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RESUMO

A presente pesquisa teve por objetivos estudar a . in-
fluéncia das excrecdes endééenas de nitrogénio fecal e wurinirio ,
de ratos Wistar, nos cialculos da digestibilidade e valor bioldgico
de proteinas de feijfo (Phasecolus vulgunds, L.), bem como o efeitd
de fatores éxégenos, ;omo 0 tratamento térmico e a utilizacio da
_proteina isolada, nestas avaliacgbes de qualidade protéica. Reali-
zou-se tratamento térmico sob pressao, 1210C, 30 ou 40 minutos e a
proteina foi extraida com NaCl 0,5M. Para se determinar a digesti-
bilidade, utilizou-se m&todo <n vitro, mais particularmente, a hi-
drolise pela pepsina mais pancreatina, e nétodo in vivo, através
de balango de nitrogénio com ratods. O velor bioldgico era  tambén
determinado por balancgo de nitrogénio. Aiém de ratos normais, eram
utilizados ratos marcados em suas proteinas, mediante prévia inje
¢ao intraperitoneal de solugao de glicina radioativa, uniformémen—
te marﬁada com carbono 14. Isto permitia comparar as excregoes en-

dégenas de nitrogénio fecal e urindrio dos ratos nas diversas

dietas balanceadas utilizadas, contendo feijao e caseina como fon-

[

tes protéicas e aprotéica, pelas respectivas contagens de radioat

l jde

vidade das fezes e urinas. Foi também realizado um balanco de ni-
trogénio, em que o feijio usado como fente protéica, estava marcado
com 1,080% de nitrogénio 15 em excesso. Assim, através das dilui-
¢Oes isotdpicas do nitrogénio 15 nas fezes e urinas dos ratos, era
possivel determinar-se as excregoes enddgenas de nitrogénio respec
tivas, bem como as digestibilidades e valores bioldgicos corrigi-

dos, que foram denominados reais. Encontrou-se um aumento absolu-
to médio de 23,6% para a digestibilidade in vitro, 29,4% para a di

gestibilidade <n vivo real, e uma redugao de 8,0% do valor biold-
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gico real das proteinas, devido ao tratamento t&rmico do feijdo. O
isolamento da proteina da farinha integral do feijdo, ocasionou au
mentos absolutos de 20,1%; 14,2% e 10,2%, da digestibilidade in vitro, .
in vivo real e do valor biolégico real, respectivamente. Os ratos
em dietas contendo feijdo, cru ou cozido, excretaram uma quantida-
de de nitrogénio enddgeno fecal bem mais elevada do que os em die-
tasde caseina e aprotéica. Em conseqiiéncia, os valores de digestibi
lidade e valoy bioldgico reais, ﬁostraram—se superiores aqueles apa
rentes e verdsdeiros, obtidos pelo balango de nitrogénio total. A
digestibilidade e o valor bioldgico aparentes da proteina do feijdo,
mostraram respsctivamente, cérrelagéo negativa forte (r=-0,9621 ,
P<0,01) e moderada (r=-0,7979, P<0,01), com a quantidade de nitro-
génio enddgeno fucal excretada pelo rato. As quantidades de nitrogé
nio end6geno urirdrio excretadas nio diferiram (P<0,05) para os ra-
tos nas diversas dietas. Chegou-se, portanto, as seguintes conclu-
soes basicas: 1} o tratamento térmico do feijao, quer sob foima in-
tegral ou de extrato protéico, ocasionou um aumento da digestibili-
dade e uma redugio do valor bioldgico das proteinas; 2) o isolamento da
proteina da farinha integral do feijao, melhorou sua digestibilida-
de e valor bioldgico, inferindo-se que existem substancias no fei-
jao, de provavel natureza nio-protdica, capazes de interagirem com
as suas proteinas ou as enzimas proteoliticas, além de interferirem
ao nivel de metabolismo intermedidric; 3) a maior quantidadc de ni-
trogénio endogeno fecal excretada por ratos em dietas de feijao e
caseina, com relacio aqueles em dieta aprotéica, invalida o uso
desta para o calculo da digestibilidade e valor biologico verdadei-
ros; as lectinas ativas, pela sua agio de ulceracdo das vilosida
des intestinais, parecem constituir a principal causa da grande ex-

cregao nitrogerada fecal de origen enddgena, em ratos nas dietas

contendo feijac cru como fonte protéica; 4) a excrecao fecal de ni-
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trogénio enddgeno, constitui um importante fator de redugao indi-
reta da digestibilidade e valor biol6gico aparentes das proteinas
do feijao, inferindo-se que os métodos convencionais de calculo su

bestimam estes iIndices de fiualidade prot€ica, especialmente no

caso de feijao cru. ,

22



ABSTRACT

ENDOGENOUS AND EXOGENOUS FACTORS AFFECTING DIGESTIBILITY AND
BIOLOGICAL VALUX OF BEAN {Phascolfus vulganis, L.) PROTEINS.

The present work aimed to establish the influence of fecal
and urinary endogenous nitrogen excretion on the digestibility and
biological value of dry bean (Phaseolus vulgaris, L.) proteins,
using Wistar rats as experimental animals. The influence of
exogenous factors such as heat treatment and isolation of proteins
were also studied. The proteins were extracted in 0.5 M NaCi and
heat treatment was at 121°C for 30 or 40 minutes.Digestibility
was performed iZn vitro (pepsin plus pancreatin) and <n vive. In vivo
digestibility and biological value were determined in novmal rats and
in rats labeled with glycine - 14C.The labeling of the rats with 14C
permitted comparison of the contribution of endogenous nitrogen in
the feces and urine of rats on diets containing raw beans, =ooked
beans, and casein, ss well as on protein-free diet. Beans labeled with
15N (1.080% in excess) were obtained by (15NH4)ZSO4 fertilization
of the bean plants. Isotopic (15N) dilution in the rat feces and
urine permitted the determination of digestibility and biological
value free from interference by endogenous nitrogen ( "real"
digestibility and biological value ). The heat treatment caused an
absolute medium improvemenc on bean pretein digestibility <Zn vitro
of 23.6% and of 29.4% on real digestibility. The effect of heat on
real biological value of bean protein was deleterious, decreasing
it about 8.0%, The measured improvement of the isolation of the
bean protein on its digestibility Zn v<tro, real digestibility and

real biological value was 20.1%, 14.2% and 10.2%, respectively. The
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rats on diets containing bean showed a much higher excretion of
endogenous fecal nitrogen, as compared with those on casein or
protein-free diets. In consequence, the real digestibility and
biological value of bean protein, based on 15N—excess balance, were
higher than the apparent and true values, based on total nitrogen
bélance. The amcunt of endogenous urinary nitrogen excreted by the
rats on the variocus protein sources was not statistically different
(P<0.05). A strong negative cofrelation (r=-0.9621, P<0.01) was
found between apparent digestibility of bean protein and fecal
endogenous nitrogen excreted by the rats, and a moderate negative
correlation (r=-0.7979, P<0.01) between apparent biological value
and fecal endogenous nitrogen. The data outlined permitted drawing
the following conclusions: 1) heat treatment of the whole beans
and of the isclated protein, improved considerably the protein
digestibility and slightly decreased the biolcgical value; 2) isolation
of the protein improved both digestibility and biologicail value,
suggesting the existence, in the whole beans, of substances, non-
protein in nature, which .interfere with protein digestion and
utilization; 3) the higher excretion of endogenous fecal nitrogen
by rats on diets containing bean protein or casein, as compared
with the protein-free diet  invalidate the use of a protein-free
diet for the caiculation of true digestibility; the villi disruption
caused by the bean lectins seems to be the main factor that causes
the very high excretion of fecal endogenous nitrogen of rats fed on
diets containing raw beans; 4) the high excretion of fecal
endogenous nitrogen by the rats on diets containing beans or bean
proteins contribute significantly to lowering the ~ apparent

digestibility arnd biological value of bean protein, particularly

if unheated.
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1. INTRODUCAO

O feijao, planta leguminosa da familia das papilioniceas,
€ a base da alimentagdo protéica popular no Brasil. E origindario
da Asia tropical e da América Latina, mais particularmente dos rla
naltos do México e da Guatemala, do Peru, montanhas do norte oci-
dental da Argentina ¢ do pantanal do Mato Grosso, no Brasii. Duran
te muito tempo, acreditou-se que o feijao era origindrio da India,
devido a que sua introdugdo na Europa, ocorreu ap0s as grandec ges
cobertas maritimas dos s&culos XV e XVI. Entretanto, determinacfes
de carbono fadioativo €m vagens e sementes encontradas por arqued-
logos em tlmulos astecas e incaicos, mostraram que o cultivo de
feijdo j& era conhecido na América hi milhares de anos, e e
Tehuacan, no México, hd 7000 anos (Kaplan, 1965).

0 Brasil aparece como o pais onde a producgdo e o consunc
de feijdo & dos maiores do mundo. A Food and Agricultural Organization,
FAO, (1971) informa um consumo de 66 gramas por dia per capita, que
€ elevado, ainda mais comparando-se com o consumo do México, pais
tradicionalmente produtor e consumidor de feijao, que € de 49 gra-
mas por dia per capita. Tal fato & ratificado pelos resultadocs on
contrados pela FundagdZo Instituto Brasileiro de Geografia ¢ Esta-~

istiéa, IBGE, (1977), de que o feijao, considerando-se os alimen

H

tos isolados, constitui a maior fonte de proteina consumida em to-
das as regifes do Brasil, com excegao da formada pelos estados do
Centro-Oeste e Norte, onde a maior fonte & a carne bovina. O consu
mo apresenta variabilidade, sendo nestes estados das regioes Cen-
tro-Oeste e Norte, de 8,93 gramas de proteina de feijao/dia.habitn
te e na regiﬁo Nordeste, 19,09 gramas/dia.habitante. Esta variac¢ao

no consumo ja havia sido constatada por Dutra de Oliveira ¢ de Souza,
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em 1973, apud Tobin e Carpenter (1978). Considerando-se todo o ter
ritorio brasileiro, o feijao contribui com um valor médio, entre
as regioes definidas pelo IBGE, de 21,0 + 5,8% da proteina'consumi
da, seguido da carne bovina, com 14,3 + 4,5% e do arroz, com
13;7 + 3,0%, os dois {ltimos alimentos alternando-se no 2° e 3¢
lugar, para as diversas regioes.

Apesar do exposto e do feijao ser consideradc uma
boa fonte de¢ proteina, em termos quantitativos, podendo variar en-
tre 15,9 e 37,8%, com uma média de 24,0% de proteina bruta (NxG,25)
em base seca (Tobin e Carpenter, 1978), o valor nutricional destas
proteinas € relativamente baixo, quando comparado aquele de  pro-
teinas de ofigem animal. As causas deste baixo valor nutriciocnal
tém sido atribuidas principalmente & deficiéncia de aminoacidoes
sulfurados, mais particularmente metionina, agravada pela sua hai-
xa disponibilidade biolGgica, e 3 baixa digestibilidade (Sgarbieri
'e Whitaker, 1982). Entretanto, um fato inerente ao feijao, conc
© de provocar perdas de nitrogénio enddgeno em ratos, e smo
em estado cozido (Bender e Mohammadiha, 1981), e seu possivel efei
to indireto nos calculos da digestibiiidade e do valor biologico,
ainda nao esta esclarecido. Visando estudar este efeito, como tamn-

Jz
CS 1na ai-

y

ct

DEém verificar ou mesmo ratificar ocutros fatores influen

jao (Phaseofus

He

gestibilidade e valor bioldgico das proteinas de fe
uuﬂgaﬁié, L) mais divulgados na literatura, como o tratamento té&r-
mico e o isolamento da proteina, & que realizou-se este trabalho

?ara tal utilizou-se, além de métodcs convencionais para avaliacgio
destes indices, como a hidrdlise enzimdtica in vitro, o balancgo
de nitrogénio com ratos e determinagdes quimicas auxiliares, mé -
todos ndao convencionais, como a marcagao isotopica das proteinas

do feijao e do rato.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1, Breve historico e generalidades sobre o valor nutricional de

proteinas, especialmente de feijao

Aspectos histdricos sobre digestdo de protefnas e a im-
portancia dos aminoécidos em nutricao, id foram objeto de amplas
revisoes de literatura (Greenstein e Winitz, 1961; Rogers e Harper
1966} . Na Grécia antiga, Hipdcrates (460 a.C. - 377 a.C.), con-
cluiu, de forma filosdfica, que os principios alimentares nutriti-
vos eram absorvidos como um todo e deveriusn, tanto os do reino ani
mal como os do reino vegetal, ser os nesmss, baseado no fato de
que os animais herbivoros formavam caric corpdrea. Esta Gltima con
clusao, de certa forma aplicavel &s proteinas, num passado remoto
e distante 13 séculos da sua descoberta, era conseguida por método
de analogia, descrito por Papus (1984). A natureza quimica dos ali
mentos e seu processo digestivo continuaram desconhecidos durante
s€culos, mesmo até a época do alquimista Paracelso (1493-1541). Es
te, embora contrario as teorias da medicina de Galeno (131-200) ,se
guidor de Hipdcrates e cuja doutrina perdurou été o seculo 18 . acre
ditava, como a doutrina Galénica, que a digestao dos alimentos era
um précesso de putrefag@o, que forneceria energia a certas 'forgas
ou fluidos vitais" do corpo, para separarem a porcao nutritiva do
alimento daquelas a serem excretadas. Somente 3 sdculos apds, o
quimico alemdo Liebig (1803-1873), estabcleceu a divisdo dos ali-
mentos em trés constituintes fundamentais: glicideos, lipideos e
protideos. Entretanto, ainda acreditava que as proteinas eram ab-
sorvidas pelo organismo intatas e nio como seus produtos de degra-

dagao. Neste mesmo século, Young em 1803, apud Rogers e Harper
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(i966), demonstrou quc sementes quebradas de feijao, colocadas no
estomago de ra, liquefaziam-se e desapareciam num periodo de 3
dias, contrariando o pensamento da €poca, de que os sucos gastri-
cos ndo digeriam certos vegetais. E bem provavel que este ensaio
tenha sido um dos pioneiros;em digestibilidade do feijdo. Em 1806,
Prausnitz, apud Pittman (1932), determinou a digestibilidade de
feijao (Phaseclus vulgaris), utili-ando um homem cuja dieta COLSLs
tia de 500 gramas de feijdo e 1 litro de cerveja diarios, durante
trés dias, encontrando um valor de cerca de 70%. Talvez o primzir

ensaio em necessidade nutricional de proteinas foi realizado 1e
anos depois, em 1816, por Magendie, apud Greenstein e Winitz (1961j,
que verificou que cdes alimentados com uma dieta sen nitrogéniogmg.
riam em pouco tempo e que a adigdo de materiais protéicos a esta
dieta, preveniam a mortalidade. Segundo ainda os mesmos autores
foi Abderhalden, em 1907, realizando estudos de balancos de nitro-
génio em cies, com dietas cujas fontes protéicas eram carne de ca-
valo, em natureza e completamente hidrolisada por pepsina, tripsi-
nz e ercpsina, que demonstrou a necessidade nutricional dos amino
acidos e nio das proteinas intatas. Posteriormente, Van Slyke e
Meyer (1913), injetando uma solucdo de amincacidos, obtidos pela

-
-t

hidr&lise da cascina, em um cac, provaram que os aminodcidos, ag

bede

passarem para a circulagao, eram absorvidos pelos diversos tecidos
do cao, sem sofrerem alteragdes quimicas e por processo nao-osmoti
co. Mais recentemente, Jacobs (1965) demonstrou que os aminoacidos
podem ser absorvidos contra um gradiente de concentracao, forma-
do entre os contelidos do limen intestinal e o plasma sangiiineo de
ratos, e que também apresentam um fluxo dindmico bidirecional atra
vés da mucosa intestinal.

