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SUMMARY

The main objectives of the work presented here were to
isolate and study the composition and some physicochemical and
nutritional properties of bean [Phaseofus vulgaris, L)} protein
from the variety "Rosinha G2''. In the same study, the isolation,
purification and partial characterization of the bean trypsin
and chymotrypsin inhibitors were attempted. The extractability
of the proteins was studied as a function of pH and ionic
strength of the extracting media. Under acidic (pH < 3} or alka
line {pH > 8) conditions, B85 to 95% of the total integral flour
nitrogen was extracted. Minimum extractability occured in the
range of pH between 3.5 and 5.0. Two sequential extractions of
the filour, first with distilled water, then with 0.3M NaCl

solution, extracted around 80% of the total nitrogen.Sequential

extractions of the same flour with various solvents revealed
that 48% of the total nitrogen was extracted with distilled
water, 25.6% with 0.5M NaCl solution, 19.3% with a sodium

horate buffer (pH 10} containing 0.5% Z-mercaptoetanocl and 0.5%
jauryl sodium sulfate. Total extraction accounted for 92.8% of
total nitrogen of the bean {lour.

Heating the scaked beans in bolling water (97G€j for
various times indicated that 5 min of heating decreased the
extractability of the proteins 50%, while 4 min of heating

completely inactivated the trypsin and chymotrypsin inhibitoers.



Dialysis of a salt extract against distilled water
caused the separation of the proteins inte two fractions: solu
ble in water {(30%) and insoluble (70%). About 70-75% of the
total nitrogen of the crude extract was recovered after  dialy
sis for 72 hours.

Most of the trypsin and chymotrypsin inhibiting acti
vities were associated with the water soluble {(glbumin)proteins.
Heating the albumin solutioms for 15 min at 57%¢ coagulated 65~
70% of the proteins whereas the trypsin and chymotrypsin inhibi
tors remained in solution with full activity. The isolation and
purification of the inhibitors from the noen-coagulated fraction
(QYOC, 15 min) were accomplished by ammonium sulfate precipita
tion {0.65 saturation), Sephadex G~50 ultrafiltraticn, cromatp
graphy on DEAE-cellulose and polyacrylamide gel electrophoresis.
Final purification was 31 fold by comparison with the crude
extract.

All the isolated protein fractions contained carbohy-
drate in different proportions. A hydrolysate of the albunmin
fraction contained glucose, mannose, arabinose, galactose and
xyiose‘ The purified inhibitofs contained 3.75% total carbohy~-
drate, represented by mannose, xylose and glucosamine. As  to
the amino acid composition, a common feature of the bean pro
tein fractions was the very low methionine content. The albumin
fraction showed a higher methionine content than the water inso
iuble protein fractions. The trypsin and chymotrypsin inhibi

tors isolate from the albumin fraction revealed high concentra



tions of cystine, serine, threonine and proline, 1n addition to
aspartic and glutamic acids. On the other hand the concentra
tions of methionine, valine, leucine, tirosine and phenylalani
ne were very low. Tryptophan and cysteine were totally absent
from the inhibitors molecules.

The combined ultracentrifugation and gel-filtration da

ta permitted the calculation of the following parameters for
the isolated inhibitors: molecular weight, 20,000; partial spe
cific volume, 0.69; Stokes molecular radius, 290 g, diffusion
coefficient, 10.7 x 1077, and a frictional ratio of 1.14.

Isoelectric focusing in polvacrylamide gel indicated
the presence in the purified preparation of two protein conpo
nents with trypsin and chymotrypsin inhibiting power having isp
glectric points at pH's 5.1 and 6.0.

Incubation of the inhibitors, first with trypsin  and
then with chymotrypsin or vice versa, suggested the existence
in the inhibitor molecules of separate and independent binding
sites for trypsin and for chymotrypsin. The inhibition of
trypsin and of chymotrypsin in the presence of casein as subsg
trate was of the non-competitive type. The inhibition of tryp
sin in the presence of benzoyl-Dl-arginine p~nitroanilide
(BAPNA) was of a mixed type. Human trypsin was inhibited by the
isolated bean inhibitors 3.6 times more effectively than bovine
trypsin.

The inhibitors were very resistant to heat in water or

in mildly acidic solutions:; they were, however quickly inacti



a 10% casein diet, decreased the casein digestibility by 7%,
the apparent biological value by 12%, and reduced the rat

growth by 33%, as compared with the casein control diet,



RESUMO

0 presente trabalho teve como principais objetivos o
isolamento, o estudo da composicac e do valor nutricional das
principais fracoes protéicas do feijdo (Phaseofus vulgaris, L)
var, Rosinha G2, além da purificagdo e do estudo das proprieda
des dos inibidores da tripsina e da quimotripsina, presentes na
fragdao albumina {Flj.

A extratibilidade das proteinas foi estudada em funcgao
do pH e da concentracao salina ou forga ionica do meio solvente.
Em solugdes acidas (pH < 3) ou alcalinas (pH > 8) conseguiu-se
extrair entre 85 e 95% do nitrogenio total da farinha integral.
A faixa de pH de menor extratibilidade foi entre 3,5 e 5.0
Duas extragoes sucessivas da mesma amostra, a primeira ﬁOm dgua
destilada e a segunda com solugao 0,5M de NaCl, extraia pelo
menos 80% do nitrogenio da farinha integral. Extragao fraciona
da da mesma farinha com varios solventes revelou que 48% do ni
trogenio total era extraido com agua destilada, 25,6% com solu
gdo 0,5M de NaCl, 19,3% com tampdo borato de sodio pH 10,0, con
tendo 0,5% de mercaptoetanol e 0,5% de lauril sulfato de sddio,
perfazendo a extragao de 92,8% do nitrogenio total.

Tratamento dos graos a g9%¢ por varios intervalos de
tempo mostrou que a solubilidade das proteinas em agua diminuia
de, praticamente 50%, apds 5 min de aquecimento, tornando-se es

sencialmente insolivel depois de 60 min de aquecimento. O aque



cimento dos grdos por 4 min a 97°¢ inativou, completamente, os
inibidores de tripsina e de quimetripsina,

A didlise de um extrato salinpg permitiu a  separacio
das proteinas em duas fragdes: sollveis em Agua (30%) e insold
veis (70%). Cerca de 70 -~ 75% do nitrogénioc do extrato bruto
era recuperado apds 72h de didlise.

A maior atividade inibidora de tripsina e de quimotrip
sina era encontrada nas proteinas soluveis em agua (albuminas).
Aguecimento das albuminas (15 min, S?OC) coagulava 65 - 70% das
proteinas. Os inibidores de tripsina e de quimotripsina permane
ciam em solugfo na fracdo ndo coaguldvel, sem sofrer nenhuma
inativagao.

0 isolamento & a purificacac desses inibidores foram
conseguidos, a partir da fracBo albumina ndo coagulavel, pela
precipitacdo com sulfats de ambnio 0,65 de saturagao, ultrafil
tragdo em gel de Sephadex (G-50, cromatografia em colunas de
DEAE-celulese ¢ eletroforese em gel de poliacrilamida. O grau
de purificacfo alcangado foi de 31 vezss em relagdo ao extrato
bruto.

Todas as fragdes protéicas isoladas continham carbol
drato em varias proporcdes. Os monossacarideos identificados no
hidrolisado acide da fragdo albumina foram glicose, manose, ara
binose, galactose e xilose. A preparagaoc purificada (IG-50) con
rinha 3,75% de carboidrato total, que no hidrolisado aparecia
como manose € xilose, além dé glicosamina que ficava vretida na

colunz de troca cationica.



Quanto aocs aminoiacidos, a caracteristica comum a todas
as proteinas dessa variedade de feijao foi o teor bastante bai
xo de metionina, sendo gue a fragio albumina apresentou um teor
mais elevado que as proteinas insoldveis em dgua.

0s inibidores isolados da fracac albumina apresentaram
concentragoes elevadas dos aminodcidos cistina, serina, treoni
na e prolina, além dos aminodcidos aspartico e glutamico. Apre
sentaram, porém, concentragles muito baixas de metionina, wvalji
na, leucina, tirosina e femilalanina, O triptofinio e a cistei
na estavam totalmente ausentes das moléculas dos inibidores.

Foram determinados para os inibidores isolados em colu
na de Sephadex G-50 os seguintes parametros moleculares: pPESO
molecular 20.000, volume especifico parcial 0,69, raio molecu
lar 202, coeficiente de difusdo 10,7 x 1077 & um quociente fric
cional de 1,14, A isoeletrofocalizagaoe indicou a presenca de
dois componentes protéicos ativos na preparagac obtida em colu
nas de Sephadex ou de DEAE-celulose, um a pH 5,1 ¢ outro a pH
6,0, indicando que essa preparagao nao era totalmente homogeé
nea, o que foi também verificade na eletroforese em gel de  po
liacrilamida.

Testes de incubacio, primeirc com tripsina e depois
com quimotripsina, ou vice-versa, sugeriram que 05 inibidores
poOSSUem em Suas moléculas centros de liga¢ap separados e inde
pendentes para inibig3c da tripsina e da gquimotripsina. A inibi
cio em presenga da caseina como substrato foi do tipo nao compe

titivo para as duas enzimas. A inibicao da tripsina em presenga



de benzoil-Dl-arginina p-nitroanilida (BAPNA) foi do tipo misto.
A preparac8o (IG-50) foi 3,6 vezes mais ativa sobre tripsina hu
mana que sobre a tripsina bovina.

Quando em solucio aquosa, oz inibidores exibiam  uma
resisténcia térmica muito grande, sendo porém, inativados pelo
aguecimento em pH alcaline ou em presenga de agentes redutores
das ligacBes dissulfidicas. A oxidacdo com dcido performico pro
duziu, também, a completa destruic¢io do poder inibidor.

0 valor nutricional de todas as fragBes protéicas iso
ladas dessa variedade de feijdo foi bastante baixo, verificando-
se uma melhoria surpreendente dos indices nutricionais, com a
adicdo as dietas, dos aminodcidos sulfurados metionina e cistai
na, em concentracoes suficientes para atender as necessidades
do rato em crescimento. Os valeores de PER que foram inferiores
a 1,0, em todas as fragdes protéicas iscladas, elevaram-se para
valores igual ou superior a 4,0, com a adicdo as dietas de 0,3%
de DL-metionina & 0,2% de L-cisteina. A adigdo de igual porcen
tagem de cisteina e metionina 2 dieta, contende farinha inte
gral com fonte de proteina, elevou o PER de 1,17 a 2,47 apenas.

A principal causa do reduzido valor nutricional  das
proteinas do feijdo Resinha GZ, além da deficidncia em aminodci
dos sulfurados, parece ser a baixa disponibilidade bioldgica da
metionina que foi de 46% na farinha integral, 51% na fragao glo
bulina, 34% no isolado protéico total, 5,8% na frac3e albumina
e 4,6% na proteina do residuo insolilvel apds extracio da protei

na.



A adicao dos inibidores isolados em dietas com 5 e 10%
de caseina nas proporgdes de 0,6 e 1% da dieta, nd3o alterou o3
indices de utilizagaoc da caseina, bem como, ndc produziu nenhum
atraso no crescimento dos ratos.

A adicao =& uma dieta com 10% de caseina de uma hemaglu
tinina isolada da fracdo albumina, produziu uma diminuigdo de
7% na digestibilidade e 12% no valor biclogico da caseina, além
de ter reduzido o crescimento a 2/3 em relacdc ao dos animais

tomados como centrole,
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INTRODUCAD

As sementes de plantas da familia legumincsasz Lem
atraido muito interesse nas Gltimas décadas como fonte de pro
teina para a alimentacao animal e humana. por apresentarem sle
vado contelde de proteinas no grdo, em algumas espécies, de ele
vade valor biolagico.

Alguns pesquisadores {Avkroeid e Doughty, 19643 repor-
taram sobre a existéncia de aproximadamente 600 géneros de plan
tas leguminosas com Cerca Jd¢ 13.000 espécies, das quais apenas
10 ou 12 saoc de interesse econdmice, atualmente. As espécies do
género Phaseolfus, que incluem as sementes comumente conhecidas
como feijdes, sdo as de mailor interesse para a alimenta¢ao huma
na em varios paises da América Latina e de outras partes do mun
do.

No Brasil, a espécie Phaseclfus vulgaris, L, incluindo
diversos cultivares comerciais e um grande numero de linhagpens
gxperimentais, constitui uma fonte importante e indispensavel
de proteina para alimentagZo humana, nioc s8 pelo seu glevado
teor protéico mas, acima de tude, pelo hdbite arraigade de con
sumo dessa lepuminosa na dieta diaria., praticamente, de todas
as classes soclais.

Apesar do consumo sistematico des feijdes em nosso
meio e, portanto, da sua importancia social e economica para o

- " r - - o -
pais, poucas pesquisas, principalmente nas Areas da biopquimica

fay
i



¢ da nutrigdo, téem sido realizadas com as principais variedades
de feijoes, cultivadas e consumidas ne Brasil.

Nosso interesse pelas pesquisas bioquimicas e nutricio
nais com feijoes brasileiros, tiveram inicio hd cerca de trés
anos, abrangendo aspectos bastante diversos como: al producgio
de proteina, composigdc de aminodcides e, particularmente, teor
de metionina e de cistina em liinhagens experimentais de Phaseo
Lus vulgarndis mantidas na colegiio da Secido de Gendtica do Insti
tuto Agronomico de Campinas; b) estudo da composicio em amino
dcidos e do valor bioldgico das protefnas dos cultivares comer
ciais brasileiros; ¢) efeito das condicdes eceldogicas (tipo de
solo, clima e adubagdo nitrogenada) naz producdv e na gualidade
das proteinas das principais variedades comerciais; d) efeito
do tempo e das condic¢des de estocagem sobre as propriedades nu
tricionais das proteinas de feijdo,; e) disponibilidade bioldgi
ca da metionina e de outros aminqécidos essenciais em proteinas
de feijdo: f) digestibilidade ¢ fatores que influem na digesti
bilidade das proteinas; g) estudo de isolamento e de caracteri
2agdo de proteinas tdéxicas e antinutricionais de ocorréncia na
tural em feijoes.

Nesse perfodo, alguns trabalhos ja foram conclufdos e
publicados, estando outros, em vias de publicacic. Alguns deles
foram citados e discutidos ac longo desta tese,

0s principais objetivos do presente trabalho foram: a)
isolar e caracterizar, do ponto de vista da composicioe e do va

lor nutricional, as principais fracbes protéicas da  variedade

12



brasileira Rosinha GZ, consumida largamente no Estado de Sdo
Paulo; b) isolar e caracterizar os inibidores de tripsina e de
quimotripsina contidos na fragdo albumina dessa variedade de
feijdo, e; c) avaliar melhor a possivel toxicidade ou proprieda
de antinutricional dos inibidores isolados e purificados, atra
vés da incorporagfo dos mesmos, em dietas nutricionalmente ba

lanceadas para o rato.

13



REVISAD DA LITERATURA

COMPOSICAD E VALOR BIOLOGICO

A porcentagem de proteina nos feijces (Phaseslus vulga
nis), depois de secos até aproximadamente 10% de umidade no
grio, pode variar na faixa de 18 a 38% (Moraes e  Angelucci,
1971: Baldi e Salamini, 1973, Silva ¢ Iachan, 18735; Tandon e
col., 1957; Jaffé e Briicher, 1974 e Sgarbieri e col., 1978).

A grande variaclo nos teores de proteina das  diferen
tes linhapens e cultivares de feijdes estd na dependencia de fa
tores genéticos e fatores ambientais (Evans, 1973; Kelly, 1971
e 1973: Dickson and Hackler, 1973).

Segundo Kelly (1973}, a melhoria do valor nutricional
do feijio poderd ser efetuada pelo aumento da produgdo por uni
dade de idrea, aumento da concentracdo da proteina ou melhoria
da qualidade da proteina. O ideal seria aumentar esses trés pa
rimetrTos aoc mesmo tempo, o que & muito dificil, Como um minimo
deve-se visar a melhoria de um dos trés parametros sem,  contuy
do, afetar negativamente os outros dois.

Yirios pesquisadores demonstraram uma correlagic nega
tiva entre a capacidade de produgdo de grédo e a concentracdo de
protefna nas sementes (Rutger, 1970: Tandon e col. 1857; leleji
e col, 1972). Em geral, as linhagens com malores teores de pro
teina no grio contém uma porcentagem mais alta de nitrogénio
nio protéivo (Johnson e col. 1968). Contude, segundo Hackler @

Bickson (1972), hd muitas excegdes a essa regra, 6 que oferece
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a oportunidade de selegdo de linhagens com alto teor de protei
na ¢ baixa concentracic de nitrogénio nio protéico.

Fatores ambientais como adubacio nitrogenada, local e
gpoca de plantio, exercem infludncias significativas sobre a
concentragao de proteina das sementes de feijao. Lantz e col.
(1958) encontraram uma variacioc bastante grande no teor de pro
teina para uma mesma variedade plantada em diferentes locais. A
influéncia do local foi muito maior que a de ano e época de
nlantic.

Apesar do feijdo ser considerade, quantitativamente ,
uma boa fonte de proteina, qualitativamente as suss proteinas
deixam muito a desejar. As principais caracterf{sticas que afe
tam o valor bioldgico das proteinas do feijfo sio: a) compos i
¢80 em aminodcidos: b) digestibilidade; ¢} disponibilidade bio
l6gica dos aminodcidos; e, d) existéncia de fatores antinutri
cionais, de natureza protéica.

A composicao em aminodcidos de um grande nimero de va
riedades ¢ linhagens de feljdes tem sido estudada por um grands
numero de pesquisadores, dentre os guais {Moraes o Angelucci,
1971; Baldi e Salamini, 1973, Kelly, 1973, Evans e Bandemer,
1967, Kakade e Evans, 1965; Sgarbieri e col. 1978).

As caracteristicas fundamentais da composigdo das pro
teinas de feijdo sic o elevado teor de lisina e o haixo teor
dos aminodcidos sulfurades, metionina e cisteins ou cistina. Os
pesquisadores s&o unanimes em afirmar que os aminoacidos sulfu

rados, particularmente metionina, sdo as limitantes nas protei
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nas de feijdo. Embora n3o existam muitas pesquisas a respeito,
o segundo aminoacido essencial limitante parece ser o triptofi
nio {Kelly, 1873),

Baldi e Salamini (1973}, estudando a composigao em ami
nodcidos de 22 espécies de Phaseofus, encontraram uma variagao
no teor de metionina de 0,70 a 1,55%, de cistina de 0,55 a
£,28% e de lisina de 5,6 a §,23%.

Jaffe e Bricher (1974) encontraram em 100 cultivares
de feijoes de diversas origens 0,98g de cistina e 1,12g de me
tionina por 16g de nitrogénio, como valores médios.

Tandon e col. (1957) mostraram que a metionina era o
aminodcido limitante em 25 variedades de feijoces da America Cen
tral, enquanto que a concentracdo de lisina era sempre alta. En
contraram para metionina uma variacdo de 0,80 a 1,39g/16g N (me
dia 1,17) para o triptofidnio 0,56 a 0,94 (média 0,68} e para a
lisina 7,22 a 9,22 (média 8,46) g/l6g N, respectivamente.

Hackler e Dickson (1972) demonstraram a existencia de
correlagCes surpreendentemente altas na heranca genética para
diferentes aminodcidos, o que indica a possibilidade de selegdo
para mais de um aminodcide ao mesmo tempo. Foi muito significa
tiva a correlagio positiva de 0,78 entre metionina e lisina,
pois, em qualgquer programa de melhoramento visando aumentar 3
concentragao de metionina, em leguminosas, & interessante man
ter sempre alta a concentrac¢fo de lisina.

A baixa digestibilidade & outro fator que concorre pa

ra o baixo valor biclégico das proteinas de sementes de legumi
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nosas em geral, e particularmente, das proteinas de sementes de
feijoes do genero Phaseofus (Bressani e col. 1973; Jaffé, 1950a
e 1950b; Jaffe, 1973).

Apesar da importancia nutricional atribuida 3 baixa di
gestibilidade das proteinas das sementes de feijdes, poucos es
tudos existem a esse respeito. Jaffé (1950b) estudou comparati
vamente a digestibilidade verdadeira das proteinas de varias
espécies de leguminosas, entre outras, Phaseofus vulgaris, Vig
ne sdnendsis, Plaum sativum, Cajanus cajan, lLend esculenia e
Cicer arietinum, verificando uma variagac de 39,5 a 93,9 na por
centagem de digestibilidade. A porcentagem mais baixa encontra
da foi de 59,5% para Cajanus cajan, engquanto que a mais alta
foi de 93,9% para uma variedade de Pisum aafivum. Para tres va
riedades de Phaseclus vulgarnis (branca, rosa e preta) as porcen
tagens de digestibilidade foram 84,1 79,55 e 76,8%, resﬁectiv&
mente, indicando variagao na digestibilidade nao somente entre
espécies diferentes mas também entre variedades de uma mesma es
pécie. Cumpre salientar que todos esses valores de digestibili
dade foram determinados nas sementes cozidas, apds a inativacgdo
dos inibidores de enzimas digestivas existentes em sementes de
leguminosas. Pode-se observar que, para as variedades de Phaseo
Lus vulgaris a pigmentacao do tegumento parece estar correlacio
nada com a digestibilidade das proteinas. Quanto mais pigmenta
da a semente, mais baixa parece ser a digestibilidade.

0 efeito do tratamento térmico dos graos sobre a diges

tibilidade im vilro e a ndo existencia de correlagdo entre  as
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atividades dos inibidores de tripsina e de gquimotripsina e o
grau de digestibilidade das proteinas, foram demonstradas poT
Jaffé (1973), Sgarbieri e col. (1979) e Sgarbieri (1979).

Jaffé {1973) demonstrou que uma variedade de feijao
sem nenhuma atividade de tripsina e de quimotripsina apresentou
49% de digestibilidade quando ¢rua & 71% depvis de cozida, en
quanto que outra variedade, com 65 unidades de atividade de
tripsina e 17 unidades de quimotripsina, por grama, apresentou
digestibilidade de 55% quando crua e 30% depois de cozida.

Sgarbieri (1978) verificou a mesma ausencia de correla
530 entre atividade antiproteclitica e digestibilidade das pro
teinas, em sementes de sete espécies, compreendendo 26 varieda
des de leguminosas. A digestibilidade das proteinas nas semen
tes cruas varicu de 25 a 64.,3%, nao guardando nenhuma correla
¢do, positiva ou negativa, com a atividade do inibidor de trip
sina nos extratos dessas sementes ou com a digestibilidade apds
o cozimento dos grios.

A digestibilidade 4n v{tro das proteinas de quatro va
riedades brasileiras de Phaseofus vulgardis deram resultados en
tre 39 e 45% quande cruas e entre 60 e 66% depois de cozidas
{Sgarbieri e col. 197%9). Esses valores sao muitc baixos compara
dos com proteinas de alto valor bilologico em que a digestibili
dade ¢ normalmente superior a 95%.

Até o presente, ndo se tem uma explicagae plausivel pa
ra a baixa digestibilidade das proteinas de feijdc. Nio se sabe

ainda se existe algum fator que causa uma descarga mais ripida
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do conteido intestinal com a ingestao de feijdo, forcando, por
esse mecanismo, que as proteinas passem pelo tubo intestinal
parcialmente inabsorvida. Outra possibilidade & que as protel
nas de feijdo oferegam resisténcia natural & protedlise pelas
enzimas digestivas, seja pela sua estrutura peculiar ou pela
existencia de inibidores das enzimas proteocliticas, de baixa
atividade especifica, mas de grande resisténcia térmica.

Jaffé e Vega Lette (1968) e Seidl e col. (1969) obtive
ram de uma variedade de feijao preto "Kidney Bean"” uma fragao
protéica resistente 4 digestdio in vitro por 10 enzimas proteoli
ticas, mesmo depois de tratada termicamente. Sua acdo nie  foi
destruida completamente pela autoclavagem. Pelo fato desta fra
¢cdo protéica, que era uma globulina, representar mais de 30%
das proteinas totais do grio, esses autores concluiram que a
baixa digestibilidade das proteinas de feijdo era devida,em par
te, 4 resistencia oferecida a proteclise por essa globulina.Con
tudo, os mecanismos e os fatores responsaveis pela bhaixa diges-
tibilidade das proteinas de feijdo ainda ni3o sio totalmente co

nhecidos.
A disponibilidade bioldgica dos amincacidos dessas pro

teinas tem sido muito pouco estudada. Evans e col, (1874) estu
daram, comparativamente, no feijao "Navy Bean" var. sanilac 2
na soja, o indice de utilizagdo e a porcentagem de disponibili
dade da metionina e da cistina, empregando os métodos de balan
g0 metabolico e dosagem microbioldgica com Leuconcstoe mesente
noides P-60, Encontraram no feijdo uma disponibilidade de 51%

para meticnina e 75% para cistina, comparadas com 74 e 89%, res
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pectivamente, na soja. Verificaram também ums menor utilizacgido,
no feijdo, da metionina adicionada tomo suplemento. Atribuiram
esse fato & possivel presenca nos grios de feijio de substan
cia(s) que interferiam com a utilizagdo bioldgica da metionina.
Nio puderam, contudo, atribuir esse fato aos inibidores de pro
teases, uma vez que esses haviam sido convenientemente inativa
dos.

