unguiculata foi estudada por Mancini Filho e
Lajolo (1981) que nao encontraram qualquer relacdo entre o
contetido de inibidores de tripsina e a toxicidade, ao injetarem,
intraperitonialmente, oS extratos destas leguminosas em
camundongos.

Sgarbieri (1979) conduziu dois ensaios para avaliar o
efeito antinutricional do inibidor de tripsina, isolado do feijéao
‘Rosinha G2’, quando adicionado & dietas de caseina para ratos.

Realizou um balanco de nitrogénio de cinco dias, com dietas
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contendo 10% de caseina e 1% de inibidor, e um outro, em que a
concentracdo de caseina foi de 5% e a adicdo de inibidor foi
feita na base de 3% da proteina. Nd@o encontrou, nos dois ensaios,
qualquer efeito do inibidor sobre o ganho em peso pelos ratos ou
sobre os indices de valor nutricional da caseina. A administracao
dos inibidores, em suas formas quimicamente puras, em
experimentos de curta duragao, nao interferiu, com o crescimento
normal dos animais experimentais

A significancia dos niveis de inibidor de tripsina tem
sido questionada. Rackis et al. (1975) observaram em um
experimento de 28 dias, em que ratos alimentados com farinha de
soja, na qual 55% a 69% da atividade inibidora da tripsina havia
sido eliminada, nao apresentaram hipertrofia pancreatica,
verificando valores maximos de PER (quociente de eficéncia
protéica) com 80% de inativagao do inibidor.

Os efeitos dos inibidores de protease, em ratos
mantidos em dietas, por longo tempo (dois anos), contendo baixos
niveis do inibidor de tripsina tém levado a alteracao fisiolégica
do pancreas (Struthers et al., 1983; Gumbmann et al., 1985;
Liener et al., 1985; Spangler et al., 1985). Struthers et al.
(1983) observaram gque ratos alimentados com dietas contendo
isolado protéico de soja, com baixa capacidade inibidora,
apresentaram maior aumento no peso do pancreas por unidade de
inibidor de tripsina do que os alimentados com farinha de soja

crua. McGuinness et al. (1980) e Gumbmann et al. (1984) sugeriram
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que o horménio colecistoquinina, que regula a secrecao
pancreatica em ratos, seria o estimulador do aumento do péancreas,
assim como um fator de desenvolvimento de céncer pancreatico,
quando os ratos sdo alimentados com farinha de soja crua ou com
baixos niveis do inibidor.

Em uma compilacdo de resultados, de diversos autores,
Burns (1887) mostrou que nao ha correlacao entre a
susceptibilidade da espécie ou da linhagem animal com a
hipertrofia ou hiperplasia, ou com o desenvolvimento de lesdes
pancredticas, apdés prolongada alimentagdo com soja crua ou
inibidores de tripsina. Hipertrofia ou hiperplasia pancreatica
ndo fol observada nas espécies canina, suina e humana. As lesOes
pancredticas foram observadas em ratos Wistar, mas nao em
camundongos ou hamsters.

Liener e Kakade (1980) observaram correlagdo direta
entre o tamanho do pancreas e sua resposta aos inibidores de
tripsina da soja crua, concluindo que a hipertrofia pancreatica
s6 se estabelece em espécie animal na qual o pancreas excede a
0,3% do peso corporal.

A hipertrofia pancreatica, que conduz a perda de
proteina endégena secretada pelo pancreas, pode ser responsavel
por parte da depressdo do crescimento em ratos alimentados com
soja crua (Booth et al., 1960). Tendo-se que as proteinas

pancredticas s3o enzimas ricas em aminoacidos sulfurados, o
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efeito resultante seria a perda desses aminoacidos pelo
organismo, que sdo os limitantes nesta leguminosa.

Em se tratando de nutrigdo humana, tem-se proposto que

as tripsinas humanas (o e [) seriam diferentes, gquanto a
susceptibilidade a inibicdo (Coan e Travis, 1971; Figarella et
al., 1975). Feeney et al. (1969) avaliaram a atividade in vitro
de inibidores de véarias fontes sobre a tripsina humana e
observaram que esta é fracamente inibida pelo inibidor
proveniente da soja, mas fortemente pelo do feijdo 'Lima’.

Holm et al. (1988) realizaram um estudo para investigar
os efeitos de farinhas de soja com diferentes niveis de
atividade inibidora, sobre a atividade enzimdtica duodenal e o
possivel efeito regulatério dos horménios gastrointestinais nas
respostas pancreaticas, em 11 Jjovens sadios. Observaram que as
atividades das enzimas quimptripsina e tripsina no duodeno, foram
inibidas pela soja crua, enquanto que o isolado protéico contendo
baixo nivel de inibidor e a soroalbumina bovina aumentaram a
atividade dessas enzimas. O nivel plasmatico de colecistoquinina
aumentou significativamente durante a infusdo intraduodenal de
soroalbumina bovina, mas ndo durante a infusdo com soja contendo
inibidor. Concluiram que as mudancas das atividades enzimaticas
no duodeno com a infusdo de soja crua, podem ser devidas a
inibicdo das enzimas, alteragdes nas secrecgoes enzimaticas ou

combinacdo desses efeitos.
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Em contraste & capacidade dos inibidores de proteases
em causar lesdes pancreéaticas, aplicacdes médicas destes
inibidores tém sido propostas. Estudos epidemioldégicos tém
identificado, nas leguminosas, a possibilidade de serem agentes
protetores na diminuigdo da ocorréncia de céncer de mama, colon e
prostata, em populacdes vegetarianas (Birk, 1985) e no tratamento
de pancreatites crénicas (Pap et al., 1983). Troll et al. (1980)
propuseram que os inibidores de protease sdo anticarcinogénicos,
e este efeito foi verificado na incidéncia de céncer mamario em
ratas, apds inducido do cancer com radiacdo. Ratas alimentadas com
soja crua apresentaram 44% de incidéncia, e as alimentadas com

dieta de caseina, 74%.

2.4.2. Fitohemaglutininas

Além dos inibidores de proteases, a maioria das
leguminosas contém em suas sementes substéncias denominadas
fitohemaglutininas ou lectinas. S&o substédncias gque possuem en
suas moléculas um centro ativo especifico para combinagdao com
carboidratos. Aglutinam eritrdécitos seletivamente in vitro,
iniciam mitose em culturas de linfécitos humanos e podem
aglutinar ou inativar células de tumores (Sharon e Lis, 1872).
Contribuem, pelo menos em algumas espécies, para o baixo valor

nutricional e para a toxicidade de sementes cruas (Liener, 1976).
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Estudo realizado por Castresana et al. (1987) mostrou
que as lectinas do feljédo Ph. vulgaris se acumulam durante o
desenvolvimento da semente, atingindo o nivel méximo no estédio
de amadurecimento, e diminuem lentamente durante a germinagao.

As fitohemaglutininas representam de 2% a 10% das
proteinas dos grdos das leguminosas e sua presenca durante todo o

ciclo vital da planta, sugere que sua funcdo ndo estd limitada a

de uma proteina de reserva, despertando interesse pelo
conhecimento de sua funcao fisiolégica (Figueroa, 1989). Nas
leguminosas parecem estar envolvidas no processo de

reconhecimento de bactérias fixadoras de nitrogénio (Marx, 1977),
ou atuar na defesa das plantas contra a invasdo de insetos e
bactérias patogénicas (Janzen et al., 1976).

Seus efeitos prejudiciais & fisiologia dos animais
monogastricos s&o o retardo ao crescimento (Liener, 18953), a

diminuicdo da digestibilidade e da absorcédo do nitrogénio (Jaffe,

1961), a diminuicdo da digestibilidade de carboidratos (Rea et
al., 1985), a alteracdo na atividade das enzimas intestinais e
hepaticas (Jindal et al., 1984) e a diminuicdoc na insulina do

sangue (Pusztai et al., 1986).

O mecanismoc de seu efeito antinutricional, gquando
administradas oralmente, foi proposto por Jaffé (1973) e pode
ser causado pela sua habilidade em interagir com OS receptores
especificos das células epiteliais da parede intestinal. Pusztail

et al. (1979) mostraram que as fitohemaglutininas reagem CcOm as
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células intestinais in vitro e causam o rompimento das
microvilosidades das células epiteliais (mucosa) do duodeno e do
jejuno. Embora prejudicada, a absorg¢do ainda pode ocorrer,
provavelmente através das células nado alteradas, levando a
absorcdo anormal de substancias potencialmente perigosas, como as
préprias hemaglutininas ou toxinas de origem bacteriana.

Turner e Liener (1975) avaliaram o significado
nutricional da fitohemaglutinina da soja, na alimentacgdo de
ratas, com a eliminacdo, por cromatografia em coluna de
concanavalina A-Sepharose, de sua atividade hemaglutinante. Isto
possibilitou a comparacdo de dietas contendo extrato livre de
fitohemaglutinina, com outras contendo o extrato integral, cru ou
aquecido. Observaram que a dieta isenta de fitohemaglutinina
propiciou crescimento e PER, que ndo diferiram significativamente
daqueles obtidos com o extrato integral, que as continha. Estes
parametros foram significativamente superiores para as dietas
contendo o extrato aquecido. Concluiram que a fitohemaglutinina
deve exercer papel relativamente pouco importante nos efeitos
antinutricionais causados pela farinha de soja crua.

Pusztai e Palmer (1977) verificaram que a toxicidade de
um extrato cri de feijao comum estava associada a
fitohemaglutinina, isolada em coluna de fetuina-Sepharose 4B, por
cromatografia de afinidade. Com a adigdao de diferentes
quantidades de fitohemaglutininas isoladas, em racodes contendo 5%

de caseina, verificaram que esta exerceu forte efeito inibitério
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no crescimento de ratos. A introducdo nas dietas, de proteinas
isentas de fitohemaglutinina nd&o produziu efeito toéxico,
confirmando a sua importédncia na toxicidade do feijéao.

O efeito da adigcdo de lectinas isoladas do feijéo
‘Rosinha G2', a uma dieta de caseina, contendo 10% de proteina,
para ratos, fol estudado por Sgarbieri (1979). Este autor
observou prejuizo aprecidvel a digestibilidade protéica e ao
crescimento dos animais, embora os efeitos ndo fossem t&o letais
guanto & racdo contendo farinha integral.

Honavan et al. (1962) observaram gue dietas contendo
farinha de feijdo comum e preto crus, provocaram 100% de
mortalidade dos ratos, em um prazo médio de uma semana. O
aquecimento a 120°C por 30 minutos, da farinha seca ou, a 110°C
por 30 minutos, do feijdo Umido, impedia a morte dos animais, mas
ndo melhorava de forma evidente a velocidade de crescimento dos
mesmos. As lectinas purificadas desses feijdes, adicionadas a
nivel de 0,5%, produziram evidente retardamento de crescimento
nos animais, sendo que a do feij&do comum foi 100% letal, no prazo
de 13 a 16 dias.

Durigan e Sgarbieri (1987) mostraram gque O efeito
téxico das proteinas da farinha de feijdo cru, estéd relacionado a
presenca de lectinas, manifestado pela interagdo das mesmas com
as vilosidades intestinais o que levava os animais experimentais
a um aproveitamento inadequado dos nutrientes da racgao e até a

morte, quando os efeitos deletérios eram intensos e prolongados.
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Observou também, que o tratamento térmico (121°C/10 minutos) foi
bastante efetivo na eliminagdo da toxicidade natural dos gréos e
tornava suas proteinas capazes de promover crescimento de ratos
Wistar.

Pusztai et al. (1975) isolaram e caracterizaram
parcialmente os constituintes téxicos de um isolado protéico de
feijao comum. Mostraram que as fracdes albumina e globulina eram
téxicas quando adicionadas & dieta de caseina, cujo conteudo
protéico era de 5%, sendo a fracdo albumina mais toxica que a
globulina. Identificaram lectinas nas duas fragdes e concluiram
que a toxicidade estava diretamente relacionada ao titulo

hemaglutinante destas duas fracdes.

2.5. Inativacio dos fatores antinutricionais

Os efeitos toéxicos ou antinutricionais das substancias
protéicas, presentes nos grados de leguminosas, podem ser evitados
(Liener e Kakade, 1969) e o valor nutritivo melhorado (Jaffé et
al., 1955; Liener, 1976) com a correta aplicagdo de calor. O
aumento no valor nutricional serd dependente da temperatura, da
duracdo do aquecimento, do tamanho das particulas e do conteudo
de umidade (Bushman, 1979). Varios pesquisadores recomendam que
antes do cozimento, os graos sejam submetidos ao processo de
maceracdo (Liener, 1962; Nordstrom e Sistrunk, 1977; Durigan et

al., 1978). A sua principal finalidade é uniformizar o cozimento,
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tornando-o menos dréstico (Cabral, 1981), além do que, muitas
substéancias tdéxicas podem ser eliminadas, especialmente com o
descarte da &gua usada na maceracdo (Sharma e Sehgal, 1992).

Os inibidores de tripsina apresentam marcada diferenca
na estabilidade ao calor, em diferentes cultivares de feijdo. Em
alguns, esta atividade é destruida em menos de 10 minutos, com
aquecimento a 120°C, enguanto que em outros ela pode ser
detectada ap6és 60 minutos de tratamento a 100°C (Sgarbieri e
Whitaker, 1982).

Bressani et al. (1963), com base na determinacgdo do
PER, recomendaram a autoclavagem do feijido a 121°C por 10 a 30
minutos, observando que aquecimentos por tempos prolongados
resultam em diminuicd3o do valor nutritivo da proteina, devido a
mudancas no conteiido de aminoadcidos essenciais, especialmente
lisina, o qual diminui proporcionalmente com o aumento do tempo
de cozimento.

Rackis (1966) mostrou que o tratamento com Vvapor
(100°C) por 20 minutos foi muito eficiente na inativagado dos
inibidores da soja, quando esta continha 25% de umidade, e que
esta eficiéncia era bastante diminuida quando a umidade era
reduzida para 6%.