As proteinas de feijdo (Phasecolus vulganis) foram ini-

cialmente estudadas, quanto a sua solubilidade e composigao elcmen
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tar, por Ritthausen, em 1883-84, apud Osborne (1894), que salien-
tou o baixo teor de enxofre destas proteinas. Ritthausen conseguiu
identificar dois tipos de proteinas no feijdo. Unma existente cm
maior quantidade, com propriedades de uma globulina, e uma outra
de carater ndo-definido. Osborne op. eit continuou estes estudos,
realizando dezenas de extracoes das proteinas de feijﬁo em solu-
¢Ges de cloreto de sédio de diferentes concentragdes, seguidas de
precipitacido com sulfato de amonio e/ou didlise. Concluiu que )
feijao continha dois tipos de globulina, soldiveis em solugdes sali
nas diluidas e precipitiveis com dcidos. Denominou a mais abundan-
te, perfazendo cerca de 20% das sementes ¢ correspondente aquela
encontrada por Ritthausen, de fascolina ¢ a outra bem mais sollvel,
de '"phaselin'",

Alguns dos primeiros résultadcs de ensaios com vistas a
avaliar o valor nutritivo das proteinas e feijao (Phaseclus vulgarnis),
mais particularmente da faseolina e da Farinha integral, foram ob-
tidos por Osborne e Mendel, em 1919, e cedidos pava publicacio a
Johns e Finks (1920). Aqueles pesquisadores verificaram que ratos
perdiam peso rapidamente e alguns morriam, quando colocados em die
tas contendo faseolina crua como fonte protéica. Ao serem coloca-
dos em dictas de caseina, o crescimenta tornava~-se normal. Entre-
tanto, todos os ratos colocados em dietas contendc farinha inte-
gral de feijao cru, morriam rapidamente. Um cozimento por curto
tempo, tanto da faseolina como da farinha integral, ja evitava a
mortalidade e os ratos apresentavam un pequenc crescimentoe. A adi-
¢ao de 2% de cistina a faseolina crua tambénm proporcionava um pe-
quenc crescimento aos ratos. A mesma suplementacdo com 2% de cisti
na a faseolina e 3 farinha integral de feijdo cozidas, relativa ao
seu teor protéico, ocasionava um crescimento normal dos ratos, mas

inferior aos em dieta de caseina. Foram também Osborne e Mendel
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(1919), que aprimoraram as técnicas de ensaios nutricionais de pro
teinas, pela utilizacdo do rato albino e do uso racional de mistu-
ras salinas e vitaminicas suplementares. Seu método de  avaliagdo
da qualidade protéica, o ""quociente de eficiéncia protéica' (Protein
Efficiency Ratio, PER) entre o ganhe de peso e a proteina ingeri-
da, foi posteriormente adotado como método oficial da Associacao
dos Quimicos Analiticos Oficiais (Association of Official Analytical
Chemists, AOAC, 1975).

0 "valor bioldgico™ de uma proteina, obtido através de
balango de nitrogénio e definido primeiramente por Karl Thomas, s,
d., apud Mitchell (1923-24), como a percentagem do nitrogénio ab-
sorvido quevera retida pelo éorpo para a .nunutencido e formacdo dos
tecidos, foi amplamente estudado por Mitchell op. eft.. Este pes-
quisador encontrou um valor de 38,4% parz as proteinas de feijao
cozido (Phascolus vulgaris) e de 84,7% para as do leite, obtidos
utilizando ratos em dietas contendo 10% de proteina (Mitchell,1924).
O método de Mitchell para a determinacdc do valor biolGgico de pro
teinas &, atualmente, largamente utilizado. O baixo valor biolégi-
co encontrado para as proteinas do feijao, era atribuido a uma
deficiéncia de cistina e Pittman (1932) suplementou feijdo com 2%
de cistina com relag@io & proteina, utiiizaondo-o como Gunica fonie
protéica em dietas para balangco de nitregénio realizado com cinco
mulhefes aduitas. O autor observou que as mulheres que consumiram
feijdo nao suplementado, preparado como puré ou apenas cozido, apre
sentaram balango de nitrogénio negativso ap6s 10 dias e a suplemen-
tagdo praticamente nio alterou este quadro. Na verdade, desconhe-
cia-se na €poca a essencialidade da metionina, principal aminoici-
do limitante em feijdo (Baldi e Salamini, 1973; Jaffé e Briicher,
1974) que s0 foi demonstrada apds 5 anos, por Womack et aliz (1937),

Pittman (1932) encontrou uma percentagem média de digestibilidade
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aparente para o feijdo de 65,9%, variando entre 57,0 a 77,0%.
Mitchell (1924) encontrou uma digestibilidade Verdédeira, T.e., cor
rigida atrav€s do nitrogénio metabdlico das fezes, de 76,0% para o
feijao.

Existem, atualmenfe, dezenas de métodos para avaliagao
da qualidade protéica (The United Natiomns University, 1980). Entre
tanto, pode ser ressalvado o fato de 4Gu? somente os métodos do quo
ciente de eficiéncia ﬁrotéica (PER) e o da digestibilidade pela
pepsina de Elmslie (1958) para ragoes protficas de origem aninmal,
constituem métodos oficiais da AOAC (197%). Com relagdo a recomen-
dagoes dietéticas atinentes i proteinas e aminoacidos, a Academia
Nacional de Ciéncias, Washington, D.C., TiA, publica, desde 1943 ¢,
regularmente, em intervalo de cerca de § anos, uma publicacdo con-

tendo tais recomendagoes (National Research Council, NRC, 1980).

2.2, Digestibilidade e valor bioldgico das nroteinas de feiido

(Phascolus vulgaris): valores aparentes e verdadeiros

2.2.1, Digestibilidade <n vitro

Os resultados de digestibilidade da faseolina in vitro ob
tidos por Waterman e Johns (1921) foram dos primeiros a serem re-
latados. Estes pesquisadores utilizaram uma digestdo pela pepsi-
na, seguida de outra con tripsina, obtendo valores baixos de -21,2%
a 29,2%, para a faseolina crua e de 34,7% a 40,7% para a faseolina
cozida. Assim, os experimentos indicaram gque o cozimento em agua
fervente, tornava a faseolina mais digerivel. A maneira wutilizada
pelos autores para o calculo da digestibilidade & atualmente de

uso generalizado. Consiste na determinacdo da percentagem do nitro
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génio da amostra que foi digerida pelo sistema enzimatico utiliza-
do, corrigida pelo nitrogénio produzido pela autodigestio do siste
ma enzimatico. Os autores recomendaram ainda a corregao, tanto do
nitrogénio total, como do nitrogénio digerido, com o nitrogénio ori

ginalmente solfivel da amostra. A férmula para o calculo ficaria:

Digestibilidade = - x 100
- Nt - Ns

Onde: Nt mg N total do amostra; Nd = mg N do digerido:

Nb

H]
1

mg N produzido pela autodigest3o do sistema enzimatico;

Ns = mg N originalmente solivel da amostra.

Mais recentemente, Romero e Ryan (1978) estudaram a sus-
cetibilidade @ Lidrdlise enzimatica in vitro da giobulina G1, pro-
teina de reservs mais abundante no grao de feijao, pels acao das en-
zimas pepsina, iripsina e quimotripsina. A suscetibilidade 3 hidro
lise desta proteina representava 12 a 15% daquela da albumina de so
ro bovina, para as tr@s enzimas utilizadas. O tratamento térmico oca
sionou um aumento bem maior da hidrdlise da proteina Gl pelas trés
enzimas, quandc comparado aquele da albtumina de soro bovinc. Os auto
res concluiram que a resisténcia & hidrdiise da globulina Gl1, era
devida a existéncia de um nimero relativamente grande de peptidios
resiséentes a acdo da tripsina e de impedimentos a hidrdlise pela
propria conformagAo da molécula nativa. Liener e Thompson (1980)
confirmaram estes resultados, verificandc que a fracio prot€ica Gi
nativa, virtualmente isenta de atividade antitriptica, apresenta
va uma hidrolise enzimdtica bem inferior a da caseina e que o tra-

tamento térmico ocasionava um aumento marcante nas hidr6lises pe-

las trés enzimas, pepsina, tripsina e quimotripsina, tornando-as
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comparaveis aquelas da caseina.

Em se tratando de farinha integral de feijio, Sgarbieri
et alit (1979) encentraram um aumento absoluto de cerca de 21%
na digestibilidade das proteinas pela pepsina mais pancreatina, ao
submeter 4 variedades de Phaéeozué vulgarnis a autoclavagem por
15 min a 121°C. As variedades cruas apresentaram um valor mcdic
de 43,3% e as autoclavadas de 64,7%.

Assim como—ficou claro, pelo exposto, que o trata
mento térmico exerce um efeito ben&fico nos valores de digestibili
dade Zn vitro das proteinas de feijio, Sgarbieri e Whitaker (1382),
informam que o isolamento da proteina da farinha integral, ocasio-
na também um aumento da digestibilidade. Os autores verificaram
que o isolado protéico total, a fracdo globulina e a fragdo albumi
na da variedade Rosinha G2, em natureza, apresentaram valores ce

digestibilidade de 52,0, 67,0 e 46,0%, respectivamente, contra

27,5% para a farinha integral.

2.2.2. Digestibilidade Zn wvZvo e valor bioldgico aparentes e verda-

deiros.

A digestibilidade aparente representa a percentagem do
nitrogénio ingerido que foi absorvido pelo trato gastrintestinal

e & calculada a partir da formula (Wolzak et aliZ, 1981):

Ni - Nf
Digestibilidade aparente = ——— x 100
Ni

Sendo: Ni = nitrogénio ingerido e Nf = nitrogénio fecal.

A digestibilidade verdadeira também representa a percen-
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tagem do nitrogénio ingerido que foi absorvido pelo trato gastrin-
testinal, com a diferenca de que o nitrogéni» fecal & corrigido pe
lo nitrogénio enddgeno fecal, sendo calculada através da  fGrmula

(Liener e Thompson, 1980):

Ni - (Nf-Nef)
- x 100
Ni

i

Digestibilidade verdadeira

Sendo: Ni = nitrogénio ingerido, Nf nitrogénio fecal e

Nef = nitrogénio enddgeno fecal.

O valor bioldgico aparente & uma medida do nitrogénio re
tido para o crescimento e manutengdo, sendo expresso pela percenta
em do nitrogénio absorvido que foi retido e calculado pela férmu-

la (Pike e Brown, 1967):

Ni - Nf - Nu
Valor bioldgico aparente = . X 100

Onde: Ni

nitrogénio ingerido, Nf = nitrogénio fecal e

Nu = nitrogénio urinario.

O valor biolGgico verdadeirc & também representado pela
percentagem do nitrogénio absorvido gue foi retido, em que os ni-
trogénios fecais e urinarios s3o corrigidos pelas respectivas ex-

cre¢oes de nitrogénio enddgeno. A foérmula para o calculo (Pike e

Brown, 1967) ficaria:

Ni - (Nf-Nef) -~ (Nu-Neu)
Valor bioldgico verdadeiro = x 100
Ni - (Nf-Nef)
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Onde: Ni

nitrogénio ingerido, Nf = nitrogénio fecal,

Nu

It

nitrogénio urindrio, Nef = nitrogénio endogeno fecal e

Neu = nitrogénio endégeno urinéario.

Tanto a digestibiiidade como o valor biolbgico aparentes
de uma proteina podem ser determinados através de um balancgo de ni
trogénio, em que a proteina seja a tnica fonte protéica da dieta
balanceada. Entretantb, a determinagio da digestibilidade ¢ wvalor
bioldgico verdadeiros, apresenta séria dificuldade, qual seja, a
quantificacao das excrecgdes de nitrogénio enddgeno fecal e urini-
rio. Mitchell (1923-24) ja citava (traducio):

"A determinacdo da quantidade ce proteina digerida e ab-
sorvida de uma dada ingestao protdica & complicada, pela dificulda
de de distinguir entre o material fecal rroveniente do alimentoc e
aquele proveniente do trato intestinal e suas secregoes" .

"A determinagao da quantidade de nitrogenio resultante
do catabolismo dos produtos finais da digestao da proteina da die-
ta e complicada, pelo fato de que a urina coantém substancias nitro
genadas resultantes do catabolismo dos tecidos corporais, aleém dos
produtos finais nitrogenados do catabolismo da proteina da dieta".

0 autor concluiu que tanto o nitr

o}

génio endogeno fecal,
como o nitrogénio enddgeno urinario de ratos, poderiam ser determi
nados colocando os animais em dieta livre de nitrogénio e medindo
as excregoes totais respectivas. Assim prccedendo, encontrou uma
digestibilidade aparente de 61% e uma verdadeira de 76% para as
proteinas de feijdo, em concentragao de 5% na dieta. Posteriormen-
te, Mitchell e Carman (1926), ao estudarem o valor bioldgico de
misturas de farinha de trigo com diversas proteinas animais na pro

porgcao 2:1, verificaram que o uso de uma dieta contendo de 0,60 a

0,75% de nitrogénio de ovo integral era preferivel ao uso de uma
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dieta aprotéica, para determinagdo dos nitrogénios metabolicos. En
tretanto, Bosshardt e Barnes (1946) demonstraram que tanto dieta
aprotéica como de baixo teor prot€ico, no eran seguras para a de-
terminagdo do nitrogénio metatdlico fecal. Estes autores propuse-
ram um método grifico para esta determinagdo, levando em conta a
ihgestéo de nitrogénio, em diferentes niveis protéicos e a excre-
¢do de nitrogénio fecal, ambos considerados por unidade de dieta
consumida. Snuvok e Meyer (1964) dbservaram que dietas contendo pro
teina, ocasionavam um aumento da atividade de enzimas digestivas e
do contelido de nitrogénio enddogeno no intestino delgado de ratos,
quando comparadas com a dieté aprot@ica, Nio obstante tais resulta
dos, a dieta aprotéica vem sendo ainda utilizada com vistas 3 de-
terminagdo dos nitrogénios enddgenos, inclusive havendo-se encon-
trade regressdes matemiticas entre estes e 0 peso corporal ou meta
bolico (Kg0’73), 4 ingestdo de dieta e o peso das fezes de ratos,
que possibilitam sua determinagdo por simples calculo (Causeret

et alii, 1965; Araya et alii,1974).