Evans e Bauer (1978) verificaram, através de balango
metabdlico e dosagem microbioldgica, que 50% da metionina e 413
da cistina da proteina de feijio ndo estava disponivel para o
rato. A metionina e a cistina de um extrato de feijdo cru revela
ram um indice de utilizaglo bioldgica muite baixo. Quando compa
raram o valor nutritivo de uma farinha integral de feijio auto
clavado, com o das proteinas extraldas do mesmo feijdo em solu
¢&o alcalina (0,2% de KOH) e precipitada em pH 3,8 ¢ com o da
fragao soldvel em pH 3.8, obtiveram os seguintes valores de PER:
2,35: 2,45 e 0,0; respectivamente, O valor zero encontrado para
2 fragio sollvel em pH 3,8 foi atribufde & presenca de algum fa
tor toxico resistente ao tratamento térmico e, tambdm, 3 defi
ciente utilizagdo da metionina e da cistina nessa fragio.

0 extrato aquoso de feijdo autoclavado, quando nac dia
lisado, provocou atraso no crescimento de Tatos, POYem, 0 MESmO
extrato, depois de dialisado, nio causou nenhum problema. Os au
tores concluiram que o feijdo autoclavado ou fervidoe, deveria
conter substdncias soliiveis em dgua e dialisdveis, capazes de

retardar o crescimento dos ratos.
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Kakade e col. (1969) estudaram a disponibilidade da
cistina contida no inibidor de tripsina isclado de '"Navy Bean',
usande o rato como animal experimental., A dieta base usada nes
se estudo foi uma mistura de aminoicidos sintéticeos, isenta de
cistina, que foi comparada com a mesma dieta, porém adicionada
de 0,15% desse aminodcido. Quando, ac invés de cistina foi adi
cionado o inibidor de tripsina sem nenhum tratamento térmico,
0s ratos perderam peso, indicando a ndo disponibilidade biolagi
ca da cistina do inibider. Quando, porém, se usou o inibidor de
tripsina autoclavade (2h a 120°C) o ganho de peso e a  eficién
cia da dieta foram compardveis aos da dieta contendo cistina 11
vre,

A concentragido de tripsina ativa no pancreas e no in
testino foi muito mais alta nos ratos que receberam dieta con
tendo o inibidor autoclavade. A quantidade de cistina e de ou
tros aminodcidos (dcido aspdrtico, treonina, serina, prolina)
foi muito maior nas fezes dos ratos que ingeriram dieta conten
do o inibidor ndc aquecido. Esses autores concluiram que & quan
tidade elevada de cistina na molécula do inibidor, combinada
com & sua capacidade de resistir 3 protedlise inibindo varias
enzimas digestivas, poderiam ser responsaveis em grande parte,
pelo baixo valor bioldgico das proteinas de feijio.

A reduzida disponibilidade bioclégica da metionina  de
varios cultivares de feijoes brasileiros foi confirmada por

Sgarbieri e col. (1979). Neste estudo os valores de disponibili

dade encontrados foram de 29,3; 34.7; 36,6 e 40,6% respectiva



mente para o Carioca, o Pirati-1, o Rosinha GZ & o Rico 23,
Antunes e Sgarbieri {1979b) demonstraram também uma
grande queda da disponibilidade bioldgica da metionina e da
cisteina quando o feijao Rosinha G2 foi estocado durante seis
meses sob diferentes condicdes de temperatura e umidade relati
va, a saber: 12°C e 52% UR; 25%°C e 65% UR e: 37°C & 764 UR.
Nessas condig8es a disponibilidade bioldgica da metionina caiu
de 46,3% para 43,1; 38,2 e 27,64 e a de cisteina, de 51,6% para
45,8; 43,0 ¢ 30,0%, respectivamente, para as tres condicdes de
estocagem mencionadas. Adicioc de metionina aos feijoes estoca
dos por seis mesess nas trés condigoes citadas, elevou os valo
res de PER de 0,66; 0,43 ¢ 0,10 para 2,45; 2.46 o 2,40, respec

tivamente,

PROTEINAS TOXICAS E ARTINUTRICIONAIS

As sementes de plantas da familia legumincsae podemn
apresentar maior ou menor toxicidade, dependendo da espécie con
siderada e do tratamento que precede sua ingestio. A  natursza
quimica dessas substdncias téxicas e antinutricionais s@o  bas
tante diversas (Liener, 1962, 1873, 1979} . Entre esszas substan
cias incluem-se inibidores de enzimas digestivas, fito-hemaglu
tininas, substancias bocigenas, antivitaminas, quelantes de ele
mentos metalicos, fatores estrogénicos, aminoacidos téxicos ,
subst@ncias causadoras do latirismo & do favismo, alcoldides e

saponinas, entre outras.



Desse elenco de substincias tdéxicas, apenas os inibido
res de enzimas digestivas e as fito~-hemaglutininas s3o reconhe
cidamente de natureza protéica e, portanto, mais diretamente re
tacionadas com o presente estudo sobre as proteinas de feijao.
Entre as proteinas inibidoras de enzimas digestivas, os inibi
dores de proteases tém merecido maior atengdo por parte de bio
quimicos e nutricionistas €, por este motivo, 530 as mais esty
dadas.

Osborne e Mendel (1917) observaram que a soja tinha
que ser aquecida a fim de promover crescimento normal em ratos.
Mais tarde Kunitz (1945%) isclou da soja crua uma proteina que
se combinava com a enzima digestiva tripsina, formando um com
plexo inativo. Nas quatro décadas decorridas desde os estudos
de Kunitz, muitos trabalhos foram publicados sobre a ocorréncia
¢ as propriedades desses inibidores. Apesar do continuado inte
resse, a possivel agzo desses inibidores sobre o organismo ani.
mal ainda nao foi completamente esclarecida (Liener e Kakade,
1968} . Para alguns pesquisadores (Broth e col. 1960) nao exis
tia nenhﬁma duvida de que a hipertrofia'da pancreas constituia
¢ efeito fisioldgico primirio decorrente da ingestao de s0ja
crua ou, do inibidor isolado (Nesheim e col. 19607, Segundo
Broth e col. (1960), a hipertrofia do pancreas conduzia a uma
perda excessiva de proteina enddgena secretada pelo  pancreas.
Levando-se em considerac@io que essas proteinas pancredticas sio
principalmente, enzimas, ricas em aminoacidos suifurados, o

efeito resultante seria uma perda desses aminoacidos pele orga
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nismo. Isto explicaria o fato da ingestio de soja crua provoecar
um aumento da necessidade de metionina, que j& € naturalmente
limitante na proteina de soja. Foi importante a observacio de
que, a adicdo do inibidor de tripsina i soja tratada termicamen
te, nao reduzia o PER e o crescimento ao mesmo nivel observado
com a soja crua, indicando que o tratamento térmico produzia um

efeito maior que a simples inativagao do inibidor de tripsina.

ApGs o reconhecimento dos inibidores de tripsina na

$0ja e em varias outras leguminosas, passou-se a atribuir a
- = . w i3

¢ssas proteinas, pela sua agao antiproteclitica, o atraso no

crescimento verificado em animais que ingeriam a soja crua  ou
insuficientemente aguecida. Essa teoriz da inibicao da protedli
se, como dnice fator responsdvel pelo atraso no crescimento per
den muito de seu valor, gquande se demonstrou que a incorporacao
de inibidor de tripsina em dietas contendo proteina pré-digeri
da ou aminoacidos livres, também produzia atraso no crescimento
¢ hipertrofia do pancreas {Liener e col. 1949 ; Desikachar e De
1947; Westfall ¢ col. 1948). O mecanismo pelo qual o inibider
de tripsina induziria hipertrofia pancreatica em alguns animais
nao foi adequadamente esclarecido.

Trabalhos mais recentes demonstraram que a secregao
pancredtica & controlada por mecanismo de retro-inibicdc ''feed
back", que depende da concentragio de tripsina e de quimotripsi
na presentes, em um dado momente, no intestino delgado (Green e
Lyman, 1972; Schneeman e Lyman, 1873; Lyman e col. 1974: Niess

e col. 1972). Quando o nivel dessas enzimas cai ahaixo de uma



concentracdo critica “treshhold value”, o pincreas &  induzide
a produzir mais enzima. A supressio da inibigao retre-ativa po
dera ocorrer quando a tripsina ou a quimotripsina formar com
plexos inativos com o inibidor. Acredita-se que o agente media
dor neste mecanismo seja o hormdnio colecistoquinina que é libe
rado pela mucosa intestinal, quando a concentracio de tripsina
cai abaixo do nivel critico. Esta interpretagio aparece esquema

ticamente representada na figura 1.

TRIPSINOGENIO ¢ . C.C.Q.

{Pancreas) (Mucosa)

)
P
-
P
-

PROTEINA TRIPSINA iT

{Dieta) {intesting]
PROTEQLISE TRIPSINA T

Fig. 1. Reguiagdo da secreclio da tripsina pelo péncreas {Liener, 1979): C.C.Q.,
colecistoquinina; {7, inibidor de tripsina.



De acordo com Liener (1979), se o inibidor de tripsina
fosse removido de um extrato de soja crua por cromatografia de
afinidade, o extrato resultante era ainda capaz de causar inibi
¢40 do crescimento e hipertrofia do pancreas. Liener, estimou
que cerca de 40% da inibicdo do crescimento e também 40% da hi
pertrofia pancredtica, causada pela scja crua, podia ser atri
buido ao inibidor de tripsina restando, portanto, 60% do efeito
total sobre o crescimento e sobre o pancreas, sem explicacao,
Segundo o mesmo autor, uma possivel explicacie para isto pode
ria advir do fato de que certas proteinas da soja e, possivel
mente, de outras leguminosas, quando ndo desnaturadas se combi
nariam irreversivelmente com a tripsina, mesmo depois de Temovi
do o inibidor. Isto sugere a existéncia de proteinas nas semen
tes de leguminosas, resistentes & agdo proteolitica das enzimas
digestivas a exemplc das citadas por Seidl e col {1969) &
Green e col. (1973). Essas proteinas agiriam de maneira siner
gistica com o inibidor de tripsina estimulando o pancreas &
causande perda de aminodcidos sulfurados de origem enddgena,

Rackis e col. {1975) verificaram ndoc haver hipertrofia
pancreatica em ratos alimentados com soia enm que 54% da ativida
de inibidora da tripsina havia sido destruida, verificando valo
res maximos de PER com apenas 80% de inativacdo do inibider.

Outro fato ainda controvertido diz respeito 3 importan
cia fisioldgica do inibidor em alimentacdo humana.

A tripsina humana parece existir sob duas formas: uma

espécie catidnica que constituia o maior componente e, uma anid
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nica que representava menos de 1/3 da atividade total da .tripsi
na do suco pancreatico (Robinson e col. 1972; Figarella & col.
1975). A espeécie anidnica {tripsina 2) era estequiamétricamente
inibida pelo inibidor presente na soja, enguante que a tripsina
cationica (tripsina 1) que re%resentava cerca de 2/3 da ativida
de total do pancreas humano, era apenas fracamente inibida pelo
inibidor da soja.

Feeney e col. {1969) testaram a atividade in vitro de
inibidores de viarias fontes sobre a tripsina humana. Encontra
ram que o inibidor proveniente de se¢ja inibia fracamente a trip
sina humana, enguanto que o de colostro bovino, o inibidor ex
traido do pancreas bovino e do feijdo "Lima Bean” inibiam forte
mente a tripsina humana.

Além dos inibidores de proteases, a maioria das legumi
nosas e cereais contém em suas sementes substancias denominadas
fito~hemaglutininas ou lectinas. Sdc substiancias que possuem em
suas mclécﬁlas um centro ative especifico de combinagao com car
boidratos. Aglutinam seletivamente eritrécitos, in vitro, ini
ciam mitose em culturas de linfécitos humanos e podem aglutinar
ou inativar células de tumores (Sharom e Lis, 1972). Contribui
riam, pelé menos em algumas espécies, para o baixo valor nutri
tivo e para a toxidez de sementes cruas (Liemer, 1876). Nas lg
guminosas parecem estar envelvidas no processc de reconhecimen
to de bactérias fixadoras de nitrogénio ocu poderiam  funcionar
na defesa das plantas contra a invasio de bactérias patogenicas

{Rohlool e Schmidt, 1974; Lindemann e col. 1874}.
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Ainda nio se tem conhecimentos exatos sobre ¢ modo de
acio das hemaglutininas {n vive. Um possivel mecanismo de toxi
cidade foi proposto por Jaffé e Camejo (1961). Estes autores
observaram <n vivo uma significativa reducio na absorgao de nu
trientes e, 4u vitrno, uma diminuicdo de 50% na velocidade  de
ahsorcac de glicose pela parede intestinal, de vratos aliments
dos com preparagoes aglutinantes obtidas de '"Caraotas negras"
(Phaseofus vulganis). Com base nestas evidencias propuseram que
as hemaglutininas deveriam interagir com as células da mucosa
intestinal causando um bloqueio parcial, nfo especifico, na
ahsorcdo de nutrientes.

Um outro tipo de efeito sobrs as células intestinais
foi sugerido por Jayne-Williams (1973) e por Jayne~Williams e
Burgess {(1974) apds terem observado que © codorniz japonés,quag
do livre de germes intestinais, tolerava o efeito da Concanava
lina A e da hemaglutinina de "Navy Bean' muito melhor que ani
mais convencionais. Esses autores emitiram a teoria de que as
ligagtes dessas hemaglutininas com as células da parede intesti
nal poderiam interferir com o© mecanismo normal de defesa dessas
céiulas no sentido de permitir a entrada de bactérias do lume
intestinal para a linfa, sangue e outros tecidos.

Quatro tipos de hemaglutininas foram diferenciadas em
variedades de feijdo por Jaffé e col. (1872, 1974). Aquecimento
prolongaﬁo ou autoclavagem de feijoes pré-embebidos em dgua des
tyruia a atividade hemaglutinante, bem como, a sua toxidez aguda.

Jaffé e col. (1972} verificaram que a atividade hemaglutinante
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sobre hemicias humanas ou de coelho era muito mais termoldbil
que a sua agdo tdéxica. Contudo, a atividade hemaglutinante 50
bre hemdcias de sangue bovino tratadas com tripsina, era tdo re
sistente & agdc do calor quanto a sua agao toxica (Jaffé e Brl
cher, 1972). Esta descoberta levou 3 conclusdo de que o teste
de hemaglutinacdo, usando hemacias de sangue bovinoe, previamen
te tripsinizadas, constitui um método Gtil para a detecgdo de
variedades de feijdo contendo hemaglutininas téxicas,e, tambenm,
para se acompanhar o progresso de destrnigdo desse fator téxico
em funcgdo do tratamento térmico.

Apesar das inlmeras tentativas de identificar e quanti
ficar o efeito tdxico das diferentes proteinas antinutricienais
das sementes de legumincsas, ainda existe muita controvérsia
quanto A natureza da principal substincia tdxica.

Turner ¢ Liener (1975) conseguiram eliminar por croma
tografia em coluna de concanavalina A-Sepharose, a atividade he
maglutinante de um extrato de farinha de soja crua. A atividade
do inibidor de tripsina ndo era afetada por este tratamento. O
extrato livre de hemaglutinina foi utilizado para alimentar 71z
tos, obtendo-se um padrio de crescimento e PER que ndo  diferi
ram significativamente daqueles obtides com o extrato original
contendo a hemaglutinina. Concluiram deste estudc que a hemaglu
tinina deveria excercer um pépel relativamente pouce importante
em relac3o aos efeitos antinutricionais encontrados na farinha
de soja nao aquecida.

Em trabalho semelhante, porem, com o feijao “Kidney
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Bean®, Pusztai e Palmer (1977) verificaram que a toxidez de um
extrato cru desta variedade de feijdo estava associada &  hema
glutinina., A hemaglutinina foi isolada em colunas de fetuina-~
~-sepharose 4B, por cromatografia de afinidade. Quando se determi
naram os NPU's em ratos que receberam ragaés com 5% de caseina
adicionadas de diferentes quantidades de hemaglutinina isolada,
verificou-se que a hemaglutinina exerceu um forte efeito inibi
tério sobre o crescimento, em conformidade com a seguinte equa

¢ao: NPU = NPU., - 280x, em que X representa a porcenta

caseina
gem de hemaglutinina na dieta (P/P). A importancia da hemagluti
nina em relacac a toxidez do feijdo foi confirmada nesta mesma
pesquisa, pela verificacdo de que a introducac nas mesmas dige
tas, das proteinas de feijdo isentas de hemaglutinina, nac pro
duziu nenhum efeito toxico.

Kakade e Evans (1965) isolaram e fracionaram as protel
nas do feijdo "Navy Bean" de acordo com o método descrito por
Honavar e col. {1962). Obtiveranm cinco fracbes protéicas., todas
elas exibindo maior ou menor capacidade de retardar o crescimen
to de ratos. A fracdo 4, extraida em 1% de NaCl e oprecipitada
com sulfato de amdnio a 75% de saturacdo, foi a que apresentou
maior inibic3o do crescimento. Essa fragdo 4 continha atividade
relativamente baixa de hemaglutinina e de inibidor de tripsina,
levando os autores a postularem a existéncia de outras protei-
nas toxicas nessa variedade de feijfo, além do inibidor de trip
sina e da hemaglutinina., Em trabalho posterior Kakade e col.

{1968) testaram a capacidade da fracdo 4 de, modificar a velocCi
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dade de sintese de proteinas em diversos tecidos, guando injeta
da intraperitonealmente em ratos. Verificaram que essa fragao
aumentava de 25% a capacidade de sintese de proteina pelo teci
do hepatico e inibia de 50% a mesma capacidade do tecide muscu

lar. Por outro lado nic exercia nenhum efeito sobre a sintese

de proteinas no intestino delgado.

PROFRIEDADES FISICO-QUIMICAS

Ao contrario do que ocorreu com a soja, poucos 580 05
estudos de purificagio e caracterizagao das propriedades fisi
co-quimicas das proteinas de feijdes do genero Phaseolus.

Pant e Tulsiani (1969) estudaram a solubilidade das
proteinas de trés variedades de feijao (P. vulganis) em  agua,
cloreto de sddio, alcool e em solugdo de hidroxido de sodio,
bem como em diferentes pH's, ajustados com solugoes de HC1 ou
de NaOH. Verificaram que 74 a 82% do nitrogenio total da semen
te podia ser extraido com dgua mais cloreto de s&dio, represen
tande o nitrogénio nic protéico e o proveniente das globulinas
e zibuminas. Através desse estudo, quantificaram a fragao nitro
genada do grao de feijao como segue: globulina, 56 a 61%; albu
mina, 5,5 a.?,O%; prolamina, 1 a 3%; giutelina, 9 a 14%; subs

tincias nitrogenadas ndo protéicas, 10 a 15% e; ndo extraivel,

4 a3 9%.

No estudo da solubilidade, em fungdo do. pH, demonstra
ram que o pH de menor solubilidade variou entre 2,0 e 3,4 2
que cerca de 80% da proteina podia ser extraida tanto em pH
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dcido {pH 1,0) como em pH alcalind {(pH 8,0 a 8,0).

Un estudo realizado em nossoc laboratdrioc com 60 varie
dades de P. vulgardis, Sgarbieri e col. (1978) revelou uma soly
bilidade para as proteinas, em solucdo a 2% de cloreto de sddio,
que variou entre 68 a 85%, e uma proporcdo entre globulina e al
bumina de 1,0 a 3,3. Nesse mesmo estudo fez-se tambén a caracte
rizagac eletroforética, em gel de poliacrilamida, dﬁ.nﬁmero de
proteinas das fragﬁeé glﬁhuiina e albumina. O nlmero de bandas
para a fragae albumina variou entre um minime de quatro e um ma
ximo de 14, e para a fracao globuiina, entre quatro e 12. A mo
bilidade eletroforética dessas proteinas, relativa ao  corante

azul de bromofenol, variou entre 0,09 & 0,93,

-

Com excecaoc de alguns inibidores de protease e de algu
mas hemaglutininas, sac poucas as proteinas ja isoladas, em ele

vado grau de pureza, a partir do gréc de feijiao.

‘Jaffé e Hannig (1965) usando as técnicas de diflise,
precipitagac com sulfate de amdnio e eletroforese de fluxo-1i
vre, separaram do feijao preto "Kidney Bean" (P. vulgandis) 11
fragaes proteicas das quais nove eram soliveis em dgua e duas
em solugdes salinas. Quatro dessas fragles protéicas apresenta
ram atividade hemaglutinante. As duas fracdes insoliiveis em
agua representaram cerca de 90% da proteina total extraida. As
quatro fracSes com atividade hemaglutinante foram as que tive
ram as menores mobilidades eletroforéticas. A de menor mobilida

de, havia sido descrita anteriormente comsc ‘'phaseclotoxina A",

32



com peso molecular 128.000 e ponto isoelétrico 4,9. Todas as
fragbes analisadas continham aglcares ¢ deram reagles positivas
na eletroforese para glicoproteina. Verificaram, ainda, que tan
to as proteinas soldveis em dgua como as solliveis em solugdo sa
lina eram muito resistentes a hidrélise pels pepsina e pela pa
paina.

Pusztai {1966) descreveu o isclamento e a purificagaoc
de duas proteinas a partir do feijdo “"Kidney Bean”. Uma dessas
proteinas representava 0,23% do nitrogénic total extraide do
grdo e continha virios aglcares na molécula, principalmente D-
glicosamina e D-manvse, além de pequenas quantidades de arabing
se, xilose e fucose. Esta foi denominada de glicoproteina I. A
outra proteina isolada por Pusztai, ers um inibidor de tripsina
que ndo continha aglcares na molécula. Essas duas proteinas di
feriram na composicdo de aminodcidos, principalmente no sentide
de que a glicoproteina I era pobre em aminodcidos sulfurados
mas rica em aromidticos, enquante que o inibidor de tripsina con
tinha alto teor de cistina [(14,45%) e baixo teor de aminoidcidos
aromdticos ¢ de valina.

Usando extracac em pH 8,3 ¢ precipitagéa em pH 5.0,
Pusztal e Watt (1970) extralram de "Kidney bean” uma glicopro
teina (glicoproteina II) que, depois de purificada, representa
va cerca de 10% do nitrogenic total do griac. A purificagap foi
conseguida por eletroforese de alta voltagem e cromatografia em
colunas de Sephadex G-200 e DEAE-celulese. Entre pH 2,2 e 3,4

g¢ssa proteina aparecia como um monomero de peso molecular
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140.000 + 2,000, engquanto que em pH entre 3,4 e 6.6, aparecia
comoe um tetridmetro de peso molecular 560.000. A glicoproteina
1T continha 4,46% de aglcares neutros, principalmente manose e
xilose, e cerca de 1% de glicosamina na molécula. Era pobre em
amincdacidos sulfurados e aromaticos e apresentou ponto isoelé
trico ao redor de pH 5,4,

Uma fraglo globulinica, que representava 75% da protei
na total do feijao mexicano "Negro Mecentral” (P, vadganisl,
foi subfracionada por Ishino e Ortega {1875) em quatroc componen
tes designados por eles, a, B, v e &, em ordem decrescente de
mobilidade eletroforética no gel de poliacrilamida. Esses com
ponentes representavam 50, 18, 10 e 12% da globulina total, res
pectivamente.

0 componente ¢ representava 358% da proteina total do
grio sendo, aparentemente, a principal proteina de reserva.
Continha 14,55% de nitrogénio, coeficiente de sedimentagao
7,425 & peso molecular aproximado 170.000. Era uma glicopretei
na que continha, 4,95% de carboidrate como manose e, 1,10% de
hexosaminag como glicosamina. ¢ componente o bem como ¢3S compo
nentes B & Y, sofreram dissociacgac em cmndigSes alcalinas {pH
12.5).