Gallardo et al. (1974) concluiram que os tratamentos
por calor umido eram mais efetivos na inativacéo dos inibidores
do feijdo que os por calor seco, apds observarem redugao de 8,8%

na atividade dos mesmos, quando os grdos eram aquecidos em estufa
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a 100°C, e uma inativacdo de 36% nos grdos macerados antes deste
tratamento. Buera et al. (1984) e Sharma e Sehgal (1992) também
concluiram que a inativacdo dos 1inibidores ¢é dependente do
conteudo de umidade.

Brenes et al. (1973) autoclavaram grdaos de feijao a
1219C por periodos de 0 a 180 minutos e sugeriram que a relacédo
6tima entre o tempo e a temperatura de aquecimento deve ser
conhecida para cada espécie ou cultivar, uma vez que o tratamento
térmico insuficiente ndo produz resultados satisfatérios e que o
excesso prejudica o valor nutritivo dos graos.

O aquecimento tem se mostrado bastante eficiente para
os graos inteiros, mas com efeito reduzido ou mesmo ineficiente
quando se trata da farinha ou inibidores purificados, que se
apresentam bastante estdveis a este tratamento. Varios autores
tém reportado a presenca de inibidores ativos, apds o aquecimento
da farinha em dgua fervente por 30 minutos (Antunes e Sgarbieri,
1980; Borowska e Kozlowska, 1981, Dhurandhar e Chang, 1990).

Rayas-Duarte et al. (1992), estudando nove cultivares
de feijdo, mostraram que a atividade dos inibidores da tripsina
apresentam estabilidade minima nos grdos, média na farinha e
maxima no extrato aquoso (albumina), quando aquecidos em agua
fervente por 30 minutos. O aquecimento de graos de feijdo a
190°C, por 30 segundos, resultou na inativacdo de cerca de 72%
dos inibidores (Carvalho et al., 1977), porém a farinha, ao ser

aquecida em estufa a 100°C por 30 minutos, nao perde atividade,
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indicando a alta estabilidade dos inibidores ao tratamento a seco
da farinha. No entanto, Gallardo et al. (1974) evidenciaram gque o
aquecimento da farinha de feijdo, em estufa, a 100°C por uma
hora, se mostrou efetivo na inativacdo dos inibidores, o que foi
atribuido ao rompimento do exosperma do grdo, com aumento da
superficie de contato.

A presenca de substancias que aceleram a inativacé&o dos
inibidores de tripsina foi estudada por Ellenrieder et al.
(1980), em suspensdes aquosas e extrato aquoso centrifugado de
farinha de soja, amendoim e feijdo comum. Observaram gque a
inativacdo térmica dos inibidores é dependente da concentragao
desses extratos e suspensdes. A estabilidade térmica da atividade
(apbés aquecimento a 96°9C/15 minutos) fol aumentada quando essas
suspensdes e extratos eram diluidos. Componentes de alto peso
molecular, separados dos extratos de soja por filtracdoc em gel de
Sephadex G-75, aceleraram a destruicdo térmica da atividade do
inibidor purificado. Estes autores sugeriram que as substancias
removidas pela centrifugagdo protegeriam, parcialmente, os
inibidores da inativacdo térmica. Tsukamoto et al. (1983)
mostraram que o aquecimento a 100°C por 60 minutos do extrato de
feijdo 'Kintoky', destruiu 90% da atividade do inibidor de
tripsina, porém o inibidor purificado se apresentou estavel ao
mesmo tratamento, indicando haver no extrato deste feijao fatores
que inativam o inibidor durante o aquecimento. Este tratamento

também causou inativacdo do inibidor purificado por filtragdo em
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gel de Sephadex G-100, gquando na presenca de proteinas de alto
peso molecular, provenientes do feijdo. Sugeriram que esta
inativacdo era causada pela interacdo irreversivel entre o
inibidor de tripsina e as proteinas coexistentes e que a extenséo
desta inativacdo seria dependente da concentracao de ambos.
Whitaker e Sgarbieri (1981), trabalhando com inibidores
isolados do feijdo ‘Rosinha G2’, mostraram que estes retinham
100% de sua atividade apdés o aquecimento a 97°C por 15 minutos,
eram estaveis na faixa de pH 2 e 12 a 25°C e ndo eram digeridos
pela pepsina a pH 2. Observaram ainda, que em solucdao aquosa a pH
3,8, o tratamento térmico a 130°C durante 180 minutos, inativou
cerca de 80% da atividade inicial, e em pH 7, o tratamento
térmico a 130°C durante 60 minutos, levou a inativacé&o completa.
0 inibidor de tripsina do feijéo "Kintoky' se

apresentou muito resistente ao calor, perdendo somente 50% de sua

atividade apdés o aquecimento a pH 5 por 10 horas, mas foi
facilmente inativado a pH 6 (Myoshi et al., 1978). Tsukamoto et
al. (1983) também observaram o efeito do pH na estabilidade

térmica do inibidor de tripsina purificado do feijao ‘Kintoky’. O
inibidor manteve cerca de 90% de sua atividade apds aquecimento
em tampdo TRIS-HCl, 50mM a pH 6 e 7, e foi gradualmente inativado
quando em pH mais alcalino. Em tampdo fosfato 50mM, o inibidor de
tripsina mostrou-se termo-estavel em pH 5,5 e 6,5 porém quando

aquecido a pH 8, apresentou perda de 95% da atividade.
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A estabilidade e as propriedades fisicoquimicas do
inibidor de tripsina do feijdo-alado (Psophocarpus
tetragonolobus), denominado inibidor de tripsina 2, foram
estudadas por Gruen et al. (1984). Observaram que este inibidor
se apresentava estdvel na faixa de pH 3 a 11, a temperatura
ambiente. Um leve decréscimo na atividade ocorreu em pH menor do
que 2, porém um grande decréscimo foi observado para os valores
de pH acima de 11. Este inibidor se apresentou estavel ao
tratamento térmico a 60°C e em temperaturas entre 60 e 90°C foi
mais estavel a pH 3 do que em pH 5,5 ou 8,0. Estes resultados sé&o
concordantes com aqueles obtidos por Chan e De Lumen (1982), onde
os inibidores isolados por cromatografia de afinidade se
mostraram mais estaveis ao aquecimento em condic¢des acidas do que
em alcalinas.

Ainda que a aplicacdo do calor na inativagdo dos
inibidores seja um procedimento muito usado, estudos realizados
por Galeazzi e Sgarbieri (1988), em amostras de feijédo ‘Carioca
80’ autoclavados (121°C/15 minutos), demonstraram que apds a
digestdo enzimadtica iIn vitro havia uma recuperacao da atividade
no material digerido. Desta forma, sugeriram que com a acao do
calor, os inibidores se complexam com outros componentes do gréo,
e se tornam inativos. Ao serem submetidos & hidrélise enzimatica
se apresentam novamente ativos, mostrando que a acdao do calor é
penéfica na inativacdo dos inibidores porém, em determinadas

condicgdes ndo os elimina completamente.
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A resisténcia oferecida pelos inibidores, a inativacaéao
térmica, pode ser devida & composigdo e, provavelmente a
configuracdo compacta dos mesmos, como consequéncia do elevado
numero de ligacdes dissulfidicas nas suas moléculas. A redugao
total dessas ligacdes leva a uma completa inativacdo. Estudo
realizado por Sgarbieri (1979) revelou que a incubacdo, a 50°C,
dos inibidores isolados do feijdo ‘Rosinha G2’, em solugdo 8,0M
de uréia, durante 4 horas, destruiu apenas 30% da atividade
inibidora, o «gque revelou a pequena importédncia e a nao
essencialidade das pontes de hidrogénio na manutencdo da
conformacdo natural dos centros ativos dos inibidores. Com o uso
de mercaptoetanol na concentracdao 0,2M, 70% da atividade
inibidora foi eliminada, quando incubados por 2 horas a 37°C. A
incubacdo por 30 minutos a 25°C, em solug&o 0,2M de ditiotreitol,
eliminou 46% da atividade dos inibidores. Porém, quando a
incubacido foi realizada pelo mesmo tempo a 979C, a inativagao foi
completa a uma concentragdo de apenas 0,81mM de ditiotreitol.

0 efeito benéfico do calor também tem sido atribuido a
sua capacidade de inativar as fitohemaglutininas ou lectinas.
Jaffé et al. (1972) observaram que o aquecimento prolongado ou a
autoclavagem de feijdes macerados em agua, permitia a destruigao
de sua toxicidade aguda, atribuida a sua atividade
hemaglutinante.

Muelenaere (1964) mostrou que as fitohemaglutininas

também Sdo mais estaveis ao calor seco, e que apds o aquecimento
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da farinha de alquns cultivares de feijdo a 100°C por 18 horas
ainda permaneciam ativas. A eficiéncia do aquecimento a 121°C
por 10 minutos, quando o tratamento térmico era precedido de
maceracdo, na completa inativagdo das fitohemaglutininas, foi
observada por Honavan et al. (1962). Bonorden e Swanson (1992)
observaram que a atividade hemaglutinante do feijao ‘Black turtle
soup’ foi destruida, com o aquecimento dos graos a 97,8°C por 10
minutos, apés maceracdo, enquanto que para os grdos ndo macerados
foram necessarios 20 minutos. Concluiram que a inativacdo térmica
da fitohemaglutinina do feijdo é bifédsica e o mecanismo de reacéo
de primeira ordem.

0O efeito do processamento e do cozimento sobre os
fatores antinutricionais do feijdo-fava (Vicia faba) foi estudado
por Sharma e Sehgal (1992) e verificaram que a maceracao e a
retirada da casca ndo eliminava as fitohemaglutininas, apesar da
extracdo pela éagua de maceracdo. Com a autoclavagem, por 25
minutos, foram inativadas e suas concentracdes foram diminuidas
com a germinacdo das sementes.

Sgarbieri (1979) observou gue ao contréario dos
inibidores de tripsina, as fitohemaglutininas possuem maior
resisténcia térmica, quando o aquecimento é feito nos graos
intactos e menor resisténcia quando aquecidas em solucao aquosa.

As fitohemaglutininas do feijao-fava, isoladas por
Chudy et al. (1991), apresentaram consideravel resisténcia

térmica e a 65°C s6 foram desnaturadas apés 30 minutos de
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aquecimento, enquanto a 70°C, a perda de atividade ocorreu apds 5

minutos de aquecimento.



44

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material

Foram utilizados graos de feijdo (Phaseolus vulgaris,
L.) ‘IAC-Carioca 80 SH’, provenientes da Fazenda de Ensino e
Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias,

Campus de Jaboticabal, UNESP.

3.2. Obtencido das Fracdes Protéicas

O procedimento adotado para a obtencédo das fracdes
protéicas foi basicamente o descrito por Whitaker e Sgarbieri
(1981). A farinha integral de feijdo (70 mesh) fol suspensa em
solucdo 0,5M de NaCl (1:10, p/v), com pH ajustado para 2,5 com
HCl a 0,1N, e agitada continuamente por 2 horas, a temperatura
ambiente.

Esta suspensdo foi centrifugada a 10.300xg por 40
minutos a 40c¢, obtendo-se o residuo (descartado) e o}
sobrenadante (extrato bruto) como indicado na Figura 1. ApOs
didlise contra agua destilada, a 4°C, por cerca de 72 horas,
obteve-se o isolado protéico, que foi centrifugado a 10.300xg
por 40 minutos a 4°9C, resultando em uma fracdo insoluvel,
constituida pelas globulinas, e uma fracao soluvel, formada

pelas albuminas.
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Paralelamente, foram realizadas extrag¢des, conforme o
procedimento descrito anteriormente, onde as fracdes isolado

protéico, albumina e globulina foram liofilizadas e armazenadas

a -20°C.

FARINHA: Sol. NaCl 0,5M em pH 2,5
(1:10, p/V)l

(centrifugacdc a 10.300xg/40 min. a 4°C)

l l

Residuo Sobrenadante

(descartado) (extrato bruto)

(didlise contra A&gua destilada

por cerca de 72 hs a 4°C)

Isolado Protéico

(centrifugacdo a 10.300xg/
40 min. a 4°C)

l | |

Fracdo insoluvel Fragido soluvel
(globulina) (albumina)
FIGURA 1 - Esquema do fracionamento utilizado para obtencdo das

fracdes protéicas.
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3.3. Inativagdo Térmica dos Inibidores de Tripsina e das

Fitohemaglutininas

Os ensaios sobre a inativacdo térmica dos inibidores de
tripsina e das fitohemaglutininas foram realizados com 0s graos
inteiros e com a farinha integral, utilizando-se aquecimento em
autoclave. A estabilidade térmica dos inibidores de tripsina,
também foi avaliada frente ao aquecimento do grao e das fracodes
protéicas em A&agua fervente, assim como a influéncia do pH na

inativacdo dos inibidores presentes no extrato bruto.

3.3.1. Aquecimento em autoclave

A farinha (70 mesh) e os grédos de feijdo, macerados ou
nio em Aagua desionizada (1:5, p/v) durante uma noite a
temperatura ambiente, foram autoclavados por 5, 10, 15, 20, 25 e
30 minutos, a 121°C. Apdés resfriamento rapido em banho de gelo,
as amostras foram liofilizadas e moidas até a granulometria de
70 mesh. Até o momento de uso, o material foli armazenado a

-200°cC.

3.3.2. Aquecimento em agua fervente

Graos inteiros: graos de feijdo, macerados em agua

desionizada (L85, p/v) durante uma noite a temperatura
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ambiente, foram aquecidos a 97°C por 30 minutos, sob refluxo.
Apbés o tratamento térmico, o material foi resfriado rapidamente
em banho de gelo.

Os feijodes, tratados termicamente ou néo, foram
homogeneizados por 4 minutos, com a dgua de maceragao, em
homogeneizador, da marca Superohm. As suspensOes obtidas foram
centrifugadas a 10.300xg, por 40 minutos a 4°c, os residuos

descartados e os sobrenadantes estocados sob refrigeragdo (4°C).

Farinha integral: a farinha integral (70 mesh) foil
suspensa em &gua desionizada na proporcao 1:40 (p/v), e depois
tratada termicamente em banho de &gua fervente (97°C) por 30
minutos. Apds este aquecimento a mesma fol resfriada e
centrifugada (10.300xg por 40 minutos a 4°C) . 0Os residuos foram
descartados e os sobrenadantes armazenados (4°C).