No caso particular de proteinas de feijdo, a deterwinacio
da digestibilidade e valor bioldgico verdadeiros, <. e.,corrigidos
com os nitrogénios metabGlicos obtidos pela utilizacgfo de una die-
ta aproté€ica, apresenta ainda maiores dificuldades. Tal fato deve-
se a que existem cvidéncias de que o feijao exerce um forte estimg
lo a excregio enddgena de nitrogénio em ratos, quer em estado cru,
sob forma integral (Pion et aliz, 1979), lectinas isoladas (Pusztai
et aliZ, 1981) ou de proteina de reserva mais importante, glicopro
teina II (Sgarbieri et alli, 198Za), quer em estado integral cozi-
do (Bender e Mohammadiha, 1981).

A literatura existente sobre digestibilidade <Zn vivo e
valor bioldgico de feijdo cru como Unica fonte proe’ica na dieta

¢ escassa, devido a dificuldade de realizacao dos vusaios, ocasio-

36



nada pela toxidez do feijao cru (Jaffé, 1950). Kakade e Evans
(1966) encontraram wum valor de digestibilidade de 43,53 para a va-
ricdade Sanilac e Pusztai et alii (1979a) de 31% para a digestibi-
lidade e cerca de 32% para o';alor bioldgico, utilizando o culti-
var Pinto III, |

Em se¢ tratando de feijio cozido, a situagdo € bem dife-
rente, existindo muitas informacdes na literatura, com relacio a
digestibilidade e Vaior bioldgice. A revisdo de Tobin e Carpenter
(1978), encontre: um valor médio de 77%, com uma variacdo de 65 a
88%, para a digestibilidade e de 64%, com uma variacdo de 44 a
68%, para 0 valor bioldgico. As médias foram calculadas a partir
de 28 referéncias bibliogréaficas, entre os anos de 1945 gz 1975 .
Estes autores apresentam diversas razdes possiveis para a digesti-
bilidade relativamente baixa das proteinas de feijio, quais secjam,
entre outras: resisténcia natural 3 protedlise pelas enzimas diges
tivas; prescnga de carboidratos indigeriveis no ileo e no intesti-
no grosso, ocasionando fermentacdes, cujos produtos causariam irri
tagdes as paredes intestinais, estimulando o peristaltismo com uma

conseqiiente descarga mais ripida e digestao menos eficiente: estes

carboidratos poderiam também ocasionar um aumento da contagem de

bactérias e de conseqiiente prote

=

na bacteriana nas fezes, reduzin-
do indiretamente os valores da digestibilidade. Neste sentido,
Wilson et alii. (1980) observaram um aumento das contagens de coli
formes, mais particularmente de Escherichia cofi, no intestino del
gado de rates alimentados com die£a de feijdo do cultivar Processor
com relagdo a dieta de caseina. O aumento destes microorganismos
foi atribuido a acdo de agregagdo e eliminagd@o de linhagens bacte
rianas competitivas, como Gram-positivas e cocos, ocasionada pe-

las lectinas existentes no feijdo. No entanto, Bender e Mohammadiha

(1981) realizaram contagens de bactérias viiveis nas fezes, deter-
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minagoes de acido desoxirribonucléico (DNA) em Escherichia coli e
nas células descamadas da mucosa intestinal, verificando que o DNA
proveniente da flora bacteriana perfazia apenas 9 a 10% do total
excretado no caso de ratos em dietas de feijao. Este resultado le-
VOu 0s autores a sugerirem que a ingestdo de feijdo, provocava um
aumento marcante na renovagdo das células da mucosa intestinal e
que a baixa digestibilidade do feijao, poderia ndo ser devida a
absorcao deficiente,‘ﬁas a maior perda de nitrogénio enddgeno.

0 bzixo valor bioldgico das proteinas de feijio deve-se,
principalmente, a compesicac de aminodcidos, que & deficiente nos
sulfurades, metionina, cisteina e cistina (Sgarbieri e Whitaker,
1982). A relacic entre o valor bioldgico de uma proteina e a per-
centagem de déficit do aminodcido essencial limitante, com relagZo
a proteina do ovo integral, foi detsrminada por Mitchell e Block
(1946), sendo definida pela equagio, y=102-0,634x, com Tx.y=-0,801,
onde y representa o valor biolSgico (%), x o déficit do aminoacico
essencial limitante (%) e Tx.y o coeficiente de correlagfo entre x
€ y. Tobin e Carpenter (1978) encontraram uma média de 1,2g/100¢g e
de O,9g/100g de proteina de feijdo, de metionina e de cistcina ou
cistina, respectivamente, entre 47 referéncias bibliograficas, de
1946 a 19Y75H. Estas percentagens somadas representam aproximadamer -
te 80% daquela de 2,6g/100g, estimada pelo NRC (1980) para o total

dos aminoacidos sulfurades de proteinas de alta qualidade. Outr

@}

fator importante relacionado com ¢ valor bioldgico das proteinas
do feijdo & a disponibilidade bioldgica da metionina, que € o real
aminodcido limitante, sabendo-se que a cisteina ou cistina sio for
madas as suas ecxpensas (Kakade, 1974; Sgarbieri e Whitaker, 1982).
Sgarbieri et al<< (1979) encontraram biodisponibilidades de metio-
nina baixas para variedades brasileiras de feijao, de 29,3% para

a variedade Carioca a 40,6% para a Rico 23. No tocante i infliuén
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cia da maior excrecdo de nitrogénio enddgeno, devido a ingestdo de

feijao, no calculo do valor bioldgico, nada se pdde ter as maos.

2.2.3, Efeito dos fatores antinutricionais, inibidores de tripsina
e hemaglutininas, na digestibilidade e valor bioldgico das

proteinas de feijdo (Phasecolus vulganis) .

Tais efeitos dizem respeito somente a feijdo em esta~
do cru, pois € fato sabido que tratamentos térmicos adequados ina-
tivam completamente as atividades antitripticas e hemaglutinantes,
ou reduzem-nas a valores residuais muito baixos (de Muelenaerc,
1865; Antunes e Sgarbieri, 1980). Entretanto Bender e Reaidi (1982}
informam que, em 1981, houve a ocorréncia de 25 casos oficiais de
intoxicacido alimentar na Grﬁ—Bretanha, envolvendo cerca de 100 pes
soas, devido a ingestdo de feijao (Phaseolus vulganis) cru ou mal-
cozido. O fato foi divulgado num programa de televisdoc da British
Broadcasting Corporation (BBC), que recebeu 355 cartas relatando

casos similares de intoxicacdo por teijao, envolvendo 870 pessoas,

tendo a maioria dos casos ocorrido nos anos de 1980 e 1981,

2.2.3.1. Inibidores de tripsina

Embora a composicdo e as propriedades quimicas, fisicas
e fisiolégicas dos inibidores existentes em leguminosas sejam be;
conhecidas (Kunitz, 1946; Liener, 1976; Liener 1979, Sgarbieri €
Whitaker, 1982), sua influ@ncia sobre a digestibilidade das pro-
teinas do feijdo ainda n3o estd bem esclarecida. Jaffé (1950), ao
determinar o aumento da digestibilidade verdadeira de sementes de
leguminosas devido & autoclavagem, verificou que aquelas espCcies,

incluindo Phaseolus vulgarnis, que apresentavam o maior aumento,pos

sulam também a maior atividade antitriptica medida in vitro quando
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em estado nativo. Por outro lado, Sgarbieri (1980) nio encontrou
correlagdo significativa entre a digestibilidade <n vitro e a ati-
vidade de inibidor de tripsina, para sementes cruas de legumincsas
algumas da espécie Phaseolus vulganis.

Com relacao ao valor bioldogico, Kakade (1974) informa
que, embora os inibidores de tripsina representem apenas 2,5% da
proteina do'feijéo "Navy" (P. vulganis), contribuem com 40% da
cistina total da proééina e sao muito resistentes a hidrdlise enzi
matica, devido ao grande nimero de ligagodes dissulfidicas da mold-
cula. Este aspecto tornaria sua cistina nao-disponivel em grands
parte, reduzindo o valor bioldgico do feijdo. Outro efeito do ini-
bidor de tripsina a ser considerado seria o de causar hipertrofia
pancfeética, acompanhada de um aumento da secrecao de enzimas pan-
creaticas, como tripsina e quimotripsina, ricas em aminoicidos sul

furadcs, o que representaria uma perda e acentuaria ainda mais a

deficiéncia destes aminoicidos no feijao (Liener, 1979).

2,2.3.2. Hemaglutininas

- As bemaglutininas ou lectinas s3o proteinas capazes de
se ligar as superficies celulares, via oligossacarideos especifi-
cos, e ja foram objeto de diversas revisoes de literatura (Jaffe,
1969, Liener, 1974; Simpson et qli7, 1978; Sgarbieri e Whitaker,
1982). Com relacdo a influéncia das hemaglutininas da espécie
Fhaseolus vulgaris em seu valor nutricional, a maioria dos traba-
lhos existentes sio referentes a sua toxidez e modo de acido quando
em estado nativo (Jaffé e Camejo, 1961: Jaffé e Briicher, 1972
Pusztai et ql<Z, 1975; Pusztai e Palmer, 1977; Pusztai et alit,1979%a;
Pusztai et qli7i, 1979b; King et alii, 1980a; King et alii, 1980b;

Wilson et alii, 1980; Puzstai et alii, 1981; Miyoshi et alid , 1982;
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Bender e Reaidi, 198?; Figueroa et aliz, 1984). No tocante aoé
efeitos sobre a digestibilidade e o valor bioldgico, Pusztai et
alii (1975) encontraram uma correlagao negativa com r=-0,890
(P<0,001) entre a percentage&yde lectina adicionada a dieta, sob
forma de fragSes protéicas de feijao, globulina e albumina, e a
utilizagdo 1liquida de proteina (Net Protein Utilization, NPU, que
pode ser determinada pelo produto digéstibilidade X valor tioldgi-
Co e representz a pefcentagem do nitrecgénio ingerido que foi reti-
da pelo animal) Jde caseina, a nivel de 5% da dieta. Posteriormente,
Pusztai e Palmer (1977) isolaram lectinas de feijdo com 95% de pu-
reza por cromatografia de afinidade e realizaram trabalho semelhan
te com este material, encontrando correlagao semelhante, definida
pela equagio, NPU=NPU5% Casei-na-280x, sendo X o conteiido de lecti-
ha em percentagem da dieta (p/p). Sgarbieri et qliz (1982b) wveri-
ficaram que a adicdo de 0,5% de lectina extraida do feijdo Rosinha
G-2, a proteina de uma dieta balanceada contendo 10% de caseina co
mo fonte protéica, reduzia a digestibilidade e o valor bioldgice

da caseina, de 94,1 para 88,0% e 84,2 para 74,1%, respectivamente.
Pelos trabalhos de Pusztai et aliz (1979b) e de King et aliz (1980a),
pode-se inferir cue esta redugdo da digestibilidade poderi ser de-
vida, em parte, 2 uma re ugdo indireta, pelo aumento de material
celulgr nitrogenado nas fezes dos ratos, resultante da ulceracgao

das microvilosidades intestinais pela acdo das lectinas do feijdo.
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2.3. O emprego de isGtopos no estudo do metabolismo protéico

0 estudo do metabolismo protéico utilizando aminoacidos
marcados isotopicamente, foi extensamente realizado por Schoenheimer
et ali? (1939). Neste trabalho, que fazia parte de uma nota-
vel série, intitulada "Estudos em metabolismo protéico', estes au-
tores utilizaram L(-)-leucina marcada com deutério e nitrogénio 15.
Ministraram a leucina isotdpica, numa quantidade equivalente a 23
mg diarios, a ratos adultcs mantidos por 3 dias em dieta de casei-
na, apos os quais mantiveram seus pesos constantes. Da leucina in-
‘gerida, 2,1% foi encontrada nas fezes, 27,6% na urina, 57,5% nas
proteinas e 7,8% nas fragdes ndo-protéicas. Aldm da leucina, todos
os aminoacidos isolados, com excecdo da lisina, continham nitrogé
nio marcado. Na verdade, szomente 1/3 deste nitrogeénio estava pre-
sente na leucina corporal, estando os 2/3 restantes presentes em
outros aminoacidos. Gs autores concluiram, com relacdc ao conceito
vigente na época relativo as fontes de nitrogénio urinirio, exdge-
na (dieta) e endbgena (corporal), o seguinte (tradugdo):

"E dificil coneciliar nossos resultados com qualquer teo-
ria que requeira uma disting3o entre estes dois tipos de nitroge-
nio. Foi demonstrado que os grupamentos nitrogenados das proteinas
teciduais estao constantemente envolvidos em reagoes quimicas; as
ligagoes peptidicas abrem, os aminoacidos liberados misturam-se a
cutros do mesmo tipo e :le qualquer fonte, dieta ou tecido. Esta
mistura de moleculas de aminoacidos, enquanto em estado livre, to-
ma parte numa variedade de reacgoes quImicas; alguns toraam a en-
trar diretamente em posigoes vagas deixadas abertas pela ruptura
das ligagoes peptidicas; outros transferem seu nitrogenio para mo-
leculas desaminadas para formar novos aminoacidos. Estes, por sua

vez, entram continuamente nos mesmos ciclos quimicos, que resti-

' 42



tuem a fonte de nitrogénio indistinguivel., Alguns constituintes cor
porais, como os Ecidos glutamico e aspartico, e certas protefﬁas
como as do figado, soro e outros o6rgios, estido mais envolvidos do
que outros neste complexo processo metabolico geral. 0 nitrogénio
excretado pode ser considerado como parte do "pool" metabolico ori
ginario da interagao do nitrogénio da dieta com relativamente gran
des quantidades de nitrogénio tecidual reativo".

Posteriormente, Nasset (1965) ampliou o conceito deste
"pool"metab6lico tambémao nivel de digestdo e absorcao protéica no
intestino delgado, verificando que a hidrélise da mistura protéica,
dietética e endGgena, no ldmen intestinal, fornece um "pool'de ami
noacidos com relagdes molares relativamente constantes, indepcnden
te do alimento ingerido. Isto faria com que ndo ocorressem grandes
variagoes no sortimento de aminoicidos disponiveis para absorcgio ,
contribuindo para uma melhor eficiéncia protéica. O "pool" de ami-
noacidos estd esquematizado na Figura 1. Em trabalho anterior ,
Nasset e Ju (1961) haviam ministrado dietas contendo caseina marca
da com carbono 14 para c3es e ratos, visando determinar a propor-
¢do entre nitrogénio enddgeno e exdgeno no trato gastrintestinal ,
assumindo que os derivados de céseina no limen mantinham a relacgdo
carbono: nitrogénic original. Os ratos sofreram jejum prévio de 2
dias, receberam a dieta por intubagdo gistrica e, 4 horas apos,
apresentaram uma diluigae do nitrogénio da dieta de 6 a 7 vezes
com o nitrogénio enddgeno e as relacdes molares dos aminoidcidos 1i
vres dos conteldos gastrintestinais, foram bem diferentes daquelas
da caseiIna ingerida. ’

Dawson e Porter (1962) ministraram via oral 8 uCi de ra-

14C em ra-

liocatividade de proteina de alga Chlorefla marcada com
tos, encontrando que 30% da atividade desaparecia do trato digesti

vo em 1 hora e 60% apos 3 horas. A maxima atividade dos amino-
P .
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FIGURA 1. "Pool" de aminoicidos no intestino delgado.