A pH 4,1, 62% da globulina permanecia sollivel em  tam
pdo de acetato de sddio com forga ionica, w = 0,5. 0Os componen
tes R e ¥ pareciam formar complexos insolveis durante a acidi
ficacaon.

Sun e Hall (1975) extrairam sementes de Phaseclus vul
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garis, var., americana "Tendergreen™, com solugds de deido clori
drico e cloreto de sdédio, pH 3,5. Pels diluigdo do extrato bry
to conseguiram separar duas globulinas importantes que chamaram
de Gl e GZ, Em solucglo 0,54 de NaCl, ambas globulinas evam  tg
ralmente soliveis. Diluigdo, pela adigdo de § volumes de dgua
destilada {~ 0,08M de NaCl} resultou em precipitacde de pelo me
nos 98% da globulina Gl, enquante gue a GI permaneceu en solu
cic. A globulina Gl apresentou ponto izsoelétrico entre os pH'S
4.4 e 5,6 e a globulina G2 em pH 3,7. A globulina 61 fei consi
derada por esses pesquisadores a principal proteina de reserva
do gric de feijdo, sendo uma glicoproteina com 2.9% de hexosami
na na molécula. No tocante & solubilidade, a globulina GlI come
cava 3 se dissolver em concentracdc 0,IM de clorste de sédio au
mentando 2z solubilidade até completa dissolucdo em solugioc 0,2M
de NaCl. Considerivel quantidade de GZ era solivel em dgua deio
nizada, verificande-se completa dissolucio em solugaoc 0,05M de
NaCl,

A suscetibilidade dz globulina G1 3 protedlise pela
pepsina, tripsina e guimotripsina foi estudada por Romero &
kyan (1978}, A extensdo da protedlise da giﬂﬁulina (1 por essas
enzimas proteoliticas fol inferior i observada para a albumina
de soro bovino, em sua forma nativa. A eletroforese em gel de
poliacrilamida com 3DS revelou em G1 um grande nimero de liga
¢Bes peptidicas suscetiveis de hidrélise pela tripsima, enquan
to que outras se mostraram resistentes i hidrélise por essa en

zima. O pronunciade efeito do tratamento térmico sobre a proted
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lise da globulina 61 sugeriu a existéncia de impedimentos  con
formacionais que dificultavam a hidrdlise dessa proteina em sua
forma nativa.

Dentre as proteinas dos graos de leguminosas, as que
tém sido mais intensamente estudadas do ponto de vista fisico-
-guimico e estrutural s2o as que exercem agac inibidora sobre
as emzimas proteoliticas. Esses inibidores ocorrem nioc $d nas
sementes de leguminosas mas também, em varios cereais, bem como
em alguns orgidos e fluidos de origem animal,

Alpuns artigos de revisdo cobrinde varios aspectos da
quimica, bioquimica e fisiologia, relacionados com esses inibi
dores se encontram na literatura. Laskowski e Laskowski, Jr.
(1954) descreveram a ocorréncia, as propriedades fisico-quimicas
e alguns pardmetros termodin3micos das reacdes desses  inibidg
res com a tripsina. Pusztai (1967) descreveu os principais ini
hidores encontrados em plantas tentando uma revisio critica das
possiveis implicagOes nutricionals desses inibidcrés em  nutri
cdo animal. Means e col. (1974) procuraram, a luz dos conheci
mentos existentes sobre os varios inibidores, estabelecer as
bases quimicas e fisico-quimicas da acio desses inibidores  so
bre diversas enzimas proteoliticas. Um tratamento mais generall
zado, incluindo a metodologia empregada na purificagdo e carac
terizacido dos diferentes inibidores estudados, € dado por
Kassell {1870}, "

Sem duavida, de todos os inibidores de proteases gque

ocorrem em plantas e animais, os encontrades na soja foram 0Ss
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mais estudados. Kunitz (1945, 1946) foi quem, pela primeira vez,
isolou e c¢ristalizou a partir da soja uma substancia com forte
atividade inibidora da tripsina. O préprio Kunitz (1947) estu
dou suas propriedades, mostrando uma forte afinidade pela trip
sina e menor afinidade pela quimotripsina. Esse inibidor, hoje
conhecido come inibidor de Kunitz foil caracterizado como uma
a~globulina, precipitivel com &cido tricloracético (TCA}, nao
dialisével, peso molecular ao redor de 24.000 e ponto iscelétri
co em pH 4,5. Era bastante estdvel em uma ampla faixa de pH's a
baixas temperaturas. Acima de 30°C, jd ocorria inibicio, ini
cialmente reversivel, tornando-se rapidamente irreversivel com
a elevagio da temperatura,

-

Com a intensificacdo das pesquisas sobre a soja, va
rios pesquisadores (Wu e Scheraga, 1962; Rackis e col. 1962,
Yamamoto e Ikenaka, 1967; Birk e col. 1967; Birk, 1968; Fratta
11 & Steiner, 1568) descobriram outros inibidores de tripsina e
de quimotripsina em extratos dessa leguminosa. Além do inibi
dor tipico de Xunitz, pelo menos quatro outras formas de inibi
dores foram isoladas e descritas por esses autores, 3 partir da
soja. Esses inibidores puderam ser diferenciados do inibidor
original de Kunitz principalmente pelas diferengas encontradas
nos pesos moleculares (8.000 a 24.000), na composicdo de aminod
cidos (mais ricos em cistina), mais resistentes & desnaturacio
térmica, por serem resistentes & hidrdlise pela pepsina, e por

inibirem tanto a tripsina como a quimotripsina. 0 inibidor de

peso molecular 8.000 ficou conhecido comoe inibidor de  Bowman-
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Birk (Frattali e Steiner, 1969%), possuindo a prﬁpriedade. de
agregacio ou de formar polimeros de pesos moleculares miltiplos
de até 24.000. H4, portanto, a poessibilidade e, algumas evidén
rsias experimentais, de que os inibidores que foram descobertos
na soia depois do inibidor tipico de XKunitz, pederiam ter sido
formas mGltiplas do composto de peso molecular 8.000. Aceitando
essa hipftese, poder-se-ia classificar os inibidores da sojs em
dois tipos, a saber: inibidor de Kunitz (PM 21.000 =& 24.000,
baixo teor de cistina, termoldbil, hidrolisdvel pela pepsina em
pH 2,0); tipo Bowman-Birk (PM 8.000 a 24.000; elevado teor de
cistina, termo-resistente, ndo hidrolisdvel pela pesina e com
forte atividade inibidora também contra a quimotripsina).

Além dos inibidores encontrados na soja, varios ocutros
foram extraldos de outras leguminosas, ¢ purificados.

Fraenkel-Conrat e col. (1952} isolaram do feijao “"Lima
Rean' {Phaseclus Lunatfus!, um inibidor de tripsina que fol ca
racterizado como tendo peso molecular 10,000, resistente a eXx
tremos de pH, ac calor e A agdo da pepsina. A composigas em
aminodcidos revelou que esse inibidor continha na molécula 16%
de cistina e que era semelhante a queratina quanto a quantidade
de ligacbes cruzadas do tipo (-$-8-). Essa mesma leguminosa foi
estudada mais tarde por Jones e col. {1963) que conseguiram isc.
lar e purificar, cromatograficamente, quatro proteinas com agdo
inibidora sobre 2 tripsina. Os peses moleculares encentrados
por esses pesquisadores para esses quatro inibidores foram
8.291, 8.408, 9.423 e 9.892, Essas proteinas niic possuiam nem

metionina e nem triptofinio nas moléculas. O conteidde de cisti
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na variou entre 17,1 e 20,2 gramas por 100g de proteina, para
os quatro inibidores. A clivagem das ligagBes dissulfidicas por
oxidaclo com &cido perférmico ou pela redugdo com  mercaptoeta
nol eliminava, completamente, a atividade inibidora.

Bowman (1948) reportou sobre ¢ isclamento e a purifica
cic parcial de um inibidor de tripsina a partir do feijao "Navy
Bean' [Phaseolus vulgaris, L). Esse mesmo inibidor foi isclado
e purificade, por ultrafiltragao em gel de Sephadex e cromato
grafia em colunas de troca ionica, DEAE-celulose, por Wagner ¢
Riehm {(1967). Determinaram pars o inibidor de "Navy Bean”™ um pe
so molecular de 23.000 e um volume especifico parcial de 0,693,
Quanto 3 composicdo em aminodcidos continha um tsor muito alto
{15%) de cistina, baixc teor de metionina, ndo contendo nem
triptofanic ¢ nem cisteina na molécula. Continha cerca de 1.7
moles de manose por mole de proteina. Bsse inibidor combinava-
se com a tripsina na proporgdc de 1:2, isto é, 1 mole de inibi
dor unia-se a 2 moles de tripsina.

0 inibidor isolado e purificado por Pusztai [1966) a
partir de P. vufgaris “Kidney Bean” foi posteriormente estudado
(Pusztai, 1968} quanto ds suas propriedades moleculares e inibi
doras. Foram encontrados para esse inibidor pesos moleculares
de 10.000, 14.000 e 15.100 + 800, dependendo da técnica e  das
condicgBes empregadas para a determinagdc. Foi atribuido o peso
molecular 10.000 como o mais provavel, baseado na forte tenden
cia a agregacdo evidenciada por essa proteina. O volume espeti

fice calculado pela composicio de aminoacidos foi de 0,68. Qu
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tras propriedades interessantes encontradas para esse inibidor
foram: elevado teor de cistina (14,5%): elevada resisteéncia tég
mica (90°C, 90 min); resisténcia 3 agdo proteclitica da pepsina
{pH 2,0, 37OC§ 2h); forte atividade inibidora contra tripsina e
quimotripsina, sendo os centros de ligagdo para essas gnzimas
independentes (double headed) .

Belitz e col. (1872) fizeram um estudo eletroforético
comparativo dos inibidores de trés espécies de feijoes, a sa
ber: Phaseofus valgaxris var. nanus, P. cocedneus e P, Zunafus,
encontrando em todos eles, cinco bandas de proteima de alta
mobilidade em direcdec ao znodo. As mobilidades relativas dessas
bandas nic foram idénticas nas trés espécies porém, foram  bas
tante semelhantes. Os pesos moleculares ¢ as conposicoes am
aminoacidos desses inibidores também foram semelhantes. Todos
apresentaram peso molecular entre 9.000 e 10.000 = inibiram
fortemente tanto a tripsina quanto a guimotripsina. Foi mostra
do que um dos inibidores isclados de P. wulganis var. nanus
(PVZS) apresentava centros de ligagao independentes para tripsi
na ¢ para quimotripsina, a exemplo de outros inibidores ja es
tudados,

Em um trabalho subsequente, Belitz s Fuchs (1873) 28

tudaram a clivagem do inibidor PV, pela tripsina e pela quimo

tripsina, isolando fragmentos ativos contra a tripsina e a
quimotripsina, com centros atives separados. Pelo exame dos
fragmentos obtidos, apos redugdo e carboximetilacgao, puderan
provar que a ligagdo peptidica Liszstﬁrz§3 estd envolvida no
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53 esta

centro de ligacao com a2 tripsina, enquanto que ?hesz—Ser
no centro de ligagao com a quimotripsina. Foi também demonstra
do que o centro de ligacao para tripsina se localiza proximo da
extremidade N-terminal da cadeia do inibidor, enquanto que )
da quimotripsina esta mais proximo da extremidade C-terminal.

A globulina isclada por Seidl e col. (1968%) denominada
globulina E, representava 30% da proteina extraivel do feijao
"Kidney Bean" e possuia atividade inibidora ou resistencia a
agao de virias enzimas proteoliticas. A sua atividade especifi
va era baixa em relacdo aos inibidores de tripsina ja descritos,
porém a resisténcia 2 proteclise ndo foi eliminada pelo  trata
mento com uréia ou pelo calor. Essa proteina, que foi denoming
da inibidor de proteinase para diferencia-la dos inibidores de
tripsina, apresentava~se com um peso molecular ao redor de
200.000 que podia variar em fungdo do pH & de sua concentracgio
na solugdo. A resisténcia & inativagdo térmica e a agao de
uréia, nao pode ser atribuida ds ligacBes dissulfidicas, una
vez que essa proteina ndo possuia cistina em sua composicgio.

Devide a enorme diversidade encontrada entre os inibi
deres de proteases de origem vegetal quanto & composicdo, peso
molecular e propriedades fisico-quimicas, tentaremos em seguida
campilar em um quadro as principais propriedades dos inibidores
estudados até o presente com algum detalhe. Essa comparacdc das
prcpriedades dos inibidores, oriundos de diferentes fontes per

mitira, talvez, uma melhor racionalizac¢ic e compreensao de suas

propriedades mais fundamentais.
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Pela inspecgdo dos dados do Quadre I, torna-se evidente
a grande diversidade de propriedades encontradas entre os inibi
dores de tripsina e/ou quimotripsina de origem vegetal. Torna-’
se, assim, muito dificil qualquer racionalizagdo ou classifica
¢ao desses inibidores de acordo com as suas propriedades.

Algumas comparacdes interessantes poderdo ser feitas
com base nos dados do Quadro I. Os inibidores isolades de légg
minosas do geénero Phadesfus apresentam como propriedades comuns,
alto teor de cistina e, praticamente, nenhuma cisteina e nenhunm
triptofinioc na molécula, o que sugere um elevado nimero de liga
cdes dissulfidicas. Quanto ac peso molecular, os valores encon
trados para os inibidores extraidos de Phaseclus estdo entre
9.000 e 23.000, No Quadro I, o peso molecular do inibidor do
feijdo "Lima Bean" (P. Lunatus) & de 9.423, existindo trés ou
tros inibidores isolados dessa espécie com pesos moleculares ao
redor de 9.000. Os inibidores de P. vulgaxis variedades "Kidney
Bean' (¥BI) e mnanus (PVZSJ, também foram caracterizados com pe
so molecular ao redor de 10.000. J&, o inibidor do feijao "Navy
Bean' {NBI} apresentou pesc molecular de 23.000., Todos esses
inibidores isclados de Phaseocfus apresentaram, em comum, eleva
da resisténcia térmica, resistencia a agdo da pepsina, forte po
der inibidor sobre a tripsina e sobre a quimotripsina. Aparen
temente, todos es3ses inibidores possuem em sSuas moléculas cen
tros de ligacao independentes para a tripsina e para a gquimo
tripsina. \

0 inibidor (AA) da soja, também conhecido como inibi
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dor de Bowman-Birk, possui peso molecular ao redor de 20,000 e
todas as propriedades mencionadas como caracteristicas dos ini
bidores encontrados em Phaseofus. Nio estd ainda excluida a
possibilidade de que o inibidor AA sejaz um dimero, formado por
monomeros de peso meolecular lb.OGO.

Por outro lado, o inibidor descoberto e isolado da sg
ja por Kunitz (SBTI) € formado de um inico polipeptideo de peso
molecular ae redor de 22,000, contendo baixo teor de cistina e
um teor mais elevado de triptofanio. £ termoldbil e sofre degra
dagiio pela pepsina em pH acido. Sua agao inibidora se faz  sen
tir principalmente sobre a tripsina. Esse inibidor da soja apre
senta algumas propriedades semelhantes aos inibidores encontra
dos na cevada {BTI) que inibe a tripsina, e ¢ isclado da hatata
doce (PCI) que inibe, preferencialmente, 2 quimotripsina. Os
trés inibidores sdoc degradaveis pela pepsina e possuem um teor
mais baixo de cistina na molécula. Os inibidores de cevada e de
batata sic mais resistentes ao tratamento térmice que o de  Ku
nitz, embora sejam menos resistentes que os isolados de Phaseo
fus. Gutra diferenca dos inibidores de cevada e de batata, em
relacao ao de Kunitz, se refere ao peso molecular., O de cevada
apresentou peso molecular 14.000 e o de batata 38.000. Este ul

timo parece ser um tetramero, cujos monomeros teriam pesos mole

culares entre 9.000 e 146.000.
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MATERIAL E METODOS

VARIEDADE

A variedade estudada fol a denominada Rosinha G2, sele
cionada no Instituto Agronomico de Campinas. As sementes forne
cidas pela Segao de Legumincsas do IAC, eram da regifo de Campi

nas e provenientes das safras de 1977, 1878 e 19789,

EXTRACAO DAS PROTETNAS

Para extragio das protefﬁas os graos foram inicialmen
te moidos em moinhe de martelo até granulometria de 70 mesh. As
extragoes foram sempre feitas usando a relagio {farinha/solven
te 1/5 (P/V), exceto para os casos em que o efeito da variaglo
dessa relacdo foil estudado. Depois de feita a suspensio de fari
nha integral no solvents, agitava-se em média duas horas 3 tem
peratura ambiente do laboratdric (24 + EQC)¢ seguindo-se centri
fugacdo & 12,000 x G por 30 min a temperaturas entre 3 ¢ 16°¢C,
em uma centrifuga refrigerada Sorvall RCZ-B. Na maioria dos ca
sos, o residuo da primeira extracio foi re-extraido, uma ou
mais vezes, com ¢ mesmo solvente ou com solvente diferente. Os
sobrenadantes das diferentes extragbes, apos centrifugagdo,cons
tituiam os extratos brutos.

Para o estudo da extratibilidade das proteinas em fun

cao do pH. tomou-se em cada ensaio S5g de farinha integral que

foram suspensas em 100ml de adgua destilada e o pH ajustado com



solucdo 2N de HC1 ou de NaQH. 0s valores de pH foram ajustados
entre 2,0 ¢ 10,0, Apds ajustar o pH, a suspensao foi agitada du
rante 2 horas & temperatura do laboratdric {241;206), centrifuga
da {12.000 x G, 30 min) ¢ a proteina foi determinada no sobrena

dante pela reacdo do biureto, lendo~se a absorbancia a 540nm.

OBTERCAO DE FRACDES PROTEICAS A PARTIR DO EXTRATO BRUTO

0 extrato brute (dgua mais cloreto de sddio) era ini-
cialmente submetido 3 didlise em dgua destilada (4°C, 48-72h ),
utilizando~se membranas de celulose [Sigma Chemical Co; A. Tho
mas Co.} com capacidade de excluir substancias com pesos molecu
lares até 8.000. A liofilizacho da suspensao obtida apdés diali
se, forneceu o isolado protéico total (IPT). Centrifugagao
(12.000 x G, 4°C, 30 min) das suspensdes apds didlise resultava
em um precipitadc e um sobrenadante. O precipitado era re-ex
traido com 2gua destilada, centrifugade e, os sobrenadantes
eram combinados. A liofilizacio das substancias sélﬁveis em
dgua forneceu a fraglo F,. A fragao insoliivel em agua (F,) era
tambén liofilizada. Para obtencdc da fragdo globulina (F,) 2
fragao Fo, antes da liofilizacio, foi re-extraida com um volume
de solucdé-0.5M de NaCl igual ac volume usado parz obtengao do
extrato bruto. A solucdo salina era dialisada em agua destilada
e em seguida liofilizada (st. 0 residuo insoluvel em solugac
0,5M de NaCl, depois de dialisado e liofilizado, constitulu 3
fragido Fy. Quaﬁéo a fracdo soldvel em agua, apds a dialise (al

bumina), fol submetida ac aguecimento {Q?OC, 15 min) formou-se
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Fig. 2. Extragdo e fracionamento das protefnas de feijfio: 1. extragdo com agua
(500mi): 2. centrifugacdo (12.000 x G, 30 min); 3, extracfo NaCi 0,5M
{(B0DMI): 4. centrifugaclo; 5, re-extracdes com agua; 8. Hofilizacio; 7. didlise;
8. liofilizagio; 9. centrifugacdio; 10. re-extragdo com &gua; 11, lioftlizacdo; 12
re-gxtracio NaCt 0,5M; 13. centrifugacio; 14. tratamento térmico {97°¢, 15
min): 15. centrifugagdo; 18. dislise; 17. liofilizacho; 18. didlise; 19. linfiliza-
cdo: 20. liofitizacdo; 21. liofilizagio; 22. precipitagdo com (NH4)o 504, 0.85
saturacio: 23. didlise; 24. tiofilizagdo,



um precipitado (Fg) constitui{do pelas albuminas coagulaveis, en
gquanto que o sobrenadante, apds a centrifugacgdo {12.000 x G,
30 min). era constituido pelas albuminas nao coagulédveis (Fel.
Adicdo de sulfato de aménio @ solugdo de albuminas ndc coaguld
veis (F¢) até 0,65 de saturacdo resultava no precipitado (F,).

Na figura 2, aparece um esquema geral da extragio, &
do fracionamento das proteinas do extrato bruto, c¢om base nas
diferencas de solubilidade e de coagulabilidade.

PURIFICACAO DOS INIBIDORES DA TRIPSINA E DA QUIMOTRIPSINA.

A purificacdo dos inibidores foi feita a partir da
fracao Feo albumina ndo coagulavel (97%¢, 15 min), pela precipi
tagio com sulfato de amdénio, 0,65 de saturagdo, ultrafiltragao
em colunas de Sephadex G6-100 e G-50 ¢ cromategrafia de troca io
nica em c¢olunas de DEAE-celulonse.

0 gel de Sephadex foi preparado para as colunas, 1a
vando-se, inicialmente, com soiugéo 0,54 de HCl, em seguida com
igua até eliminar o acido, depois com solugao 0,5M de NaOH, seg
guido de lavagens sucessivas com ggua para eliminar o NaGH. D
rante as lavagens procurocu-se eliminar os granulos muito finos
atravées de sifonacio. Em seguida, o gel era .equilibrade com o
tampio de fosfato de sodio 0,01M, pH 7.6, através de lavagens
sucessivas. O empacotamento das colunas era feito por gravidade.,
Em todos o5 experimentos, exceto na determinacao do pesc molecu
lar, usaram-se colunas com camisa de circulacdo de agua a 4%¢,
Nos experimentos para determinacio do peso molecular, a ultra
filtracio foi conduzida 2@ temperatura do lahoratorio, de 24 *

2%c . 0 mesmo ciclo de tratamento, com acido e base, foi feito



todas as vezes que se fez necessiario a regeneracgido do gel,

Para a preparacao da resina de DEAE-celulose procedeu-
se como segue: a) Suspensao em solugac contendo 0,25M de NaCl
e 0,25M de NaOH; b) duas lavagens com dgua destilada; ¢) suspen
sio em solucdo 0,25M de HCI; d) lavagens com agua até  elimina

¢io completa dos fons cloreto; e) suspensdo em tampao  fosfato

| G

de sodioc 0,1M pH 7.6; f) equilibrar com tampac fosfato de s
dio 0,01M pH 7,6, lavando, peloc menos 5 vezes, com o mesmo tam
paoc.

0 tamanho da coluna e as condigoes empregadas para a
eluigic serdo especificadas na legenda da figura de cada experi

mento.

EXTRACAL E PURIFICA(;;’;O PARCYIAL DA TRIPSINA HUMARA

Tripsina humana, parcialmente purificada, foi obtida
a partir de pancreas com seis a oito horas posfmorten, seguin-
do as etapas do isolamento e purificacdo descritos por  Travis
¢ Roberts (1969), até a precipitacio com sulfato de amdnio (pre
cipitado entre 0,2 - 0,8 de saturacdo), didlise e liofilizacao.
Seguiu-se a ativagdo do precipitado liofilizado, em snlucao

0,1M de borato de sodio, contendo 0,05M de CaClz? 12h a 4°¢C.

METODOS ANALTITICOS

PROTEINA. O teor de proteina das amostras foi, na maig

ria dos casos, determinade pelo método semimicro-Kjeldahl, como
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descrito no AQAC: 2.23, {(1955). A porcentagem de nitrogenio foi
sempre multiplicada pelo fator 6,25 para conversio em proteina.
Em alguns casos usou~se a reagdo do biureto, segundo o

procedimento de Weichselbaum (1946).

NITROGENIO NAi0 PROTEICO. Foi determinado na fracdo do
extrato bruto, soldvel em solucdo a 10% de dcido tricloracético

(TCA), pelo procedimento de Becker e col. {19403,

¢OMPOSICAO CENTESIMAL APROXIMADA. Foi determinada para
as varias amostras utilizadas nos ensaios bioldgicos pelos pro
cedimentos descritos no AQAC, 7.003, 7.010, 7.048 (1970} para
umidade, cinza e extrato etérec, respectivamente, e pelo AOQAC,

7.054 (197%) para fibra crua.