0 efeito do aquecimento em &gua fervente, em funcdo do
pH, foi avaliado em farinha integral suspensa (1:10, p/v) em
tampdo citrato 0,1M (pH 3,2), fosfato 0,1M (pH 7,6) ou borato
0,1IM (pH 9,0) e agitada continuamente, por 2 horas, a
temperatura ambiente. Estas suspensdes foram centrifugadas a
10.300xg por 40 minutos, a 4°C e os residuos, descartados. Os
sobrenadantes foram aquecidos em &agua fervente por 5, 10 e 20
minutos. Apds este aquecimento, foram resfriados em banho de

gelo e centrifugados (10.300xg por 40 min., a 4°C) . Os residuos
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foram descartados e os sobrenadantes armazenados sob

refrigeracido (4°C).

Fracdes protéicas: as fracdes protéicas liofilizadas
(isolado protéico, albumina e globulina) foram suspensas em agua
desionizada (1:50, p/v), homogeneizadas por 1 minuto e aquecidas
em banho de agua fervente por 30 minutos. Apds este tratamento,
foram resfriadas em banho de gelo, centrifugadas a 10.300xg por
40 minutos, a 49¢, sendo os residuos descartados e o©0s

sobrenadantes armazenados sob refrigeracdo (4°C).

3.3.3. Tratamento térmico das fragdes utilizadas no ensaio

biolégico

Procurando inativar somente as fitohemaglutininas, com
manutencdo da atividade dos inibidores de tripsina, as fracdes
protéicas obtidas conforme item 3.2., foram aquecidas em banho
de &gua fervente por 30 minutos. A fracdo globulina antes do
aquecimento foi suspensa em &agua desionizada 1:10 (p/v) . Apds o
tratamento térmico, os materiais foram resfriados em banho de

gelo e liofilizados. Até o momento de uso, as fracdes foram

armazenadas a -20°cC.
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3.4. Purificacdo dos Inibidores de Tripsina da fragao Albumina

3.4.1. Aquecimento da fragao albumina

A fracdo albumina, obtida conforme item 3.2., foi
aquecida em banho de &gua fervente, por 15 minutos. Apobs
resfriamento em banho de gelo e centrifugagdo a 10.300xg por 40
minutos, a 4°C, o residuo foi descartado e o sobrenadante
(fracdo n&o precipitada pelo aquecimento) foi 1liofilizado e

armazenado a -20°C.

3.4.2. Cromatografia de afinidade

Os inibidores presentes na fracdo albumina foram
purificados por cromatografia de afinidade, conforme a sequéncia

seguinte:

a) Ativacdo da Sepharose com Brometo de Cianogénio

A Sepharose 4B foi ativada com brometo de cianogénio
(BrCN), pelo método descrito por Kohn e Wilchker (1982).

Nesta reacdo, foram utilizados 50mL de Sepharose 4B,
depois de sedimentada e lavada com acetona 30% e 60%, e suspensa
em acetona 60% (v/v). Esta mistura foi resfriada em banho de

gelo com sal (10:3), a -15°C, quando se adicionava 0,84g de BrCN
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dissolvido em 7,55 mL de acetona 60%, e 6,71 mL da solucdo de
trietilamina a 1,5M, em acetona 60%. Em seguida, esta mistura

foi lavada com acetona: HC1l 0,1N, na proporcédo 1:1 (v/v).

b) Acoplamento da tripsina a Sepharose 4B ativada

A Sepharose 4B ativada foi lavada, sucessivamente sob
filtracdo a vacuo, com acetona 60% e 30% e &agua desionizada e
equilibrada com o tampd&o de acoplamento (bicarbonato de sddio a
0,2M, pH 9,5). A solucdo de tripsina de pancreas bovino, 5mg/mL,
em tamp&o de acoplamento foi misturada ao gel e submetida a
agitacdo orbital branda durante 12 horas, a 4°C, para promover a
ligagdo da tripsina a matriz de Sepharose.

Terminada a reacdo de acoplamento, o gel foi lavado com
dgua desionizada e suspenso em solugdo de glicina a 1M, na
proporcdo 1l:4 (v/v) para remover a tripsina ndo acoplada. A
suspensdo fol novamente submetida a agitacdo branda por 12
horas, a 4°9c, filtrada, lavada com &gua desionizada e estocada
sob a protecdo de uma solucdo de HCl a 0,02M, sob refrigeragado a

4°C.

c) Preparo da amostra e da coluna de afinidade

0 procedimento adotado foi o descrito por Whitaker e

Sgarbieri (1981). A tripsina-Sepharose estocada em HCl a 0,02M,
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foi lavada, sucessivamente com agua desionizada e duas vezes com
tampdo TRIS 0,02M - NaCl 0,4M, pH 8,0, em funil com placa
sinterizada. A fracdo albumina, obtida conforme 1item 3B
(contendo mais inibidor de tripsina do gque a capacidade da
coluna), foi previamente equilibrada em tampdo TRIS 0,02M pH 8,0
contendo 0,4M NaCl 2 o precipitado foi removido  por
centrifugacdo (10.300 xg por 40 minutos a 4°C). 0O extrato foil
adicionado a tripsina-Sepharose e deixado em repouso por 30
minutos, a 4°C , com agitac¢do ocasional. As proteinas nao ligadas
(incluindo o excesso de inibidor) foram removidas da mistura,
por filtracdo em funil de placa sinterizada e a Sepharose
novamente lavada, por quatro vezes, com tampdo TRIS 0,02M - NaCl
0,4M pH 8,0 e, por duas vezes, COm agua desionizada.

Este material foi suspenso em &gua desionizada e
empacotado em coluna de vidro (2,5 X 10 cm) e os inibidores
eluidos com HCl 0,02M. As fracdes contendo os inibidores, foram
reunidas, neutralizadas com NaOH a 0,1N, dialisadas contra agua

desionizada, liofilizadas e armazenadas a -209C.

3.5. Métodos Analiticos

3.5.1. Composigdo quimica centesimal

Os teores de proteina (N x 6,25), extrato etéreo e

cinzas foram obtidos de acordo com OS métodos analiticos
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descritos na Association of Official Analytical Chemists (ROAC,
1984) .

O conteudo de proteina, quando necessario, também foi
determinado pelo método descrito por Hartree (1972), utilizando-
se como padrdoc a soralbumina bovina.

O teor de amido foi determinado conforme o método

descrito por Kanesiro et al. (1977).

3.5.2. Composig¢do em aminoacidos

A composicdo em aminodcidos foi determinada por
cromatografia liquida em colunas de resina de troca catidnica e
derivacdo pos-coluna com ninidrina, em um auto-analisador.

Para quantificacdo as amostras foram hidrolisadas com
HCl 6N, por 22 horas a 110°C e de acordo com método descrito por
MOORE e STEIN (1963). Para a determinacdo do triptofano, as
amostras foram hidrolisadas com hidréxido de litio 4N conforme

método descrito por LUCAS e SOTELO (1980).

3.5.3. Atividade dos inibidores de tripsina

A atividade dos inibidores frente & tripsina foi
determinada conforme o método descrito por Kakade et al. (1969),

utilizando-se © No—benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida (BAPNA)
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como substratc para a tripsina. As amostras foram sempre
ajustadas para que tivessem 40-60% de inibicdo da atividade da
tripsina, em relacdo ao controle gque ndo continha amostra,
conforme o recomendado por Kakade et al. (1974). Uma unidade de
atividade da tripsina foi definida como sendo o aumento de 0,01
unidade de absorbadncia a 410 nm. A atividade do inibidor de
tripsina representa as unidades de tripsina inibida (UTI)/mg de

amostra) e a atividade especifica, UTI/mg de proteina.

3.5.4. Atividade hemaglutinante

A atividade hemaglutinante foi determinada pelo metodo
descrito por Junqueira e Sgarbieri (1981), a partir da
observacdo da aglutinacdo de heméceas tripsinizadas de coelho, a
4%, guando em presenga da fitohemaglutinina. 0 titulo
hemaglutinante representa o inverso da maior diluicao capaz de
promover aglutinagcdo das heméaceas. A atividade hemaglutinante
(AH) representa o titulo hemaglutinante/mg de amostra e a
atividade hemaglutinante especifica, o titulo hemaglutinante/mg

de proteina.

3.5.5. Eletroforese em gel de poliacrilamida

A fracdo albumina ndo precipitada pelo aquecimento e ©Os

inibidores de tripsina purificados por cromatografia de
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afinidade foram analisados quanto ao comportamento
eletroforético em gel de poliacrilamida a 12%, utilizando-se o
método de Davis (1964). Empregou-se o sistema de tampdo continuo
para os eletrodos, contendo TRIS 0,005M e glicina 0,038M, pH
8,8. A eletroforese foi conduzida em um sistema de placas (10cm
x 8cm) para mini géis.

Para detecgao das bandas, os géis foram corados com
solucéo, contendo 0,1% de Coomassie Blue R-250 em
dgua/metanol/adcido acético glacial (5:5:2), e descorados com

solucdo metanol 5%/4cido acético 7,5% (Hames, 1990).

3.5.6. Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS

As amostras liofilizadas dos inibidores de tripsina
obtidos por cromatografia de afinidade, da albumina né&o
precipitada pelo aquecimento e das fracdes protéicas tratadas e
ndo tratadas termicamente foram suspensas em agua desionizada. A
preparacdo foi sonicada por 15 minutos e centrifugadas (5000 xg
por 5 minutos). Os sobrenadantes obtidos que continham as
proteinas soluveis foram diluidos (volume a volume), em tampdo

de amostra constituido por TRIS-HC1 (0,063M, pH 6,8) e glicerol
(0,68M), PB-mercaptoetanol (0,71M), SDS (dodecilsulfato de sodio,
4%) e azul de bromofenol (0,002M). Apés fervura por 5 minutos,

15uL de cada amostra, contendo de 5 a 10pg de proteina, foram
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submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida, utilizando-
se gel concentrador a 5% e gel de separacdo a 13% de acrilamida.

A eletroforese fol desenvolvida em um sistema de placa
(10cm x 8cm) para mini géis, mantendo-se a corrente constante
(20mA) até o final da corrida. Os demais critérios adotados
estao descritos em Laemmli (1970).

A mistura de proteinas padrao usada continha:
soralbumina bovina (PM 66.000), ovalbumina (PM 45.000),
desidrogenase de gliceraldeido-3-fosfato (PM 36.000), anidrase

carbénica (PM 29.000), tripsinogénio de péncreas bovino (PM

28 000 inibidor de tripsina da soja (PM 20.100) e o~
lactalbumina (PM 14.000).

A deteccdo das bandas protéicas foi efetuada através da
coloracdo dos géis por nitrato de prata, utilizando-se a técnica
descrita por Morrissey (1981). Apdbs a eletroforese, os géis,
permaneceram por uma hora na solugdo fixadora em metanol
50%/4acido acético 10%. RApds duas lavagens sucessivas, por 15

minutos, com A&gua desionizada, os géis foram submetidos a

oxidacio em solucdao contendo 80uL de DTT (ditiotreitol) em 50mL
de agua desionizada, durante 15 minutos, e, em seguida, tratados
com 50mL de nitrato de prata a 0,1%. A revelacdo das bandas
ocorreu através de cinco lavagens sucessivas, por 20 segundos,

com solucdo de bicarbonato de sbdio a 3M. Nas trés ultimas

lavagens, foram acrescentados 50uL de formaldeido a 37% a solucao

de bicarbonato de sédio. BRpdés o aparecimento das bandas, a acao
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do revelador foi interrompida pela adicdo de 12 mL de A&cido
citrico a 1M. Os géis foram entdo imersos em &gua desionizada e
documentados fotograficamente.

Todas as etapas do processo de coloragac foram

realizadas sob agitacdo suave e na auséncia de luz.

3.5.7. Determinac¢ido do peso meclecular (PM)

0 peso molecular das proteinas foi determinado, através
da mobilidade relativa (Rf) das bandas, detectada pela
eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS, indicada
pelo azul de bromofenol. O Rf foi calculado para as proteinas
padrido, para as proteinas das fragdes em estudo e para os
inibidores de tripsina. Através da relacdo entre os coeficientes
de mobilidade relativa e os logaritmos dos pesos moleculares dos
polipeptidios padrdes, estimou-se a equagdo de regressao

referente aos pesos moleculares das proteinas.

3.5.8. Efeito da concentracio do inibidor na inibigdao da

atividade da tripsina e da o-quimotripsina

A acdo dos inibidores sobre a tripsina e a o-
quimotripsina foi determinada através da atividade enzimatica

residual, apds incubacdo das mesmas com concentragdes crescentes
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dos inibidores. Os inibidores purificados por cromatografia de
afinidade em concentracdes compreendidas entre 0,2 a 20ug/mL e a
fracéo albumina nao precipitada pelo aguecimento em
concentracdes compreendidas entre 0,4 a 40 ng/mL, foram
dissolvidos em tampdao TRIS-HC1 0,02M pH 8,2 contendo 0,02M de
CaCl,, ou em tampdo TRIS-HC1 0,05M pH 7,6 contendo 0,02M de

CaCl,, para os testes com a tripsina (16 ug/mL) e a o-

quimotripsina (14 pg/mL), respectivamente, conforme procedimentos
descritos por Erlanger et al. (1961, 1966). Apbés 10 minutos de
incubacdo, as atividades enzimdticas foram determinadas pela
adicdo dos respectivos substratos ao meio de reagao. O substrato
utilizado para a tripsina foi o Noa-benzoil-DL-arginina-p-
nitroanilida (BAPNA), e para a o-quimotripsina, o N-glutaril-L-
fenilalanina-p-nitroanilida (GPNA).