Transcrito e traduzido de Nasset [1965).
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acidos do plasma do sangue portal foi atingida entre 30 min e 1 ho
ra e daqueles do sangue sistémico entre 1 e 2 horas ap0s a ministra
¢ao da proteina radioativa. Em trabalho na mesma linha, Gallo-Torres
e Ludorf (1973) observaram um aumento na capacidade de absorgao
protéica pelo intestino delgado de ratos em jejum, quando compara-
da com a de ratos alimentados. Estes autores intubaram 10 uCi de
proteina de Chlornellfa %C via intragastrica e encontraram um mixi-
mo de radioatividade no sangue da veia porta entre 45 e 60 minutos
apos.

Estudos també&m tém sido direcionados no sentido de se ob
servar o aparecimento de proteinas enddgenas, peptidios e aminoaci
dos no trato gastrintestinal de ratos, apds injecdo 1intravenosa com
aminoacidos marcados. Neste sentido, Jacobs (1965) observou que, al-
guns minutos apds a injecdo de 5 uCi de dcido aspirtico 14C, ja
era possivel sua detecgdo no contetido iuminal. Ochca-Solano e Gitler
(1968) isolaram proteinas endGgenas do estomago e intestino delga-
do de ratos, 2 horas apds a injegdo de metionina marcada com enxo-
fre 35 na veia caudal.

Mais recentemente, trabalhos mais complexos em ﬁetabolig
mo proteico téﬁ sido realizados}como a determinacdo de um modelo
matematico da cinética de absorcdo da arginina-ldc, via oral, em
éordoniz japonesa (Gazo, 1976).

I Embora ndo se pudesse encontrar literatura referente a
feijao, a marcagdo isotdpica vem sendo utilizada para avaliar
a qualidade nutricional de proteinas. A digestibilidade da ca-
seina, corrigida pela excrecio do nitrogénio metabdiico fecal
real, em bezerros jovens, foi determinada por Lofgreen e Kleiber
(1953). Para tal, os autores marcaram a caseina com fosforo 32 e
32

utilizaram a relacgao N: P da caseina e das fezes, para o cilcu-

lo da proporgdao do nitrogénio fecal de origem metabolica, encon-
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trando uma digestibilidade média de 93,5%. A digestibilidade de
leite em pd tritiado, obtido do leite de uma vaca 2 qual eré forne
cida agua tritiada para beber (266 uCi/L), foi determinada em be-
Zzerros e porcos (Van Bruwaene et altz, 1976). Os resultados indi-
caram que o leite em pd era melhor absorvido pelos bezerros, 98,9%
de digestibilidade, do que pelos porcos, em que apresentou 91,8%.

A utilizacdo de nitrogénio 15 com vistas ao estudo de metabolismo

nitrogenado e qualidade protéica, ja foi feita com proteina de al-
ga ChLorella, em ratos Wistar (Yamaguchi et aliz, 1973) e de trigo,
em frangos em crescimento e galinhas em postura (Hennig et alilz,

1976).
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3. MATERIAIS E METODOS

5.1. Materiais
3.1.1. Fontes protéicas

3.1.1.1. Feijdo integral: utilizou-se feijdo (Phaseofus vuwlganis, L. )
em grao, do cultivar (cv.) Carioca 80, das safras da seca de 1982,
das aguas de 1983 e do inverno de 1984, procedentes da Segdo de
Leguminosas do Instituto Agrondmico, Campinas, Sdo Paulé, éontendo

un teor prot€ico médio (Nx6,25) de 21,51 + 0,29%.

3.1.1.2. Feijao integral marcado isotopicamente com nitrogénio 15
(ISN): feijao (Phaseolus vulgaris, cv. Carioca 80) em grio, conten

do 1,460% de 15

N, obtido através do cultivo das plantas em cantei-
ro experimental, no Centro de Energia Nuclear na Agricultura, da
Universidade de Sdo Paulo, Piracicaba, S3o Paulo. O canteiro 'expg
rimental media 390x105 cm e era formado de trés filas de pares de
plantas espacados 10 cm uns dos outros (Figuras2 e 3). A marcagao
fei realizada pela adubacgio com (ISNH4)ZSO4, enriquecido de 10 ato

15N. A primeira aplicacao, de 84g; foi feita no

mos § de
solo durante a semeadura. Dez dias apds a inflorescéncia e, em in-
tervalos de dois dias, realizou-se 5 aplicagdes adicionais, num to
tal de 22g, aspergindo-se as folhas com solugdo de (ISNH4)ZSO4 a

1%. Os graos foram colhidos no estadio seco e apresentaram uma per

centagem de proteina bruta (Nx6,25) de 21,25%.

3.1.1.3. Extrato protéico, fragdes protéicas globulina e albumina

obtidos do feijao integral, por extragdo com NaCl 0,5M.
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3.1.1.4. Cascina comercial TACRIGY Ltda, contendo 81,43% de protei
na bruta (Nx6,38). |

3.1.1.5. Ragao comercial Du Coelho, Anhanguera - DURATEX S.A., com
teor minimo de proteina bruta (Nx6,25) de 17,00% (valor fornecido

pelo fabricante),

3.1.2. Animais utilizados ncs ensaios bioldgicos

Utilizados ratos albinos fémeos, da linhagem Wistar, pro
venientes do biotério da Escola Paulista de Medicina, Sao Paulo.Os
ratos recém-desmamados (21-25 dias), pesando aproximadamente entre
30 a 4Ug, eram colocados em gaiolas de crescimento individuais,
com ragdo comercial e dgua, a vontade, em biotério com temperatu-
ra ambiente controlada de 23 + 2°, durante um periodo de aclimata
gao de 10 a 14 dias. Por ocasido dos ensaios, os ratos apresenta-

vam um peso de cerca de 65 a 75g.

3.1.3. Aminoacido radicacivo

[92]

.1.3.1. Glicina uniformemente marcada com carbono 14, 114 mCi/mmol,
proveniente de The Radiochemical Centre, Amersham, Buckinghamshire,

England.

3.1.3.2. Glicina uniformemente marcada com carbono 14, 116 mCi/mmol,

proveniente de New England Nuclear, Boston, Massachusetts, USA.
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3.2. Métodos
3.2.1. Determinagbes quimicas e bioquimicas

3.2.1.1. Nitrogénio: determinado por método micro-Kjeldahl, modifi
cado por Gunning, em 1889, e por Arnold e Wedemeyer, em 1892, apud
Montes (1966), utilizando~se também didxido de titanio como catali

sador (Williams, 1973).

3.2.1.2. Proteina: determinada, em termos de "proteina bruta", pe-
lo produto entre a percentagem de nitrogénio e o fator de conver-
saov de nitrogénic para prcieina, 6,25 no caso de feijao e 6,38 pa-

ra a caseina; eventualmente, era também determinada pelos métodos

do biureto (Weichselbaum, 1946) e o de Lowry et ali<, 1951.

3.2.1.3. Nitrogénic 15: determinado a partir dos tituiados obtidos
nas determinagdes de nitrogénio, adotando-se os procedimentos re-
comendados por Bremner {1965) e pela International Atomic Energy
Agency (1972), utilizanuo-se um espectrometro de massa Varian

3.2.1.4., Carbono total e radiocatividade do carbono 14 (14C): deter
minados pelo métedo da combustdo ou via seca, utilizando-se apare-
ihc Beckman Biological Jxidizer, sendo o CO, recolhido em solugdo
de hidrdxido de sddio que ecra parte titulada e,. outra parte mistu-
rada a solugdo cintiladors, de acordo com o—procedimento de
Schoniger, s.d., apud Bruwaene et ali< (1976), sendo a contagem de
14C

vida ao , efetuada em cintilador 1liquido Nuclear Enterprises LSC-2.
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3.2.1.5. Fibra bruta: mais particularmente celulose, determinada
no feijao integral, basicamente segundo o método de Kamer e Ginkel

(1952).

3.2.1.6. Atividade de inibidor de tripsina: utilizada tripsina de
pancreas bovino (Sigma, 22000 BAEE) e a determinagao era feita no
feijao integral e nas proteinas isoladas segundo Kunitz (1947) ,
com modificagdes introduzidas por Kakade et al<Z - (1969), mais par-
ticularmente, ¢ uso de uma solugdo de caseina 2%, o volume de rea-
cao e a forma de expressar a atividade. Com relagdo a esta Gltima,
uma unidade de tripsina inibida (UTI) era correspondente a/um de-
créscimo de 0,01 da absorbancia a 280‘nm, obtida no extrato, apds

a hidrolise de caseina pela tripsina, na presenca de inibidor.

3.2.1.7. Atividade hemaglutinante: determinada no feijdo integral

e nas proteinas isoladas, por método de diluigdo seqiiencial ( Kabat
e Mayer, 1971), utilizando-se hemacias tripsinizadas (Jaffé e
Briicher, 1972) de suino e o procedimento de Junqueira e Sgarbieri
(1981), sendo a interpretzcdc dos resultados feitos de acordo com

Oliveira e Silva (1970).

3.2.1.8. Digestibilidade <n vitro: determinada nas fontes protéi-
cas, mediante a digestic da amostra pela pepsina (Sigma, 1:10000 )
mais pancreatina (Merck, 350 FIP-U/g protease; 7500/g lipase;
7500/g amilase) utilizada por Akeson e Stahmann (1964), modifica
da por Caleazzi (1981), e ¢ calculo descritg por Waterman e Johns

(1921) com a correcdo do nitrogénio soliivel da amostra.

3.2.1.9. Determinagao dos aminoacidos: feita no feijdo integral e

caseina, utilizando o método de resina de troca iénica de Spackman
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et alit (1958), em analisador automidtico Beckman modelo 119 CL,prg

cedendo-se segundo as recomendagdes da Beckman Instruments (1977).

3.2.2. Obtengdo das protecinas isoladas do feijdo

O feijdo em grio era moido até uma farinha de granulome-
tria 70 mesh e as proteinas extraidas a partir desta farinha, em
solugdo de NaCl 0,5M, segundo Whitaker e Sgarbieri (1981). A fari
nha mais 1% (p/p) de polivinilpolipirrolidona (Sigma)eram mistura
das a solugdo salina na proporgio de 1:6 (p/v). A mistura foi ini-
cialmente submetida a vibragdo ultrasdnica (vibrador ultrasonico
Bronwill, modelo Biosonik IV) por 4 minutos e, apds, 3 agitagio
magnetica por Z horas, com pH ajustado a 7,0 (Sawazaki et dli< R
1983). A suspensdao formada era centrifugada a 16300 x g, 20 min.,
49C (centrifuga Sorvall, rodelo RC2-B) e o sobrenadante dialisado,
também a pH 7,0, para eliminar o NaCl e compostos de baixo peso
molecular (PM<8000). O extrato dialisado foi congelado e liofiliza
do (liofilizador Virtis, modelo 10-146 MR-BA), cmuﬁsthuk)no "extra
to protéico do feijao". No caso de se fazer nova centrifugagao do
extrato dialisado a 16300 x g, 30 min, 4°C, separavan-se duas fra-
¢6es quanto a solubilidzde: uma insoliivel em dgua, denominada "fra
¢do globulina", e outra soliivel em agua, denominada "fracdo albumi
na' que, por sua vez, eram congeladas e liofilizadas. Sawazaki et
alti (1983) verificaram que, nestas condigdes, a fragido globulina
obtida era aparentemente livre de albuminas, mas a fragao albumi-
na possuia contaminagdo por globulinas parcialmente sollveis em
agua. 0 extrato protéico obtido‘possuia 70,40% de proteina bruta,
correspondendo a 76,34% daqucla existente no feijdo integral e as
fragoes globulina e albumina, teores de 79,54% e 48,63% de protei-
na bruta, respectivamente, estando numa relagdo de 2,4:1 no extra-

to protéico.
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3.2.3. Ensaios de modificagGes quimicas das proteinas

[

As fragces protcicas cxtraidas do feijao, globulina e al
bumina, e a caseiIna (Sigma), foram submetidas a processos de meti-
lagao redutiva e de dansilagdo, como possiveis técnicas de marca-
Gao destas proteinas. A metilagdo redutiva, mediante a utilizagao
de formaldeido radioativo, seria utilizada para avaliar o metabo-
lismo protéico e a dansilacgfo, devido 3 formagao de produto fluo-
rescente (Gray e Hartley, 1963), para observar possivel ligacgdo com
a mucosa intestinal dos ratos. A metilagdo redutiva dos grupos ami
no livres das proteinas foi realizada segundo o método de Means e
Feeney (1968). Para se determinar a percentagem de modificagdo ob
tida, procedeu-se a determinacio dos grupos amino livres, antes e
depois da metilagdo, através da reacdo com o acido 2,4,6-trinitro-
benzenosulfonico, TNBS, (Sigma), proposta por Fields (1972). A rea
¢ao das proteinas com o cloreto de dansilo, cloreto de l-dimetila-
minonaftaleno-5-sulfonilo (Ruka),foi feita conforme ao método de Gray
e Hartley (1963). Uma lectina pura, a concanavalina A (Sigma), foi
também dansilada. A fluorescéncia obtida foi determinada a partir
da dissolugdo das proteinas dansiladas em solugfio de uréia 8M, uti
lizando-se um fluordmetro Coleman 1ZC, com filtro primario de 330nm
e secundario de 560nm, fluoresceina de sddio como padrdao comparati
vo e branco de caseina. Verificou-se a infiuéncia destas modifica
¢Oes quimicas na digestibilidade pela pepsina e pancreatina e nas
atividades antitriptica e hemaglutinante das fra¢des protéicas do

feijao, utilizando-se a caseina como controle.
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3.2.4. Ensaios biolodgicos

3.2.4.1. Ensaios de intubagdo gastrica com proteinas do feijao e

lectina de feijao-de-porco (C. ensdiformis) dansiladas

As proteinas dansiladas, fragdes globulina e albumina, ca
seina e concanavalina A, foram intubadas em ratos previamente sub-
metidos a jejum de 24 horas, com adgua a vontade, para esvazia-

mento do trato gastrintestinal (Sgarbivri et aql<<, 1982a) e a anes

tesia leve com é&ter etilico (Smith, 1972; King et alii, 1980a)