ACUCARES TOTAIS. A determinacdc dos aclicares totais
£0i feita utilizando o reagente fenol-acido sulfiirico pelo méto
do de Dubois e col. {1956). Os resultados foram £Xpressos am

porcentagem de manose.

AMINOACIDOS. Foram determinados pelo método de Spack
man e col. (1958), em um analisador 120C da Beckman. O tripto
finio foi determinade pelo método colorimétrico de Spies (1967)
e a metionina pelo procedimento de Ltunder (1973) e de Jamalian
e Pellet {1968). O triptofanio foi também determinado no inibi
dor purificado, apds hidrdlise alcalina com hidréxido de bario

(Rlackburn, 1968).
ATIVIDADE DA TRIPSINA,DA QUIMOTRIPSINA £ DOS INIBIDORES.
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A atividade da tripsina, tanto sobre caseina como sobre ben
20il-DL~arginina-p-nitroanilida (BAPNA) foi determinada pelo mé
todo de Kakade e col, (1969). Uma unidade de atividade triptica
foi definida como a variagdo de 0,01 na absorbincia a 280 e a
410nm para a caseina e BAPNA como substrato, respectivamente. A
atividade da quimotripsina foi determinada somente sobre a ca
seina, usando o método de Kakade e col. (1870). A unidade de
atividade da quimotripsina foi definida da mesma maneira que
para a tripsina.

A atividade inibidora era determinada pela diferenca
entre a atividade enzimatica, na auséncia e na presenca dos ini
bidores.tanto para tripsina como para @& quimotripsina. A ativida
de inibidora foi expressa, portanto, em unidades de tripsina

ou de quimctripsina inibidas.

L3

ATIVIDADE DA DESIDROGENASE LATICA. A atividade da  de
sidrogenase latica (LDH) foi determinada pela medida da absor
bancia a 340nm do dinucleot{deo de adenina e nicotinamida ({NAD)
reduzido, usando~se piruvato como substrato de acordo com Nei
lands (1952} . As medidas foram feitas em um  espectrofotometro
modelo 3536, Perkin~Elmer. A LDH usada foi de misculo cadiaco

de bovino de procedencia Sigma, tipo 111 cristalina com 400-800

unidades de atividade por miligrama de proteina.

IDENTIFICAGAC DOS ACUCARES. Para a identificacdo  dos
acucares neutros da fracio albumina e do inibidor purificado,

as amostras [1 a 2g) foram inicialmente hidrolisadas por tempos
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diferentes, isto € (6, 10 ou 16h) em 100 a 200 ml de solugao
0,5M de HC1, a 100°C. 0 hidrolisado foi filtrado e evaporado
(4S°C) a pressao reduzida para eliminar o HCl. O concentrado 1i
vre de HC1l foi colocado em uma coluna de 1,5 cm de diametro con
tendo 25 cm de Amberlite IR-45 (OH ) na camada superior e 30 cm
de Amberlite IR-120 (H+) na inferior. O material eluido, depois
de concentrado, foi utilizado para a identificagao dos acucares.

Foram feitas cromatografias em papel Whatman n® 1 e em
placas com camadas delgadas de Silica Gel-G (tipo 60) da Merck.
A cromatografia em papel foi no sentido descendente, usando-se
como solvente, acetato de etila: piridina:agua (8:2:1 V/V) e co
mo revelador, p-anisidina-acido ftalico (Krebs e col. 1969). A
cromatografia em placas de silica gel foi no sentido ascendente.
As placas foram inicialmente impregnadas com solucao d,OZM de
acetato de sodio. O solvente usado foi, cloroférmio:metanol
(60:40 V/V) e o revelador, p-anisidina-acido ftalico.

Os agucares neutros foram identificados, também, por
cromatografia em fase liquido/gasosa, de seus derivados trime
tilsililados (TMS). A producao dos derivados sililados foi fei
ta de acordo com o procedimento descrito por Sweeley e col.

-

(1963). A analise foi feita em um cromatografo Pye UNICAM se
rie 104, detetor de ionizacao de chamas, temperatura programa
vel, munido de uma coluna cromatografica de seis pés por 0,25
polegadas de diametro, contendo 10% de Apiezon L sobre chromo

sorb W. A programacdo usada para cada analise esta especificada

na legenda do cromatograma correspondente.
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PROTEOLISE ENZIMATICA. O grau de protedlise produzido
prela pepsina e pelo preparado comercial pancreatina (Sigma Che
mical Co.} foi determinado na farinha integral, nas diferentes
fragbes protéicas isoladas e nos residuos insoliiveis apés extra
¢do das proteinas, seguindo, basicamente, o procedimento descri
to por Akeson e Stahmann (1964). As determinacoes foram feitas
nas amestras sem nenhum tratamento térmico e apds 5, 10, 135, 30

e 60 min de aquecimento a 97°C.

SULFITOLISE. A sulfitdlise das proteinas das  fraghes
albumina e globulina isoladas do feijdo Rosinha G2 foi efestuada

em pH 9,0 seguinde o procedimento de Cole [19673).

OXIDACAO COM ACIDO PERFORMICO. A oxidacdc dos inibideres
purificados (IG~50) foi feita segundo o procedimento descrito

por Hirs {18677,

DOSAGEM DE GRUPOS SULFIDRILOS. A determinacdo de gru
pos sulfidrilos livres, nos inibidores purificados & na glutationa,
foi feita espectrofotometricamente, pela diminuicde da absorban
¢ia da N-ethylmaleimida (Sigma) a 300nm, devido a sua Teacan
com os grupos sulfidrilos da amostra. As condicdes da reacao,
bem comc, ¢ cdlculo do nimeroc de grupos sulfidrilos ( p moles)

consumidos durante incubacac foi de acordo com Alexander {1858).

ELETROFORESE. As eletroforesss foram executadss em  tu

pos verticais (0,9 x 9,%cm) contendo gel de poliacrilamida.

As eletroforeses em gel simples de poliacrilamida fo

(¥
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ram feitas segundo o métode de Davis (1964), ligeiramente modi
ficado {(Constantinides e col. 1978). 0Os reagentes para 2 eletro
forese foram todos de procedéncia Fastman Kodak ou British Drug
House {BDH}. O gel inferior continha 8% de poliacrilamida prepa
rada a partir das seguintes solugfes: a) 60g de acrilamida e
0,5g de NN-metilenobisacrilamida (BIS) em 130ml de Aagua; B)
tampdo TRIS~HC1 3M, pH 8,8 contendo 0,23% de NNN'N'-tetrametile
tilenodiamina. Para cada tubo foram misturados 2,44 e 2,62ml de
solugdes a e b, respectivamente, mais 2,44ml de dpgua destilada,
além de 5ml de uma soluclo 0,14% de persulfato de amdnioc. 0 gel
superior continha 3% de poliacrilamida, preparada a partir das
solucBes: a) 10g de acrilamida e 2,5g de BIS em 160ml de d&gua
destilada:; b) 4mg de riboflavina em 100ml de Agua;, ¢} tampao
TRIS~-HC1 0,5M, pH 6,8, contendo 0,46% de NNN'N'-tetrametiletile
nodiamina.

As guantidades dessas solugdes utilizadas para cada tu
bo foram,1l, 0.5, 0,5m1 de a, b e ¢, respectivamente, juntando-se
ainda, 8 mistura 0.4ml de dgua destilada. A polimerizagio era
auxiliada pela exposigio dos tubos & luz fluorescente e se verifi
cava em aproximadamente 15 minutos. Para os eletrodos fol utili
.zada tampdo TRIS-glicina 0.05M, pH 8,2. O tampio em contato com
o gel superior continha duas cu tres gotas do corante azul de
bromofenscl, como indicador. As selugbes das amostras  (lmg/ml)
adicionava-se ainda 2% de sacarose para aumentar a  densidade,
evitando a sua mistura com o tampdoc, quande aplicadas no topo

do gel superior. Os eletrodos dos compartimentos supericr ¢ in
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ferior eram conectados a uma fonte (Ortec modelo 4100) aplican
do-se uma corrente de 2mA/tubo, até que ¢ corante atingisse o
gel inferior, aumentando~-se, entdo, para SmA/tubo até o fim da
corrida, que durava aproximadamente 2 horas.

Para a revelacio das bandas de proteina os géis eram
retirados dos tubos e colocados em uma solucdo contendo 1% de
amido Schwartz e 7,5% de dcido acético glacial, durante 15 minu
tos. A eliminac8o do excesso de corante era feita por lavagens
sucessivas dos geis com solugdo de dcido acético a 7,5%.

Na eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dode
cil sulfato de sodio (5DS), utilizou~se o método de Websr e
Osborn {1969}, adaptado por Constantinides e col. {1979), As
proteinas utilizadas como padr@c eram de proceddncia Sigma e
consideradas de alto grau de pureza. As amostras (lmg/ml) foram
dissolvidas em tampdo fosfato de s&dio 0,01M, pH 7.0. Aliquotas
de 150 ul das solugdes de proteina foram misturadas com 50 i
de uma solugdo de tampio fosfato de sodio 0,01M, pH 7,0, conten
do 4% de SDS (P/V) ¢ 4% de mercaptoetanol (V/V). Essa mistura
era incubada a 37°C durante 2 horas. Apds incubacio tomavam-se
25 pl das solugoéss pré-incubadas as guais eram adicionados 7%
ul da seguinte mistura: solucdc a 0,05% de azul de bromonofenol,
0,5ml; solugdo tampdo de fosfato de sédio 0,001M pH 7.0, 1ml;
Z-mercaptoetancl, 100 ul e; plicerocl, 20 gotas. Aplicavam-se
100 ul da mistura final no topo do gel. Utilizou-se nos eletro
dos, tampdo fosfato de sodio 0,01M, pH 7,0 contendo 1g/1 de do
decil sulfateo de sddio. A amperagem era mantida a 5mA/tubo du
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rante toda a corrida. No final, os géis eram removidos dos tu
bos e corados em solugdo de "Coomassie Brilliant Blue R-250, du
rante 3 horas. O excesso de corante era eliminado através de la
vagens do gel, com uma solucdio do mesmo corante contendo, 5%
de metancl e 7,.5% de dcido acético glacial. A mobilidade eletro

forética, relativa ao azul de bromonofenol, foi calculada para

as proteinas padroes e para as amostras,

ISOELETROFOCALIZAGAG. A isoeletrofocalizacdo, dos inibi
dores purificados, fol feita em gel de poliacrilamida contendo uma
mistura de anfolitos LKB (pH 3,5 a 10,0), Para a obtencio do
gel fez-se, inicialmente, uma mistura na seguinte proporcio: a)
{f,8ml de uma solugag contendo 1ml de NNN'N'-tetrametiletilenodi
amina em 10ml de agua destilada; b) 3ml de uma solucio contendo.
30g de acrilamida mais 0,8g de BIS, em 100ml de Agua destiladsa;
¢} 0.3ml de soiucdo de anfdlitos. Para cada tubo utilizaram-se
0,5%ml dessa mistura, 0,iml da solucdo de inibider {lmg/ml) .
G.2ml de uma solugaoc a 0,5% de persulfato de amdnio e 0,7ml de
dgua destilada.

0 compartimento do eletrodo superior {(¢idtode} continha
uma sclugdo a 2% de NNN'N'-tetrametiletilenodiamina e o infe
rior {anodo}, uma solugBo a 2% de Acido fosférico. Iniciava-se
a eletroforese com 75V e 1,5mA/tubo. Quando a amperagem caia
para 0,5mA/tubo deixava-se mais uma hora a 100V. O tempo total
da corrida era de aproximadamente 4 horas. Terminada a corrida,
o5 géis eram removidos dos tubos e cortados em segmentos de

.5¢cm que eram colocados em tubos de ensaic, contendo Iml de
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agua destilada. Depois de 24 horas efetuou-se a determinacao da
atividade do inibidor, no eluado das diferentes secgles do gel.
Paralelamente, foi corrido um gel sem amostra, que foi cortado
¢ tratado da mesma maneira, lendo-se, apds 24h, os pH's COTTES

pondentes as diversas seccdes do gel.

COEFICIENTE DE SEDIMENTACAO. Foi determinado pelo métg_
do de Martin e Ames (1961), adaptado para as condigdes do labo
ratdrioc (Constantinides e col. 1979). Utilizou-se wum sistema
de formacao de gradiente de sacarose construido em acrilico pe
la firma Permatron 5.A., Sao Paulo. 0 gradiente foi obtido com
Z2,5ml de solugdo a 20% de sacarcse no compartimento da direita
¢ 2,5ml de solugdo a 5% de sacarose no compartimento da esquer
da. O gradiente de concentracac era coletado em tubos de nitra
to de celulose com capacidade para 5,5ml. No topo de cada tubo
colocava~-se 0,1ml de solugao, contendo 0,Iimg de desidrogenase
latica (LDH, Sigma) mais 0,img de inibidor purificade. Os tubos
foram colocados no rotor SW-65 da ultracentrifuga modelo L-75
Beckman e centrifugados = 406, 175.000 x G por 16 horas. Apbs
a centrifugacao, os tubos foram perfurados pelo fundo e o gra
diente fracionado em 10 gotas por tube {~ 0,Z2ml).

0 coeficiente de sedimentagac para os inibidores foi
caleulade, relacionando~se o coeficiente de sedimentacgao da
LDH {7.,4) com os deslocamentos relativos da LDH e dos inibido
res no gradiente de densidade (fig. 19). Conhecendo-se o coefi
ciente de sedimentacao dos inibidores, calculou—sé 0 peso molg

cular pela relacido seguinte:
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METODOS DE AVALIACAC NUTRICIONAL

QUOCIENTE DE ﬁFICIENCIA PROTEICA (PER)., Para a determi
nagdo do PER, usaram-se dietas com 10% de proteifia, 8% de é&leo
vegetal, 4% de mistura mineral, 2% de mistura vitaminica, 2%
de fibra (Hyflo Super-cel, Fisher} e o restante, carboidrato. A
fibra era omitida quando os ingredientes ja continham fibra enm
sua constituicao. A soma dessas porcentagens era elevada a 100%
com carboidrato. Sempre que possivel, 25% dos carboidratos era
fornecido como sacarose e 75% como amido. 0 procedimento gersl
do ensaic foi o descrite no ADAC; 43,183 {1875}. A mistura
salina foil preparada segundo Rogers e Harper {1965) e a mistura
vitaminica de acordo com a Nutritional Bicochemicals Corporation

(1977/78).,

BALANCO DE NITROGENIO. O ensaio de balango de mnitroge
nio foi feito, basicamente, de acordo com Mitchell (1823). Uti
lizaram-se¢ em cada ensaio cinco ratos machos da linhagem Wistar
pesando, cada um, de 38 a 43g. Os animais foram mantidos indi
vidualmente em gaiolas metabdlicas durante 8 dias. Os primeiros
¢cinco dias foram considerados de adaptagdo as dietas, ndo sendo
coletadas nem fezes, nem urina. Nos ltimos treés dias, fezes e
urina foram coletadas e analisadas para nitrogenio total pelo

meétodo semimicro-Kjeldahl. Foram determinados para cada rato e
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para cada dieta utilizada a quantidade total de nitrogénic ings
rido ¢ as quantidades totais excretadas nas fezes e na urina. A
digestibilidade aparente foi calculada como a relacio entre o
nitrogénio absorvido e o nitrogénio ingerido, expresso em por
centagem. O valor bioldgico aparente foi calculado pelo quocien
te do nitrogénio retido no organismo pelo nitrogenio absorvido,

expressc, também, em porcentagem.

IRDICE DE UTILIZACAO PROTEICA (WPU). Foi  determinado
em ratos machos recém-desmamados, da linhagem Wistar pesando de
37 & 42g. Utilizaram-se 10 animais em cada grupo, que foram man
tidos em gaiolas individuais, recebendo dieta com 5% de caseina
e agua ad Libd{tum, por um periodo de 1§ dias. O cdlcule do HPU
foi feito com base no conteudo de agua das carcagas dos animais,
dos grupos gque receberam as dietas com 5% de proteina e do gru
po que permaneceu em dieta aprotéica, segundo o método de

Miller e Bender {1955).

METIONINA DISPONIVEL. As porcentagens de metionina bio
logicamente disponivel na farinha, em virias fragdes protéicas
e no residuc da extragdo das proteinas, foram determinadas
através de ensaios biologicos. Em cada ensaio foram utilizados
20 ratos machos da linhagem Wistar (35 - 40g} que foram subdivi
didos em cinco sub-grupos com aproximadamente o mesmo peso. To
dos os animais receberam uma dieta base contendo 10% de protel
na, exclusivamente de feijdc. Todos os demais nutrientes foram

adicionados de acordo com as necessidades do rato. Para o en
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saio de metionina disponivel, um dos grupos recebeu apenas a
dieta basal, enquanto que ds dietas dos outros quatro  sub-gru
pos foram adicionados, 0,1, 0,2, 0,4 e 0,6% de DL-metionina em
base protéica. Adicionou-se ainda, em todas as dietas, 1% de
L-cisteina, também em base protéica.

Durante a experiencia que durou 10 dias, os animais
receberam dieta e agua ad L{bitum. O consumo de dieta e o ganho
de peso no fim do periodo experimental foram registrados. Os
ganhos de peso foram colocados em um grafico em funcio das quan
tidades de metionina adicionada. Nesse grafice as médias de
ganho de peso eram lidas na ordenada (eixé v) e as guantidades
de metionina, na ahscissa (eixo x}. Os pontos experimentais, in
cluindo o da dieta base {zero de metionina adicionada) geraram
uma reta, nas condicoes do experimento. O prolongamento dessa
reta até a intersecgldo com o eixo x {(zero de adigdo) permitiu 2
leitura direta da quantidade de metionina disponivel na protei
na de feijao. A porcentagem de disponibilidade foi calculada a
partir do conhecimento do teor de metionina total na fragao pro
téica. A metionina total das amostras utilizadas nesses ensaios
de disponibilidade foi determinada pelo método da oxidacgac da
proteina com acido perférmico, antes da hidrolise acida  (Jama

lian e Pellet, 1968},
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RESULTADOS

EXTRATIBRILIDADE DAS PROTEINAS EM FUNGAC DO pH

A extratibilidade das proteinas em funcde do pH do
meio solvente estd representada na figura 3. Nesse experimento
o pH variou entre 2.0 ¢ 9,0, podendo~-se verificar que a menor
axtratibilidade encontrada fol em pH 4.0. Entre 4,0 ¢ 5,5 o au
mento de extratibilidade foi muito pequenc, elevando-se, porém,
rapidamente em pH mais alcalino. Em pH's abaixo de 4,0 a solubl
lidade aumentou também rapidamente, com o abaixamento do pH,
ndo atingindo, porém, extratibilidade tdo elevada quanto enm
meio alcaline.

Cumpre esclarecer que essa solubilidade elevada en
meio alcalino, perto de 100% em pH 9,0 & aparente, uma vez que
a determinagao da proteina ne extrato bruto foi feita, nesta
série de experimentos, pela reagao do biureto gque superestima a
concentracdo de proteina, em extrato alcalinc de feijao. Fssa
interferéncia constatada nz reacgao do biureto em extratos de
feijdo, em condic¢bes alcalinas, poderd ser devida a oxidagdo de
substancias fendlicas existentes na semente. Hsse fato levou
ao abandono da reacdo do biureto para a quantificagido da preteg

na.

EXTRATIBILIDADE DAS PROTEINAS POR DIVERSQS TIP0OS DE SOLVENTES
0 Quadro I mostra dados de extratibilidade das protei
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nas em agua destilada usando-se farinha crua de 70 mesh e dife
rentes relacdes solido:liquide (S/L). Quando a relagao farinha/
dgua variou de 1:5 para 1:25, a proteina no extrate bruto, de
terminada pelo método de Kjeldahl (%3 N x 6,25}, variou de 48,8%
da protefna total na farinha a 55,4%. A dialise do extrato bru
to em agna destilada por 48 horas eliminou, com a dgua de didli
se, cerca de 40% do nitrogenio total extraido. Da fragidoe retida
no interior da membrana de didlise, cerca de 2/3 precipitavanm
durante a diflise "globulinas”, enquanto que 1/3 permanecia em
solucho e constituia as albuminas. A relagao globulina/albumina
variou nessa série de experimentos entre I,55, para uma relagao
sélido:1fquido 1:5 e 1,95 para a relagaoc solidosifquido de 1:25,
A diminuicdo da relagao globulina/albumina com o aumento da pro
porcio de dgua em relacde a farinha sugere uma coprecipitagao
de albuminas com as globulinas durante a didlise, em extratos
mais concentrados.

Uma dupla extragdo da farinha integral, primeiro com
Agua destilada e depois com solugdo 0,5M de NaCl, usando-se
trés relagdes solido/liquide, a saber: 1:5, 1:10 e 1:20 nas
duas extracdes, forneceram os dados apresentados no Quadro I1I.
0s dados indicam que pouco mais de 80% da proteina do grdo foi
extraida por esse processo. A recuperagaoc apos a dialise variou
entre 74 e 84% da proteina extraida e o quociente globulina/al
bumina aumentou com a elevacio da relacdo sélido/liquido. Isto

era de se esperar devido a mais baixa sglubilidade da fragio

globulina .
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A extrache fracionada e sequencial do mesmo material,
primeiro com agua destilada, depois com solugio 0,5M de NaCl e,
finalmente, com tampio borato de sddio pH 10 contendo 0,5% de

mercaptoetancl e 0,5% de lauril sulfato de sodio (LSS}, deu uma

extracio de 93% do nitrogénio total da farinha (8 N x 6,25),
como indicam os dados do Quadro IV. Desse total 48,0% foi ex
trafdo com Agua destilada, 25,6% com solugao 0,5M de Nall 2

19,3% com o tampioc borato. Nesse experimento verificou-se  que
12,6% das substdncias nitrogenadas da farinha integral era cons
tituida por nitrogénic nio protéico (% N x 6,25}, solivel en
Geido tricloracético (TCA) na concentracio final de 5%. Esge
nitrogénio parece estar associado, principalmente, a substan~
cias inorginicas e a aminodcidos livres e peptideos de baixo
peso molecular. £ interessante o fato de que, se por um lado
uma fracdo nitrogenada do feijdo ¢ bastante soliivel (48,0% sold
vel em H,0), outra fracio representando 7,0% do nitrogenio to
tal se revelou insolivel mesmo apos tres extragoes sucessivas,
2 Gltima delas em condicdes bastante drdsticas, isto &, pH 10
e presenga do detergente (L3S} e de agente redutor como mercap

toetanol.
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Fig. 3. Curva de extratibilidade das proteinas de feilfio {Rosinha G2 em
funcdo do pH de solvente, Relagdo sdlido/iiquido 1:20.
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Quadro III. Extrag3o dupla das proteinas® da farinha com 21% de

proteina e 9% de umidade. Primeira com Agua destila
da ¢ segunda com solucao §,5M de NaCl.

Relacan {§/L)

Determinacgao

1:5 1:10 1:20
Proteina no extrato bruto, EB
(g/100g de farinha} 17,28 17,31 17,10
Porcentagem de extragio 82,28 82,43 §1.43
Proteina total apds didlise
{g/100g de farinha) 13,46 12,81 14 .43
Porcentagem de recuperagic
apds dialise 77,89 74,00 84,38
Albumina recuperada apds dig
lisze, Fl {g/100g de farinha} 4,54 z,87 4,15
Proteina precipitada na dia
lise®, F, (g/100g de  fari-
nha}l 8,82 5,94 10,28
Relacgao (Gleobulina/Alhumina) 1,486 2,31 2,47
2 % W ox 6,25
b Difergnga entre proteina total recuperads apds didlises e pro

teina determinada na fragio soldvel, Fy
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Quadroe IV. Extragao fracionada das substdncias nitrogenadas da
farinha?® do feijao (% N x 6,25) com diferentes sol
ventes (relacac S/L 1:8).

o Substancia Porcentagem
Determinacao e nitrogenada do tetal na
procedimentob {g/100g de farinha

farinha)}
Dosagem na farinha integral 21,50 100,40
Extracao com dgua destilads 10,34 48,0
Extragao do residuo com NaCl
{,5M 5,50 25,6
Extracao de novo residuc com
tampao borate pH 10 contendo
0,5% de mercaptoetanol &
0,5% de lauril sulfato de so
dio {L&S) 4. 14 19,3
Total de substancias nitroge
nadas extraidas nas tres ex
traglOes 19,98 97,9
Substdncias nitrogenadas nio
protéicas (sollivels em sol.
TCA 5%) 2,772 12.6

& parinha com 8.5%% de umidads

b ExtracGes feitas em série, utilizando-se em cada nova eXtra

cao o residuoc insoldvel da extracio precedente,
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INFLUENCIA DO TRATAMENTO TERMICO DO GRAD SOBRE A EXTRATIBILIDA

DE DAS PROTEINAS EM ACGUA DESTILADA.