As atividades da tripsina e o-quimotripsina foram
determinadas espectrofotometricamente, medindo-se a absorbéncia
a 410 nm do produto de reagdo, apds o periodo de incubagdo. Uma
unidade de atividade para tripsina ou quimotripsina foi definida
como sendo o aumento de 0,01 unidade de absorbédncia a 410 nm nas

condicdes padrao do teste.
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3.6. Avaliacdo dos Efeitos Antinutricionais dos Inibidores

0 ensaio foi realizado para avaliar os efeitos
antinutricionais dos inibidores de tripsina e fitohemaglutininas
presentes nas fracdes protéicas (isolado protéico, albumina e
globulina) ndo tratadas; dos inibidores presentes nas fracdes
tratadas termicamente (97°C/30 minutos) e da adicado dos
inibidores purificados por cromatografia de afinidade a dieta
contendo globulina tratada termicamente, utilizando-se a caseina

como proteina padrao.

3.6.1. Preparo das dietas

A composicdo centesimal das dietas e o procedimento
geral dos ensalos bioldogicos foram realizados seguindo-se as
especificacdées da Association of Official Analytical Chemists,
(AOAC, 1975). A concentracdo de proteina usada nas dietas foi
sempre de 10%, sendo que, para as fracoes tratadas e nao
tratadas termicamente, a caseina forneceu 50% e 60% da proteina
total, respectivamente. Em uma dieta formulada com a fracao
globulina tratada termicamente, adicionou-se o inibidor de
tripsina purificado por cromatografia de afinidade, para se
obter 50% da atividade total dos inibidores fornecida pela
fracdo albumina, o que representou 0,1% da dieta. Dietas

aprotéicas sempre foram utilizadas como referéncia. O 0Oleo
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vegetal utilizado foli o de soja, e a fracdo carboidrato, que
completa a dieta a 100%, foi fornecida pela mistura de 25% de
sacarose e 75% de amido de milho. As formulacdes das dietas séao

apresentadas no Quadro 1.

QUADRO 1 - Composicdo das dietas utilizadas no ensaio bioldgico.

Dieta Aprotéica Dieta Protéica
Componentes (%) (%)
Proteina' 0,0 10,0
DL-metionina‘® 0,0 2,0
L-cisteina'? 0,0 2,0
Oleo vegetal 8,0 8,0
Mistura salina® 3,5 3,5
Mist. vitaminica'¥’ 1,0 1,0
Celulose 2,0 2,0
Carboidrato gq.s.p. 100,0 ' 100,0
(1)- o contetdo protéico da dieta (10%) era fornecdo pela caseina (63%) e

pelas fracdes protéicas ndo tratadas (4%) ou pela caseina (5%) e pelas
fragdes protéicas tratadas termicamente (5%).

(2)- porcentagem da proteina da dieta.

(3)- preparada conforme BIERI et al. (1977)

(4) - preparada conforme a REEVES et al. (1993).

3.6.2. Condigdes dos ensaios bioldgicos

Para cada dieta experimental foram utilizados 7 ratos

machos da linhagem Wistar, pesando em média 52,25g * 0,38g, os
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quais foram mantidos individualmente, em gaiolas metabdélicas que
permitiram a avaliacdo do nitrogénio ingerido, fecal e urinario,
assim como a variagdo de peso.

Os ratos, apdés serem submetidos a Jjejum durante 16
horas com &agua a vontade, recebiam as dietas experimentais, nas
quais permaneciam por 8 dias, sendo trés de adaptagdo. Nos
outros cinco dias eram coletadas urina e fezes de todos os
animais, e medida a racao consumida e o ganho em peso.

Durante o periodo experimental, os animais receberam
alimentacdo e agua a vontade. A temperatura ambiente foi mantida
a 2260¢C e o} ciclo noite-dia de 12 horas, controlado

automaticamente.

3.6.3. Eficiéncia alimentar (EA) e efeito téxico da proteina

(EP)
A eficiéncia alimentar (EA) das dietas foi calculada,
conforme Baker (1986), e o efeito téxico e/ou antinutricional da

proteina das dietas (EP), de acordo com Durigan (1985), com base

nas relacdes:

EA= ganho de peso/consumo de dieta

EP= perda de peso/consumo de proteina
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3.6.4. Balango de nitrogénio (BN), digestibilidade verdadeira
(DV) , valor biolbégico (VB) e quociente de utilizacgao

liquida da proteina (NPU).

Os indices relativos ao valor protéico das racdes foram
calculados, considerando-se o nitrogénio enddgeno excretado na
urina e nas fezes, determinados a partir do grupo gque recebeu
dieta aprotéica.

O balanco de nitrogénio (BN) foi calculado conforme o
descrito por Mitchell (1923/1924); a digestibilidade verdadeira
(DV), segundo Liener e Thompson (1980); o valor bioldgico (VB),
de acordo com Mitchell (1923/1924); e o quociente de utilizacgéo
liquida da proteina (NPU), conforme Miller e Bender (1955), com

base nas relacbes:

BN = NI -[(NF - NFe)+(NU - NUe)|
NI - (NF — NFe)
DV = 100
NI - [(NF - NFe)+(NU - NUe)]
100
VB = NI - (NF - NFe)
NI [ (NF - NFe)+(NU - NU

NI



62

onde:

NI= nitrogénio ingerido

NF= nitrogénio fecal

NFe= nitrogénio fecal endbégeno
NU= nitrogénio urinarioc

NUe= nitrogénio urinadrio enddgeno
3.6.5. Experimento pareado

Este experimento foi conduzido, utilizando-se a dieta
de referéncia (caseina) contra a dieta teste (fracdo albumina
nio tratada) e preparada conforme o item 3.6.1. seguindo-se
basicamente as recomendacdes de Glick e Joslyn (1270). Este
ensaio consistiu em se fornecer a um grupo de ratos, mantidos em
dieta referéncia (caseina), a mesma quantidade de alimento
ingerida por outro grupo, considerado como seu par e mantido em
dieta teste. Os grupos de ratos eram formados por sete animais
machos, da linhagem Wistar com peso médio inicial de 60,36 =
6,45g, mantidos em gaiolas individuais, recebendo dgua a
vontade. A duracdo do experimento variou de 4 a 9 dias,
dependendo da mortalidade dos ratos, e o peso dos animais foi

registrado diariamente.
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3.7. Tratamento Estatistico

As andlises estatisticas foram realizadas, empregando-
se o programa ESTAT, desenvolvido pelo Pbélo Computacional da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da UNESP, Campus
de Jaboticabal.

0 delineamento experimental do ensaio biolégico foi o
de blocos casualizados e as médias dos resultados obtidos foram
submetidas & andlise de varidncia e, quando diferentes pelo
teste F, comparadas entre si pelo teste de Tukey, utilizando-se

o nivel 5% de significéncia.
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4. RESULTADOS

4.1. Composigdo Centesimal da Farinha Integral

A composig¢do centesimal da farinha integral dos gréaos
de feijdo ‘IAC-Carioca 80 SH' esta apresentada no Quadro 2.

Os componentes ndo determinados (END) referem-se a
matéria orgadnica ndo nitrogenada constituida, principalmente,

por fibras, acucares soluveis, oligossacarideos e pentosanas.

QUADRO 2 - Composicdo centesimal da farinha integral de feijéao
‘IAC-Carioca 80 SH'.

Componentes g/100g'"

Proteina 24,28 + 0,34

Extrato etéreo 1,44 + 0,03

Cinzas 3,44 £ 0,05
Carboidratos (amido) 41,47'* £+ 0,53

END'? 29,37 + 0,42

(1)- valores expressos com base na matéria seca e representam a média *

desvios padrdes de trés determinacdes.
(2)- valores expressos em % de amido.
(3)- END- extrativo ndoc determinado, obtido por diferenga.
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4.2. Fracionamento da Farinha
4.2.1. Rendimento das fragdes protéicas e <contetdoc em

carboidrato

Os resultados do fracionamentc da farinha integral dos
graos de feijao e o conteldo em carboidratos (% de amido), estéao
apresentados no Quadro 3, onde os valores representam a média de

trés extracdes quantitativas, a partir de 20g de farinha.

A extratibilidade das proteinas da farinha de feijdo,
em solugcdo de NaCl a 0,5M pH 2,5, foi de 43%. A diadlise do
extrato bruto eliminou cerca de 24% do nitrogénio total
extraido. A proporcao globulina/albumina foi de 2,4,
representando as albuminas cerca de 29% e as globulinas 71% do
nitrogénio recuperado apdés a dialise.

As quantidades de isolado protéico e de residuo
insoluvel obtidas apdés o fracionamento, representaram 16,5g =+
0,5g de farinha recuperada, ou seja, 82% da quantidade inicial.

Apbs a extracdo das proteinas (NaCl 0,5M em pH 2,5) e

o fracionamento por diadlise, observou-se que 45% do conteudo
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total de proteina da farinha permanecia no residuo,
provavelmente composto por prolaminas, glutelinas, albuminas e
globulinas ndo extraidas.

Os valores obtidos (Quadro 3) para o conteudo de
carboidrato (% amido) indicam que todas as fracdes protéicas e o
residuo insoluvel estdo associados com proporcdes variaveis de
carboidrato. A fracdo albumina apresentou maior contetdo
(10,19%) de carboidrato que a fracdo globulina (3 70%);

contribuindo desta forma para o menor rendimento protéico.

4.2.2. Atividade Especifica dos Inibidores de Tripsina e

Hemaglutinante, das Frag¢des Protéicas Isoladas

Os resultados obtidos para a atividade especifica dos
inibidores de tripsina (UTI/mg proteina) e das
fitohemaglutininas (titulce hemaglutinante/mg proteina) estéo
apresentados no Quadro 4, onde os valores representam a média de
duas determinacdes com erro de dosagem inferior a 3%.

Observa-se que a fracdo albumina é a que contém a mais
alta atividade inibidora sobre a tripsina, concentrande 2,3
vezes a atividade dos inibidores do isolado protéico.

As proteinas da fracd3o globulina apresentam também

atividade antitriptica (0,47 vezes em relacgdo ao isolado
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QUADRO 4 - Atividade especifica dos inibidores de tripsina (UTI)
e das fitohemaglutininas (AH) nas fracdes isoladas da
farinha integral do feijdo ‘IAC-Carioca 80 SH'.

Fracdes UTI{“/mg ap'?
proteina (titulo/mg prot.)
Isolado Protéico 321 157
Albumina 128 480
Globulina 151 148
Residuo 34 46

(1)- UTI - Unidades de tripsina inibida;
(2)- AH- Atividade hemaglutinante.

protéico). Embora estas proteinas contenham inibidores ativos,
os valores obtidos podem indicar a ocorréncia de contaminacao,
pelas proteinas da fracdo albumina, durante o fracionamento.

Os inibidores ativos presentes nas proteinas contidas
no residuo insoluivel, mesmo que em quantidades muito menores que
nas fracbes protéicas, 1indicam a presenca de globulinas e
albuminas que ndo foram extraldas.

Com relacgao a atividade hemaglutinante (titulo
hemaglutinante/mg proteina) observa-se que a fragdo albumina

contém fitohemaglutininas mais ativas que a fracdo globulina.
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4.3. Efeito do Aquecimento em Autoclave, na Inativacdo Térmica
dos Inibidores de Tripsina e das Fitohemaglutininas

presentes no Grao e Farinha

0 efeito da autoclavagem, a 121°C por intervalos de 5
minutos num periodo de 0 a 30 minutos, dos grdaos e da farinha
integral do feijdo ‘IAC-Carioca 80 SH’, macerados e nao
macerados, medida pela atividade dos inibidores de tripsina,
estdo apresentados no Quadro 5 e Figura 2.

Observou-se a maior inativacdo com os maiores tempos de
aquecimento, tanto para o grédo (85% e 89% para os graos nao
macerados e macerados, respectivamente) quanto para a farinha
(73% e 83% para farinha ndo macerada e macerada,
respectivamente). A inativacdo fol sempre maior, para qualquer
tempo considerado, quando os grdaos ou a farinha foram
previamente macerados, indicando a influéncia da umidade na
inativacédo térmica.

Na Figura 2 pode-se observar também, a maior
estabilidade térmica dos inibidores na farinha macerada aos 5 e
10 minutos de aquecimento, em relacdoc aos grédos macerados. Os
inibidores apresentaram-se mais estaveis a este tratamento,
quando a farinha n&o macerada foi aquecida, enquanto que as
maiores porcentagens de inativacdo foram obtidas com O

aquecimento do grdao macerado.
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QUADRO 5 - Efeito do tratamento térmico em autoclave (121°C)
sobre a inativacdo dos inibidores de tripsina dos
grdos e da farinha do feijao ‘IAC-Carioca 80 SH’,
macerados e nao macerados''.

Condigdes Tempo de aquecimento (min.)

0 5 10 15 20 2o 30

Graos nao macerados 15,50 4,80 4,65 4,50 4,03 3,10 2,30
Gr3os macerados 15,70 4,08 3,61 3,45 2,98 2,20 T 73
Farnha ndo macerada 14,67 7,34 6; 31 5; 43 4,99 4,69 3,96

Farinha macerada 14,79 6,66 5,32 4,44 4,14 3,25 2 ol

(1)- valores expressos em UTI/mg amostra, e representam a média de duas
determinacdes, com erro de dosagem inferior a 3%.

Os valores obtidos para a inativagcado térmica das
fitohemaglutininas (titulo hemaglutinante/mg amostra) dos graos
e da farinha integral, macerados e ndo macerados, quando foram
aquecidos em autoclave (121°C) por 5, 10, 15, 20, 25 e 30
minutos, estdo apresentados no Quadro 6 e Figura 3.

As fitohemaglutininas apresentaram-se menos resistentes
4 inativacdo do que os inibidores de tripsina, pois a partir de
15 minutos de aquecimento acima de 90% estavam inativadas, em
todos os tratamentos. Quando as amostras ndo foram maceradas, as

fitohemaglutininas apresentaram-se mais estaveis nos graocs do
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FIGURA 2- Porcentagens de inativacido térmica dos inibidores de
tripsina (UTI/mg amostra) dos grdos macerados (GM) e
nao macerados (GNM) e da farinha macerada (FM) e nao
macerada (FNM) , do feijéo ‘IAC — Carioca 80 SH',
autoclavados a 121°C, pelo periodo de até 30 minutos.
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QUADRO 6 - Efeito do tratamento térmico em autoclave (121°C)
sobre a inativagao das fitohemaglutininas dos graos
e farinha do feijdo ‘IAC-Carioca 80 SH’, macerados e
ndo macerados‘'’.