Intubou-se 50mg de cada proteina e 20mg da lectina, sob forma de
2 mL de suspensao em NaCl 0,9%, utilizando-se 2 ratos em cada ca-
so. Decorridos 1 hora e meia apds a intubagdo, os ratos foram sa-
crificados por asfixia com €ter etilico e dissecados. Na disseca-

¢do, os duodenos e porgdes do jejuno médio eram removidos e coloca
dos em fixador formaldeido, para inclusao em parafina é cortes his

toldgicos (8 mm), que foram corados com hematoxilina e caseina (HE)

3.2.4.2. Preparo das dietas

Todas as dietas utilizadas eram preparadas basicamente
segundo a Association of Official Analytical Chemists (1975) para
conter 10% de proteina e 8% de 6leo. O teor percentuél real de pro
teina bruta médio obtido foi de 10,53 + 0,36% e utilizou-se 8% de
6leo de milho (Mazola). A mistura salina foi preparada scgundo
Hegsted et al<7 (1941) e utilizada para fornecer 4% da dieta
(Nutritional Biochemicals Corporation, 1977/1978). A mistura vita-
minica para dieta fortificada, foi preparada e utilizada em nivel
de 2% da dieta, de acordo com a Nutritional Biochemicals(brpamnion
(1977/1978). A adigdao de fibras (celulose) foi omitida no caso das

dietas de feijao, visto que o mesmo ja continha 5,20% de fibra bru
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ta, mais particularmente celulose, o que fazia com que o teor de
fibra bruta das dietas ficasse em torno de 2,5%. Igual teor era,
por vezes, adicionado a dieta de caseina, para fins comparativos .
As dietas eram completadas a 100% com a fracao carboidrato , sendo
25% desta fornecido como sacarose (aglicar refinado Unido) e 75% co
mo amido (amido de milho Maizena), segundo Sgarbieri (1979). O fei
jao em grao e o extrato protéico do feijdo foram utilizados como
fontes protéicas, tanto em estado cru como tratados termicamente .
Para incorporagao as dietas, os grios, adrede macerados em agua
(1:3, p/v) por 12 horas, eram submetidos a cozimento em panela de
press3ao, na mesma proporgdo, de conformidade com o procedimento do
méstico, congelados, liofilizados e moidos até granviometria de 20
mesﬁ. Parte do extrato protéico do feijdo era autoclavado a 121°C
por 30 min. (Antunes e Sgarbieri, 1580; Marquez e Lajolo, 1981), con
gelado, liofilizado e também moido até 20 mesh. Os graos e o extra
to protéico incorporados em estado cru eram somente moidos até a
nmesma granulometria. No preparo da dieta aprot€ica, nao foi adi-
cionada fibra e a proteina foi substituida pela fragio carboidra-
to utilizada nas outras dietas. As formulagdes das dietas, da mis-
tura salina e da mistura vitaminica, estdo dispostas nas Tabelas

1, 2 e 3, respectivamente.

3.2.4.3. Determinagdo da digestibilidade e do valor bioldgico

Determinados através de balango de nitrogénio, em que os
r2tos eram mantidos em gaiolas metabdlicas individuais, com dieta
e agua ad libitum. Os nitrogéniés ingeridos com a dieta, fecal e
urindrio eram determinados e verificadas as variagOes de peso dos
animais. A digestibilidade aﬁarente e verdadeira foi calculada éog

forme descrito por Wolzak et al<< (1981) e Liener e Thompson (1980),
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TABELA 2. Formulagcao da mistura salina utilizada nos ensaios

biologicos, segundo Hegsted et alii (1941).

COMPONENTE FORMULA PERCENTAGEM
Carbonato de calcio CaCOz 25,574
Fosfato di—potéssiqo K,HPO, 32,222
Fosfato mono-calcico CaHPO, . 2H,0 7,493
Sulfato de magnésio MgS0,.7H,0 10,191
Cloreto de sodio NaCl 16,735
Citrato férrico  Fe(CgHg0,),.6H,0 (sic) 2,747
Iodeto de potassio KI 0,079
Sulfato de manganés MnSO, . 4H,0 0,499
Cloreto de zinco ZnCl2 0,024
Sulfato de cobre CuSO4.5HZO 0,029
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TABELA 3. Formulagdo da mistura vitaminica utilizada nos ensaios

bioldgicos, segundo Nutritional Biochemicals Corporation

(1977/1978).

COMPONENTE PERCENTAGEM
Concentrado de Vitamina A (200000 UI/g) 2,948
Concentrado de Vitamina D (400000 UI/g) 0,163
Alfa-tocoferol 3,276
Kcido ascorbico 29,486
Inositol 3,276
Cloreto de colina 49,144
Menadiona 1,474
Acido p-aminobenzdico 3,276
Niacina 2,948
Riboflavina 0,655
Hidrocloreto de piridoxina 0,655
Hidrocloreto de tiamina 0,655
Pantotenato de calcio 1,965
Biotina 0,013
Kcido folico 0,058
Vitamina B-12 0,001
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respectivamente, e o valor bioldgico aparente e verdadeiro segundo
Mitchell (1923-24). Foram rcalizados 3 ensaios de balanco de nitro

génio, com caracteristicas diferentes, dadas a seguir:

3.2.4.3.1. Ensaio A: para este balango foram utilizados ratos de
peso médio 65,2 + 5,7g, aue foram colocados em dietas de caseina,
feijao (safra da seca de 1982) cru, feijdo cozido, com teor protéi
co (Nx6,25) médio de 10,35 + 0,22%, e aprotéica, durante 11 dias,
sendo 5 de adaptagao e a coleta das fezes realizadas nos 6 dias
restantes. Utilizou-se 6 wvatos em cada dieta. O balanco visou efe
tuar a determinacdao das digestibilidades aparentes e verdadeiras das
proteinas das dietas. Paralelamente, foram colocados 6 ratos em
dieta comercial, em gaiolas de crescimento. Todos os animais utili
zados foram pesados no inicio do experimento, aos 5 dias de adapta
¢ao e aos 11 dias. Passado este periodo, os ratos em caseina foram
mantidos como controle e, os ratos até entdo em feijdo cru, foram
postos na dieta comercial, para observar sua recuperagéd em termos
de peso. Por outro lado, aqueles ratos que vinham sendo mantidos
nesta dieta, eram, por sua vez, colocados na dieta de feijdo cru,
com vistas a se observar o numero de dias em que permaneciam vi-
vos. Apds a morte de 50% dos ratos, os sobreviventes, bem como 2
ratos em dieta de caseira e 2 ratos recuperados na dieta comercial,
foram sacrificados mediante asfixia com &ter etilico e dissecados,
removendo-se o duodeno ¢ parte do jejuno médio. Ato continuo, vi-
sando observar o efeito da dieta de feijdo cru na mucosa intesti
nal, realizou-se os cortes histoldgicos, ’ que foram submetidos
a coloracdo com hematoxilina e eosina e, eventualmente, 3 reacdo do

dcido periddico-Schiff (PAS).
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3.2.4.3.2. Ensaio B: neste balango, os ratos eram colocados em je-
jum por 24 horas (Sgarhieri o+t alid, 1982a) com Agna a vontade pa-
ra esvaziamento do trato gastrintestinal, submetidos 3 anestesial

ve com éter etilico (Smith, 1972; King et alii, 1980a) e a injegdo

intraperitoneal de uma dose Gnica de 10 microcuries (Comar, 1955 )

de glicina 14C, uniformemente marcada (U), proveniente de New
England Nuclear. Os ratos jejunos apresentaram um peso médio de
60,5 + 5,0g e, cerca de 2 horas apds a injecdo (Ochoa-Solano e

Gitler, 1968), foram colocados em dieta de caseina, caseina mais
2,5% de fibra, feijao (safra do inverno de 1984) cozido, feijao
cru, contendo uma percentagem média de proteina brutade 10,79 + 0,35%,
e aprotéica. Utilizou-se 3 ou 4 ratos por dieta e procedeu-se a um
balango de nitrogénio de 4 dias. Além do nitrogénio, determinou-se
também o carbono das fezes e urinas. Visava-se¢, com este balango,
observar o aparecimento de radioatividade nas fezes e urinas e,
através destas medidas, fazer comparacdes da excregao de nitrogé-
nio endogeno entre as diversas dietas. Realizou-se outro balan-
¢o, em condigGes similares, .injetando-se 5 uCi de glicina 14C (U)
proveniente de Amersham com 5 ratos de peso médic 79,8 + 4,9g, sen
do 3 colocados em dieta de caseina (1 rato controle, sem aplicagdo

de Gly 14

C), 1 em dieta de feijdo (safra das dguas de 1983) cozido
e 1 em dieta de feijdo cru, mas procedendo-se as colétas das fezes
a cada 24 horas, com vistas a observar a liberagio zradativa da
radioatividade.

3.2.4.3.3. Ensaio C: a semelhanca do balango anterisr, foram utili
zados ratos jejunos, de peso médio 57,6 + 3,5g, mas que foram colo
cados em dieta de caseina, caseina mais 2,5% de fibra, feijao éozi

do, feijdo cru, extrato protéico de feijio autoclavado e extrato

protéico de feijdo cru, contendo um teor percentual médio de pro-
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teina bruta de 10,46 + 0,37%. As dietas de feijdo foram preparadas

N atomos % de 151\1= 114 14 zou-ce

e

led o

4 part
A

fadd
N\

r do feijdo marca

o 1,4

o conten
também 3 ou 4 ratos por dieta e um balango de nitrogénio de 4 dias.
As fezes eram coletadas diariamente. Este balango destinava-se a
quantificar o nitrogénio enddgeno fecal e urinirio dos ratos nas
dietas de feijdo, através das determinacgdes das respectivas dilui-
goes isotopicas (Gest et alit, 1947; Comar et al<z, 1953). Os ra-
tos nas dietas de caseina, além de servirem como controle, destina

' 15

vam-se a determinacdo da percentagem de N natural, tomando-se a

média das percentagens das dietas, fezes e urinas, para entio de-

15N. Ao final do balango,

terminar-se os respectivos excessos de
0os ratos foram sacrificados por asfixia com &ter etilico, senda 2
ratos de cada dieta de feijdo marcado com 15N congelados para pos
tzrior dissecagao. Por ocasiic desta, os ratos foram descongelados,
separando-se e pesando-se as carcagas, as visceras do torax e abdo
me e os conteldos gastrintestinais, que foram novamente congela-
dos, liofilizados e moidos para homogeneizagdo. Ato continuc, pro-

15

cedeu-se as determinagdes de nitrogénic e N destes materiais lio

f

FAe

lizados, objetivando verificar a incorporagao e o percentual de
L]
nitrogénio proveniente do feijdo nos mesmos, para as diversas die-

tas.

3.2.5. Tratamento estatistico

As médias dos valores experimentais eram comparadas atra
vés da andlise de variancia, teste F, e, caso apresentassem dife-
rengas significativas, por intermédio do teste de Duncan, 1955,
apud Puri e Mullen (1980). Com vistas a determinagao das relagdes
entre os valores experimentais, adotou-se o critério de se tragar

diagramas de dispersdo e as curvas de regressdo calculadas pelo mé
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todo dos minimos quadrados, sendo as relagoes testadas de acordo

............ de correla
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(Snedecor
venedecor

1948). A forga e o sentido das correlagdes eram classificadas se-

gundo Levin (1978).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Digestibilidade pela pepsina e pancreatina in vitro, ativida-

de de inibidor de tripsina e atividade hemaglutinante das pro

teinas do feijio.

Os valores encontrados nestas determinacoes, para as
proteinas em natureza e tratadas termicamente, estao dispostos na
Tabela 4. Os resultados mostraram que as digestibilidades foram
baixas, quando comparadas com a da caseina, tanto para o féijio in
tcegral, que ficou na faixa de 17 a 409 de digestibilidade in vitro,
determinada por Marquez e Lajolo (1981) para 15 variedades Dbrasi-
leiras de Phaseolfus vulgaris, como para as proteinas isoladés,empg
sentando valores semelhantes aos encontrados para a variedade Ro-
sinha G2 (Sgarbieri e Whitaker, 1982). 0 fato das proteinas isola
das terem apresentado valores de digestibilidade superiores aque-
la do feijéé integral, estad indicando a existéncia neste de subs-
tancias, provavelmente de natureza ndo-protéica, capazes de intera
girem com as proteinas do feijdo e/ou com as enzimas proteoliticas,
reduzindo a digestibilidade. O tratamento térmico ocasionou um au-
mento dos valores da digestibilidade <n vitro, cerca de 23-25%, co
mo ja demonstrado ha tempo por Waterman e Johns {(1921) e, mais re-
centemente, por Licner e Thompson (1980). Com relagdo aos fatores
antinutricionais, verificou-se que ambas as atividades antitripti
ce ¢ hemaglutinante, concentram-se principaimente na fragao albumi
na. Este resultado esta de acordo com o relatado por Antunes e
Sgarbieri (1980) para o feijdo Rosinha G2. O aspecto de que o ex-
trato protéico tenha apresentado uma atividade antitriptica menor

4

do que o feijao integral, fica em parte explicado pelos resultados
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encontrados por Antunes (1979), que verificou a presenga de inibi-
dores de proteases em sdlidos dialisaveis (PM<10000) obtidos de
Phaseolus vulganis. Sawazaki et alii (1983) encontraram atividade
antitriptica, embora fraca, em sobrenadantes, apds precipitagio de

proteina hidrolisada de feijdo Carioca 80 com acido tricloroacéti-

co (PM<2000).

4.2. Efeito das modificac¢les quimicas na digestibilidade <n vitro

e fatores antinutricionais das fragSes protéicas do feijdo

As percentagens de metilacdo redutiva obtidas para as
fragGes globulina e albumina e para a caseina, apresentaram o va-
lor médio de 54,38 + 0,66%, e a dansilacdo, a wdédia de 20,4 + 5,6
unidades arbitrarias de fluorescéncia, comparada:c com 80 unidades
fixadas para uma solugdo contendo 5 pg/mL de fluoresceina de sddio.
A influéncia destas modificagdes nas digestibilidades pela pepsina
¢ pancreatina <n vitro, assim como nas atividades antitriptica e
hemaglutinante, esta apresentada na Tabela 5. Verifica-se que a me
tilacdo redutiva ocasionou uma reducgdo da digestibilidade da ca-
seina de 19%, conforme ao ja relatado por Galembeck e* alii (1977)
e de magnitude semelhante aquelas encontradas por Leé et allt
(1878), utilizando alfa-quimotripsina e tripsina. Para as fracoes
protéicas metiladas do feijdo, as redugdes da digestibilidade fo-
ram bem maiores e as atividades de inibidor de trivsina ficaram bas
tante diminuidas, provavelmente devido ao fato de que os inibido-
res funcionam como um falso substrato para a tripsina (Sgarbieri e
Whitaker, 1981), que passa a nido reconhecer nestes, os residuos
de lisina que foram metilados. As atividades hemaglutinantes fica-

ram ainda mais diminuidas, ocorrendo inativagido total no caso da
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fragdao globulina. A dansilagdo, por sua vez, nio modificou de for-
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ma marcante as digest antitripticas, mas
reduziu notavelmente as atividades hemaglutinantes. Com base nes-
tes resultados, verificou-se das dificuldades de interpretacdo dos
resultados, caso fossem utilizadas estas técnicas de marcacilo, pa-

ra estudo do metabolismo protéico do feijdo e possiveis 1ligacdes

com a mucosa intestinal de ratos.