Os efeitos do tratamento térmico do grio a 97°C, por
varios tempos, sobre a extratibilidade das proteinas da farinha
integral produzida a partir destes graocs, s3c mostrados nos da
dos do Quadro V, que também mostram a atividade inibidora da
tripsina nos homogenados dessas farinhas e no extrato aquoso ob
tide por filtracao dos homogenados.

A extratibilidade das proteinas gue foi de 72% na fari
nha crua caiu para 33,6% na obtida de graos aquecidos por qua
tro minutos a 97°C, para 13,4%, depois de 30 minutes de aqueci
mento e para 9,4% nos graos que foram aguecidos por 60 minutos.
0 nitrogénio extraido dos grios aguecidos por 30 minutos, ou
mais, a 97°C, representa basicamente o nitrogénio contido nas
substancias nitrogenadas ndo protéicas e de baixo peso  molecu
lar. £ interessante observar que o extrato aquoso de griaos ague
cidos por quatro minutos, ou mais, a 97°C, ndo apresentou ne
nhuma atividade inibidora sobre a tripsina bovina.

A figura 4 (A} mostra o perfil eletroforétice das pro
teinas do extrato aquoso de graos com diferentes tempos de
aqueciméﬁto, O nimero debaixe de cada perfil indica o tempo de
aguecimento a Q?QC, em minutos. Pode-se nitidamente observar o
desaparecimente das bandas de maior mobilidade eletroforética e
0 expessamento ou aumento das concentractes das bandas de menor
mobilidade eletroforética. Essza mudanga do comportamento eletro

forético das proteinas, em fungdo do tempo de aquecimento, pode
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ria estar indicando alteragoes estruturais e/ocu agregacbes das
mesmas pela acdo do calor,

Na figura 4 (B), o primeirc tubo (I} indica a mobilida
de relativa dos inibidores de tripsina isolado em coluna de Se
phadex. Pode-se tambem notar o seu desaparecimento dos perfis
eletroforéticos com mais de quatro minutos de aguecimento a

97°¢.
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Quadro V, Efeitos do tratamento térmico a 97°C do grac de fei
jao® sobre a extratibilidade das protefnas e sobre a
atividade inibidora da tripsina.

Atividade inibidora da

Tratamenta Proteina tripsina (UTI/mg Proteina)
térmico extraida Extrato aguoso Homogenado
(min) (% do total) (filtrado) (integral)
0 72,2 78,0 25,0
. 499 594 48,7
2z 43,1 21,0 7,3
3 38,2 5,2 6,0
4 33,6 0,0 0,0
5 30, 4 0,0 0,0
10 20,1 0,0 6.0
15 15,3 0,0 0,0
30 13,4 0,0 0.0
60 9,4 0,0 0,0

a Maceragdo por 12 horas, tratamento térmico, liofilizacdo, moa
gem e extracao (2g de farinha com 10% de umidade/100 ml de agua,

agitacao por 2 horas).
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Fig. 4. Efeito do tratamento térmico sobre a extrabilidade das proteinas
do grio de feijfo {A) e sobre os inibidores de tripsing e de quimo-
tripsina {B}. Ndreros 1 a 10 indicam tempo {min} de aguecimen-
1o do grdo s 87°C; |, inibidores de tripsina e de gquimotripsina.



FRACLONAMENTO E ANALYISE DAS PROTETINAS

As diferencas de solubilidade, de coagulabilidade téﬁ
mica e de precipitabilidade com sulfate de amonio, permitiram o
fracionamento das proteinas extraidas em pelo menos sete fra
coes diferentes, a saber: Fi) fragdo solfivel em dgua apds a dia
lise; F,) fracdo precipitdvel pela didlise em dgua; F;) fragio
extraida do prec¢ipitadeo da dialise, com solucgao 0,5M de NaCl;
F,) residuo do precipitado da didlise, ap0s re-extragdoe com S0
iugae 0,5M de Nall; Fr) albumina nao coagulavel pelo aguecimen
to a 97°C por 15 min; Fﬁj albumina ceoagulavel pelo aquecimento
a 979C durante 15 min; e F?} albumina nd3o coagulavel precipita
da com sulfato de amcnio a 63% de saturacao.

Os principais constituintes dessas fracbes sdao protel
nas e carboidratos, como mostram os dados analiticos do Quadro
Vi,

0 extrato bruto da farinha de feijdo integral  contém
pigmentos que podem se ligar as proteinas. Assim, o isolado pro
téico total {IPT) e a fracio que precipitava durante a2 didlise
eram pigmentadas, apresentando uma coloragao marron clara ou
dmbar. Quando a fracdo precipitada durante a didlise era re-ex
traida com solucgdo 0,5M de NaCl, em seguida dialisada em  agua
destilada e liofilizada, obtinha-se um material branco, comple
tamente despigmentado que continha, principalmente, as globull
nas. O residuc, insoluvel em solugfo 0,5M de NaCl, era fortemen

te pigmentade, apresentando uma coloragao marron escura, seme



A fragdo sollivel em Agua, apds a didlise, continha as
albuminas ¢ uma elevada porcentagem de carboidrato. Esse mate
rial era quase branco, as vezes, de uma coloragio amarelo-pdli
da. Mais de 2/3 das albuminas sio coaguldveis pelo calor ¢ pre
cipitavam pelo aquecimento da solucic a $7°C durante 15 minutos.
Essa fragao, quando seca, apresentava uma coloracio levemente
amarelada.

A maior parte das albuminas que permaneciam em solucgio,
apds aquecimento (ndo coaguldveis), eram precipitdveis pelo sul
fato dé ambnioc em uma faixa de saturagidc entre 45-85%. No Qua
dro VI aparecem as concentracdes de proteina e de carboidrato
da fragdc que precipitou com sulfate de amonio, 0,65 de satura
gdo, ¢ que continha cerca de 85% das albuminas nio coagulaveis.,

A composicdo em aminoacidos dessas fragdes  protéicas
aparece no Quadre VII, Nao se verificam diferengas muito marcan
tes na composicao de aminodcidos dessas fragBes. Contudo, algu
mas diferengas poderao ser apontadas. 0 isolado total e as fra
¢Oes oriindas do material gque precipitava durante a didlise pos
suiam, em geral, alto teor de lisina, arginina, serina, acido
aspartico, acido glutamico, valina, leucina e fenilalanina. As
proteinas das fracdes albumina e da precipitada com sulfato de
aménio a partir da albumina, continha um teor bem mais elevado
de triptofanio e metionina. A fracdo precipitada com sulfato de
amonic, 0,65 de saturacio, era particularmente rica em treonina,
serina e 1/2 cistina.

A composicdo em aminoacidos da farinha integral, do

residuo insolidvel apds duas extracfes da farinha, z primeira
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com dgua destilada e a segunda com solucgdo 0,5M de NaCl, e, a
dos solidos dialisdveis, aparece no Quadre VIII.

A composicdo das proteinas da farinha integral e do
residuo insoliivel era muito semelhante, destacando-se o elevado
teor de lisina e as concentracdes bastante baixas de metionina
e cistina. Quanto a fragdo representada pelos sdlidos dialisé
veis pode-se verificar uma grande variagao na concentracio dos
diferentes aminodcidos, destacando-se a elevada concentracdo de
dcido glutamico, dcido aspartico e arginina. Embora a hidrolise
dcida tenha revelado baixa concentragac de metionina nessa fra
¢do, a determinacdo celorimétrica pelo método de Lunder {1973}
deu um teor bastante significativo de 3,12 g/16g N para a metip
nina.

Como se pode observar ne Quadro VI, as diversas fra
goes protéicas iscladas, estavam associadas com proporgoes va
ridveis de carboidrato. Como essas fracdes tinham sido, todas
elas, submetidas d didlise prolongada (36-72h), Supos~se que
tode carboidrato, ainda presente no material, estaria ou ligado
2 molécula protéica por ligacdes covalentes (gliceproteina) ou
na forma de polissacarideo, livre ou associado 3s moléculas por
ligagoes ndc covalentes.

A fragao albumina é a gque apresentou a maior concentra
¢ao de carboidrato, 27,7%. Essa fracdo contém protefnas  toxi-
cas e antinutricionais, alpumas das quais s3o reconhecidamente
glicoproteinas, como as fito-hemaglutininas. Os inibidores de

tripsina e de quimotripsina, também presentes nessa fragao,
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sdo tidos como protefnas que nio contém carboidrato na molécula.

A identificacdo dos agicares (monossacarideos) presen
tes na fracao albumina foi feita, apds a hidrdlise acida, por
cromatografia em papel e em fase liguido-gasosa. A cromatogra
fia em papel sugeriu a existéncia de galactose, glicose, mano
se, arabinose e xilose no hidrolisade da fracio albumina. A pre
senga desses aglcares foi comprovada pela cromatografia lfqug
do/gasosa dos trimetilsilil derivados (TMS) como mostra a figu
ra 2. A identificacao dos monossacarideos provenientes da amos
tra foi feita, comparando suas retencdes na coluna com as dos
derivados obtidos a partir de amostras padrdes. Os acicares uti
lizados como padrdes produziram, alguns deles, mais de um pico
no cromatograma devide 3 formacio de derivados das formas o e B8
{anomeros) e também devido 3 possibilidade da existancia de es
truturas piranosidicas e furanosidicas para s mesma substancia.

As proteinas da fracdo albumina foram precipitadas com
acido tricloracético (TCA) a uma concentraciio final de 5% (P/V),
seguido de lavagens com solucdo a 5% de TCA, com Ster dietilico
(2 vezes) e com etanol, nessa ordem. Esse material, depois de
seco, continha 87,5% de proteina e 7,75% de carboidrato total
expresso como manose. Esses dados indicaram que uma grande par
te do carboidrato da fragAo albumina original (cerca de 75% do
total) permanecia soldvel em TCA, apSs a precipitacio da protel
na, € apesnas cerca de 25% aparecia na fracio protéica precipita
da pelo TCA. E possivel que o carboidrato que co-precipitava

com a proteina esteja ligado & mesma por ligacBes covalentes ,

e
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enquanto que a fraglo carboidratica que permanecia em solugio
ne TCA seja representada por polissacarideos livres ou associa
dos a@s proteinas por ligagbes fracas, ndo covalentes.

A analise cromatografica dos agiicares neutros (deriva
dos sililados), obtidos a partir de um hidrolisade dcido das al
buminas precipitadas com TCA, indicou a presenca de xilose, ma
nose, galactose e glicose associadas as proteinas,

A presenga de glicosamina na proteina foi evidenciada
nos aminogramas obtidos no analisador de aminodcideos a partir
de hidrelisados dcidos preparados para a cromatografia. A glico

samina aparecia como um pequeno pico entre leucina e tirosina.
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Quadro VI. Porcentagens de proteina e de carboidrato total nas
diversas fracgfes protéicas isoladas do feijdo  Rosi
nha G2Z. Duas extragdes, uma com dgna e outra com 50
lucao 0,5M de NaCl (relagao S/L 1:5). Os deis extrsa
tos foram combinados. B

Prac - Proteina 2’ Carboidrato )
racac prolelca (5 N x 6,25) (% manose)
isolado protéico total (IPT) 65,20 25,05
Fragdo solavel em Agua {(albu

mina) apés didlise (Fl) 68,40 27.7
Fracho precipitdvel pela dia

lise (F,) | 90,04 8,15
Fracido extraida do precipita

do da di&lise com solucio

0,5M de NaCl {Fﬁ} 92,15 3,47
fesiduc da extracgdo do preci

pitado com sclugdo 0,54 de

NaCl (F,) 93,57 4,95
Albumina coagulével pelo aque

cimento a 97°C, 15 min (Fg) 87,50 7,75
Precipitado de albumina nao

coagulavel com sulfato de amo

nie 0,65 de saturagac (F?} 90,30 6,20

2 Resultados expressos em base seca.
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Quadro VIII., Composigdo em aminodcidos da farinha integral do
feijao Rosinha G2, do residuo insoliivel apds extra
¢Bes com dgua e com solugdo 0,5M de NaCl e da fra
cdo constituida pelos s6lidos dialisaveis {g/16gN)

AminoZcido Farinha Resiguo Sclidos
integral insolavel dialisaveis

Lisina 8,77 9,51 1,13
Histidina 2,27 3,45 1,38
Arginina 4,97 7,13 6,81
Acido aspdrtico 13,80 12,91 9,82
Treoning 4,70 5,67 1,08
Serina 65,63 7,10 1,81
Kcido glutimico 20,74 16,38 36,95
Prolina 4,05 4,84 n.i.
Glicina 4,40 6,12 1,09
Alanina 4,81 5,75 1,41
Meia cistina 0,76 14 t
Yalina ' 5,57 5,87 1.09
Metionina 1,31 0,82 0,39
Ispleucina 4,75 4,19 0,39
Leucina 9,44 5,86 1,44
Tiroesina 2,47 3,44 0,68
Fenilalanina 5,52 5,78 0,71
Triptofanio? 1,03 1,08 0,38
Metianinab 1,31 1,23 3,12

2 Método calorimétrico de Spies, 1967.

b MStodo calorimdtrico de Lunder, 1973.
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INTENSIDADE

RETENCAQD NA COLUNA

Fig. 5. Perfil cromatogrifico dos trimetilsilii derivados dos agucares neu-
tros, isolados de um hidrolisado da fraglio albumina (Fq): 1. are
binose; 2. xilose; 3. manose; 4. galactose; B, glicose, galactose,
manose; 8. glicose. Gés de arraste, Ny {45 ml/min); fase estacio-
naria, Apiezon L {10%) em chromosorb W, programacso {tempera-
tura 150 a 200°C, 49C/min). injetor 150°C, Detetor 270°C.
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CARACTERIZACAO ELETROFORETICA DAS PROTEINAS NAS PRINCIPAIS FRA

¢es rroTEICAS

A figura 6 mostra os perfis eletroforéticos em gel de
paliacrilaﬁida simples das principais fractes protéicas extral
das do feijdo Rosinha GZ.

0 perfil Fy & o das albuminas, isto &, das proteinas
que permaneciam soliveis em dgua apds diflise do extrato saline
(0,5M NaCl). A mobilidade eletroforética dessas proteinas va
riou de 0,12 a 0,93 em relacdo ao corante azul de bromofenol
usado como referéncia. As proteinas de mais alta concentragio
deram as bandas de mobilidade 0,39; 0,46 ¢ 0,67. As  fito-hema
glutininas dessa fracho estavam contidas nas bandas com mobili
dades relativas 0,39 e 0,46, neste gel.

As bandas do perfil F, representam as proteinas do pre
cipitado que se formou durante a didlise em agua destilada, de
um extrato salino (0,5M NaCl). Varias proteinas dessa fragao
apreyﬂﬂmﬁﬁm_mﬁbilidade eletroforetica coincidindo com as da fra
¢do albumina. Isto se deve, em parte, a co-precipitagdo de albu
minas com o precipitade da didlise e também devido ao fato  de
que algumas globulinas sa0 parcialmente solilveis em agua e mndo
precipitam totalmente durante a dialise.

0 perfil F;, mostra as proteinas do precipitado da diz

1ise que sao, portanto, insoliveis em Agua e scitveis em soly

cdo 0,5M de NaCl. Antes dessa eletroforese o precipitado foi
re-extraide com solugdo 0,5M de NaCl, dialisado novamente &m
igua destilada e, em seguida, 1liofilizado. Pode~se verificar

82



MOBILIDADE RELATIVA
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Fig. 6. Perfis eletroforéticos de algumas fragfes protéicas obtidas do fei-
jfio Rosinha G2. F4, albuminas; Fa, fracdo precipitada de um ex-
trato salino durante a didlise em dgua destilada; Fg, proteinas ex-
traidas do precipitade da didiise com solugdo 0,5M de NaCl (glo-
bulinas); PRI, proteinas do resfduo insolivel em agua rrais NaCli,
extraidas em solucio aguosaa pH 9.0,
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que varias proteinas dessa fragdo apresentavam a mesma mobilida
de eletroforética que alguns dos componentes da fragdo albumina,

Finalmente, o perfil PRI representa as proteinas ex
traidas do residuo insollivel resultante de duas extragdes suces
sivas da farinha,a primeira com agua e a segunda com splugao
0,5M de NaCl. Para essa eletroforese, o residuo insoltvel foi
re-extraido com dgua a pH 9,0, Foram extraidas sete proteinas,

algumas das quais coincidiram em mobilidade com as globulinas e

outras com as albuminas.

PODER DE HIDROLISE DA PEPSINA F DA PNACREATINA SOBRE AS Z’RO'X’E;_

NAS DE DIFERENTES FRACOES PROTEICAS

0 poder de hidrdlise (protedlise) da pepsina e da pan
creatina sobre as proteinas da farinha integral, de diferentes
fracdes protéicas isoladas da farinha, e das proteinas que per
maneceram no residuo insolfivel, apos extragoes sucessivas  com
fgua, solugdo de cloreto de sédio, e de hidréxido de sodio, €
mostrado no Quadro IX. Os dados mostram também o efeito do aque
cimento da proteina a 97°C sobre o poder de hidrdlise dessas en
zimas proteoliticas.

Nessa serie de experimentos a protetlise pela pepsina
mais pancreatina foi testada no material sem senhum tratamento
tdrmico (cru) e aquecido por 5, 10, 15, 30 e 60 minutos em agua
em ebuligao (97°C). Para o aguecimento, o material foi dissolvi
do ou suspenso em agua destilada na concentragdo de 1% (P/V).

As constatacdes mais interessantes dessas gxperiancias
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foram o baixo valor de protedlise encontrado para as proteinas
da farinha integral, para a albumina integral & para a fracao
albuminica n3o coagulavel pelo aguecimento a 07°c, durante 15
minutos.

Na farinha integral, crua, a protedlise foi de 27.4% ¢
s¢ elevou gradativamente para 43,7%, ap6s 60 minutos de aqueci
mento a 97°C. Na fracido albumina total a protedlise, antes de
qualgquer aquecimento, foi de 46 .0% elevando-se, ligeiranente,
para 47,7% com 10 minutos de aquecimento, para entio decrescer
a 39,24, depois de 60 minutoes.

Por outre lado, foi surpreendente a constatagdo de
que as proteinas precipitadas durante a didlise "globulinas™
apresentassen uma protedlise bem mais elevada, que variou entre
60,5% no material sem nenhum tratamento termice a 71,3% na amos
tra aquecida por 60 minutos a 97°C. Ainda mais intersssante foi
que a revextraééo do precipitado da didlise com solucdo 0,5M de
NaCl, forneceu uma fragao protéica (globulina) bem mais hidrol}
sdvel pelas proteases que a5 demails fracbes. A protedlise nessa
fragio foi de 68,6%, sem nephum tratamento térmico, passando a
89% com 15 minutos de aguecimento e decrescendo ligeiramente pa
ra 86,2%, apds 60 minutos.

Uma parte do precipitado formado durante a didlise se
mostrou insolivel em solucdo 0,5M de NaCl. Essa fragdo, que se
apresentava fortemente pigmentada, deu valores de protedlise em
torne de 77%, tanto nas amostras ndo tratadas termicamente como

nas que receberam aquecimento por tempos diferentes.
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0 baixo poder de protedlise da pepsina e da pancreatina
sobre as proteinas da farinha integral foi atribuida a varios fa
tores, dentre eles a incompleta inativacdo dos inibidores de
tripsina ¢ de quimotripsina e 2 possivel complexagdo das protel
nas com outros constituintes da farinha, nas condicoes dos expe
rimentos.

No caso das frégﬁes albumina total e albumina ndo coagu
lada (97QC, 15 min), o baixo poder de hidrolise da pepsina e da
pancreatina, provavelmente, foi ainda devido & falta de inativa
cio dos inibidores de tripsina e de quimotripsina e 2 estrutura
desfavoravel dessas proteinas.

0 baixo poder hidrolitico da pepsina e da  pancreatina
sobre as protefnas que permangceram no residuo insoliavel, apos
extracio e re-extragOes da farinha, poderia ser atribuido ou 3
natureza estrutural mais complexa dessas prﬂtefnas ou, o que &
mais provavel, ao estade de complexagaoc das proteinas com outros
constituintes das sementes e, portanto, da farinha.

0s efeitos de diferentes tratamentos quimicos das  fra
coes albumina e glebulina sobre o poder de hidrdlise pela pepsi
na e pela pancreatina sao mostrados no Quadre X.

A acdo hidrolitica da pepsina ¢ da pancreatina sobre a
fracdo albumina variou bastante em funcio do tratamento. Em pri
meiro lugar podemos destacar © efeito do pH sobre a facilidade
de hidrélise dessas proteinas. Pode-se verificar um aumento da
protedlise com a elevacio do pH da solugae. Na proteina aquecida

em agua a pH 1,8 a protedlise foi de 60,94%, enquanio que, na
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aquecida em pH 9,5 foi de 75,11%.

Um tipo de reacao gue exerceu infiuencia decisiva na
protedlise das albuminas pela pepsina mais pancreatina, foi a
de rompimento das pontes dissulfidicas por redugaoc ou pela sul
fitdolise. O aquecimento da albumina em solugac 30mM de ditio
treitol (DTT) elevou a proteGlise para 76,873 e a sulfitdlise
a pH 9,0 para 79,34%.

A presenca de uréia na solugdo, durante ¢ aquecimento
diminuiu consideravelmente a porcentagem de hidrolise enzimati
ca das albuminas, que caiu para 50% em solugao 8M de uréia. Es
sa diminuicio foi, contudo, atribuida mais a uma alteracac da
estrutura das proteinas, tornando-as mais soliveis em solugao
de TCA, do que no sentido de ter ocorrido uma diminuigao da ca
pacidade de hidrdlise enzimdtica. O fendmeno foi assim interprg
tado por ter havidu um aumento muite grande na leitura do bran
co (nitrogénio soliivel em TCA) das amostras aquecidas em presen
ca de uréia,

No caso da fragdo globulina, o aguecimento em pH's
diferentes e na presenca de fosfato de s6dio ndc afetou, prati
camente, a porcentagem de protedlise. Porém, o aguecimento em
presenca de uréia e, particularmente, em presenga de DTT, gle

vou consideravelmente a proteélise que atingiu 93.76%.
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Quadro IX. Poder de hidrdlise (%) da pepsina e da pancreatina sg
bre as proteinas da farinha integral, das fragoes pro
téicas isoladas ¢ das proteinas dos residuos insocld
veis; sem tratamento térmico, e aquecidas a 27°¢ per
tempos variaveis entre 5 e 60 minutos em SUSpPensao
agucsa a 1% de sélidos.

Sem ague- Agquecimento & 57%¢ {min)
Amostras cimento
{crua) 5 10 15 30 60
F1 27,4 32,3 35,6 36,8 - 35,0 43,7
IPT 51,9 56,7 56,4 59,0 59,4 58,9
Fl 46,90 46,4 47,7 47 .1 42,5 39,2
E, 60,5 63,5 63,8 64,0 65,8 71,3
F+ 68,6 83,4 88,7 88,9 86,6 86,2
Fy 76,9 77,0 77,0 77.0 77,2 76,8
Fe 30,4 33,8 34,2
Fe 59,2 59,7 52,3
PRI, 47,9 49,8 50,2 51,5 51,9 52,9
PRI, 40,7 41,8 41,9 42,1 42,3 42,3

FI, farinha integral; IPT, isolado protéice tetal; F,, albuminas;
F,, precipitado da dialise; Fq, extraida do precipitado da di&li
se com solugdo 0,5M de Nall; F,, residuo do precipitade da diali
se insoliivel em solugdao 0,5M de NaCl: F., albumina ndo coagulada;
Fﬁ’
NaCl 0,5M e H,0 pH 9); PRI,, proteina do residuc insoluvel (H,0,
NaCl 0,5M e NaQH 0,2ZM}.

albumina coagulada; PRI, proteina do residuo insoliavel (H,O0,
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Quadro X, Efeito de diferentes tratamentos quimicos das fragdes
albumina e globulina sobre o poder hidrolitico da pep
sina e da pancreatina.