Condicdes Tempo de aquecimento (min.)

0 5 10 15 20 25 30
Griaos ndo macerados 819 410 102 51 26 26 6
Gridos macerados 205 6 6 0 0 0 0
Farinha ndo macerada 819 205 102 2 26 1.3 6
Farinha macerada 102 51 6 0 0 0 0
(1)- valores expressos em titulo hemaglutinante/mg amostra, e representam a

média de duas determinacgdes, com erro de dosagem inferior a 3%.

que na farinha durante os primeiros 5 minutos de aquecimento,
mas quando maceradas, 97% das fitohemaglutininas puderam ser
inativadas com o aquecimento dos grdos, enquanto que 50% delas
permaneciam ativas na farinha.

0 aquecimento dos grdos em autoclave (121°C), apés
maceracdo, apresentou-se efetivo para a inativacdo dos fatores

antinutricionais analisados.
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Porcentagens de inativacdo térmica da atividade
hemaglutinante (titulo hemaglutinante/mg amostra)
dos grdos macerados (GM) e ndo macerados (GNM), e da
farinha macerada (FM) e nio macerada (FNM) do feijao
‘IAC-Carioca 80 SH’, autoclavados a 121°C, pelo
periodo de até 30 minutos.
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4.4. Efeito do Aquecimento em Agua Fervente, na Inativacédo
Térmica dos Inibidores de Tripsina e das Fitohemaglutininas

presentes no Grdo, Farinha e Fragdes Protéicas Isoladas.

O Quadro 7 apresenta as atividades- inibidoras da
tripsina (UTI/mg amostra) das amostras ndo tratadas e das
tratadas por 30 minutos em agua fervente.

Pode-se observar que a porcentagem de retencdo de
atividade variou com a forma em que a amostra foi submetida ao
tratamento térmico. Assim, 0 aquecimento dos grdaos por 30
ninutos foi o que apresentou a maior efetividade na inativacdo,
uma vez que retiveram apenas 13% da atividade inicial do
gréo.

Quando a farinha foi dispersa em &dgua (1:40 p/v) e esta
suspensdo aquecida (30 minutos), os inibidores apresentaram-se
mais estaveis ao calor do gue nos graos (78% de atividade
residual) .

Os inibidores apresentaram-se ainda mais estaveis ao
tratamento térmico quando as suspensbes aquosas das fracgdes,
isolado protéico, albumina e globulina foram aquecidas. As
porcentagens de atividade residual foram, respectivamente 99%,
99% e 96% das atividades originais.

O tratamento térmico do isolado protéico, das albuminas
e das globulinas, em 4&gua fervente por 30 minutos, foi

suficiente @para inativar todo o poder hemaglutinante destas
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QUADRO 7 - Efeito do aquecimento em &agua fervente (30 minutos)
na inativacdo dos inibidores de tripsina do grao,
farinha e fracgdes protéicas isoladas do feijdo ‘IAC-
Carioca 80 SH' ',

Amostra Crua Aguecida Residual

%
Graos 21,07 2,74 13
Farinha 20,11 15,69 78
Isolado protéico 36,49 36,12 99
Albumina 92,49 91,57 99
Globulina 17; 57 16,87 96
(1)- valores expressos em UTI/mg amostra e representam a média de duas

determinagdes, com erro inferior a 3%.

fracbes. Este procedimento foli o adotado para o tratamento
térmico das fracdes protéicas utilizadas nos ensaios bioclodgicos,
quando se necessitou de material com inibidores ativos e isentos

de atividade hemaglutinante.

4.5, Inativacdo Térmica dos Inibidores de Tripsina em Fungao do

PH

Os inibidores foram extraidos da farinha integral em pH
3,2 (tampdo citrato 0,1M), pH 7,6 (tampdao fosfato 0,1M) e pH 9,0

(tampdo borato 0,1M) e o aquecimento destes extratos em agua
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fervente (97°9C) por 5, 10 e 20 minutos, mostrou a influencia do
pH na inativacio térmica dos mesmos. O Quadro 8 e a Figura 4
mostram estes efeitos.

Quando o aquecimento ocorreu em pH mais &acido observou-
se menor porcentagem de inativacdo, a qual foi malor quanto mais
alcalino o pH, em relagdo a atividade dos inibidores nao
aquecidos. O aquecimento por 20 minutos propiciou 32%, 45% e 70%
de inativacdo, respectivamente, para os tratamentos em pH 3,2,

pH 7,6 e pH 9,0.

QUADRO 8 - Influéncia do pH de extragdo na inativacdo térmica
dos inibidores de tripsina, quando aquecidos a
9TE,

Tratamento Tempo de aquecimento (min.)

(pH) 0 5 10 20

3,2 (tampdo citrato 0, 1M) 15,56 11,67 1.1 20 10,58

7,6 (tampao fosfato 0, 1M) 155 25 11,89 8,08 8,34

9,0 (tampdao borato 0, 1M) 14,18 9,93 7,34 4,25

(1)- wvalores expressos em UTI/mg amostra, e representam a média de duas

determinacdes, com erro inferior a 3%.
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4.6. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida contende SDS, das

Fracdes Protéicas Tratadas e Niao Tratadas Termicamente

Os perfis eletroforéticos das fracdes protéicas nao
tratadas e tratadas a 97°C por 30 minutos sdo apresentados na
Figura 5. O perfil 1 equivale as proteinas padrédo, os de numeros
2, 4 e 6 sido referentes, respectivamente, as fragdes isolado
protéico, albumina e globulina ndo tratadas, e os perfis 3, 5 e
7 referem-se a estas fracdes protéicas quando tratadas
termicamente.

Pela analise dos perfis eletroforéticos observa-se que
a fracdo albumina ndo tratada (Perfil 4) se apresentou mais
complexa que as demais, compondo-se de onze bandas protéicas com
peso molecular entre 43.900 a 14.700. As bandas protéicas mais
concentradas desta fracdo e do 1isolado protéico ndo tratado
apresentaram pesos moleculares entre 35.700 e 30.600.

As proteinas com pesos moleculares entre 19.300 e
14.700 estiveram presentes nos ©perfis eletroforéticos das
fracdes ndo tratadas. Estas bandas referem-se aos inibidores de
tripsina, que permaneceram ativos nas fragdes protéicas apds o
tratamento térmico (Quadro 7), apesar da proteina com menor peso

molecular ndo ter sido detectada nas fracgdes aquecidas.
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FIGURA 4 - Porcentagens de inativacdo térmica dos inibidores de

tripsina (UTI/mg amostra) extraidos em fungao do pH e
aquecidos a 97°C, pelo periodo de até 20 minutos.
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FIGURA 5 - Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS

das fracbes protéicas ndo tratadas e tratadas, a 97°C
por 30 minutos.

Perfil 1- ©proteinas padrao; perfil 2- isolado
protéico; perfil 3- isolado protéico tratado; perfil
4- albumina; perfil 5- albumina tratada; perfil 6-
globulina; perfil 7- globulina tratada.
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4.7. Composigdao em Aminoacidos das Fragdes Protéicas Tratadas e

nido Tratadas

O Quadro 9 apresenta a composicdo em aminodcidos das
fracdes extraidas da farinha integral do feijdo ‘IAC-Carioca 80
SH', apds terem sido tratadas termicamente (97°C, por 30 minutos)
e das nao tratadas.

A globulina contém os maiores contetdos de 1leucina,
tirosina e dos aminoacidos essenciais, excecdo feita ao
triptofano e treonina, que se apresentaram como os mais
limitantes. Dentre todas as fracdes, a globulina possui menos
dcido aspéartico, prolina e alanina.

Na fracao albumina encontram-se as maiores
concentragcdbes de treonina, triptofano e * cistina e menor
conteuido de histidina. O isolado protéico continha somente teor
mais elevado de acido aspartico em relacdo as outras fracdes, e
os menores teores de metionina, fenilalanina e arginina.

O aquecimento levou a uma redug¢do nos teores de quase

todos os aminoacidos.
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4.8. Purificagdo dos Inibidores de Tripsina da Frac¢do Albumina.

Como a fracdo albumina apresentava a maior atividade
inibidora que era estavel ao tratamento térmico, utilizou-se o
aquecimento em &gua fervente por 15 minutos como procedimento
para purificar os inibidores de tripsina desta fracgao.

Com o aquecimento da albumina, parte das protelnas
precipitaram-se, permanecendo na fracdo ndo precipitada quase
gue toda a atividade inibidora, o que permitiu recuperar cerca
de 92% da atividade total inicial (Quadro 10).

Os inibidores presentes na fracdo albumina também foram
purificados por cromatografia de afinidade e os resultados estéao
apresentados no Quadro 10. Esta técnica permitiu que eles
fossem purificados 30 vezes, com uma recuperacdo de 64% da
atividade. A recuperacdo relativamente baixa desta atividade foi
consequéncia da quantidade de extrato usada para a adsorcgao dos
inibidores a matriz Sepharose-tripsina, a qual excedia a
capacidade da coluna em 30-40%. Isto foi feito, com o propésito
de prevenir possivel protedlise dos inibidores e de minimizar a

adsorcdo de outras proteinas.
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4.9. Caracterizagdo dos Inibidores de Tripsina da Fracdo

Albumina.

4.9.1. Comportamento eletroforético

Os perfis eletroforéticos, em condigao nao
desnaturante, da fracao albumina nao precipitada pelo
aquecimento, estdo apresentados na Figura 6. As bandas protéicas
com Rf 0,44 e Rf 0,53 (perfis 2 e 3) referem-se aos inibidores
de tripsina. A banda protéica com Rf 0,62 da fracdo albumina
(Figura 6, perfil 1), que se apresenta com pouca intensidade,
ndao foi detectada na frag¢do albumina nédo precipitada pelo
aquecimento, e proteinas com mobilidades menores permaneceram
nesta fracéo.

Na Figura 7 estdo apresentados os ©perfis dos
inibidores purificados por cromatografia de afinidade. As bandas
protéicas apresentaram Rf 0,43, Rf 0,49 com a maior intensidade
e Rf 0,56 indicando, assim, a existéncia de trés inibidores de

tripsina no feijdo ‘IAC-Carioca 80 SH'.

4.9.2. Composigao em aminocdcidos

Os resultados da anédlise de aminoéacidos da fracéo

albumina nédo precipitada pelo aquecimento e dos inibidores



* — g [
Rf
0,45
0,53 -
0,62 -
1 2 3
FIGURA 6 - Eletroforese em gel de poliacrilamida da fracao

albumina (perfil 1) e da fracdo albumina néao
precipitada pelo aquecimento (perfis 2 e 3).
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FIGURA 7 - Eletroforese em gel de poliacrilamida dos inibidores

purificados por cromatografia de afinidade: perfil 1
(15uL), perfil 2 (20uL); perfil 3 (25uL) e perfil 4
(30uL) .
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purificados por cromatografia de afinidade, estao apresentados
no Quadro 11.

Na composigcdo da fracdo albumina ndo precipitada pelo
aquecimento, observou-se uma predomindncia de treonina, prolina
e lisina, além dos acidos aspértico e glutamico, e teores muito
baixos de metionina, de * cistina, de histidina e de triptofano.

Nos inibidores purificades ©por «cromatografia de
afinidade predominaram o &cido aspartico, a serina, o &acido
glutémico, a ¥ cistina e a prolina, apresentando baixos teores
de triptofano, metionina e de glicina.

A composicdo em aminoacidos (g/100g proteina)
apresenta-se similar em leucina, tirosina, lisina e triptofano,
estando as diferengas mais acentuadas nos contetidos de serina e
¥ cistina, e de &cido glutédmico e glicina, que s&o mais
elevados, respectivamente, no inibidor purificado por
cromatografia de afinidade, e na frac¢do albumina ndo precipitada

pelo aquecimento.
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QUADRO 11 - Composicdo em aminoidcidos da fracdo albumina nio
precipitada pelo aquecimento e dos inibidores de
tripsina do feijdo ‘IAC-Carioca 80 SH’ ',

Aminoacido Album. ndo precipitada Cromatografia de
pelo aquecimento afinidade
Acido aspartico 11,29 1323
Treonina 55470 6,33
Serina 5,03 8,49
Ac. glutéamico 14,59 8, 65
Prolina 5,88 6,98
Glicina 4,01 0,63
Alanina 4,51 2,46
}s Cistina 2,47 10, 67
Valina 4,37 1,88
Metionina 2,20 1,76
Isoleucina 3,64 5;32
Leucina 4. 7F 4,32
Tirosina 3,48 3,73
Fenilalanina 3,79 3,11
Lisina 5,995 5,22
Histidina 1,99 4,72
Arginina 5;05 3,78
Triptofano 1,06 1,04

(1)- valores expressos em g/l00g proteina.
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4.9.3. Determinagido do Peso Molecular

Qs inibidores contidos na fracéao albumina nao
precipitada pelo aquecimento (Figura 8, perfil 3), apresentaram
mobilidades eletroforéticas equivalentes aos inibidores da
fracdo albumina, com Rf= 0,69, Rf= 0,73 e Rf= 0,78.

Os inibidores purificados por cromatografia de
afinidade, quando submetidos a eletroforese em gel de
poliacrilamida 15%, contendo SDS, apresentaram trés bandas
protéicas difusas, com Rf= 0,69, Rf= 0,72 e Rf= 0,84 (Figura 9,
perfil 3).

Através do logaritmo dos pesos moleculares (Y) e da
mobilidade relativa (X) das proteinas padrdao das Figuras 8 e 9,
estabeleceu-se, respectivamente, as seguintes equacdes de
regressido log Y= 5,021 - 1,091X, e log Y= 5,028 - 0,989X que
permitiram estimar os pesos moleculares dos inibidores.

Os pesos moleculares assim determinados foram 18.544,
16.771 e 14.792 para os inibidores contidos na fragdo albumina
niao precipitada pelo aquecimento e 22.160, 20.700 e 15.750 para

os inibidores purificados por cromatografia de afinidade.