4.3. Cortes histologicos do intestino delgado de ratos submetidos 3

intubagdo gastrica com proteinas do feijdo e lectina dansila-

das

Un desenho esquemdtico da mucosa intestinal, com suas
caracteristicas morfoldgicas normais, estd mostrado na Figura 4.0s
cortes histologicos dos duodenos e jejunos dos ratos intubados com
as fragOes globulina e albumina, bem como com a caseina dansilada,
nao mostraram fluorescéncia ligada as vilosidades, nem qualquer al
teragac das mesmas. Tal fato ratifica os resultados encontrados na
sub-secao anterior, sabzndo-se que as lectinas existentes no fei-
jao e responsaveis pela atividade hemaglutinante (Jaffé, 1969), 1i
gam-se a superficie luminal das vilosidades intestinéis dos ratos
(King et aliZ, 1980b), ocasionando dilaceragdo das microvilosida-
des do duodeno, quando administradas via intragastrica (King et
alz<, 1980a). Assim, a grande redugdo observada na atividade hema-
glutinante devida a dansilag¢Zc, provavelmente inibiu estes cfei-
tos. Entretanto, os cortes dos duodenos dos ratos intubados com
concanavalina A, apesar de ndo mdstrgrem fluorescéncia, apresenta-
ram uma intensa descamagdo de células absortivas na regido apical

das vilosidades e uma redugdo do niimero de células caliciformes,em
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BORDO ESTRIADO

NOCLEC DAS
CELULAS ABSORTIVAS

CELULAS ABSORTIVAS

VASOS COM HEMACTIAS

5. ANDULAS DE
LIEBERKUHN

LAMINA PROPRIA

PROLONGAMENTO
04 _MUSCULAR

SUBMUCOSA

CAMADA MUSCULAR w—=——
“INTERNA

CAMADA MUSCULAR
EXTERNA

MEMBRANA SEROSA

YIGURA 4. Desenho esquematico de mucosa de intestino delgado,mos
trando as vilosidades e alguns componentes de :maior in-
teresse, para estudo dos efeitos de lectinas de feijdo no

duodeno € jejuno de ratos.
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sua metade superior. Estes aspectos estdo mostrados nas Figuras 5,
6 e 7. A elevada toxidez do extrato salino bruto de Canavalia
ensiformis, via intraperitoneal, em ratos, ja foi demonstrada por
de Muelenaere (1965), sendo comparidvel e mesmo supevrior aquelas
de variedades de Phaseofus vulgaris. A seta na Figura 7 estd indi-
cando o final da continuidade da bordadura em escova da vilosidade
onde inicia o efeito da acdo da lectina. Deve ser ressaltado o fa-
to de que, apesar da agdo tdxica verificada, a concanavalina A
apresentou uma atividade hemaglutinante muito baixa,vmesmo em for-
ma nativa, de 2,0 AH/mg, o que esta de acordo com o demonstrado
por cde Muelenaere op. cit. e descrito por Liener 1974y, que nem

1=

sempre a agao toxica dc uma lectina pode scr medida pe

a sua ativ

[y
f R

dade hemaglutinante.

4.4, Composicdo de aminodcidos do feijdo Caricca 30 e da  caseina

comercial

Os resultados dos aminogramas apresentudos na Tabela 6,
mostram que tanto a composig¢do de aminodcidos d¢ cultivar Carioca
80, como a da caseina‘comercial, foram semelhan:es aquelas reporta
das por Sgarbieri et al<i (1979) para outros cultivares de feijao
e Montes (1966) para a caseina. A tnica deficiénzia em aminoicidos
essenciais, com relagdo a uma proteina padrio (NRC, 19890), foi a
de sulfurados totais (L/2 Cys + Met) no feijdo Cavioca 80, como ja
amplauente divulgado na literatura para Phageoﬂué Vilganis (Tobin e
Carpenter, 1978; Sgarbieri e Whitaker, 1982). O conteiido de tripto
fano, apesar de nao ter sido determinado, sabe-se nio apresentar
problemas de limitacdo em feijao (Tobin e Carpenter, 1978) e casei
na (Montes, 1966) com relagdo ao valor de 1,1 g/l6gN, sugerido por

NRC (1980).
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FIGURA 7. Corte histologico do duodeno de rato,
1 hora e meia apds intubagdo gastri-
ca com concanavalina A (detalhe am-

pliado da Fig. 6). HE, 550X.
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TABELA 6. Composigdo de aminoacidos (g/16g N) da proteina do feijio
Carioca 80 (Phaseolus vulgaris), da caseina comercial, e
do padrao de referéncia para proteina de alia qualidade,
segundo National Research Council (1980).

AMINOACIDO FEIJAO cASEINA  PROTEINA
CARIOCA 80 (NRC,1980)

Kcido aspartico 14,2 8,4

Treonina 5,9 5,5 3,5
Serina 6,3 7,1

Acido glutamico 18,4 29,6

Prolina 3,9 9,3

Glicina 5,3 2,2

Alanina 5,4 3,4

Valina , 9,6 7,1 4,8
1/2 Cistina 0,3 tracgos

Metionina 1,0 2,9

Sulfurados totais (1/Z Cys+ Met) 1,3 2,9 2,6
Isoleucina . 5,7 5,2 4,2
Leucina 9,6 9,9 7,0
Tirosina A 2,5 5,5
Fenilalanina 6,6 5,7

Aromatices totais (Tyr + Phe) 9,1 11,2 7,3
Histidina 3,9 3,1 1,7
Lisina 8,1 7,9 5,1
Arginina ‘ 6,8 4 4,2
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4.5. Resultados obtidos no Ensaio A

Os valores médios das digestibilidades aparentes e verda
deiras, encontrados para o feijao e a caseina, e a variagao de pe-
so média dos ratos, encontram-se na Tabela 7. A digestibilidade do
feijao cozido ficou na faixa de médias relatadas por Tobin e
Carpenter (1978) e a do feijdo cru foi baixa e similar aquela en-
contrada por Pusztai et al<< (1979a), de 31% para o cultivar Pinto
ITI. Verificou-se um aumento absoluto de cerca de 40% na digestibi
lidade do feijgo devido ao tratamento térmico, que esta de/ acordo
com o encontrado por Kakade e Fvans (1966) para a variedade Sanilac,
A caseina mostrou uma digestibilidade superior a 90%, comc i3I am-
plamente divulgada na literatura (Pusztai et alii, 1975; Wolzak
et aliz, 1981).

A Figura 8 mostra a variacdo do peso médio dos ratos,nas
diversas dietas utilizadas no balango e na dieta comercial, onde
pode ser observado que o ganho de peso por rato, nesta Ultima, foi
semelhante aquele por rato em dieta de caséina, decorridos 11 dias
correspondentes ao periodo de adaptacio e balangc propriamente di-
to. Apds este periodo, os ratos que até entio eram mantidos na die
ta de feijdo cru e foram colocados na dieta comercial, mostraram
uma recuperagao do peso, aos 33 dias do experimento, com relacao
a2os ratos em caseina. Este fato demonstrou ser o efeito téxico do
feijao cru reversivél, como jia hi muito demonstrado por Osborne e
Mendel, em 1919, apud Johns e Finks (1920) e, mais recentemente,
por Pusztai et alii (1979b). Por outro lado, dos ratos que foram
colocados na dieta de feijdo cru, apds 23 dias, metade continuavam
vivos. Assim, o cultivar Carioca 80 apresentou uma toxidez baixé ,
quando comparada com aquelas encontradas na literatura para outros

cultivares de Phaseolfus vulgaris (Honavar et alii, 1962; Antunes e
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Sgarbieri, 1980; Bender e Reaidi, 1982). Outro aspecto que corrobo
ra este fato, € o de que, durante os seis dias de balanc¢o, a perda
de peso média dos ratos em feijdo cru, era aproximadamente igual
aquela dos ratos em dieta aprotéica (Tabela 7), enquanto que para
outros cultivares € normalmente maior (Pusztai et alii, 1977). Com
base nestes resultados, confirmou-se a viabilidade da realizacio
de balangos de nitrogénio com dietas contendo feijao cultivar Ca-
rioca 80 em estado cru, como Unica fonte protéica.

Um corte histologico do duodeno de rato, corado com hema
toxilina e eosina, apds 34 dias em dieta de caseina, estd mostra-
da na Figura 9, onde podem ser observadas vilosidades seccionadas
em diferentes niveis. Sio vistas com nitidez e guardando todas as
relagoes morfoldgicas normais, as seguintes estruturas: células
absortivas, exibindo o seu bordo estriado (microvilosidades) em
perfeita continuidade; c&iulas caliciformes; 1amina propria; glan-
dulas de Lieberkiihn; subuucosa e camada muscular. A Figura 10 mos
tra um detalhe da Figura 9, apresentando as mesmas estruturas em
malor aumento, com exce¢do da submucosa e camada muscular, que
apar=cem juntamente com as glandulas de Lieberkiiin, em outro deta
lhe, na Figura 11. A Figura 12 mostra um corte histoldgico, também
de duodeno de rato em caseina, apds reagdo do PAS. As glicoprotei-
nas coram-se em vermelho (em negro na imagem branco e preto), fa-
zendo com que as superficies celulares correspondente as microvilo
sidades ¢ o conteldo das células caliciformes, seccretoras de muco,
aparegam mais intensamente (Kennye Booth, 1978; Jungueira e Carneiro,
1979). Na Figura 13, estd mostrado um corte—do ducdeno de rato,
ap0s 23 dias na dieta de feijdo cru, notando-se zonas de necrose e
colapso das vilosidades, havendo aglomerados de células de reves
timento necrosadas (zonas escuras), separadas do corpo da vilosida

de, com conseqiiente exposig¢io da lamina propria. A Figura 14 mos-
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tra um detalhe aumentado da Figura 13, vendo-se uma total desconti
nuidade do bordo estriado da vilosidade, assim como praticamente o
desaparecimento das c€lulas caliciformes e de muco. Os efeitos da
dieta de feijao cru aparecem ainda mais deletérios na Figura 15,
onde atingiram a camada muscular e € observado o desaparecimento

das vilosidades, restando apenas remanescentes da lamina propria.
Permanecem ainda visiveis as porgdes tortuosas das glandulas de
Lieberkihn, préximas & camada muscular. O ldmen intestinal tem co-
mo conteiido, grande quantidade de restos teciduwais das zonas necro
sadas das vilosidades. Os cortes histologicos dos jejunos dos ra-
tos em caseina e em feijdo cru, apresentaran, respectivamente, as-
pectos morfoldgicos semelhantes aos ja descritos. (s cortes dos
intestinos delgados dos ratos recupérados em dicta comercial, apre

sentaram caracteristicas normais.

4.6. Resultados obtidos no Ensaio B

As médias dos resultados experimentais, com os respecti-
VoS aesvios padroes, referentes as variacdes de peso, digestibili-
dades e valores bioldgicos, estdo dispostos na Tabela 8, onde veri
fica-se que tanto as operacles de anestesia e injecdo da Gly 140,
como a adigcao de 2,5% de fibra, nZo modificaram a vtilizacio da
caseina pelos ratos. As vavriacdes de peso ficarzm dentro do espera
do. A digestibilidade verdadeira da caseina comercial, esta de
acordu com aquela encontrada por Liener e Thompson (1980) e o va-
lor bioldgico semelhante ao relatado por Lee et ali<(1978). As di-
gestibilidades do feijdo, cozido e cru, mostraram valores levemen-
te inferiores aos encontrados para o feijdo utilizado no balancgo

anterior e idéntico aumento, de 40%, devido ac tratamento térmico.
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FIGURA 15. Corte histoldgico do duocdeno de ra-
to, apds 23 dias em dieta de feijdo
cru; 1lk-glandulas de Lieberkiihn,

lm-l3amina propria, cm-camada muscu-

W ik vk - 0 7%
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O feijao cczido apresentou um valor bioldgico verdadeiro acima da
faixa de médias revisada por Tobin é Carpenter (1978), como ja
constatado por Sgarbieri et alii (1983) para este cultivar, ndo di
ferindo significativamente (P<0,05) do valor biologico da caseina.

Visto que o elemento radioativo da glicina utilizada era
0 carbono e ndo o nitrogénio, determinou-se as correlacgdes entre
as radioatividades das fezes e urinas e as quantidades de carbono
e nitrogénio excretadas pelos ratos nas dietas utilizadas. As Fi-
guras 16 e 17 mostram, respectivamente, que as radioatividades das
urinas apresentaram correclagdes lineares, positivas, moderadas e
assemelhadas com o carbeno, r=0,5967* (P<0,05), e com o ﬁitrogé-
nio, r=0,5433* {<0,05), excretados na urina. A radioatividade das
fezes mostrou corvelacio linear, positiva e moderada, r=0,8629**
(P<0,01), com o carbono (Figura 18) e correlacao linear, positiva
e forte, r=0,9564** (P<0,01), com o nitrogénio (Figura 19) excreta
do nas fezes. Assim, o carbono radioativo ligado ao nitrogénio re-
presentava no caso das urinas e, com maior fidelidade, ﬁo caso
das fezes, a radioatividade que, por sua vez, indicava excregao
de nitrogénio enddgeno.

A Tabela 9 mostra que as médias das radioatividades das
fezes diferiram (P<0,05; entre as diversas dietas, com excegao da-
quelas dos ratos em dietas de caseina e caseina contendo 2,5% de
fibra. Este resultado demcnstrou que a excrecdo de nitrogénio endo
geno fecal diferiu entre os ratos nas demais dietas, indicando a
inadequagdo da dieta aprotéica para a corregao da digestibilidade
aparente, principalmente nc caso dos ratos em dieta contendo pro-
teinas de feijdo, em que a radioatividade excretada foi cerca de
5 vezes maior, na dieta de feijao cozido e 10 vezes maior, na die-
ta de feijao cru. O fato da adigdo de celulose 3 dieta de caseina

ngo ter alterado a excregido de nitrogénio enddgeno fecal dos ra-
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0,200 uCi= 0,059+ 00007 mgC 0

r = QO,59067%
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FIGURA 16. Regressdo linear para a relacgdo entre a radioativi-

dade (uCi) das urinas e a excreg¢do urinaria de car-

bono (mg) de ratos Wistar injetados com Gly 14

C,apos
balango de nitrogénio de 4 dias, en dietas de fei-
jao (Phaseolus vulganis) cv. Carioca 80, caseina e

aprotéica.
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FIGURA 18. Regressao linear para a relacgdo entre a radioativi-
dade (uCi) das fezes e a excregio fecal de carbono
(mg) de ratos Wistar injetados com 51y 14C, apos ba
lange de nitrogénio de 4 dias, em dietas de feijdo

(Phaseolus vulgaris) cv. Caricca 8G, caseina e apro

téica,
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TABELA 9. Radioatividade das fezes e urinas de ratos1 Wistar pre-

viamente jejuados e injetados via intraperitoneal com
glicina 14C, colocados em balango de nitrogénio de 4 dias,
em dieta de féijéo (Phaseolus vulganis) cv. Carioca 80,

safra do inverno de 1984, caseina e aprotéica.