Tratamento Protedlise (%)

(97°C, 30 min) Albumina® Globulina®

Kgua pH 1,8 60,94 79,62

Kgua pH 9.5 75,11 78,57

Fosfato de sédio pH 7,0 67,09 71,46

Sulfitdlise pH 9.0 79,354 81,71

Solucdo de uréia 8M 50,00 88,44

Solugdo de uréia 4M +

ditiotreitol 15mM 55,28 86,86

Splucaoe de ditiotreitol

30mM 76,87 93,76

2 Albumina e globulina dissolvidas na concentragao de 1% (P/V),

aquecidas por 30 minutos, dialisadas exaustivamente para elimi

nar os reagentes e liofilizadas.
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ISOLAMENTO B PURIFICACAO DOS INIRIDORES DE TRIPSINA E DE QUIMO

TRIPSIRA,

0 isolamento ¢ a purificagdo dos inibidores da tripsi
na e da quimotripsina, a partir de um extrato bruto da farinha
de feijdo intepral, foram feitos utilizande-se das técnicas de
didlise, de ultrafiltragao em colunas de Sephadex, da  cromato
grafia em DEAE-celulose e das diferengas encontradas na Tesis
téncia térmica (coagulabilidade) e de precipitagac com sulfato
de amonio.

0 fracionamento obtido pela ultrafiltracio de um extra
tc bruto, em colunas de Sephadex G~100 aparece na figura 7. Es
se extrato foi obtido a partir de duas extragoes da farinha, a
primeirs com agua e a segunda com solugao 0,5M de Nall, manten
do-se a relacdo sdlido/liguido de 1:5 (P/V) e misturando-se oS
extratos no final. Esse procedimento permitiu a SEepAaTACAt das
proteinas do extrato bruto em, pelo menos, sete fracBes protéi
cas. As proteinas contidas no pico com atividade inibidora T
presentavam 4 a 6% da proteina total, estimada pela abhsorbancia
total dos picos a 280 nm. Apds didlise e liofilizagado, esse ma
rerial se mostrou ligeiramente pigmentado, separando-se em tres

a guatro bandas de proteina pela eletroforese em gel de  polia

crilamida. As duas bandas de maior mobilidade eletroforética
apresentavam atividade inibidora, tanto da tripsina, como da
gquimotripsina.

A atividade inibidora especifica contra a tripsina e a

quimotripsina, determinada no isoclade protéico total, nas  fra
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cSes albumina e globulina e no material ativo isolado da coluna
de Sephadex G-100, bem comoc o grau de purificagao obtido para ¢
inibidor pela filtragao no gel, 250 dados no Quadro XI. A puri
ficacdo de 33 vezes, obtida para o inibidor: com uma unica pas
sagem do extrato bruto através da coluna de Sephadex G-100, fol
surpreendente. Apesar de eficiente e interessante, esse procedl
mento ndo foi continuado devido @ sua morosidade ¢ 8 pequena
quantidade recuperada em cada coluna, alem do gue, o material
isolado apresentava-se pigmentado.

0 isolamento de maior quantidade de inibidores, par
cialmente purificados e com elevada atividade inibidora contra
a tripsina e a quimotripsina, 56 foi possivel apds a desccberta
de que os inibidores eram termo-resistentes, mantendo suas ati
vidades inalteradas apbs aquecimento da solucic de albumina a
97°¢ por 15, 30 e até 60 minutos. O aquecimento das albuminas,
em agua destilada por 15 min a g7%C, provocava a coagulagao
da maior parte das proteinas sem afetar oS inibidores, que pey
maneciam ativos e em solugac.

observou-se, ac longo das investigacoes, gque a fracao
albumina era a que continha sempre a mais alta atividade inibi
dora sobre a tripsina e & quimotripsina. Por esse motivo deci
diu-se tomar essa fragac como ponto de partida para © isolamen
to e a purificacao dos jnibidores, adotando-se o tratamento tey
mico da solugdao de albumina (Q?DC, 15 min) como primeira etapa
da purificagao. Com esse tratamento precipitava-se (coagulagaon)

cerca de 70% das albuminas, deixando em solucdo {fragdo nao cog
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guldvel) toda a atividade inibidora da tripsina e da quimotrip
sina.

0 tratamento da fracido ndo coagulavel com sulfato de
ambnio, 0,65 de saturagdo, precipitava cerca de 853% da proteina
total dessa fracdo e mais de 90% da atividade inibidora. Esse

precipitade, quando analisado por eletroforese em gel de polia

crilamida, apresentava quatro a cinco bandas de proteina, As
duas bandas de maiores mobilidades na eletroforese, isto &,
0,70 a 0,75 ¢ 0,76 a 0,83, em relagao ao azul de bromofenol,

apresentavam atividade inibidora tanto da tripsina como da qui
motripsina.

A ultrafiltracdo da fragdo contendo as albuminas nao
coaguliveis, em colunas de Sephadex G-100, resultou no perfil
da figura 8. Nesse perfil véem~se dois picos de proteina, ape
nas um deles com atividade inibidora.

Melhor resolugao do pico com ativida&e inibidora obte
ve-se pela ultrafiltracdo do precipitado com sulfato de amonio,
0.65 de saturacdo, em coluna de Sephadex G-30, como mostra a
figura 9.0s inibidores (IG-50) isolados por essSe processo s5epa
ravam-se na eletroforese de poliacrilamida em duas bandas de
proteina, uma fraca e outra forte, ambas com atividade inibido
ra sobre as enzimas tripsina e quimotripsina.

A recromatografia do material ativo isolado da coluna
de Sephadex G-50 (IG-50) em uma coluna do mesmo gel, porém mais
longa e de menor didmetro (120 x 1 cem), forneceu na eluigic um

inico pico, figura 10.

54



Uma tentativa de separacio das duas proteinas que com
poem o IG-50 foi feita em uma coluna de troca ionica {(2.,% x
50 cm) de DEAE-celulose. O perfil de separacic & mostrado na
figura 11, onde sdc vistos dois picos (P; e P,).ambos com ativi
dade inibidora, tanto para tripsina como para quimotripsina., A4
eletroforese em gel de poliacrilamida revelouw & pressnga das
mesmas duas bandas tanto em Pi COMO em ?2. A banda de maior wmo

——

bilidade na eletroforese {Bl) corresponde ao pico P, e a de me
nor mobilidade (Bz} corresponds ao pico Pl*

No Quadro XII, sio dadas as atividades especificas, os
graus de purificagae (numero de vezes) e as porcentagens de re
cuperagao dos inibidores, ao longo do processo finalmente adota
do para seu isolamento e purificag@o. O material eluido da coly
na de Sephadex G-50 a partir do precipitado com sulfato de
aménio, 0,65 de saturacio, revelou um grau de purificagao de
31 vezes e uma porcentagem de recuperacgac de 59,5% em relacao
ac extrato bruto.

A atividade inibidora nas diversas fragdes protéicas,
obtidas ao longo do processo de purificagio e dada no Qua-
dro XIII, em unidades de tripsina e de quimotripsina inibidas ,
por miligrama de amostra e por miligrama de proteina.

E importante notar as atividades especificas bastante
elevadas dos inibidores de tripsina e de quimotripsina nas fra
¢Bes precipitadas com sulfatc de amdnic, apos eluigao da coluna
de Sephadex G-50.

Por outre lade, foi surpreendente a atividade especifi
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da fracfc albumina previamente aquecids a g979C, 15 minutes.
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Fig. 9. Uttrafittracdo em gel de Sephadex G-b0 (coluna 2.5 x 90 omi do
material precipitado com sutfato de amdnio (0,65 de saturacdo!
g partir da fracdo albumina ndo coaguidve! pelo aguecimento
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contendo um gradiente linear {0 - 0,3 M) de NaCl Pro-
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Quadro XIII.

Atividade dos inibidores de tripsina e de quimotrip

sina em diversas fragOes protéicas isoladas do

jao Rosinha G2Z.

fei

Atividade especifica

Fragao Atividade {(U/mg amostra) (U/mg proteina)
proteica
Tripsina Quimotripsina Tripsipna Quimotripsina
1PT 235 133 380 215
Fy 614 479 9890 764
Fq 133 119 153 137
F, 3848 2819 4438 3251
1G-50 5642 40211 6067 4313
Bl 766 210 824 226
BZ 142 67 153 72

IPT, isolado protéico total {61,94% proteina)
F albumina {(62,65% proteina)

F;, re-extragac do precipitade da dialise com solugao 0,5M  de
NaCl (86,63% proteina)
F7, precipitado da albumina ndo coagulavel (15 min, 97°C) com
sulfatc de amonio 0,65 de saturacgio (86,70% proteina)
I16~50, inibidores eluidos da coluna de Sephadex G-50, a  partir
do precipitado de sulfato de aménio (93,0% proteina)

By» banda eluida do gel de poliacrilamida com MR 0,83 a 0,94,
em relagac ao corante.

Bz, banda eluida do gel de poliacrilamida com MR 0,74 a 4,83,

em relacac ao corante.
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ca muito baixa encontrada para as bandas de inibidor, separa
das por eletroforese, do material eluido das colunas de  Sepha
dex G-50. As regides do gel de poliacrilamida correspondentes

3s bandas do inibidor foram cortadas, colocadas em tubos de en
sajio, esmagadas com um bastonete de vidro ¢, em seguida, elui
das nos proprios tubos de didlise e dialisadas contra agua des
tilada por 48h, seguido de liofilizagao. A atividade inibidora
foi determinada no material isolado e liofilizado. Algum <compo
nente do tampdo da eletroforese ou do proprio gel da acrilamida,
parece ter interferido no sentido de diminuir drasticamente 2
atividade inibidora, quando determinada nas bandas separadas
eletroforeticamente. £ também possivel que a expressaoc da stivi
dade inibidora total dependa da presenga de dols componentes
protéicos, gue Nac se separam nas coluaas.de Sephadex G-50, se
parando-se apenas parcialmente em colunas de DEAE-celulose, nas

condicBes utilizadas em nossos experimentes (figura 11}.

CARACTERIZACAC ELETROFORETICA DAS PROTEINAS DA FRAGAOC ALBUMINA

¥0S DIVERSOS ESTEGIOS DE PURIFICAGAO DO INIBIDOR

A eletroforese de disco em gel de poliacrilamida, cons
titui-se numa técnica auxiliar muito valiecsa no acompanhamento
da purificac8o de uma proteina. A seguir sao apresentados uma
série de perfis eletroforéticos das proteinas da fracao albumi
nz, durante o processo de purificacdo dos inibidores de tripsi
na e de quimotripsina.

Na fiéura 12, observa-se, em 1, o perfil das nrotei
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nas da fracgao albumina total (Fl); em 2, as proteinas ndo coagu
laveis pelo aquecimento da fragao Fy a 37%¢ por 15 min; em 3,
as proteinas da fraclo n3o coagulavel que precipitaram com sul
fato de amonio 0,65 de saturagac; e em 4, o perfil do  precipi
tado das albuminas ndo coagulaveis, depois de eluidas de uma ce
iuna de Sephadex G-100. E importante observar o elevado grau de
purificagfio que se consegue com o tratamento térmico da fragao
albumina (97°C, 15 min). Esse tratamento térmico coagula mais
de 2/3 das albuminas, deixando em solugao os inibidores, em uma
forma tdo ativa quanto no material ndo aquecido. A Ultima banda
colorida que se observa nos tubos em diregdo ao anodo (+) € a
banda do corante azul de bromofenol usado como referencia. As
duas bandas de mobilidades imediatamente inferiores a do coran
te s3o as bandas dos inibidores. A de maior mobilidade eletrofo
rética, banda 1 (Bl}, € o componente de maior concentracgao e
que corresponde ao pico 2 (P,) eluido da coluna de DEAE-celulo
se.

A figura 13 mostra novos perfis da albumina nac coagu
1avel (1}, do precipitado com 65% de saturagac de sulfatc de
amonio {2) e dos inibidores eluidos da coluna de Sephadex G-50
a partir do precipitado obtido com sulfato de amonio [8).

Finalmente, na figura 14 pode-se comparar, em 1 e em £,
os perfis eletroforéticos das proteinas precipitadas com sulfa
to de aménio, 0,65 de saturacdo, a partir da albumina nac coagu
1dvel (97°C, 15 min); em 3, o pico 2 (P,) eluido da caluna de

DEAE-celulose {(figura 11) e, em 4, a banda 1 {Bl) de maior mobil

103



lidade eletrpoforética, depois de eluida do gel de poliacrilami
da e submetida a uma segunda eletroforese. O grau de purifica
cio dessa proteina a partir do I16-50 nac pode ser calculado,
devido 3 grande perda de atividade especifica ocorrida nas
duas bandas com atividade inibidora quando separadas pela ele

troforese e eluidas do gel de poliacrilamida.

Fig. 12. Perfil eletroforético de algumas fractes protéicas {albuminas}
contendo os inibidores de tripsina/quimotripsina: 1 - fracdo
atbumina total: 2 - fracdo albumina ndo coaguldvel {87°C, 15
min}; 3 - precipitade da fracdo albumina ndo coaguidvet (0,60
saturacdo}; 4 - inibidores obtidos por givicio da fragfo albumi-

na ndo coagulivel, da coluna Sephadex -100.



Fig. 13. Perfis eletroforéticos: da fragéo albumina nio coaguldvel a 87°C,
15 min {1); do precipitado das albuminas ndo coaguldveis com
suifato de amdnio 0,65 de saturagdo {2); do precipitade com sul-
fato de aménio, eluido de uma coluna de Sephadex G-50 {8).

Fig. 14, Perfis eletroforéticos dos inibidores com diferentes graus de puri-
ficagio: 1 e 2, fragdo albumina néo coaguldvel precipitada com
sulfato de aménio, 0,65 de saturacdo; 3, pico 2 (Po) eluido da co-
luna de DEAE-celuiose a partir do precipitado da fracio alhumi-
na, com sulfato de aménio; 4, banda 1 {B4} eluidado gel de po-
fiacrilamida a partir do material obtido na coluna de Sephadex
G-50 (1G-B0) e submetida a2 uma segunda eletroforese,



COMPOSIGCAD DOS INIBIDORES DE TRIPSINA E DE QUIMOTRIPSINA

Os inibidores de tripsina e de guimotripsina eluidos
da coluna de Sephadex G-50 (IG-30) continham em média e em Dba-
se seca, 15,34% de nitrogenio (95,87% de proteina) e 3,754 de
carbaidrato total, determinado colorimetricamente.

A composicdo em aminoacidos foi determinada para 0%
inibidores isoclados da coluna de Sephadex G~50 ¢ para o mate
rial eluido no pico (PZ) da coluna de DEAE-celulose. Os resulta
dos, em gramas de aminodcides por 16 gramas de nitrogénioc e em
residuos de aminodcidos peor 20.000g de proteina, sias dados no
Quadro XIV.

As caracteristicas marcantes da composigdo em aminoa-
cidos desses inibidores séo os elevados teores de treonina, 5e
rina, preolina e, particularmente, de cistina. Por outro lado,
sap baixas as concentragtes de metionina, valina, leucina e
dos aminoacidos aromaticos, verificando~se completa ausencia do
triptofanio. Os resultades indicam, basicamente, a mesma compo
sicdo em aminoacidos para os dois materiais isclados em colunas
que funcionam por principios diferentes.

A identificacdo dos agucares neutros (monossacarideos)
contidos nas moléculas dos inibidores (IG-50) foi feita por cro
matografia em papel, em camada delgada e em fases ligquido-gasosa
a partir de hidrolisados acidos da proteina, apds passagens su
cessivas.em colunas de trocas anionica e cationica.

A figura 15 representa um cromatograma dos acticares

neutros, feito em papel Whatman n® 1 com o material isolade do
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hidrolisado de IG-50. O cromatograma foi desenvolvide ne senti
do descendente, usando como solvente acetato de etila/piridina/
agua (8:2:1 V/V), revelando-se apenas duas manchas corresponden
tes 4 manose e 4 xilose. As manchas do lade B representam pa
droes de glicose, manose e xilose, respectivamente, em ordem
crescente de mobilidade; do lado A estdo as duas manchas obti
das do hidrolisado de IG-50 e que correspondem 3 manose ¢ 4 Xxi
lose dos padroes. Esse resultado foi confirmadd pela cromatogra
fia em fase liquido/gasosa dos trimetilsilil derivados. O per
£i1 de separacac desses agucares aparece na figura 16. As reten
¢Bes {cm) dos picos no cromatograma, foram comparadas com as
obtidas para os derivados de substancias padrdes. Os picos 1, 2
e 3 correspondem acs obtidos com os derivados da xilose padrao,
enquanto que, os pices 4 e 5 correspondem aos produzidos pela
MANnOse .

A presenca de glicosamina nas moléculas dos inibidores
f0i constatada através das determinacbes dos aminodcidos nos
hidrolisados, em colunas de troca ionica. No analisador de amji
nodcidos a glicosamina era eluida entre os picos da leucina 2

da tirosina.



Quadro XIV. Composigdo em aminodcidos dos inibideres de tripsina
e de quimotripsina (IG-50) isolados em coluna de
Sephadex G-50 [coluna 2,5 x 90 cm) e em coluna de
DEAE~celulose, pico 2 {Pz}. Coluna 2.5 x 50cm, equi
librada com tampdo fosfato 0,01M, pH 7,6. Eluigao
com © mesmo tampio.

L IG-50 p
Aminoacido 2
g/100g Prot. Res{duos/M> g/100g Prot,

Lisina 6,30 9 t,24
Histidina 4,88 & 5,36
Arginina 4,69 5 4,70
Kcide aspartico 18,75 28 19,74
Treonina 9,31 16 8,42
Serina 15,34 ' 29 15,60
Kcido glutamico 15,02 20 15,20
Prolinsg 6,72 12 9,37
Giicina 3,27 g 1,35
Alanina 3,48 R 3,47
1/2 cistina 11,40 18 10,40
Valina 1,11 2 1,10
Metionina 0,89 1 0,86
Iscleucina 4,36 7 4,36
Leucina 2,76 4 2,60
Tirosina 2,62 3 2,60
Fenilalamina 2,7 3 2,72
Triptofanio? 0,00 0 0,00

2 peterminado no hidrolisado alcalino {Blackburn, 1988).
b Nimero de residuos calculados, considerande M = 20.000 aproxi

mado para nimeros intelros).
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MOBILIDADE {(DESCENDENTE)

Fig. 15. Cromatograma em papel Whatman no. 1 dos aclicares neutros
contidos nos inibidores (1G-50). Soivente acetato de etila/piri-
dina/dgua {8:2:1 V/V), revelador, p-anisidina/acido fralico, A,
amostra; B, padrdes: 1 - glicose, 2 - manose e 3 - xilose,



INTENSIDADE

RETENGAO NA COLUNA

Fig. 16. Separacdo cromatogratica dos trimetiisitl derivados  dos
acticares neutros, isplados de um hidrolisado dos inibidores
1G-BO. 1, 2 e 3 xitose; 4 e 5 manose. Gas de arraste Ny
(45 mi/minl. Fase estaciondria, Apiszon L {10%] e
chromosorb W programacdo (temp. 150 - 2009C, 49C/
min}. Injetor 1509C, Detetor 270°C.
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PROPRIEDADES FISICO-QUIMICAS E BIOQUIMICAS DOS INIBIDORES DE

TRIPSINA E DE QUIMOTRIPSINA

Uma das propriedades mais interessantes dos inibidores
de tripsina e de quimotripsina, isolados do feijso Rosinha G2,
foi a sua notdvel resisténcia ao tratamento térmico.

Na figura 17 aparece a atividade inibidera da tripsina,
para diferentes fracdes protéicas., A atividade foi determinada
para um isolado protéico total (IPT), para a fragdo albumina
(?1], para as globulinas (?3) e para os inibidores isclados por
iluigdo de uma c¢oluna de Sephadex G-100 (I6-100), sem nenhun
tratamento térmico e apds varios tempos de aquecimento {min) de
uma SUSpensac aquosa a 97%C, Pode se verificar que a atividade
inibidora ao invés de diminuir, aumentou com o tratamento termi
co, mesme apos 60 min de aguecimento. Comportamento semelhante
j3 havia sido constatado para os inibidores de tripsina de algu
mas espécies de Phaseolus {Fraenkel-Conrat e col., 1952 Pusz
tai, 1968; Jones e col., 1863}, F tamhém interessante 2 consta
tacdo de que, quando o grao de feijao foi aquecido a 97°¢ por
quatro minutos apenas, a atividade inibidora da tripsina nao
foi mais constatada nem no extrato aquosc desses griaos nem no
hemogenado integral {Quadro V).

0 pH da solugao teve uma influencia bastante grande na
inativagio térmica dos inibidores de tripsina e de quimotripsi
na. O Quadro XV mostra os efeitos do pH sobre a inativacao ter
mica desses inibidores. Nessa série de experimentos usou-se a

fracio albumina ndo coaguldvel precipitada com sulfato de amo

111



ATIVIDADE INIBIDORA DA TRIPSINA {UTH/mg PROTEINA)

o
& 1G-100
@ & FT
o & @ @ & F3
g © ® £ e |PT
20 élﬁ 80

AQUECIMENTO A 979C {min)

Fig. 17. Efeito do tratamento término sobre @ atividade inibidora da
tripsina, em vérias fragBes protéicas isoladas de fgij8o Rosinha
G2, Suspensio a 1% {P/V) em 4gua destilada. 1PT, isolado pro-
téico total; Fy, globuling; F4, albumina; 1G3-100, inibidor isola-
do da coluna de Sephadex G-100.
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nio, cujas solugbes foram ajustadas a diferentss pH’'s e agueci
das a 97°¢ durante 30 minuteos. Observou-$e gue para o5 valores
de pH entre 2,0 e 6,0 nic houve praticamente nenhuma inativagao.
Em pH’s mais alcalinos houve uma inativagao progressiva gue
atingiu 100% em pH 12,0.

0 mesmo efeito do pH fol observado tantoc para 2a ativi
dade inibidora da tripsina como para a da quimotripsina, COMO
& mostrado no Quadrs XVI. Note-se que a atividade inibidora con
tra a gquimotripsina decresceu significativamente, quando se
passou do pH 2,0 para o pH 4,0, permanecendo mais ou menos esta
vel de pH 4,0 a pH 8,0, enquanto que, 2 acdo inibidora sobre a
tripsina ndo sofreu, praticamente, nenhuma alteracgdo nos pH's
de 2,0 até 8,0. Em pH 10,0 s inibidores, tanto da tripsina cg
mo da quimotripsina, foram significativamente inibidos, tendo
sido completamente inativados em pH 12,0,

0 mesmo efeito marcante do pH sobre a resisténcia tér
mica dos inibidores foi observado quands 2 incubacdo foi feita
a 136%C ao invés de 97%C, Em pH 3,8 manteve-se mais de 80% da
atividade sobre a tripsina, depois de 180 min de agquecimentoc a
136%¢, conforme mostram os dades do Quadro XVII. Ja, em pH 7,0,
s atividade inibidora foi completamente destruida depois de €0
min a 130°C fQuadro XVIIIJ.

A acentuada resistencia dos inibidores a inativacgao
foi observada, também, em relagio a agdo de varios agentes qui
micos.

No Quadro X1X, estio apresentados oS dados de inativa
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cdo dos inibidores da tripsina, depois de incubados por é&h a
50°C em solucdes de uréia variando em concentragdes de 0 a 8M,
Nessas condigdes a perda de atividade inibidora fol muito redu
zida, atingindo apenas cerca de 33% pela incubacic enm solugao
&M de uradia.

A didlise dessas preparagOes, em dgua destilada ou em
tampio fosfato de sédic 0,01M pH 7,6 por 48h, apds incubagio
com as solucgbes de yréia nidc alterou, praticaments, a atividade
inibidora residual.

0s inibideres purificados mostraram-se bastante sensi
veis 3 agioc dos agentes redutores de ligacGes dissulfidicas co
mo mercaptoetancl e ditiotreitol. A incubagdo dos inibidores
por duas horas a 17°¢, em solugdes contende mercaptoetanol nas
concentracdes de 20 a 200mM destruiu de 53 a 71% da atividade
inibidora {Quadro XX). A didlise das preparagoes, em agua desti
lada por 48 horas a 4°¢c, produziu uma elevag¢io da atividade ini
bidora de aproximadamente 30% em relagio a atividade  residual
determinada antes da dialise.

A inativacido pelo ditiotreitol em diversas concentra
cbes apds incubacdo de 30 min com os inibidores (16-50) a 25°¢C
e a 97°C, pode ser verificada nos Quadros XXI e XXII, respecti
yamente. A 25°C a concentragioc de 200mM de ditiotreitol na solu
cac inativou apenas 46,5% da atividade inibidora. A solugao
1omM de DTT imativou apenas 9,2%. Quando a incubagao foi feita
a 97°c, a concentragdo de DTT necessaria para a completa inati

vacio dos inibidores foi de apenas 0,8ImM, como mostram oS da
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dos do Quadro XXII.