4.9.4. Efeito da concentragdo do inibidor sobre a atividade da

tripsina e da a-quimotripsina

As inibic¢des da tripsina e quimotripsina pelos
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FIGURA 8 - Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS.

1- proteina padrdo; 2- fragdo albumina;
albumina ndo precipitada pelo aquecimento.
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3- fracao

FIGURA 9 - Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS.

1- proteina padrdo; 2- fracdo albumina; 3-
purificados por cromatografia de afinidade.

inibidores
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inibidores purificados pela cromatografia de afinidade foram
lineares, onde as relagdes enzima:inibidor foram 1,3 e 1,4,
respectivamente (Figuras 10 e 11). No caso das inibicdes das
enzimas pelos inibidores da fragdo albumina n&o precipitada pelo
aquecimento (Figuras 12 e 13), o comportamento ndo foi linear em
funcdo da concentragcdoc de inibidor, originando wuma curva
aparentemente bifésica. Na primeira fase as relagdes
enzima:inibidor foram 1,26 para tripsina e 1,8 para
quimotripsina, enquanto que na segunda fase, praticamente as
enzimas nao foram inibidas, onde as relagdes foram

respectivanmente 0,2 e 0, 3.
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albumina ndo precipitada pelo aquecimento sobre a
atividade da tripsina. Nas insercbes A e B séo
mostradas as representacdes de cada fase da curva
para a interacdo enzima inibidor.
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4.10. Avaliagdo dos Efeitos Antinutricionais dos Inibidores

A porcentagem de proteina das dietas e a atividade
total dos inibidores de tripsina e das fitohemaglutininas em
100g de dieta, estdo apresentados no Quadro 12.

Em todas as dietas que continham proteinas do feijao
encontraram-se inibidores ativos enquanto que as fracdes
tratadas se apresentaram isentas de atividade hemaglutinante. A
atividade dos inibidores, na dieta formulada com globulina
tratada adicionada de inibidor representou 46% da atividade da
albumina nédo tratada.

Na dieta contendo a fracdo albumina ndo tratada, a
atividade hemaglutinante foi a mais elevada, provocando a morte
de todos os ratos a partir do terceiro dia de balanco. O periodo
de maior sobrevivéncia na dieta foi de cinco dias,
cofrespondendo a. trés dias de adaptacgdo e dois dias de coleta de
fezes e urina, o que levou a nao consideracdo deste tratamento

na analise dos resultados.
4.10.1. Consumo de dieta e ganho em peso
Os valores médios, com os respectivos desvios padrdes

referentes ao consumo de dieta e os ganhos em peso, durante o

balango, e de valores obtidos para a eficiéncia alimentar estaoc
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QUADRO 12 - Quantidade de proteina (g) e atividades totais dos
inibidores de tripsina e das hemaglutininas para
100g de dieta.

Dieta Proteina na  UTI total"® (x A.H. W
dieta (g) 107%) (x 107%)
Caseina 10,26 - -
Isol. Prot. ndo trat.'V 10,73 249,96 438,40
Isol. Prot. tratado'” 10,08 309,55 0,00
Albumina n&o tratada' 10,85 1096, 01 1516, 80
Albumina tratada‘? 10,66 1012, 74 0,00
Globulina ndo trat.'! 18,24 105,42 660,48
Globulina tratada'® ;10,10 102,186 0,0
Glob. trat. + inibidor‘? 10,05 504,16 0,0
(1)- o conteudo protéico da dieta (10%) era fornecido pela caseina (6%) e
pelas fracgdes protéicas ndo tratadas (4%).
(2)- o contetdo protéico da dieta (10%) era fornecido pela caseina (5%) e

pelas fragdes protéicas tratadas (5%).
(3)- unidades tripsina inibida/100g de dieta.
(4)- titulo hemaglutinante/100g de dieta.

apresentados no Quadro 13. Através destes resultados verifica-se
gue os animais gque receberam dieta de caseina ou as que
continham as fragbes protéicas tratadas (isolado protéico e
globulina) consumiram mais alimento, quando comparados com oOS
que receberam dietas com as fragdes ndo tratadas e aprotéica. O

consumo de dieta com globulina ndo tratada foi semelhante ao que



27

continha 1isolado protéico nd3o tratado e albumina tratada,
chegando a ndo ser diferente da quantidade média consumida pelo
ratos em dieta aprotéica.

Observa-se também que o ganho em peso dos animais
alimentados com dieta contendo globulina n&o tratada, foi
inferior aos alimentados com dieta de caseina ou das que
continham fra¢des tratadas termicamente como fontes protéicas.
Os ratos alimentados com dieta aprotéica ou a que continha o
isolado protéico ndo tratado, perderam peso.

A adicdo dos inibidores purificados por cromatografia
de afinidade a dieta de globulina tratada ndo alterou
significativamente, o consumo e nem o ganho em peso, em relacdo
a caseina.

Considerando-se as porcentagens de ganho em peso em
relacdo & caseina 100%, observa-se que esta foi menor para a
fracdo globulina ndo tratada.

O menor aproveitamento das dietas contendo fragdes
protéicas ndo tratadas, pelos animais é mostrado pela eficiéncia
alimentar (relacdo ganho em peso/consumo dieta) que foi 0,0 e
0,12 para isolado protéico e globulina, respectivamente, valores
estes bem inferiores do que os obtidos para caseina e fracgdes

tratadas termicamente.
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4.10.2. Balango de nitrogénio

Os valores de nitrogénio ingerido (NI), excretado nas
fezes (NF) e na urina (NU), assim como o de nitrogénio retido
(NR), ao final do balanco, estao apresentados no Quadro 14.

Observa-se que 0s animais que receberam dietas contendo
fracdes ndo tratadas apresentaram menor ingestido de nitrogénio,
e a eliminacdo de nitrogénio fecal foi maior em relacdo as
fracdes isolado protéico e albumina tratada, porém semelhantes
as dietas com globulina tratada e globulina tratada + inibidor.
Em todas as dietas contendo proteina de feijdo, a excrecdo do
nitrogénio fecal foi significativamente maior do que para a
dieta de caseina, o que foi acompanhada por diminuicdo, embora
nao significativa, do nitrogénio urinério.

As retengdes de nitrogénio pelos ratos alimentados com
as fragbdes ndo tratadas, foram as menores. A dieta de caseina e
as que continham globulinas tratadas, adicionadas ou ndo de
inibidores, apresentaram retencdes semelhantes.

A adicdo dos inibidores purificados & dieta de

globulina tratada ndo afetou a retencdo de nitrogénio.
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4.10.3. Digestibilidade verdadeira (DV), valor biolégico (VB) e

utilizag¢do liquida da proteina (NPU)

Os resultados obtides para a digestibilidade
verdadeira, valor bioldégico e utilizagcdo liquida da proteina
estdo apresentados no Quadro 15. Observam-se valores superiores
para as dietas contendo as fragdes protéicas tratadas em relacdo
as que continham fracdes protéicas nao tratadas termicamente.

Com relacao a digestibilidade verdadeira e utilizacido
liquida da proteina as fracgdes, isolado protéico e globulina néao
tratadas, apresentaram valores significativamente menores que as
demais. Todos os valores de digestibilidade para as dietas
contendo as fragdes protéicas foram menores do que o da dieta de
caseina (96%), e apresentaram-se semelhantes para as fracdes
aquecidas. A utilizag¢do liquida da proteina da dieta de caseina
fol mais elevada, porém sem diferenca significativa para as que
continham frag¢des tratadas, excecdo & albumina.

O valor bioldgico foi significativamente menor, com o
uso da fragdo isolado protéico nao tratado (54,3%) . Os
inibidores de tripsina, presentes nas fracbes protéicas
aquecidas ou quando adicionado a dieta na forma purificada, né&o

afetaram significativamente o valor biolégico da proteina.
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4.11. Experimento Pareado

A toxicidade da fragdo albumina crua ficou evidenciada
com a morte dos ratos no experimento de balanco de nitrogénio, a
partir do terceiro dia de permanéncia na dieta. Para verificar
se esta mortalidade era fungdo da pequena ingestdo do alimento
(inanig¢do) ou da toxicidade da dieta, realizou-se um experimento
pareado de alimentacdo, no qual a dieta de caseina foi utilizada
como referéncia. Os valores obtidos com este experimento estdo
apresentados no Quadro 16.

O consumo de dieta e consequentemente o de proteina
foram semelhantes entre as dietas referéncia (caseina) e teste
(albumina ndo tratada). O tempo de sobrevivéncia na dieta teste
foi, em média, de 5,7 dias, com intervalo de tempo entre 4 a 9
dias e a perda de peso foi maior para os ratos mantidos nesta
dieta.

0 efeito toéxico e/ou antinutricional da fracdo albumina
nao tratada é evidenciado pela relacdo perda de peso/consumo
proteina, que foli significativamente superior (-4,9) em relacéo
a dieta de caseina (-2,3).

A quantidade de alimento ingerida pelos ratos mantidos
em dietas de caseina, mesmo perdendo peso, ndo provocou a morte
dos animais no periodo considerado. As proteinas da fracéao
albumina, quando presentes inibidores e hemaglutininas ativas,

foram tdéxicas para os animais experimentais.
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QUADRO 16 - Teste pareado em ratos alimentados com dieta teste
(fragédo albumina ndo tratada) e dieta referéncia
(caseina) .

fndices determinados Dieta Dieta

testet referéncia'?

Cons. dieta (g/dia/rato) 4,3 £ 0,8 4,3 & 0,8

Cons. prot. (g/dia/rato) 0;5 & 0;1 0,5 + 0,1

Perda de peso (g/dia/rato) =2;3 % 0,6 -1,0 £ 0,6**

Perda de peso/consumo proteina

(g/dia/rato) =459 £ L2 -2,3 & 1, 3%

Tempo de sobrev. (dias) 5,7 (4-9)% -

(1)- o contetdo de proteina (10%) da dieta teste era fornecido pela caseina
(6%) e pela fragdo albumina ndo tratada (4%).

(2)- o conteldo de proteina (10%) da dieta referéncia era fornecido pela
caseina.

(3)- os valores entre parenteses indicam o intervalo de tempo em que ocorreu

o inicio e o término da mortalidade dos animas na dieta teste.
** Significativo ao nivel de 1%.
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5. DISCUSSA0

5.1. Composigao centesimal

Os valores encontrados para os constituintes do feijio
mostram que os contetdos em proteina e cinza estdo préximos dos
obtidos por Coelho (1993), quando analisou este mesmo cultivar.
Os baixos teores do extrato etéreo e o valor relativamente alto
para os carboidratos evidenciam composicdo similar em relacdo a
outros cultivares desta espécie de leguminosa (Tobim e Carpenter,
1978; Durigan e Sgarbieri, 1987; Sgarbieri, 1989). A composicéo
quimica da matéria orgdnica ndo nitrogenada do feijdo Carioca,
determinada por Moraes e Angellucci (1971), mostrou valores de
5,34% para agucares soluveis, 3,52% para fibra bruta e 7,21% para
pentosanas. Os oligossacarideos, rafinose, estaquiose e
verbascose, presentes no feijdo, foram estimados por Sathe et al.
(1984) e os valores obtidos foram 0,3 a 0,63%; 2,30-3,26% e 0,13
a 0,15%, respectivamente. A matéria orgadnica ndo nitrogenada
constituiu, neste estudo, a fracdo extrativa nidoc determinada.

A alta porcentagem de amido presente no feijdo, onde os
valores estdo entre 34,00 a 44,7% (Moraes e Angellucci, 1971) o
evidenciam como sendo o principal carboidrato desta leguminosa
(Patil et al., 1975). Raupp (1994) estimou o conteudo total de
fibra alimentar do feijdao ‘IAC-Carioca 80 SH’ em 14,75%, sendo

5,10% de fracdo soluvel e 9,65% de fracdo insoluvel.
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Apesar do limitado valor nutricional dos feijoes, estes
sao, quantitativamente, fontes alimentares importantes de
proteina, de carboidratos e de minerais, com destaque para o

ferro (Sgarbieri et al., 1979; Cabral, 1990).

5.2. Caracterizagdo das fragdes protéicas

A extratibilidade das proteinas em solucdo de NaCl com
valor de pH ajustado para 2,5 foi de 43%, permanecendo assim uma
grande quantidade de proteina no residuo insoluvel. Os resultados
obtidos por alguns pesquisadores indicam valores de 62 a 85%
(Durigan e Sgarbieri, 1987; Sgarbieri e Galeazzi, 1990) quando,
porém, as proteinas que permaneciam no residuo eram reextraidas.
No entanto, Smith et al. (1959) extrairam 76,2% do nitrogénio do
feijdo comum, com uma Unica extracdo com solucdo 0,5M de NaCl e
Sgarbieri (1979), realizando extragdo fracionada do feijao
‘Rosinha G2’ com diferentes solventes, recuperou 98% das
proteinas, sendo que 48% delas foram obtidas com uma unica
extracdo com agua destilada. A variacdo na extracdo do nitrogénio
total, conforme este autor, estd em funcdo da espécie ou
cultivar, do tipo e pH do solvente.

Com a dialise e centrifugacdo do extrato bruto, a
fracdo globulina representou a maior porcentagem da proteina
extraida (54%), sendo portanto a fracdo predominante do ‘IAC-

Carioca 80 SH’, com proporgadc globulina/albumina de 2,4, estando
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dentro dos valores obtidos para outros cultivares (Sathe et al.,
1978; Sgarbieri et al., 1979; Sgarbieri e Galeazzi, 1990; Utsumi,
1992},

As albuminas s&o, principalmente, proteinas ligadas ao
metabolismo celular e contém, praticamente, todos os inibidores
de proteases e lectinas. Nesta fracdo, os inibidores apresentaran
2,3 vezes mais atividade do que o isolado protéico, fato este
também observado por Sgarbieri (1979), Sgarbieri e Galeazzi
(1990), Wu e Whitaker (1990). A atividade hemaglutinante, também
se apresentou mais elevada na fracgd@o albumina.