DIETA RADIOATIVIDADE (uCi)
FEZES URINAS
Aprot&ica 0,041+0,019% 0,080+0,0442
Caseina 0,089+0,031P 0,111+0,0172
Caseina + 2,5% fibra 10,097+0,045 0,132+0,0323
Féijao cozido | 0,222+0,020¢ 0,144+0,0492
Feijdo cru 0,419+0,0334 0,094+0,0182

1. Os resultados representam a média para 3 ou 4 ratos; valores na

mesma coluna assinalados com a mesma letra, nao diferem (P<0,05).
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tos encontra-se de acordo com o descrito por Araya et aliz (1974),
que a adicdo de celulose, embora aumente o peso das fezes de ratos
em dieta aprotéica, reduz o teor de nitrogénio das mesmas, manten
do constante a excregdo de nitrogénio total. Por outro lado, as mé
dias das radioatividades daé urinas dos ratos nas diversas dietas,
nao diferiram (P<0,05), o que demonstrou a adequagao da dieta apro
téica para corregdo do nitrogénio endSgeno urinidrio, visto que a
excregao nao variou entre as dietas. Verificou-se a existéncia de
correlagdao linear, negativa e forte, entre a digestibilidade apa-
rente (DIG) e a radioatividade, em microcuries (uCi), das fezes

dos ratos nas dietas de caseina e feijdo, definida pela equagao,

ot}

DIG(%)=112,2481-210,9776 uCi, com r=-0,9805**, P<0,0ti (Figura 20),
demonstrando a influéncia da excregdo de nitrogénio endogeno fecal
nos valores de digestibilidade. O valor bioldgico aparente mostrou
correlagdo linear, negativa e moderada, VB(%)=89,6402-201,7573 |Ci,
com r=-0,8990**, P<0,01, com a radioatividade das fezes (Figura?2l),
mas nao apresentou correlacdo significativa, =—0,0839ns (P<0,05 )
com a radioatividade das urinas.

Os resultados do experimento de.coleta diaria das fezes
estdo apresentados na Figura 22, onde verificou-se que a radioati-
vidade acumulada das fezes do rato em dieta de feijfo cozido, embo
ra 2 a 2,5 vezes maior, ao longo do balango, Mmostrou uma mesma ten
déncia a estabilizagdo do que as dos ratos em dieta de casefna. Ji
¢ rato em dieta de feijdo cri, apresentou uma liberacgdo inicial de
radioatividade fecal baixa, provavelmente devida ac lento esvazia-
mento do conteldo estomacal (Sgarbieri et éiii, 1982a), o que re-
sultou numa.quantidade de fezes pequena nas primeiras 24 horas do
experimento, que pode ser observada na Tabela 10, onde também esta

mostrada a redugdo das radioatividades especificas das fezes ao

longo do balango. Entretanto, a radioatividade acumulada das fezes
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DIC

{0)
100 DIG(26) =112,24 8] -2|10,97 76 uCi
ol A r =-0,9805%#%
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FIGURA 20. Regressao linear para a relacdo entre a digestibilidade
aparente (DIG) das proteinas das dietas e a radioativida
de (uCi) das fezes de ratos Wistar, previamente jejua-
dos e injetados via intraperitoneal com glicina 14(3, ap{)'s
balango de nitrogénio de 4 dias em dietas de caseina (A),
feijdo (Phaseofus vulganis) cv. Carioca 80, cru (D) e

cozido (QO).
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80 VB(%)=89,6402 -201,7573 uCi
A r =-0,8990%#%
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FIGURA 21. Regressdo linear para a relagdo entre o valor bio-

16gico aparente (VB) das proteinas das dietas e a
radioatividade (uCi) das fezes de ratos Wistar,pre
viamente jejuados e injetados via intraperitoneal
com glicina 14C, apas balango-de 4 dias em dietas
de caseina (A), feijdo (Phaseclus vulganis) cv.
Carioca 80, cru (D) e cozido ((); os outros ra-
tos nas dietas de feijao cru apresentaram VB nega-
tivo e nao foram considerados nc calculo da regres

sao.
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FIGURA 22, Radioatividade acumulada (uCi) das fezes de ratos Wistar,
adrede jejuados e injetados com glicina 14C, ao longo de
balango de nitrogénio de 4 dias, em dietas de caseina(d),
feijao (Phaseolus vulganis) cv. Carioca 80, cru (D) e

cozido (Q).
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do rato em feijdo cru, aumentou continuamente, nao apresentando

for
o
tn
(e
$h]
2,
o
nd
—d
-
N
o}

-~ -
tendencia o que

que pode ser atr

1
-

ibuido a les3es pro-
gressivas das vilosidades intestinais dos ratos pela agao das lec-
tinas do feijao, conforme ao relatado em sub-segdes anteriores,com
conseqiiente aumento de material celular radioativo nas fezes. As
variagoes de peso, digestibilidades e valores bioldgicos encontra
dos, através do balango de nitrogénio, referentes a este experimen
to, acham~se dispostos na Tabela 11, onde observa-se que os valo-
res das digestibilidades e valores bioldgicos deste feijao, da sa-
fra das aguas de 1983, diferiram daqueles encontrados para o fei-
jao proveniente da safra de inverno de 1984. A influéncia da €poca
de colheita na quantidade e gunalidade protéica do feijao ja foi

demonstrada por Lantz et aiiZ (1958).

4.7. Resultados obtidos 1o Ensaio C

Os valores encontrados para a digestibilidade e o valor
biologico, com base no balango de nitrogénio total, encontram-se
dispostos na Tabela 12. Para o feijdo cozido, a digestibilidade e
o valor bioldgico, estdo dentro da faixa de variacio apresentada na
revisao de Tobin e Carpenzer (1978). Observou-se novémente um au-
mento, devido ao tratamentc t&rmico, dos valores da digestibilida-
de do feijao integral e do extrato protéico, como ji relatado na
literatura (Jaffé, 1950; Antunes e Sgarbier@, 1980; Liener e
Thompson, 1980), assim conrc dos respectivos valores bioldgicos,
sendo particularmente notavel no caso do feijdo integral. A utili-
zagdo do extrato prot€ice autoclavado, apresentou também um aumen-
to absoluto de cerca de 15% da digestibilidade, semelhante ao en-

contrado por Antunes e Sgarbieri (1980), e similar aquele do valor
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bioldgico, com'relagéo ao feijdo integral cozido. Verificou-se tam
hém um aumento absoluto de aproximadamente 33% da digestibilidade,
ao utilizar-se o extrato protéico cru, com relagdo ao feijdo inte-
gral cru. O valor bioldgico do extrato protéico cru nio diferiu
(P<0,05) daquele do feijao cozido e o do extrato protéico autocla-
vado do valor bioldgico da caseina. Assim, infere-se dai a existén
cia no feijao integral, de substancias de provdvel natureza nio-
protéica, capazes de interagirem com suas proteinas e/ou com as en
zimas digestivas do rato, diminuindo a digestibilidade, & semelhan
¢a do relatado na sub-segdao 4.1. Com relagdao ao valor bioldgico,os
resultados sugerem igualmente uma interag3o mas, neste casé; subs-
tancias ndo-protéicas do feijdo integral seriam capazes de interfe
rirem com a utilizacgido da proteina, ao nivel de metabolismo inter
medidrio. Outra hipGtese possivel, seria de que todo efeito negati
vo das substancias interferentes estaria sendo exercido ao nivel
intestinal, em termos de digest3o e absorgdo, de forma que o "pool"
de aminodcidos disponiveis para sintese protéica, seria mais ade-
quado no caso de utilizar-se o extrato protéico. Evans e Bauer
(1978) ja haviam relatado a existéncia de substincias dialisaveis
e termorresistentes no feijao, que eram capazes de inibir o cresci
mento de ratos, quando incorporadas a dieta cujas fontes protéicas
eram fragdes protéicas de feijdao autoclavadas. Pdsteriormente,
Sgarbieri et aliZ7 (1982b) verificaram que a extracdc das proteinas
do feijao, seguida de dialise, eliminava fatores antinutricionais,
provavelmente de natureza nio-protéica, capazes de interferir com
a digestibilidade da proteina e a utilizacdo de aminoicidos. Os ra
tos mostravam um crescimento maior com a suplementagdo do isolado
protéico com metionina, do que com a do feijao integral, ambos tra-
tados termicamente. Verificou-se, neste balango, novamente a in-

fluéncia tanto da época como do local de colheita (Lantz et alit,
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1958), principalmente no valor bioldgico do feijdo, quando compara
do com o balanco anterior (Tabela 8).

As digestibilidades e valores bioldgicos das proteinas
do feijéo; calculados com base no balango do excesso de nitrogénio
i5, estdo dispostos na Tabela 13. A média de percentagem natural
de 15N encontrada foi de 0,380+0,014%, similar a relatada por
Goldman, em 1962, de 0,370%, apud Wang e Willis (1965) e a das
dietas, 0,936+0,020% de excesso de 15N. Tais digestibilidades e va
lores bioldgicos foram denominados reais, tanto para diferenciar
daqueles aparentes e verdadeiros, como devido a n3o sofrerem inter
feréncia do nitrogénio excretado pelos ratos de origem eﬂdégena,
dizendo respeito somente a proteina do feijdo. Na verdade, os cal-

culos dos valores determinados pelo balanco do excesso de 15

N,equi
valem matematicamente a se efctuar as corregdes das digestibilida-
des e valores bioldgicos aparentes, com as excregdes endSgenas fe
cais e urindrias reais, cujas médias estdo mostradas na Tabela 14
(ver Apéndice 1). O exame da Tabela 13 mostrou que o tratamento
térmico ocasionou um aumento absoluto dos valores das digestibili-
dades, como observado nos balangos anteriores, de 32% para o fei-
jio integral e 26% para o extrato protdico. A extragao da proteina
aumentou a digestibilidade do feijZo cru de 17%, semelhante ao en-
contrado para a digestibilidade <n vwitro , mostrada na Tabela 4.
Para os materiais tratados termicamente, o aumento foi de 11%. To-
das estas diferengas foram significativas (P<0,05), valendo portan
to, para estes resultados, todas as observagoes feitas para as di-
ferentes digestibilidades aparentes e verda&eiras obtidas atraveés
do balango de nitrogénio total (Tabela 12). Entretanto, os valores
biologicos reais do feijdo integral e do extrato protéico, sofre-

ram uma redugdo com o tratamento térmico, sendo esta Gltima signi-

ficativa a nivel de 5%. Esta redugdo do valor bioldgico do extrato
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protéico, resultante da autoclavagem, pode ser atribuida ao de

-
réscim

PR H LY,

t
iodispon

2
>

O

a ibilidade de aminoacidos essenciais (Osner e
Johnson, 1968; Antunes e Sgarbieri, 1980). A utilizagio do extrato
protéico, por outro lado, apresentou um aumento absoluto de cerca
de 10% com relagao ao feijao integral, tanto no estado cru como
tratado termicamente.

Confrontando-se as Tabelas 12 e 13, pode ser observado
que os valores de digestibilidade e o valor biolGgico, aparentes e
verdadeiros, obtidos através do balango de nitrogénio total, foram
inferiores aqueles reais, obtidos a partir do balancgo do excesso
de nitrogénio 15. Este fato demonstrou que, no caso de prbteinas
de feijdo, os métodos convencionais de cdlculo da digestibilidade,
in vivo € in vitro (Tabela 4), assim como do valor biocldgico, ten-
dem a subestimar os resultados encontrados para estas avaliacgoes

de qualidade proté&ica.

0 exame da Tabela 14 mostra que, no tocante as fezes, as
percentagens de nitrogénio endégeno do nitrogénio total excretado
pelos ratos, diferiram (£<0,05) devido ao tratamento térmico no
caso do feijdo e o isolamento da proteina alterou esta percentagem,
quando em estado cru. Nc entanto, as quantidades excretadas de ni-
trogénio endogeno fecal, apresentaram variagoes pronunciadas entre
as dietas, sendo significativamente maiores para os ratos nas die-
tas preparadas com feijado integral e extrato protéico crus. O tra-
tamento térmico reduziu esta excrecdo em ambos os casos, mas o iso
lamento da proteina somente nb estado cru. Tendo em vista estes re
sultados, procurou-se determinaf as relagOes existentes entre a di
gestibilidade aparente (DIG), com a percentagem e a quantidade (mg)
de nitrogénio endogeno fecal (NEF). Encontrou-se, respectivamenfe,
uma relagao exponencisal, negativa e moderada, definida pela equa-

- 0,1451 NEF(Z)

¢ao, DIG(%)=3707,737S.¢e , com r=-0,7525**, 'P<0,01 (Fi
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uma relagdo logaritmica, negativa e forte,

2]
c
=
[+
N
(9}

—
(¢

DIG(%)=242,0260-46 com

r=-0,9621** D0 01 (F

p-l.

o1
o>

ra 24). Ver Apéndice 2, onde estd explicada a maneira como | foram
escolhidas as correlagdes adequadas. O valor biolGgico aparente
(VB) apresentou correlagido logaritmica, negativa e moderada com a quan
tidade de NEF‘(mg), cuja equagio foi VB(%)=125,1911-21,7654 1nNEF(mg),
=-0,7979**, P<0,01 (Figura 25). Demonstrou-se, desta forma, que
a excregao fecal de nitrogénio enddgeno do rato, constitui um fa-
tor importante na redugdo dos valores da digestibilidade e valor
biologico aparentes das proteinas do fei ijao. Em se tratando da ex-
cregdao urindria, a Tabela 14 mostra que o tratamentc térmico redu
ziu as percentagens de nitrogénio enddgeno urindria, para o feijdo
integral e o extrato protéico, e o isolamento da proteina n3o in-
fluiu nas mesmas. As quantidades de nitrogénio enddgeno urinirio
excretadas ndo diferiram entre as dietas (P<0,05). o que ficou em
concordancia com os resultados encontrados para as radioatividades
das urinas, dispostas na Tabela 9 anterior. Assim, o valor biologi
Co aparente nao mostrou relagdo significativa com as percentagens,
nem com as quantidades de nitrogénioc enddgeno urinario, com
r=-0,1660"%, P<0,05, e r=-0,1481"5, P<0,05, respectivamente.