A oxidacgAo do IG-50 com dcido perférmico, seguide de
diilise e liofilizac3c deu também um produto desprovido de qual
quer atividade inibidora sobre tripsina e/ou quimotripsina.

A rapida inativagdoc dos inibidores, com reagentes capa
zes de romper ligagoes dissulfidicas, associada ao elevado teor
de cistefna {1/2 cistina) em sua composigao, sugeria que grande
parte da cisteina poderia estar formando pontes dissulfidicas
nas moléculas dos inibidores, existindo poucos grupos sulfidri
los livres.

para testar essa hipdtese foram resalizadas uma serie
de reacotes de alquilagao dos inibidores, e da glutationa COmo
controle, usando N-etilmaleimida (NEM) como reagente. 0S resul
tados obtidos nesses testes sdo mostrados no Quadro XXIII. A
reagac da N-etilmaleimida com suybstancias contendo grupos sul
fidrilos ({-~SH) livres provoca uma diminuigdo na leitura da ab
sorbancia a 380nm, como pode ser visto para o Caso da glutatio
na. Ao contriario, a presenga e o aumento da concentracao dos
inibidores na mistura de Teagdo, NaC Provocou nenhuma alteragaoc
na absorbancia a 380nm, o que parece indicar ausencia de grupos
sulfidrilos livres em suas moléculas.

0 peso molecular dos inibidores purificados (IG-50)
foi estudado por ultracentrifugacio em gradiente de densidade,
por eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dedecil sul
fato de sodio (SDS) e por uyltrafiltracie em ccoluna de Sephadex

G-100.
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Quadro XV. Influéncia do pH na inativacdo térmica (97, 30 min)
dos inibidores da tripsina precipitados da fragao al
bumina nao coaguldvel (97%¢c, 15 min) com sulfato de
amonio 0,65 de saturagio. Solﬁgﬁes com 0,1 mg do pre
cipitado liofilizado, por mililitro.

Tratamento Atividade Inativagao

{pH}a inibidora . dos inibidores
(UT1/0,2 ml) (%)
2,0 81,0 4,0
5.8 80,0 0,0
4.0 78,0 2,5
5,5 {controle) 80,0 0,0
6.0 75,9 5,2
8,0 69,7 12,9
8,0 67,6 15,5
10,0 50,3 37,2
11,0 11,8 85,3
12,0 0,0 100,0

2 y3e houve nenhuma inativacgio nos tubos mantidos nos mesmos
pH's, porém, a temperatura ambiente,

hUTI = unidades de tripsina inibidas. A atividade foi deter-
minada em tampac fosfato 0,1M pH 7.6,

116



Ouadro XVI. Influencia do pH na inativacdo térmica

dos inibidc
res de tripsina e da quimotripsina, aquecidos a 57%¢
por 30 minutos. Sclugdes contendo 0,5 mg/ml do preci
pitade com sulfato de amonic 0,65 de saturacdo, di

luido 1:5 para o teste de atividade.

Atividade das enzimas Atividade dos inibidores

PH
Tripsina Quimotripsina Tripsina Quimotripsina
wn)? (uqr)® (wT1/0,3m1)¢  (UQT1/0,3m1)°
2 15,4 5,8 137.,7 146,0
4 7,8 58,1 145,53 93,7
& 6.2 59,1 146,9 92,7
3 22.4 54,5 130,7 87,3
10 138,8 119,6 14,53 32,2
12 153,1 151,8 4,0 0,0
gy T unidades de tripsina
bUQT = ynidades de gquimotripsina
Cyr; = unidades de tripsina inibidas
dUQTI = unidades de quimotripsina inibidas
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Quadro XVII. Influéncia do tempo de incubagao (130°C) na inativa

cdo térmica dos inibidores de tripsina do precipita
do da fracao albuminica ndoc coagulivel (97%, 15
min) com sulfato de amOnioc ¢,65 de saturagao. Solu
cdes contendo 0,5 mg/ml do precipitado ajustade pH

3,8 diluidas 1:3 para o teste de atividade.

lcubscio  Aiyidade  Atividade | Intivichs,térmice

{min) (urTya (UTI/0,1m1) ($)

0 22,4 172,6 2,0

30 42.8 152,2 11,8

60 85,3 108,7 36,5

a0 128,5 66,5 61,5
120 135,3 59,7 65,4
150 139,9 55,0 68,2
180 163,53 31,7 81,6

8yr = unidades de tripsina

bUTI = unidades de tripsina inibidas
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Quadro XVIII. Influencia do tempo de incubagﬁo’(iﬁﬁ“ﬁ] na inati
vagdo térmica dos inibidores da'tripsina precipita
dos da fracdoc albumina nio coagulavel (87%¢, 15
min) com sulfate de amonio 0,65 de saturagéb. Solu
coes contende 0,5mg/ml, do precipitado, ajustado
pH 7,0 com solugdo de NaOH, diluidas 1:3 para o
teste de atividade.

mete T R it
{min} (uT)2 (UTE/0,1m1)} (%)
0 10.2 160,3 0,0
15 16,1 154, 4 3,7
30 106, 4 64,1 60,0
40 115,2 55,3 65,5
50 121,8 48,7 696
60 170,5 6,0 100,0

uT unidades de tripsina

it

bUTI unidades de tripsina inibidas

119



Quadro XIX. Influéncia da concentragio de uréia na inativagdo
dos inibidores de tripsina precipitados da fragdo al
bumina nAc coagulavel (15 min, 97°C) com sulfato de
aménioc 0,65 de saturacdo. Solugido a 0,5% de oprecipi
tado liofilizado, diluide 1:5. Incubacac de 4h a

50°¢.
Concentragao Atividade Atividade Inativacao
de ureia da tripsina inibidora dos inibidores
(M) ur)? (UT1/0,2m1)° (%)
0 85,32 78,0 0,0
2 87,4 75,9 2,7
4 91,5 71,8 8,0
6 95,7 67,56 13,4
8 110,8 52,5 32,7
20T = unidades de tripsina

bUTI = unidades de tripsina inibidas
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Quadro XX, Efeito da concentragao de mercaptoetanol na inativa
¢dao dos inibidores de tripsina isolados da coluna de
Sephadex G-50, a partir do precipitado de sulfato de
ambnio 0,65 de saturacio®,

Concentragac de Atividade Atividade Inativagao
mercaptoetanol da tripsina inibidora dos inibidores
(mM) (wn)® (uT1)© (%)

0 0,0 151,3 0,0
20 79,6 71,7 52,7
40 98,5 52,8 65.1
60 112,6 38,7 74,5
80 114.7 36,6 75,8

100 117,00 34,3 77 .4
200 167.5 43,8 71,1

rm todos os ensaios usaram-se 50 ug de enzima e 50 pg de iaibi
dores. Incubacdo prévia dos inibidores com mercaptoetancl duran
te 2 horas a 37°C.

bUT = unidades de tripsina

CgT1 = unidades de tripsina inibidas



Quadro XXI., Bfeito da concentracdc de ditiotreitol (DTT) na ina
tivagdo dos inibidores de tripsina isolados em colu
na de Sephadex (-50 (IG-50). SolugBo contendo G.4
ng/ml. Pre-incubacgdo de 30 min a 25°C antes do teste
de atividade.

Concentragao Atividade Atividade Inativacgdo
de DTT da tripsina inibidora dos inibidores
(mM) (ur)? (UT1/0,05m1)P (%)
0 79,2 44,8 0,0
10 83,3 40,7 9,2
20 85,3 38,7 13,7
30 87,4 36,6 18,4
48 89,4 34,6 22,8
30 93,6 30,4 32,2
100 95,7 28,3 36,9
240 106,80 24,0 46,5
4T = unidades de tripsina

#

bUTI unidades de tripsina inibidas
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Quadro XXII. Efeito da concentragdo de ditiotreitol (DTT) na ina
tivagio dos inibidores de tripsina isclados do pre
cipitado de sulfato de amonio 0,65 de saturagao, em
coluna de Sephadex G-50 {IG-50). Solugao contendo
0,4 mg/ml, Pré-incubacio de 30 min a 97°C antes do
teste de atividade.

Concentragao Atividade Atividade Inativacao
de DTT da tripsina inibidora dos inibidores
(aM x 10%) (uT)? UTI/0,05m1)7 (%)
0,00 32,5 148,46 0,0
1,26 37,5 135, 4 3.7
2,53 41.¢ 131.9 6,2
5,00 46,4 126,5 1,1
10,11 75,2 87,7 30,5
20,25 87,8 75,0 46,7
40,50 142,2 30,7 78,2
81,00 172,9 0,0 100.,0
3437 = unidades de tripsina
b

UTT = unidades de tripsina inibidas
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Quadre XXIII.

Reacao da N-etilmaleimida {NEM} com grupos sulfi
drilos livres dos inibidores (IG-38) & da glutatio
na {GSH). Em todas as misturas a concentragao fi

nal de NEM foi 1 x 107 (Agg, = 0,600,
Absorbancia Grupos sulfidrilos
Concentragéesa dos tubos testes livres calculados
(380nm} {umoles)
G8H
-3 - -3
0.1 x 10 "M 0,525 D,12 x 19
0,2 x 107°M 0,465 0,21 x 1073
6.5 x 107°M 0,280 0,51 x 107°
1.0 x 107°M 0,000 0,97 x 107>
1G~50
1,5 mg 0,625 0,00
2,5 mg 4,630 0,00
7.5 mg 0,625 (4,00

% Concentracde
Teagan.

¢ finais de GSH ou de IG-50 nas misturas de

124



No método de ultracentrifugaclo, usou-se um gradiente
de sacarose (0 a 20%) e desidrogenase jatica come padrao inter
no, de coeficiente de sedimentagdo e pesc molecular conhecidos.,

Na figura 18 véem-se as posicoes relativas das bandas
de sedimentacdc no gradiente, da LDH e do IG-50. Os dados desse
e de outros experimentos semelhantes permitiram o calculo do
coeficiente de sedimentacao (S) para os inibidores em IG-50 que
foi de 2,0 + 0,2. Esses dados de sedimentacdo no gradiente  de
sacarose permitiram calcular um valor médio para o peso molecu
lar dos inibidores de 20.400.

0 peso molecular desses inibidores foi determinado tam
bém pelos dados de ultrafiltracio em colunas de Sephadex G-100
{50 x 2,5cm).

No Quadrg XXIV encontram-se 03 parametros de pesc Mo
jecular e os dados experimentais obtidos para uma série de pro
tefnas tomadas como padrioc e para os inibidores. A analise de
regressho desses dados permitiu o estabelecimento da equacao
(logloPM = 5 87 ~ 0,577 VerG) e da reta ds figura 1%9. O valor
VerG determinado experimentalmente para 08 inibidores, guando
aplicado a equagaoc de regressao, deu um peso molecular de 20.000,
bastante proximo do valor 20.400 determinadoe pelo coeficlente
de sedimentagdo (S5 = 2,0).

A esletroforese de proteinas de pesos moleculares conhe
cidos, em gel de poliacrilamida contendn SDS, permitiu a  CORs
trucio da curva padrao da figura 20. Essa € uma curva semiloga
ritmica dos pesos moleculares contra a mobilidade relativa das

proteinas no gel. As mobilidades eletroforéticas dos inibidores,

145



ATIVIDADE DA LDH (W/ml)
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Fig. 18. Picos de sedimentacio da desidrogenase jatica (LDH} e
dos inibidores de tripsina & de guimotripsina {1G-B0) sub-
metidos & ultracentrifugagio em gradiente de densidade
(6.20 % de sacarose} 16h 2 175.000 x G, o—a, LDH x—x,
inibidores 1G-50,
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Quadro XXIV.

Parametros utilizados para a determinacdoc do  peso
molecular dos inibidores {IG-50}, obtidos pela elui
¢cdo das proteinas de colunas de Sephadex G~-100 (50
x 2,5 cm}. Eluigio com tampio de fosfato de  sddio
0,01M, pH 7,6.

Peso 1o Volume de  Volume  Relacgido

Proteinas Molecular Eip eluicao livre
¥

(PM) PM v,) vl (Vo /V,)
Lisozima 14,100 4,15 203,8 65,8 3,10
Micglobina 16.800 4,23 184,5 68,3 2,70
Quimotripsina 22.500 4,35 17,0 67,0 Z,53
Pepsina 35,000 4,54 161,1 68,5 2,42
Albumina de
50T0 bovino 67,000 4,83 121.,9 65,8 1,85
Inibidores
{1G-50) 20.000% 4,30 184, 8 67,8 2,72

2 valores determinados pela equacdo de regressido da figura 19.

Logyq PM = 5,

87 -~ 0,577 Ve/VQ.
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Fig. 18, Curva padro para determinagdo de peso madecular {PM} por
ultrafiltracio em gel Sephadex G-100, Coluna 2,5 x B0 ¢m,
squilibrada com tampdo fosfato de sédio 0,01 M, pH 7.6;
eluicdo com o mesmo tampdo (18 mi/k}, temperatura 25°¢C.
1. albumina de soro bovino PM 67.000; 2. pepsina, PM
35.000: 3. gquimotripsina, PM 22.500; 4. Mioglobina, PM
16.900; 5. lisozima de clara de ovo, PM 14,100,
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Fig. 20, Curva semi-logaritmica do PM versus rmobilidade gletroforética
de proteinas padrBes, em gel de poligcrilamida contendo SDS.

1. albumina de soro bovino, PM 65.000; 2. desidrogenase {ati-
ca, PM 36.000; 3. pepsina, PM 35,000; 4. lisozima, PM 14.100.
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relativas as proteinas utilizadas como padrdc, permitiram 0
calculo de seu peso molecular que foi de 20.000 + 1,000, nas
varias determinacdes. Portanto, os valores encontrados para 0
pesc molecular dos inibidores (I1G-50), por trés métodos diferentes,
mostraram boa concordancia, sugerindo o valor 20.000 como o PM
mais provavel.

O0s dados da ultrafiltracao em colunas de Sephadex per
mitiram o calculo de varios parametros meleculares dos inibide
res IG~50, além do peso molecular.

0 coeficiente de distribuicio ou de partigdo no gel
(KD} foi calculado a partir das seguintes relagoes gstabeleci

das por Porath e Flodin (1859),

Yy, =V +V_+ V. (1)

t £ Q i
Ve ) VQ ¥ KD vi (2)
Ky = (Ve - ng/vi (%)
Vt = volume da coluna ou cilindro {50 x Z,5cm)
= 245 cm®
Yn = yolume externo determinadoe experimentalmente

; 3
{para os InibidoresV = 67,8 cm”)

V = volume ocupado pela matriz de gel

(Vg = V,/B.d) = 7,47 em®, em que:

B = volume especifico do Sephadex G-100 seco

{20 cms/g)
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d = densidade do Sephadex G-100 seco
51364g!cm3)
V. = volume interno de embebigao do gel
- : 5
Vi = Vt - (Vg + Vo) = 168,7 cm
Utilizando-se da equacao {3} calcularam-se oS coefi
cientes de distribuigdc para os inibideres (Ky = 4,68) e vparz
as demais proteinas usadas como padrio.
0 raio molecular de Stokes a foi calculado para os ini
bidores pele meétodo de Ackers (1967), usando-se a seguinte equa

-

cao:

uziawaﬁ}fbﬁ

~a® da {4}

_z.
b T

A resolugdo da equagao (4) para © parametro (a = a_} .

resulta na seguinte expressac:

- -1
ag = 2 * bc . erfc {KD) {5)

No estabelecimento dessas equagGes assumiu-se;

1) que as microregides no interior do gel sao heterogeneas en
tamanho; 2} individuaimente, uma microregido pode ser caracteri

zada pelo raio a_, da maior molécula passivel de ser acomodada
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no interior dessa regifo e; 3) a frequencia de distribuicdo dos
tamanhos moleculares, no interior do gel, pode ser representada
por uma curva de probabilidade gaussiana.

Na Equacae (3], a, & a posicgio de valor maximo da dis
tribuigao KD e bc & uma medida do desvie padrao. O termo erfc
& a funcdo erroc que pode ser encontrada em tabelas de probabili
dade {Weast and Selby, 1966) e aplicada para substincias de
raios moleculares conhecidos. A partir de erfc, pode-se calcu
lar erfc“l(Kﬁ) utilizando-se dos valores sgncontrados para KD,
tanto para os padrSes como para os inibidores.

A analise de regressio dos dados encontrados experi
mentalmente permitiu o estabelecimento da 8qQuacao (as = 11,2
+ 32,68 erfculKD), representada pela reta da figura 21. O valor
de erfc™t = 0,28 calculado para os inibidores e aplicado 3
equacgao de regressao da figura 21, deu um raio molecular de
20 g (ag = 20 i) para os inibidores.

tonhecido o raio molecular de Steokes, calculou-se para
os inibidores o coeficiente de difusdo (D) pela equagdo estabe
lecida por Einstein em 1905, citada por Moore (1964},

p = KL . XI (63

f 61 na

K = constante de Boltzmann (1,38 x 10710 g em” . seg .
molec ™t . OK'1); T = °k [283);, e n = coeficiente
de viscosidade do meio.

a = a. = Raio molecular de Stokes {20 Ej
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a, {A)

Ag =112 + 3268 erfc’ ()

2 3 LA

0 0.25 0,50 0786

erfe’) {Kpy)

Fig, 21, Curva padrio do raio molecular de Stokes {asi versus fun-
cdo erro complementar inversa para K- 1. albumina de
soro bovino, &g = 35 A; 2 pepsing, 8; = 24 A; 3. guimo-
tripsina, ag = 21 A 4. mioglobina, a; = 18 A} B. fisozima,
By = 19 A,

1.00



A equacdo {6) descrave a difusfo de uma particula em
uma solucgdc de diluic@o infinita. Para o caiculo da difusdo, a
viscosidade (n) da solucdo experimental foi considerada igual

3 da dgua a 20°C, isto €, n = 1.0 x 1077 g. em™ L. segwl» 0

uso da equacdo (6) deu um valor de difusdo D = 10,7 x 10“? cmz.

seg -~ para os inibidores.

0 volume especifice parcial (Vv = 0,69}, para os inibi
dores, foi calculado com base na composigao de aminodcidos do
1G~50 (Quadro XIV) de acorde com o procedimento descrito poT
Schachman {1957).

Conhecidos o .peso moelecular, o volume especifico par
cial e o coeficiente de difusdo de uma proteina, & possivel se
obter informacdes preliminares sobre a forma dessa proteina em
solucdo, calculando-se o quociente friccional f/fa. 0 desvio de
fffa do valor unitario mede a assimetria e o grau de hidratagao
da molécula de proteina.

0 parametro (f) pode ser calculado pela Equagao (6},

8

que para o caso dos inibidores foi de 3,78 x 107 g,segnl. Fisi

camente, fa representaria o coeficiente friccional para uma pro
teina que fosse perfeitamente esférica e nag hidratada. 0 valor
de fa pode ser calculado pela equagao (7) desenvolvida por

tinstein e Smoluchowski, dada por Springall (1854].

£ = sz 1f wmt (7)

- - g & s “2 _}- "}'
n =~ viscosidade da agua a 20°C {1 X 18 “g. cm .seg
M - peso molecular (2 X 184 daltons}



Vv ~ volume especifico parcial (0,69 em®. gnl)

3 -
2 1)

N - numero de Avogadro (6,02 x 1077 mol

A substituicdo desses valores na Bquagao (7} deu um va

8 -1 .
.g. seg ~, que, quando relacionado com o va

lor £ = 3,32 x 107
1of de f, forneceu um guociente friccional fffo = 1,14, bastan
te proximo da unidade.

0s valores citados na literatura para f/fo.variam en
tre 1,0, por exemplo, para a tripsina ¢ 6,8 para o coldgeno
{Moore, 19643, Uma proteina com f/f, = 1 deveria ser praticamen
te esférica e ndo solvatada quando em solugaoc.

0 quociente £/f  combina as variaveis de forma da molé
cula e grau de hidratagao.

De acordo com o diagrama de Oncley, dade por Springall
(1954} o valor de £/f = 1,14 encontrade para os inibidores, po
deria ser assim interpretado: a) assumindo que as moléculas s
apresentam ndoc hidratadas, ent@o a sua forma poderia ser a de
um elipsdide do tipo coblato { a < b} de relacac axial a/b =
0,25 em que a, 6 o semi-eixo de rotacac ou de um elipsdide pro
lato (a > b) de relagao axial a/b = 4 b} assumindeo que as malé
culas possuam forma esférica, entdo elas deveriam estar hidrata
das com 0,4g de Agua por grama de proteina.

Os pH's isocelétricos (?I) das duas proteinas que com
péem a preparacao IG-50 foram determinados por isoceletrofocall
zacio em gel de poliacrilamida, contendo uma mistura de anfoli

tos na faixa de pH entre 3,0 e 10,0. As curvas da figura 22 re
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presentam os perfis de pH, e de atividade dos inibidores, quan
do eluidos das seccgtes de 0,5cm cortadas do gel. A curva de
atividade dos inibidores revelou dois picos com pH's isoceléetri
cos (P1) 6,1 e 5,0 a partir do topo do tubo, respsctivamente.

0 espectro de absorgio dos inibidores em IG-50 MoS
trou um Gnico pico com maxima absorgido entre 275-280mm. A absor
tividade a foi determinada em tampao fosfate de s6dio 0,01M pH
7,6, contendo lmg/ml de IG-50, em uma célula de passagenm Stica
de lem. Usando-se a expressas conhecida paré absorbancia
A= - 1cg15T = abe, encontrou-se, pars a absortividade, a =

0,400 mL. mgmlg cmwli Assumindo o valor 20.000 para o peso molg

cular, calculou-se a absortividade molar, ¢ = 8 x 163 L. molﬂl.

cmﬂl,

A figura 23 mostra as curvas de inibicao para tripsina
e para quimotripsina, quando se usou caseina como substrato. A
inibicap foi linear e estequiométrica para a tripsina, sendo
que 1 miligrama de 1G-50 inibiu completamente 1 miligrama de
tripsina bovina. No caso da quimotripsina, a inibigéa nao toi
linear em fungdo da concentragdo de inibider, origimando uma
curva aparentemente bifdsica em que na primeira fase a relagao
1G-50/enzima, para completa inibigdo, foi de 1,I5, enquanto
que na segunda fase, essa relacdo esteve entre 2 a 3 miligramas
de IG-50 para 1 miligrama de quimotripsina.

Uma série de experiéncias foram feitas com a finalida

de de provar ou refutar a existéncia de dols centros de ligagao

independentes nos inibidores, uma para trinsina ¢ outro para a

quimotripsina,
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Fig. 22. Representacdo gréfica da isoeletrofocalizag@o dos inibidores de
tripsina {1G-B0} em gel de poliacrilamida contendo uma mistu-
ra de anfélitos de pH entre 3,0 e 10,0. Curva de pH, e—e—e;
atividade intbidora sobre a tripsina, X—x—x.
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ATIVIDADE ENZIMATICA (Aggs !
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CONCENTRAGCAOC DO INIBIDOR {ug)

Fig. 23. Inibigfio da tripsina e da quirmotripsina (50 w g} em funcdo da
concentracdo dos inibidores na mistura de reacdo. Tripsing,
x--x—x: Quimotripsing, 00—,
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0s resultados dessas experieéncias sdo mostrados no
Quadro XXV, e parecem indicar a existencia, nos inibidores, de
centros de ligacgdo independentes para tripsina e para quimeotrip
sina. Esse tipo de inibidor é conhecido na literatura come de
dupla cabeca (double headed}.

A pré-incubagac dos inibidores com pepsina a pH 1.6,
durante 60 minutos, seguido de adigdo de substrato {ovalbumina)
e incubacdo por mais 2 horas a 379¢ ndo produziu nenhuma dinati
vacio da pepsina., 0s inibidores pré-incubados com a pepsina man
tiveram~se totalmente ative contra tripsina e gquimotripsina,

Os inibidores pic perderam nenhumz atividade, quando mapn
tidos em solugdo 0,IN de HC1 (pH 1,6) por 48 horas, a 37°¢.

A acio antiproteclitica dos inibidores em 1G-30 foi
testada, também, contrz tripsina humana. O Quadro XXVI mostra,
comparativamente, o poder de inibicdoe do IG-50 contra as trip
sinas humana e bovina. Os resultados indicam uma gtividade ini
hidora 3,6 vezes mais elevada contra a tripsing humana que <on
tra a tripsina bovina.