O residuo insoluvel, obtido apdés a extracdo das
proteinas, representava apenas 10% da atividade dos inibidores
presentes na farinha. As condicdes de extracdo visavam a obtencdo
dos inibidores, e embora 45% das proteinas permanecessem no
residuo, a pequena quantidade de inibidores ativos presentes no
material insoluvel, ndo justificava a sua reextracéo.

A extratibilidade dos inibidores de tripsina do feijéo
‘Winged’ (Psophocarpus tetragonolobus) em funcdo da forga idnica
e variacdo do pH de 3 a 9, realizada por Tan et al. (1882),
indicou que na presenca de alta forga 1idénica (NaCl 10%) a
extratibilidade aumentava com a elevagdo do pH, havendo menor
extratibilidade (28%) em pH 3,0. Com baixa forga idnica (NaCl
0,1M) neste mesmo pH, 60% dos inibidores foram extraidos, e a
menor extracd3o ocorreu em pH 4,0, sugerindo que os inibidores

deste feijdo s&o de natureza &cida, com ponto isoelétrico
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aparente ao redor de pH 4,0. As extragcdes das proteinas com alta
e baixa forga idnica, em PH 3,0 foram 33% e 28%, respectivamente.

Os efeitos do pH e forca iénica na atividade dos
inibidores foram também estudados por Honig et al. (1987). As
proteinas da farinha de soja desengordurada foram extraidas com
dgua, seguida de precipitacdo &cida (PH 3,5 a 5,2) com ou sem
adicao de O0,1N ©NaCl. A acidificacdo do extrato afetou a
distribuicdo da atividade dos inibidores de tripsina, sendo que
82 e 93% da atividade permaneceram no sobrenadante, apds a
acidificacédo do extrato a pH 5,2 e 3,5, respectivamente. A adicéo
de 0,1N de NaCl no extrato &cido (pH 3,5) apresentou resultado
similar, e as proteinas extraidas, nestas condigodes,
representavam 40% do total.

A acidificacdo do extrato protéico foi usada por
Pusztai (1966) e Satterlee et al. (1975), como etapa inicial de
purificacdo dos inibidores de tripsina, bem como na obtencdo de
concentrados protéicos com baixa atividade antinutricional.

As fracbes ndo tratadas, isolado protéico e albumina
apresentaram bandas protéicas bastante espessa com pesos
moleculares entre 30.500 e 35.700 (Rf 0,48 a 0,55). Componentes
de peso molecular entre 28.000 e 30.000, como as
fitohemaglutininas (Andrews, 1974; Pusztai et al., 1981),
contribuem para intensidades destas bandas. Este comportamento
eletroforético é semelhante ao obtido por Sgarbieri (1979), no

qual a banda protéica mais concentrada da fracdo albumina
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apresentou mobilidade relativa ao redor de 0,46, e esta continha
toda atividade hemaglutinante. O aquecimento das fracdes em &agua
fervente, ocasionou inativacdo dessas proteinas. As amostras para
serem aplicadas no gel eram precedidas de centrifugacdo, e com
isso as proteinas inativadas permaneciam no residuo, ndo sendo
assim detectada na eletroforese.

As fracles protéicas tiveram como caracteristicas
comuns altos teores de &cido glutamico, &acido aspartico, leucina
e lisina e baixos teores de % cistina e metionina.

Embora as proteinas do feijfo se apresentem deficientes
em metionina e % cistina (Baldi e Salamini, 1973; Pusztai et al.,
1979; Durigan e Sgarbieri, 1987), os valores obtidos por Coelho
(1993), para a farinha crua descorticada do feijdao ‘IAC-Carioca
80 SH'’, mostraram-se superiores aos valores médios, normalmente
encontrados para os cultivares de feijao.

A composicdo em aminodcidos das fracdes tratadas
(Quadro 9) mostra uma diminuicdo relativa do contetido de
aminoacidos.

O tratamento térmico provoca mudancas na estabilidade
estrutural das proteinas, podendo assim ter alterado o tempo de
hidrélise dos seus aminodcidos. Dentre os aminodcidos mais
afetados pelo aquecimento estdo o &cido aspartico e &acido
glutéamico, provavelmente em decorréncia das ligacdes cruzadas

envolvendo esses aminodcidos.
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Além disso, o aquecimento quando intenso, provoca
modifica¢des irreversiveis na estrutura das proteinas podendo
diminuir a biodisponibilidade dos aminodcidos ao organismo,

prejudicando o valor nutritivo da proteina.

5.3 Inativacgao térmica dos inibidores de tripsina e

fitohemaglutinina

Os inibidores de tripsina se apresentaram mencs
estaveis ao calor, quando os grados inteiros ou a farinha foram
macerados, antes do aquecimento. A influéncia da umidade para
inativacdo térmica dos inibidores tem sido reportada por varios
pesquisadores (Rackis, 1966; Gallardo et al., 1974; Buera et al.,
1984; Sharma e Sehgal, 1992). A umidade atua uniformizando o
cozimento e proporcionando maior transferéncia de calor (Cabral,
1981

O efeito da temperatura e conteido de wumidade na
inativacdo dos inibidores de tripsina do feijdo-guandu foram
estudados por Phillips et al. (1983). Observaram gque o tempo
necessario para equilibrar a temperatura de aquecimento da
farinha, diminuia com © aumento da umidade e da temperatura. A
150°C, quando o conteido de umidade era 7,5%; 19,4% e 25,5% o
equilibrio foi obtido com Bl 2;0 e 1;5 minutos,

respectivamente. A porcentagem de inativacdo dos 1inibidores
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aumentava com a elevacdo da temperatura e umidade, seguindo o
modelo cinético de reacdo de primeira ordem.

O tratamento térmico aplicado a farinha se apresentou
menos eficiente para a inativacdo dos inibidores, o que &
concordante com Borowska e Koslowska (1981) ao observarem que
farinha de feijdo dispersa em &agua (1:25, p/v) e aquecida a 100°C
por 60 minutos, retinha 20% da atividade, enquanto a fervura do
feijdo inteiro (100°C por 30 minutos) a retencdo foi de 7,8%.
Carvalho et al. (1977); Antunes e Sgarbieri (1980) e Dhurandhar e
Chang (1990) também reportaram a estabilidade dos inibidores,
quando a farinha era aquecida. Assim, a 1inativacdo dos
inibidores, frente ao tratamento térmico, é também dependente da
forma da amostra a ser tratada.

Com o aquecimento em &gua fervente os inibidores
apresentaram maior estabilidade, quando as fracdes protéicas
foram aquecidas, e eram mais facilmente inativados com o
aquecimento do grdo inteiro do que com a farinha. Estes
resultados mostram-se de acordo com os obtidos por Rayas-Duarte
et al. (1992).

A eficiéncia da inativacdo térmica dos inibidores no
grdo integral pode ser atribuida ao fato de que nestas condicdes,
o0s inibidores encontram-se mais préximos, e pela acdo do calor,

se combinariam com componentes do tecido formando complexos

inativos e insoluveis.



112

Os inibidores de tripsina podem tornar-se inativos,
portanto, com o tratamento térmico ao se complexarem com
componentes do tecido do grdo, o que diminui a eficiéncia do
aquecimento da farinha e das fracdes protéicas. Ellenrieder et
al. (1980) concluiram que componentes de alto peso molecular,
separados dos extratos de soja por filtracdo em gel de Sephadex
G-75, aceleraram a inativacdo térmica do inibidor de tripsina.
Tsukamoto et al. (1983) mostraram a inativacdo do inibidor do
feijdo ‘Kintoky’, purificado por filtracido em gel de Sephadex G-
100, quando aquecidos a 100°C por 60 minutos na presenca de
substancias de alto peso molecular, provenientes do feijao.
Concluiram que proteinas, polissacarideos e acidos nucléicos
sao fatores inativantes, pela interacdo com os inibidores.

A complexacdo dos inibidores, como mecanismo de
inativacdo, foi confirmada por Galeazzi e Sgarbieri (1988), pois
com a Iﬂﬁrélise'enzimética de amostras de feijdo ‘Carioca 80’
inativadas em autoclave, havia uma regeneracdo da atividade no
material, apds digestdo enzimatica.

A influéncia do pH na inativacdo térmica dos inibidores
também foi estudada, onde estes se apresentaram mais estaveis a
pH &cido. Whitaker e Sgarbieri (1981); Tsukamoto et al. (1983),
Gruen et al. (1984) concluiram que os inibidores eram mais
estavels ao aquecimento em condicdes &cidas do que alcalinas.
Isto se deve, conforme Sgarbieri (1979), & instabilizacdo das

ligacbes dissulfidicas com a elevagdo do pH e a predomindncia de
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grupos acidos nas moléculas, o0 que os tornam mais estaveis em
meio acido. Gruen et al. (1984) aoc estudarem o efeito do pH e
temperatura na conformacido dos inibidores, mostraram que mudancas
conformacionais minimas ocorrem em pPH 3,0, as quais foram
progressivamente aumentadas com a elevacdo do pH para 8 e 11.
Concluiram que a perda de atividade pelo aquecimento é devida ao
desdobramento da proteina em um processo irreversivel.

As hemaglutininas apresentaram-se mais susceptiveis ao
aquecimento do que os inibidores de tripsina, sendo também mais
estaveis ao calor seco. As condicdes de aquecimento, como
maceracdao e forma da amostra tratada, tiveram influéncia na sua
inativacdo o que reafirma o observado por Muelenaere (1964);
Jaffe et al. (1972); Antunes e Sgarbieri (1981); Kadam et al.
(1987), Bonorden e Swanson (1992); Sharma e Sehgal (1992).

O tratamento térmico das fracdes protéicas levou a
inativacdo total das hemaglutininas, permanecendo os inibidores
ativos, o que concorda com as observacdes de Antunes e Sgarbieri
(1980) ao constatarem que uma caracteristica comum das
fitohemaglutininas é a sua répida inativacdo, quando aquecidas em
solucdo aquosa. Com o aquecimento das fracgdes em Aagua fervente,
as proteinas sofrem alteracdes estruturais, que levam a perda da
atividade hemaglutinante.

O aquecimento em &gua fervente por 30 minutos foi,
portanto, o© procedimento adotado para o tratamento térmico das

fracbes protéicas utilizadas nos ensaios bioldégicos.
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5.4. Caracterizagdo quimica/estrutural dos inibidores de tripsina

da fracdo albumina

O aquecimento da fracdo albumina permitiu recuperar
quase toda atividade inicial dos inibidores de tripsina (Quadro
10), e levou a uma purificacio de 2,1 vezes. Da mesna forma, os
inibidores do feijdo ‘Rosinha G2’ foram purificados 2,3 vezes por
Sgarbieri (1979), e 1,1 vezes por Rayas-Duarte et al. (1992), com
auxilio do tratamento térmico.

A obtengcdo dos inibidores por cromatografia de
afinidade, possibilitaram uma purificacdo de 30 vezes, com uma
recuperacao de 64% da atividade, representando 2,14% da proteina
da fracdo albumina, e aproximadamente 0,08% da farinha integral
do feijdo ‘IAC-Carioca 80 SH’, semelhante aos valores obtidos por
Gomes et al. (1979), Wu e Whitaker (1990) e Rayas-Duarte et al.
(1992), para outros cultivares.

O perfil eletroforético em gel de poliacrilamida
(Figura 7) em condig¢des ndo desnaturantes, indica a existéncia de
trés isoinibidores na fracdoc albumina do feijdo ‘IAC-Carioca 80
SH’, quando purificados por cromatografia de afinidade. A
ocorréncia de véarios isoinibidores de tripsina tem sido relatada
para o género Phaseolus, sendo seis para feijdo comum (Jacob e
Pattabiraman, 1986); trés para feijdo ‘Great Northern’ (Wilson e

Laskowiki, 1973; Rayas-Duarte et al., 1992), trés para feijéo
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‘Rosinha G2’ (Whitaker e Sgarbieri, 1981) e quatro para feijao
comum (Wu e Whitaker, 1990).

Na fracdo albumina nao precipitada pelo aquecimento
também foram detectadas trés bandas protéicas referentes aos
inibidores de tripsina, quando a eletroforese foi realizada na
presenca de SDS e a revelagcdo das bandas efetuada através da
coloragdo do gel por nitrato de prata.

A albumina, para ser adicionada & Sepharose-tripsina
foi equilibrada em tamp&o TRIS 0,02M pH 8,0 contendo 0,4M NaCl e
em seguida foi centrifugada. Este procedimento, conforme Figuras
S5, perfil 4 e Figura 9, perfil 2, realizada em condicées
desnaturantes, levou a ndo detecg¢ido de bandas protéicas com menor
mobilidade, que se precipitavam com o procedimento realizado.

As possiveis modificacbes decorrentes da purificacao
dos inibidores por cromatografia de afinidade, devido a
proteblise (Fritz et al., 1971) podem ser evitadas com o uso de
anidrotripsina (Xavier Filho e Campos, 1983). No entanto neste
estudo, para prevenir tais modificacdes e minimizar a adsorcdo de
outras proteinas a matriz Sepharose-tripsina, saturou-se a coluna
de afinidade com os inibidores, o que levou a uma recuperacio
relativamente baixa, porém intencional. Nestas condicdes, pela
andlise do comportamento eletroforético da fracido albumina
(Figura 6, perfil 1)) ndo se observou a formacdo de novos
componentes, ap6és cromatografia de afinidade (Figura 7),

indicando que os trés isoinibidores s&o componentes da fracio
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albumina do feijio ‘IAC-Carioca 80 SH’ e nado produtos formados
durante a purificacao.

A composicdo em aminodcidos do inibidor purificado por
cromatografia de afinidade (Quadro L1}y assemelha-se a
composicdo do inibidor do tipo Bowman-Birk. Os inibidores
isolados do feijdo ‘IAC-Carioca 80 SH’ sdo similares ao inibidor
A do feijdo ‘Rosinha G2’ (Whitaker e Sgarbieri, 1981) com relacéao
aos teores de treonina, serina, prolina, % cistina e o feijao
‘Lima’ (Jones et al., 1963) nos contetudos de treonina, serina,
glicina, valina, isoleucina, leucina.