Nas dietas contendo feijdo integral ou extrato protéico
cru , dentre os fatores que estimulam a excrecioc de ﬂitrogénio en-
dogeno fecal, encontram-se as lectinas, pela sua acao de descama-
¢do das celulas epiteliais intestinais, ja reportada ao longo des-
te trabalho, e os inibidores de enzimas pangreiticas, pelo estimu-
lo que exercem a produgdo de secregdes enzimidticas digestivas
(Green e Lyman, 1972; Liener, 1979). Em dietas contendo feijao co-
zido ou extrato protéico autoclavado, em que estes fatores antinu-
tricionais foram inativados, as causas que estimulam o rato a uma

maior excregaoendogena fecal, ainda ndo s3o cecnhecidas,
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100+
DIG (%) = 3TO7, 7370 o OIINEF(%)
@ e r=-0,7325%*
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FIGURA 23. Regressao exponencial para a relagdao entre a digestibili-
dade aparente (DIG) da proteina do feijdo Carioca 80
(P. vulganis), integral cru (D), cozido (O) e como ex-
trato protéico cru (@) e autoclavado (@), e a peréentg_
gem de nitrogénio enddgeno fecal (NEF) de ratos Wistar,
apos 4 dias de balango.
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DIG
(%)

1001

751

DIC(%)=242,0260 - 46,825 In NEF(mQg)
v =-0,062%*%

50 100 150 200 NEF(mg)

FIGURA 24. Regressdo logaritmica para a relacio entre a digesti

bilidade aparente (DIG) de proteina @ de = feijao
(Phaseolus vulganis) cv, Carioca 80, integral e como
extrato protéico, cru e cozido, e a quantidade (mg)
de nitrogénie enddgeno fecal (NEF) real de ratos

Wistar, previamente jejuados e mantidos em balango

de nitrogénio de 4 dias; feijdao integral cru (D),
feijao integral cozido (()), extrato proté€ico cru

(®), extrato protéico autoclavado (@).
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VB(%)
80-
VB(%)=125,191l - 21,7654 In NEF(mq)
r =-0,7979%*
60
40-
20-J
T

| 20 | 40 60 80  NEF(mg)

FIGURA 25. Regressdo logaritmica para a relacdo entre o valor biolo
gico aparente (VB) de proteina de feijdo (Phaseolus vulgaris)
cv. Carioca 80, integral cozido e como extrato protéico
cru ¢ autoclavado, e a quantidade (mg) de nitrogénio en-
dogeno fecal (NEF) real de ratos Wistar, previamente je-
juados ¢ mantidos em balango de nitrogénio de 4 dias: fei
jao integral cozido (Q), extrato protéico cru (@), ex-
trato protéico autoclavado (@).
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A diluigdo isotdpica do nitrogénio 15 fecal, ao longo do
balanco, esta expressa em termos da variagdo diaria da percentagem
de 15N do nitrogénic total das fezes dos ratos, nas dietas conten-
do feijao marcado, e mostrada na Figura 26. As linhas horizontais

15N no fei-

tracejadas indicam, de cima para baixo, o conteldo de
jao original (1,460%), nzs dietas (1,316 + O,QZO%) e natural
(0,380 + 0,014%) e visam salientar as diluig¢des isotdopicas encon-
tradas. As fezes dos ratos em dietas de feijao cru, apresentaram
uma mesma percentagem dae 1SN ao longo do experimento. Para o grupo
na dieta preparada com extrato protéico autoclavado, a diluicgao
isotopica foi bem maior em 24 horas e decresceu de forma ﬁarcante
até 48 horas. Para os ratos nas dietas de feijao cozidu e extrato
protéico em natureza, as diluigdes isotdpicas de 15y das fezes fo-
ram intermediirias em 24 h e diminuiram pouco até 48 h. Estes resul
tados concordam com aqueles encontrados para o experimento de libe
ragao acumulada de radioatividade fecal dos ratos injetados com

14c (Figura 22). A partir das 48 h, as percentagens de 15N nao

Gly
apresentaram diferenga significativa (P<0,05), para os ratos em ca
da grupo dietario, indicando que o nitrogénio marcado havia atingi
do um "'steady state'. Pode ser ressaltado o fato de que, com exce-
gdo dos ratos em dietas de feijdo cru, as variagoes das percenta-
gens de nitrogénio totual das fezes dos ratos, ao longo do balango,
foram semelhantes as encontradas para o nitrogénio 15, como pode
ser observado na Figura 27. Também neste caso, nao foram encontra
das diferengas entre as percentagens de nitrogénio fecal a nivel
de 5% de probabilidade, para os ratos em caéa dieta contendo fei-
jao, com excec¢do daqueles e¢m dieta de feijao cru, a partir das 48
horas de balango. Esta observagao de‘que as percentagens de nitro-

génio total das fezes dos ratos em dietas de feijdo cru, aumenta-

ram ao longo do balango, somada ao fato das diluigoes isotopicas
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FIGURA 26. Variagéd das percentagens de nitrogénio 15 do nitrogénio
total das fezes de ratos Wistar, adrede jejuados, ao lon
go de balango de nitrogénio de 4 dias, em dieta de fei-
jdo (Phaseolus vulgaris) cv, Carioca 80, integral e como
extrato protéico, cru e cozido; as percentagens de 15Ndo
feijao original, das dietas e natural estdo indicadas pe
las retas tracejadas; O~ feijdo-cru, O -feijio cozido,

&®-extrato protéico cru, @ -extrato protéico autoclava-
do.
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de 15N (Figura 22) e da quantidade de fezes (a partir das 48 h)nio

cal aumentou

terem variado, demonstro:

110
viva &l ~ & L

n
-

§

progressivamente.

A Tabela 15 mostra que os pesos das carcagas dos ratos
nas dietas de feijao e extrato protéico tratados termicamente, ao
final do balango, foram maiores do que aqueles dos ratos nas die-
tas de feijao e extrato pretéico crus. Ji os pesos das visceras,
nao apresentaram diferengas marcantes entre os ratos nas diversas
dietas, sendo pouco superiores para os ratos nas dietas contendo
extrato protéico. Os conteidos gastrintestinais mostraram—§e maio-

res para os ratos nas dietas de feijao e extrato protéico crus. No

fudo

Adadae da nitwvna
e e s o - a -— A S

»

tocante as percentagens e quant génio dcs materiais
analisados, encontrou-se pouca variacao no caso das carcagas e
visceras, mas as quantidades de nitrogénio dos conteiidos gastrin-
testinais, foram também maiores para os ratos em dieta de feijdo e

extrato protéico crus. Os dados da Tabela 16 indicam a ocorréncia

de uma baixa incorporacido do nitrogénio proveniente do feijao, nas

carcagas e visceras dos ratos em dietas de feijao e extrato pro-

“

téico em natureza, ao final dos .4 dias de balango, quando compara
do com os ratos nas dietas contendo as mesmas fontes protéicas tra
tadas termicamente. Observou-se uma quantidade semelhante de ni-
trogénio oriundo do feijao presente no conteiido gastrintestinal dos
ratos para todas as dietas, o que demon;trou que as malores quanti
dades de nitrogénio total nos tratos gastrintestinais dos ratos em
dietas de feijdo e extrato protéico crus (Tabela 15), eram devi-
das a uma maior quantidade de nitrogénio endGgeno. Este fato rati-
fica os resultados encontrados para as quantidades de nitrogénio

endogeno das fezes, mostrados na Tabela 14.
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5. CONCLUSOES

Nas condigdes em que foram desenvolvidas as pesquisas,

pode-se concluir que:

5.1. O tratamento térmico do feijdo (Phaseolus vutgardis, L.; culti

14

var Carioca 80), sob forma integral e de extrato protéico,
ocasionou um aumento da digestibilidade das proteinas; este
apresentou um valor absoluto médio de 23,6% para a digestibi-
lidade <n vitro e de 43,3% para a digestibilidade in  vivo,
aparente e verdadeirva, por sua v€z, a digesiibilidade in
vivo real, livre de interferéncias enddogenas, apresentou au-

mento de 29,4%. Com xrelagdo ao valor bioldgico das proteinas

do feijao, concluiu-se que, embora apresentasse aumento eleva

do dos valores aparentes e verdadeiros devido ao tratamen-

to térmico, os valores reais mostraram uma requena redugao de

8,0%,.m termos absolutos.

O isolamento da proteina da farinha integrel do feijio, me 1ho

rou seu valor nutricional: a digestibilidade i<n vitro aumen-
tou em média, 20,1%, a digestibilidade in vivo, aparente e
verdadeira, 23,7% e a digestibilidade in viuc real, 14,2%; o
valor bicldgico, aparente e verdadeiro, apresentou um aumento
absoluto consideravel, mas.aqueles reais, somente de 10,29, In
feriu-se que existem substancias no feijdo, de provivel natu-
reza nao-protéica, capazes de interagirem com as suas protei
nas ou com as enzimas proteoliticas, reduzindo a digestibili-
dade, além de interferirem ao nivel de metabolismo intermedia

T1i0.
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5.3. Ratos em dietas contendo feijao cru ou cozido, como Unica fon

5.4.

te protéica, excretaram uma quantidade de nitrogénio enddge

no fecal significativamente maior (P<0,05), do que ratos em
dietas de caseina e estes, mostraram uma excregao maior do
que aqueles em dieta aprotéica; assim, a wutilizagao de uma
dieta aprot€ica ndo & confidvel para o cadlculo da digestibili
dade e valor bioldgico verdadeiros, para proteinas de
Phaseolus vulgaris ¢ caseina. As lectinas ativas existentes
no feijao cru, pela sua acgdao de necrose de células absortivas
do intestino dos ratos, com ulceragao e conseqilente = exsu-
dagdo e perda de proteinas plasmaticas, parecem constituir a
principal causa de aumento do nitrogénio enddgeno das fezes,
nos ratos colocados em dietas contendo feijéo cru como fonte

proteica.

A digestibilidade e o valor bioldgico aparentes das proteinas
do feijdao, apresentaram correlagdo negativa significativa
(P<0,01), forte (r=-0,9621) e moderada (r=-0,7979), respecti-
vamente, com a quantidade de nitrogénio endogeno fecal excre-
tada pelo rato; por outro lado, os valores de digestibilidade
e valor bioldgico reais, obtidos pelo balango do excesso de
nitrogénio 15, foram-superiores aqueles aparentes e verdadei-
ros, obtidos pelo balango do nitrogénio total. Inferiu-se que

a excrecdo fecal d¢ nitrogénio enddogeno, constitui um impor

tante fator de redugic indireta da digestibilidade e valor

bioldgico aparentes das proteinas do feijdo e que os méto-

dos convencionais de cilculo subestimam estes resultados de

qualidade protéica, especialmente no caso do feijao cru.,
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APENDICE 1

As percentagens e quantidades de nitrogénio enddgeno das
fezes (NEF) e urinas (NEU) excretadas pelos ratos, foram determina
das, por meios do "'quadrado de Pearson' ou 'regra de mistura', atra
vés das diluigles isotdpicas. Supondo um dos quatro ratos em dieta

contendo feijdo cozido, utilizado no Ensaio ¢, teriamos:

N

% 15N dieta = 1,317, lembrando que a % 15N refere-se ao

N total

[

5

o

N fezes =~ 1,036

I

g
“N natural (rato) = 0,380

o0

Compondo-se o quadrado de Pearson:

1,317 0,656
~
~ 1,036
- ~
0,380 0,281 Assim, 0,937 - 0,281

100 - X
x = 29,99% de NEF

Para as determinacdoes de NEU, era utilizado o mesmo sis-
tema.
Os calculos para determinacdo das digestibilidades e va-

1SN, como

lores bioldgicos reais, tanto pelo balango de excesso de
pela corregzo dos valores aparenteé pelos nitrogénios endogencs
reals excretados, constituem uma identidade matematica.

A equacgao para o c@}culo da digestibilidade real, atra-

15

vés do balango do excesso de N, seria:
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mgN dieta(% 15N dieta-% 15N natural) - mgN fezes(% 15N fezes-% 15N natural)
DIG =

15 15

mgN dieta(% N dieta - % “°N natural)

(Equacgao 1)

A equagdo para o calculo da digestibilidade real, através da corre

cao pelo nitrogénio enddgeno fecal real, seria:

o 15 . o 15
mgN dieta-mgN fezes+mgN fezes (& 15N dieta - % lSN fezes
DIG = % ""N dieta - % "N natural (Equacdo 2)
mgN dieta
C quc sc¢ pretcende demonstrar € que
Equacao 1 = Equacado 2.

Para efeito de simplificar os termos das equagdes, cconsi-

a = mg N dieta

b = mg N fezes
15

c = % N dieta
d = % 15N fezes
e = % 15N natural

Assim, ficaria:
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a(c-e) - b(d-e) a-b + b(%-:-%-

(Equagao 2)

[ R O ] <@
(Equagao 1)
multiplicando-se numerador e denominadcr por

c-e,

a(c-e) - b(c-e) + b(c-d)

a(c-¢)

a(c-e¢) - b.c + b.e + b.c - b.d

It

a(c-e)

a(c~-e) + b.c - b.d

a(c-e)

a(c-e) - b(d-e)

a(c-e)

c.q.d.

Para o valor bioldgico, a demonstragao seria semelhante.
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APENDICE 2

Para se estabelecer a correlagao mais adequada entre
duas variaveis, decidiu-se pelo ajustamento das seguintes regres-
soes: linear, exponencial, logaritmica e potencial, tendo-se acei-
to aquela que apresentasse o maior valor absoluto de r (coeficien-
te de correlacao linear de Pearson), significativo a 1% ou 5%.

Supondo-se, por exemplo, a determinacdo da relac¢do entre
a digestibilidade aparente das dietas contendo feijao como fonte
protéica, DIG (%), e a percentagem de nitrogénio cnddgeno / fecal,
NEF (%), nas fezes dos ratos, teriamos os seguintes valores para

os parametros encontrados pelo método dos minimecs quadrados:

Parametcos
TIPO DE REGRESSAQ -

a 8] T
Linear
DIG = a + b.NEF 171,4174  -3,7942 ~0,6578
Exponencial
DIG = a.eP NEF 3707,7379  -0,i451 -0,7525
Logaritmica
DIG = a + b.1ln NEF 437 ,6875 -112,2222  -0,6234
Potencial
DIG = a.NEFD 83606037,17 =-4,2434 ~0,7060
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Assim, optou-se pela regressdo exponencial e o teste de

~ e L At ae At AN et AT oA WA e e -1 A AT = =19 .
X CTMLATiu aClidal Lota LLiyicvooay pulo paia =45 ULTIl— 4~ 14 va-

e

lor de r - tabela a nivel de 1% € igual a 0,661.

A equagdo ficaria DIG(%)=3707,7379.e 01431 NEF(R) o g 7525,
P<0,01.

Ato continuo, determinavam-se pontos através da equagao e
tragava-se a curva. Ver paginas 101 e 103.

Procedeu-se de forma idéntica para 0s outros conjuntos

de pontos experimentais.
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