O alto conteldo em *: cistina, &cidos aspartico e
glutédmico e teores muito baixos, ou auséncia, de triptofano e
metionina, é wuma caracteristica dos inibidores isolados de
Phaseolus, sendo que variacdes ocorrem entre as espécies e
cultivares.

A composigdo em aminodcidos da fracdo albumina néao
precipitada pelo calor, do feijido ‘IAC-Carioca 80 SH’, apresenta-
se semelhante a obtida para o feijdo ‘Rosinha G2’ por Sgarbieri
(1979), com excecdo dos conteudos em prolina, glicina e alanina,
que foram mais elevados para esta fracido no presente estudo.

Os inibidores de tripsina obtidos por cromatografia de
afinidade apresentaram pesos moleculares de 15.750, 20.700 e
22.160 quando estimado pela eletroforese em gel de poliacrilamida
contendo SDS (Figura 9). Os valores relatados na literatura para

o peso molecular dos inibidores de tripsina provenientes de
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feijdo estdo entre 8.000 e 20.000, dependendo do cultivar e do
métode usado para sua determinagdo (Wang, 1975; Whitley e Bowman,
1975; Tsukamoto et al., 1983; Jacob e Pattabiraman, 1986; Wu e
Whitaker, 1990).

Os inibidores de tripsina, isolados da fracdo albumina
do feijao ‘'Navy’, por Gomes et al. (1979) apresentaram peso
molecular de 16.600 para o componente de maior concentracdo no
gel contendo SDS; 11.800 quando estimado pela interacdo inibidor-
tripsina, e peso molecular minimo de 12.214 ao ser calculado pela
composic¢do em aminoacidos.

Os valores reportados por Wu e Whitaker (1990) para os
inibidores de tripsina do feijdo comum estiveram entre 9.000 e
11.000, quando determinados, respectivamente, pela composicdo em
aminoacidos e pela filtragcdo em gel com uréia 6M. No entanto,
obtiveram valores mals elevados (ao redor de 20.000) quando
determinados pela eletroforese contendo SDS ou pela filtracdoc em
gel (17.000). O peso molecular de 20.000 foi determinado para os
inibidores isolados do feijdc ‘Rosinha G2', por Sgarbieri (1979)
por trés métodos fisico-quimicos diferentes, isto é
ultracentrifugacdo em gradiente de densidade (5-20% sacarose),
eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS e filtracdo em
coluna de Sephadex G-100.

Algumas possibilidades tém sido relatadas, para
explicar as discrepédncias encontradas na determinagcdo do peso

molecular dos inibidores, por eletroforese em gel de
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poliacrilamida contendo SDS. Tem sido proposto que na presenca
deste detergente as proteinas se tornam carregadas negativamente,
€ a separagdo eletroforética ocorra em funcido do tamaﬁho (Weber e
Kuter, 1971; Svasti e Parriijpan, 1977). Entretanto, Rodbard
(1976) admite que a situacdo ideal, onde a presenca de detergente
com alta carga idnica resulta em densidade de cargas uniformes
para todas proteinas, incluindo as padrdo e desconhecidas, nem
sempre é conseguida na pratica. Assim, nestas condigbes a
obtencdo de peso molecular mais elevado poderia ser atribuida a
ligacdo de quantidades inadequadas de SDS ao inibidor, a algum
fator intrinsico, ou a conformacdo do complexo proteina-SDS
(Banker e Cotman, 1972) ou a fatores ainda desconhecidos.

Além disso, Wu e Whitaker (1990) admitem que a oxidacio
da cisteina durante é eletroforese, tem como consequéncia e}
espessamento das bandas protéicas dos inibidores, porém tal
tratamento n&o influenciaria a mobilidade. Estes autores
observaram ainda que, gquando as pontes dissulfeto dos inibidores
eram clivadas e os grupos tidéis bloqueados pelo tratamento com 2-
nitro-5-tiossulfobenzoato (NTSB), a eletroforese em gel de
poliacrilamida na presenca de SDS, apresentaram bandas protéicas
bem definidas, porém com o0s pesos moleculares aparentemente
elevados.

Rayas-Duarte et al. (1992) sugeriram que a diferenca
obtida para o peso molecular dos inibidores purificados do feijéao

‘Great Northern’, quando estimado pela filtracido em gel e pela
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eletroforese contendo SDS, ¢ devida & tendéncia de interacdo
inibidor-inibidor, formando dimeros, quando ndo desnaturados
totalmente pelo aquecimento com SDS e mercaptoetanol. De fato, a
formacdo de dimeros e tetrimeros também tem sido relatada por
varios autores, para os inibidores do tipo Bowman-Birk do feijéo
‘Kidney’ (Puszai, 1968; Wu e Whitaker, 1990), do feijao ‘Navy’
(Whitley e Bowman, 1975) e da soja (Birk, 1985).

Assim sendo, somente apbés um estudo sistematico do
efeito de agentes desagregantes, de agentes redutores e da
obtencdo de cada fracdo do inibidor purificado, é que se podera
obter respostas mais conclusivas a respeito do peso molecular dos
inibidores do feijdo ‘IAC-Carioca 80 SH’.

Os inibidores purificados pela cromatografia de
afinidade inibiram a tripsina e a a-quimotripsina na proporcdo
aproximada (p/p) 1:1. Nas mesmas condicdes de purificacdo dos
inibidores de tripsina do feijdo ‘Rosinha G2’, Whitaker e
Sgarbieri (1981) obtiveram valor de 0,88 (peso/peso) para a
proporcédo tripsina:inibidor, enquanto Wu (1989) observou que esta
proporcdo foi 1,19 para este mesmo cultivar, e 1,82 para o feijéo
comum.

As inibigbes das enzimas, tripsina e quimotripsina,
pelos inibidores da fragdo albumina n3o precipitada pelo
aquecimento, foram lineares somente até 69% e 50%,
respectivamente. Nesta fracdo estdo presentes outras proteinas,

além dos inibidores de tripsina, que em contato com proteases,
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sob condicées fisioldégicas, formam o complexo Michaelis-Menten
(enzima-substrato). Quando os inibidores estdo presentes, estes
competem com a enzima, formando um complexo muito estéavel (Weder,
1981) .

Algumas suposicles tem sido relatadas para explicar a
interacdo enzima-inibidor. Conforme observacdes compiladas de
vadrios pesquisadores por Sgarbieri (1979) o inibidor teria pelo
menos um ponto de interagdoc com o centro ativo da enzima e as
interacdes do inibidor com a tripsina seriam, principalmente, do
tipo eletrostdtico; ou o inibidor e tripsina formariam um
complexo ndo covalente, em que o sitio ativo da enzima ficaria
blogqueado por impedimento estereoquimico, de forma a
impossibilitar o acesso da enzima ao substrato; ou ainda, a
grande afinidade desses inibidores pela tripsina e vice-versa,
seria o resultado de muitas interacdes fracas do tipo hidrofébica
(Van der Waals) que expulsaria a &gua da area de contato das duas
proteinas.

A diminuicdo da inibicdo da tripsina e a-quimotripsina
em concentracdes mais elevadas do inibidor, pode ser atribuida a
presenca das outras proteinas na fragcido albumina ndo precipitada
pelo aquecimnto, que competem com o substrato sintético ou a
parcial dissociagcdo do complexo enzima-inibidor, devido as
caracteristicas que cada um dos inibidores podem apresentar em
relacdo a sua interagdo com a enzima. Esta interpretacdo &

suportada pelo fato de que o comportamento bifédsico obtido sugere
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a presenga de duas familias de sitios de ligacgdes ou a presencga
de dois tipos de moléculas distintas que poderiam ligar-se no
mesmo sitio ativo. Somente apdés uma purificacdo e um estudo de
inibicdo de cada fracdo é que poder-se-a esclarecer este
comportamento.

Na caracterizacdo dos inibidores do feijdo ‘IAC-Carioca
80 SH’ purificados pela cromatografia de afinidade, os resultados
obtidos tais como: altos niveis em % cistina, serina e Aacido

aspartico, e baixos teores de glicina, valina e metionina,
proporcao de inibigdo da tripsina e a-quimotripsina 1:1, mostram

similaridade com os inibidores da familia Bowman-Birk.

5.5. Efeito dos fatores antinutricionais na qualidade da proteina

A dieta contendo albumina n3o tratada causocu a morte de
todos o0s animais em um periodo de 3-5 dias. Os animais
apresentaram maiores ganhos em peso, quando colocados em dieta
com fracgdes tratadas e os que receberam dieta contendo isolado
protéico ndo tratado perderam peso (Quadro 13). As dietas
elaboradas com a mesma fracdo, tratada ou ndo, com atividade dos
inibidores relativamente semelhantes (Quadro 12) e todas
suplementadas com amincdcidos sulfurados, apresentaram respostas
diferentes no ganho em peso, indicando a efetividade do

aquecimento na melhoria da qualidade nutricional das proteinas.
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Os animais alimentados com dieta contendo fracses
protéicas tratadas ou n&o tratadas, excretaram uma quantidade de
nitrogénio fecal significativamente maior (P < 0,05) em relacéo
aos ratos submetidos a dieta de caseina e aprotéica, podendo ser
atribuida a descamacdo das células epiteliais da mucosa
intestinal (Bender e Mohammadiha, 1981), a atividade da flora
intestinal (Faiweatker-Fait et al., 1983) e a presenca de
hemaglutininas ativas nas fracdes ndo tratadas (Jaffé e Briicher,
1972y,

O consumo de dieta contendo proteinas de feijdo levou a
um aumento significativo na excrecdo de nitrogénio fecal, tendo
como consequéncia a diminuicdo da digestibilidade.

Os valores para a digestibilidade das proteinas das
dietas contendo fracdes protéicas do feijdo se apresentaram
significativamente (P < 0,05) menores do que o da caseina (Quadro
15), e dentre estas a que continha isolado protéico ndo aquecido
se mostrou a de menor qualidade nutricional. 0O baixo valor
nutricional da fracdo isolado protéico pode também ser atribuido
a composicdo em aminoacidos, que nesta fracdo se apresentou mais
desequilibrada. A suplementacdo das dietas que contém proteinas
de feijdo, com aminodcidos sulfurados, tem se mostrado efetiva na
melhora da qualidade nutricional. Neste estudo, porém, tal adicédo
ndo previniu o efeito letal da fracdo albumina ndo tratada. O
tratamento térmico elevou igualmente os valores de

digestibilidade das fracdes, em consequéncia das alteracdes



123

estruturais das proteinas e a inativagdo das fitohemaglutininas.
A fracdo albumina tratada é tida como resistente a hidrélise
enzimatica, devido a presenca de inibidores de tripsina e elevado
conteudo de ligagdes dissulfidicas. No entanto os altos valores
para a atividade dos inibidores nesta fracdo, ndo afetaram a
digestibilidade, nem mesmo quando adicionados a dieta contendo
globulina aquecida, em relagdo as outras dietas que continham
inibidores menos ativo. VArios pesquisadores também observaram a
falta de relacdo da atividade dos inibidores com os indices de
valor nutricional (Sgarbieri, 1979; Mancine Filho e Lajolo, 1981;
Durigan e Sgarbieri, 1987).

Através da determinagcdao da utilizacdo liquida da
proteina constatou-se baixo valor nutritivo da dieta contendo
isolado protéico e globulina ndo tratada. Pusztai e Palmer (1977)
também mostraram o efeito prejudicial que a adigdo de lectina a
dieta causava ao NPU em ratos alimentados com racdo de caseina
(5% de proteina), enquanto que a adigdo de proteina de feijéo,
isenta de lectina, ndo mostrava qualquer efeito téxico.

O efeito letal da fracdo albumina ndo tratada, mesmo
suplementada com aminoadcidos sulfurados, levou a realizacdo de um
experimento pareado de alimentacdo, a fim de se verificar se esta
letalidade era provocada pela toxicidade da dieta ou por
inanicdo. 0O efeito téxico das proteinas foi confirmado (Quadro
16) pelo indice perda de peso/consumo proteina e ainda pelo tempo

de sobrevivéncia dos animais na dieta, uma vez que seus pares, ao
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ingerirem quantidades equivalentes de caseina, sobreviveram,
perdendo significativamente menos peso.

A toxicidade das proteinas de feijdo relacionada a
presenca de fitohemaglutininas, foi mostrada por Durigan e
Sgarbieri (1987). Pusztai et al. (1975) concluiram que a

toxicidade se relaciona diretamente com titulo hemaglutinante.
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6. CONCLUSOES

1) O aquecimento dos grdos de feijdo ‘IAC-Carioca 80
SH’ em autoclave, apds maceracdo, apresentou-se eficiente para a
inativagdo das fitohemaglutininas e dos inibidores de tripsina,
sendo as fitohemaglutininas menos estdveis ao aquecimento. A
estabilidade térmica destes fatores antinutricionais foi
dependente da forma de amostra a ser tratada.

2) Os trés inibidores, com alto contetdo de % cistina e
baixo teor de glicina, inibiram a tripsina e o-quimotripsina na
proporgdoc de 1:1, caracteristicas estas semelhantes a de outros
cultivares e as apresentadas pelos inibidores da familia Bowman-
Birk, porém os pesos moleculares apresentaram-se mais elevados. A
purificacdo parcial dos inibidores da fracdao albumina néo
precipitada pelo aquecimento levou a um comportamento ndo linear
quanto & inibicdo da tripsina e o-quimotripsina.

3) As fragdes protéicas ndo tratadas tiveram efeito
bastante prejudicial ao aproveitamento da racao e ao
desenvolvimento dos animais; em consequéncia da toxicidade das
fitohemaglutininas. Enquanto a fracdo albumina teve efeito letal
em ratos recem—-desmamados, as fracdes protéicas tratadas
termicamente apresentaram qualidade nutricional melhorada pela
inativacdo das fitohemaglutininas.

4) A presenca de proteinas de feijdo nas dietas teve

como consequéncia uma diminuicdo da digestibilidade, porém as
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dietas contendo fracdes tratadas termicamente e inibidores com
diferentes niveis de atividade, bem como a adicdo dos inibidores
purificados por cromatografia de afinidade & dieta de globulina
tratada, ndo alteraram os indices nutricionais da proteina, nas

condicdes em que foram avaliados.
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