0 tipo de inibigdc e o mecanismo de acac desses inibi
dores antiproteoliticos ainda ndo sdo bem conhecidos. O estudo
da cindtica e do mecanismo da reacdo & muito dificil devide 3
complexidade do substrato que, No <aso da caseina, se desconhe
cem inclusive sua estrutura e seu pese molecular. Outro fator
de complicagfo & a natureza dos proprios inibidores dos quais
nio se conhecem, na maioria dos casos, suas estruturas ¢ Seus

centros ativos,
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Quadroe XXV. Atividade residual da tripsina ou da quimotripsina,
apbs pré-incubacio de uma das enzimas com diferentes
quantidades de 1G-50.

Atividade residual (A }
Experiéncia realizada 280nm

Tripsina Quimotripsina
Tripsina (50 upg), sem inibidor 0,825
Tripsina (50 ug) + inibidor(50 ug) 0,006
Quimotripsina (50 ug} + inibidor
(150 ug) + Tripsina (50 ug)? 0,010 0,010
Quimotripsina {50 ug) + inibidor
(100 ug) + Tripsina (100 ug)® 0,008 0,109
Quimotripsina (50 ug) + inibidor
(100 ug) + Tripsina (150 pg)® 0,670 0,107
Quimotripsina (50 ug) + inibidor
(200 ug) + Tripsina (50 ugp)? 0,003 0,003
Quimotripsina (50 ug), sem ini-
bidor 4,705
Tripsina {50 ug) * inibidor (50 ug )
+ Quimotripsina (50 ug)® 0,007 0,406
Quimotripsina (50 ug) + inibidor
(100 ug) 0,095
Quimotripsina (50 pg) + inibidor
(1560 ug) {4,005
Tripsina (50 ug) + inibidor (150 ug)
+ Quimotripsina (50 ug)® 0,000 0,013

2 5 tratamento com a segunda enzima foi feito sempre apés 20 min

de incubac@c com a primeira enzima.
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Quadro XXVI. Atividade das tripsinas humana e bovina sobre casel

na e atividade inibidora sobre essas snzimas.

_ Tripsina Tripsina
Determinagoes .
Humana Bovina
Atividade enzimdtica
{U/mg material)® 64 1.894
Atividade inibidora
(UEI/mg inibidar}b i8.48% 5.116

]

a Relacio de atividade: tripsina bovina/tripsina humana 29,6

i
L
on

b RelacBo de inibig&o: tripsina humana/tripsina bovina
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Na figura 24 estd representado, graficamente, o comper
tamento cinético dos inibidores (IG-50} contra a tripsina, quan
do se usou o substrato sintético benzoil-DL-arginina-p-nitroani
1ida (BAPNA). A figura 24 foi construida com os dados de veloci
dade da reacgdo em fungdo da concentragdo do substrato, na au
seéncia e na presenca dos inibidores, utilizandoe o método de
Lineweaver e Burk (1934). Torna-se aparente pela andlise desse
grafico que a inibigdo da tripsina pelos inibidores (1G-50) nao
seguiu uma cinética simples do tipo competitive ou ndc competl
tivo. £ um tipo de inibigHo que, segundo Webb {1963} poderia
ser chamada de inibigdo mista. A constante de Michaelis (KM)
determinada a partir desses experimentos com BAPNA foi 6,9 x
10"4M, e a constante de dissociacdo do complexo enzima-inibidor
(Ki), para a tripsina foi de 5,4 x 10" %, 0 valor Ki & uma cons
tante que representa a concentragio de inibider, capaz de dupli
car a inclinacdo da reta do grdfico (1/v x 1/s) ou o valor de
interseccio da reta experimental com a ordenada. ffuando se usou
caseina como substrato tanto para a tripsina como para a quimo
tripsina a inibigao foi, aparentemente, do tipo nao competitivo.

0 Quadro XXVII, mostra os parametros moleculares e as
constantes fisico-quimicas determinadas para os inibidores en

I14-50, direta cu indiretamente,
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v x 102

1/{S0) x 1673

Fig. 24. Representagio gratica segundo Linewseaver-Burk, da aglo da tripsina
sobre o substrato benzoil-Di-argining-p-nitroanitida {BAPNA). Na au-
sénoia de inibidor, e—e; na presenga de inibidor, x—x—X.
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Quadro XXVII. Parametros moleculares e constantes fisico-quimi
' cas determinadas para os inibidores {IG-50).

Parimetro determinado Enziiz;ado
Peso molecular {daltons) _ | 2,0 x lﬁﬁ
Constante de sedimentacao (§) 2,0 » 0,2
Constante de difusao, D (cm2$seg“1) 10,7 x 10“?
Volume especifico parcial, ¥ (cms‘g”1) 0,89

Raio molecular de Stokes, 3 (g} 20
Quociente friccional, f/f0 1,14
Absortividade, a (mL.mg t.cm™ D) 0,400
Absortividade molar, € (L.malul.cm-l) 8,0 x 10°
pH isoelétrico (PI) 5,0; 6,1
XM, pepsina, BAPNA (M) 6,9 x 107%
Xi, pepsina, BAPNA (M) 5,4 x 1078
1/2 cistina {g/100g proteina) 11,4

1/2 cistina {(moles/20.000g) 18,0

Pontes dissulfidicas (-5-5-/mol) 9
Triptofanic (moles/20.000g) 0.0
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PROPRIEDADES NUTRICIONAIS DAS PROTEINAS DO FEIJAO ROSINHA C2

As composigGes centesimais da farinha integral, das
principais fragdes protéicas isoladas e do residuc insoldvel,
apds extracac das proteinas, aparecem no Quadro XXVIII. Deve-se
notar o teor bem mais elevadoe de proteina na fracio giobulina
comparado com o isclado total e, principalmente, com a albumina.
A extracdo da farinha integral com dgua e depois com selucao
0,54 de NaCl, usando-se uma relacdo sdlido/liquido 1:5 nas duas
extragbes, extraiu de 45 a 50% dos solidos totais,.deixando um
residuo que contém cerca de 25% das proteinas da farinha. A pre
senca de concentragdo relativamente alta de sais nas proteinas
extraidas, apos dialise e liofilizacaoc, se deve, provavelmente,
i incompleta eliminacgio dos mesmos com a didlise contra dpua
destilada por 48 a 7¢ horas.

A julgar pelos valores de PER de Quadro XXIX, podenmos
concluir que o valor nutritivo das proteinas dessa variedade de
feijdo & bastante baixo, tanto na farinha integral como nas fra
¢hes proteicas isoladas ou nos s6lidos insoldvels resultantes
da extracao das proteinas. Comparados com ¢ da caseina, esses
valores representam cerca de 15% apenas no casc da albumina &
314% no caso da farinha integral. Das fracdes protéicas isoladas,
a globulina foi a que apresentou PER mais elevado (0,98),

0 baixo quociente de eficiéncia protéica das proteinas
de feijdo se deve, principalmente, a deficiencia de aminoacidos
sulfurados, particularmente metionina.

0s dados do Quadro XXIX mostram também o efeito produ
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zido no PER pela adigao de 3% de DL-metionina e 2% de L-cistel
na em relagdo & concentragido de proteinas das dietas. Obser
vou~se que o efeito dessa adicao foi bem maior nas proteinas
isoladas, vindo em seguida o residuc insoldvel e por dltimo a
farinha integral. A adicdo de metionina e cistefna &s proteinas
isoladas de feijdo elevou o PER para valores superiores ao da
caseina, enquanto que a adiglo da mesma quantidade de aminodci
dos sulfurados 4 farinha integral elevou o PER de 1,17 a 2,47,
valor bem inferior ao da caseina (3,46). Esses rasultados suge
rem a existéncia de uma ou mais substincias na farinha integral
que estaria interferindo com a eficiencia de utilizacdo da pro
teina ou com a utilizaclo eficiente dos aminocadcidos sulfurados
adicionados as dietas. 0 efeito da adicic de metionina e cistel
na a dieta, contends os sdlidos insoliveis (residuo)} como fonte
de proteina, foi intermedidrio entre o das proteinas ispladas e
o da farinha integral. A elevagao do PER foi de 0,87 para 3,27,
portanto, bem proximo do valor encontrado para a caseina.

Nesse ensaic de PER houve, novamente, uma tendencia da
fracio globulina apresentar melhores indices que os da albumina
e ns do isclado protéico total, tanto com adicio dos amino&ci
dos sulfurades como sem adigao.

Os valores de digestibilidade, de retengdo de nitroge
nic e de valor bioldgico das proteinas do feijdo Rosinha G2 e
os da caseina, foram determinados em um ensaio de balango de ni
trogénio em ratos e aparecem no Quadro XXX. S3o notaveis as di

ferengas de retencdes de nitrogenio, pelos animais, entre  as
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dietas com casefna e com proteinas de feijdo. A fracdo albumina
foi a que promoveu & MenoTr retencio de nitrogénie (11,2mg/rato/
24h). Quanto & digestibilidade aparente, a fraclio globulina foi
a que apresentou porcentagem mais alta, 83,3%, seguido do isola
do protéico total e da albumina, 73 e 72%, respectivamente, en
quanto que, a proteina da farinha integral foi apenas 59% dige
rivel. Todos esses valores podem ser considerados bastante bai
xos em relacSoc 3 digestibilidade da caseina que foi de 24%.

Diferencas ainda maiores foram verificadas em relagio
so valor bioldgico que foi de 84% para a caseina e 32,7 , 29.4,
30,3 e 28% para as proteinas da farinha integral, do isolado
protéico total, da fracao globulina e da albumina, respectiva
mente.

0 baixe valor nutritive das proteinas dessa variedade
de feijao foi_surpreendentemante melhorado pela adigido de metio
nina e cisteina em quantidades suficientes para garantir um Oti
mo crescimento para o rato. Essa resposia tdo favoravel a adi
cdo de aminodcidos sulfurados sugeriu uma reduzida disponibili
dade bioldgica desses aminoadcidos nas proteinas de feijao.

Um ensaio de disponibilidade bicldgica da metionina,
feito com ratos em crescimento, permitiu a determinacao das por
centagens de disponibilidade apresentadas no Quadro XAXI. 0
valor mais alto encontrade foi de 51% parz & fracdo globulina,
seguido de 46% na farinha integral, 34% no isolado protéice to
tal e 5.8 e 4,6% para a albumina e o residuo insoldvel, respec
tivamente. E bastante significativo ¢ fato de que a fracac albu

mina, apesar de conter 1,71g de metionina por 1l6g de nitrogé
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nio {(Quadro VII), apresentou uma disponibilidade biologica pra
ticamente nula para esse aminodcido. O mesmo se verificou com
relagdo as proteinas contidas no resfduoc que continham 1,23g de
metionina por 16g de nitrogénio (Quadro VIII) quase que total
mente ndo disponivel.

A importancia relativa da incorporagio 3s dietas com
10% de caseina, dos inibidores de tripsina ¢ de quimotripsina
ou da hemaglutinina, purificados a partir da fragdo albumina do
feijao Rosinha GZ, fol estudada em dois experimentos de balanco
de nitrogenic, cujos dados s8o apresentados no Quadro XXX11,
Nos experimentos A e B, os grupos GI foram alimentados com dig
ta contendo 10% de caseina, enquanto que os grupos GII recebe
ram, no experimento A, uma dieta com 10% de caseina mais 0,5%
de hemaglutinina purificada e no experimento B, uma dieta com
10% de caseina mais 1% de inibidores purificades (IG-50).

Os dados do experimento A, revelaram que a adigio de
hemaglutinina {0,5% da dieta) baixou a digestibilidade da caseg
na para 93% do controle, afetando também o valor bioldgico apa
rente e o crescimento que foram de 88,7 e 64,7%, respectivamen
te, em relacdo aos da caseina na ausencia da hemaglutinina.

No experimento B, 2 presencga de 1% de inibidor na die
ta com 10% de caseina, aparentemente, nac afetou em nada ssses
parametros nutricionais assim como ¢ ganho de peso pelos ani

=

mais.
A inocuidade dos inibidores (IG-50) como fator de toxi

dez, em experimentos de curta duracaoc, foi também  evidenciada
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na determinacio do NPU para uma dieta com 5% de caseina sem ini
bidor e contendo 3% de inibidor em relagio & concentracio de
proteina. Os valores encontrados foram 81,5 e 83,9% para o NPU
da caseina, respectivamente, na auséncia e na presenga dos ini

hidores.
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Quadro XXIX. Valores de PER encontrados para as proteinas da fa
rinha e de algumas frag¢bes protéicas de feijdo Rosi

nha G2, com e sem adicao de metionina.

com adicgdo de sem adicdo de
Fonte protéica® metionina e metionina e

de cisteina® de cisteina
Farinha integral 2,47 *+ 0,21 1,17 + 0,24
Isclado protéico
total (IPT) 4,00 + 0,18 0,70 + 0,28
Albumina (Fl) 3,98 = 0,37 0,50 + 6,27
Globulina (Fy) 4,47 + 0,22 0,98 + 0,31
Resfduo insolivel® 3,27 + 0,27 0,87 + 0,19
Caseina 3,46 + 0,31

& Material foi autoclavado 15 min a 121°C e em seguida liofiliza

do antes da incorporacdoc as dietas.

b pesfduo insoliivel apbs extragio da farinha com dgua e com solu
cdo 0,5M de NaCl.

€ Adig3o de 3% de DL-metionina e 2% de L-cisteina em relagiaoc a
proteina da dieta.
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Quadro XXX. Balange de nitrogénio, valor biolégico e digestibili
dade aparentes, das proteinas da farinha integral e

de fracdes protéicas isoladas de feijao

comparados com a caseina.

Raosinha GZ,

Balango dg Digestibi~ Valor Bio
- @ nitrogenio lidade apa 1légico apa

Fonte protelca (mg N reti rente  rente -

do/24 h) (%) (%)
Farinha integral 19,8 59.0 32,7
Isolado protéico
total (IPT) 17,2 73,0 25.4
Globulina (PE} 15,6 82,3 30,3
Albumina (Fl) 11,2 72,0 28,0
Caseina 140,7 94,0 84,0

2 amostras, exceto a caseina, foram previamente autoclavadas por

15 min a 121°C.

b rodos os resultados deste Quadro foram calculades a partir do

estudo de balanco de nitrogénio durante 96 horas e sio as médias

oshtidas com 5 ratos.
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Quadro XXXI. Disponibilidade biolSgica da metionina nas  protei
nas da farinha integral e de fragdes protéicas do

feijao Rosinha G2Z.

. . . -
Fonte protéicaa Metionina disponivel

(%)
Farinha integral 46,0
Isolado proté€ico total {(IPT) 34,0
Globulina [?3) 51,0
Albumina (F1) 5,8
Residuo insoluvel 4.6

2 Material previamente autoclavado por 15 min a 121°¢.

b Os resultados expressam as médias encontradas para 5 ratos.
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Quadro XXXII. Influeéncia da presenca dos inibidores de tripsina
e de quimotripsina ou de uma ﬁemaglutinina isolada
de feijao Rosinha G2 sobre as propriedades nutri
cionais da caseina.

. oa Experimento Ah Experimento B¢

Determinagac
G1 GIT Gi GII

Nitrogénio ingerido (mg) 177.,5 113.8 156,1 180,9
Nitrogenio fecal (mg) 10,4 13,6 12,5 16,0
Nitrogénio urinirio (mg) 26,4 25,4 23,2 29,8
Nitrogenio absorvido {mg) 167,1 100,2 143,6 164,9
Nitrogenio retido (mg) 140,7 74,8 120,3 134,98
Digestibilidade aparente (%) 94,1 88,0 | 92,3 91.5
Valor bioldgico aparente (%) 84,2 74,7 83,5 81,9
{yanho de peso {g] 3.0 2,0 3,6 3,7

% 0s valores, por ratc e por 24h, s3c as médias de 5 rates.

b Experimento A: GI, 10% de caseina; GII, 10% de caseina + 0,5%

de hemaglutininad

© Experimento B: GI, 10% de caseina; GII, 10% de caseina + 1%
de inibidor (IG-50).

d Hemaglutinina isolada por cromatografia de afinidade {(Junquei
ra, 1879},
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DISCUSSAD

SOLUBILIDADE E EXTRATIBILIDADE DAS PROTEINAS DO FEIJAC ROSI

NHA G2

As proteinas de origem vegetal sac comumente classifi
cadas em albuminas, globulinas, prolaminas e glutelinas, de
acordo com a solubilidade em dgua, solugSes salinas ‘diluidas,
51cool e solucdes dcidas ou alcalinas diluidas, respectivamente.

As proteinas do feijioc foram estudadas inicialmente
por Osborne (1894}, revelando que as proteinas gxtraiveis eram,
principalmente, globulinas. Varios pesquisadores estudaram &
extratibilidade e a solubilidade das proteinas de feijao., con
firmando as observacoes iniciais de Osborne de que 70 a 80% das
proteinas do grao sao extralveis em solucbes de clorete de 5o
dio. A porcentagem de extracac do nitrogenio total do grac va
ria bastante em fungido da espécie ou variedade e das condigoes
de extracdo, sendo evidente que todos os fatores que influem na
spolubilidade de proteinas afetam a porcentagen de extragac (tenm
peratura, tipo de solvente, relacio sblido/sclvente, granulome
+ria dos s6lidos, e pH do solvente). Com solucdo 0,5M de NaCl,
Smith e col. (1959) extrairam 76,2% do nitrogenio de "¥idney
Bean' com uma unica extracao. Por ocutro iado Ishinc e Ortega
(1975), efetuando umalextragﬁo em cinceo etapas, conseguiram eX
trair 88,4% do nitrogenio total do grio de feijac '"Negro Mecen

tral” {Phaseolus vulganis).
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No presente sstudo, quando foi feita uma primeira ex
tracdc com agua seguido de uma re~extracao do residuo com saig
cdo 0,5M de NaCl, extraiu-se 82% da proteina da farinha inte
gral de feijdo Rosinha G2Z. A porcentagem de extracio nao foi
afetada, significativamente, ao se alterar a relagdo s6lido/11
quido de 1:5 para 1:20 (Quadro III}. Uma série de extragdes fra
cionadas da mesma farinha com diferentes solventes permitiu uma
extracio de 93% do nitrogénio total do grio de feijao  Resinha
G2. Desse total, 48% foi extrafdo em uma {nica extragao com
Ggua destilada (8/L 1:5), 25,6% com solucdo 0,5M de Nall 2,
19.3% com tampao borato de sodio pH 10,0 contendo 0,5% de Z-mer
captoetanol e 0,5% de lauril sulfato de s6dio {Quadro I11}. As
protefnas extrafdas com este Gltimo solvente devem representar
principalmente glutelinas e algumas proteinas ligadas ao  mate
rial insoldvel do grio por ligagdes ndo covalentes. 0s 7% res
tantes do nitrogénio total, permanecem fortemente ligados a0
residuc insolUvel, devendo ser constituide por proteinas estru
turais., bem como, por algumas proteinas ligadas aos s6lides in
soliiveis por ligacdes covalentes. Essas percentagens de gxtra
cio coincidiram, em linhas gerais, com o0s dados de Pant e Tul
siani (1969) para tres variedades de Phaseolus.

A solubilidade das proteinas de Phasecfus, em  fungdo
do pH, tem sido estudada por varios pesquisadores {(Satterlee e
col. 1975. Pant e Tulsiani 1969; Ishino e Ortega, 18753, 0O npH

de menor sobulidade variou entre 2,0 - 4.0, para o5 Varios pes

quisadores.
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Para o feijao Rosinha G2 a solubilidade foi baixa (me
nor que 25%) entre os pH's 3 e 5,5, sendo minima (aproximadamen
te 15%) em pH 4 (Fig. 3). A curva da figura 3 sugere & existen
cia de protefnas nessa variedade com pontos isceletricos 2m
duas faixas de pH's diferentes, isto &, entre 3,5 - 4,5 e entre
4,5 - 5,5,

Outro fator que influfu decisivamente na extratibilida
de ¢ na solubilidade das proteinas de feijao foi o tratamento
térmico prévio do grac. O Quadro V mostra que um extrato aquoso
{8/L 1:50) continha 72Z% das proteinas do grao, com 5 minuteos de
aquecimento {Q?QC)‘ 30% ¢ com 15 minutos apenas 153%. A queda de
solubilidade foi muito rapida nos primeires 2 a 3 minutos de
aquecimento, indicando que grande parte das proteinas desse fel
jAo é bastante termolabil.

As diferengas de solubilidade dessas proteinas em fun
cao do pH, da concentracaoe de sais {forga ionica) e da coagula
bilidade térmica constituiu-se na base para o fracionamento das
protefnas a partir de um extrato bruto. Para tantoc empregaranm-
se acidificacic de um extrato alcalino até o pH de menor solubi
lidade (P.I.}; diminuicfo da forga idnica de um extrate salino
através da didlise, em agua destilada ou em soluges tampdes di
luidas; aguecimento até coagulagdo e precipitacio da fragl3o pro
téica coagulada, por centrifugagio.

Os extratos salinos (0,5M de NaCl) do feijao  Rosinha
62, quando submetido B didlise em dgua destilada por 48h forne

cia duas fragoes, uma insolivel em agua que era obtida como um
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precipitado, apds a didlise, e outra solivel em Agua destilada.
A fracido que precipitava durante a dialise era referida COMO
fragao "globulina™, a que permanecia em solucao era denominada
albumina. Contudo, a separacac entre albuminas e globulinas ndo
foi completa durante a didlise e o uso dos termos, albumina e
globulina, para essas duas fragdes deve ser feito com a devida
cautela, |

05 perfis eletroforéticos apresentados na figura 6 mos
Lraram que 0Correu uma contaminag&o cruzada das albuminas pelas
globulinas e vice-versa durante a didlise. A probabilidade de
co-precipitacio de albuminas com as globulinas eva aparentemen
te maior, & medida que a concentragdo de proteinas no extrato
bruto era aumentada. Por outro lado, algumas globulinas ou pseu
de-globulinas mostraram-se sollveis em Agua em diluigoes bastan
+e elevadas (Sun e Hall, 1975},

A fracdo precipitada durante a dialise, quando  re-sX
trafda em solugdo salina da mesma concentracao usada para obten
gao do extrato brutes (0,5M de NaCl) nac se apresentava totalmen
te soliivel, deixando um residuoc bastante pigmentade (fig. I} .
As proteinas que compdem a fragao salGvel em solugdo O,5M de
NaCl (FS) eram essencialmente globulinas. As que compunham 0
residuo insollvel (F4) nareciam ter sido insolubilizadas pela
formacao de complexos com vﬁriqs tipos de compostos presentes
ne extrato bruto. Us componentes dessa fracdo nao puderam Ser
separados na eletroforese, uma vezr que a sua mobilidade elelro

forstica foi praticamente nula, impedinde a resclugao dos ssus
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componentes. A fragfo sollvel em solugdo 0,5M de Nall (globuli
na), quando dissolvida em tampaoc TRIS~-glicina pH 8,2 e submeti
da & eletroforese, apresentava um numero de bandas que variou
entre seis e oito para a variedade estudada. O componente que
se apresentava em maior concentraglo nessa fragdao tinha mobili
dade relativa ao redor de 0,45 - 0,47, muito semelhante em mo
hilidade a duas bandas igualmente importantes das albuminas (MR
0,39; 0,46) que continham toda a atividade hemaglutinante da
fracac albumina.

A fragac albumina (F,) apresentou-se eletroforeticamen
te mais complexa que as demais, separando-se na eletroforese em
gel de poliacrilamida em oito a dez bandas de proteinas de mobi
lidade entre 0,12 a 0,93. Essa fracio continha maior atividade
das proteinas denominadas antinutricionais representadas pelos
inibidores de tripsina e de quimotripsina e pelas fito-hemagluy
tininas. A maior parte da atividade dessas proteinas permanecia
na fracio scldvel, quando o pH do extrato bruto era ajustado a
um valor proxime do ponte isvelétrico da maicria das proteinas
{pH de menor solubilidade). Cerca de 70% das proteinas  extral
das do feijdo Rosinha G2, em soluglo salina, precipitava pelo
abaixamento do pH entre 3,8 ¢ 4,0, Viarios autores fizeram uso
dessa propriedade no processo de isolamento e come etapa ini
cial de purificagdo dos inibidores de tripsina e de  fito-hema
glutininas, assim como no isclamento de concentrados proteicos
de baixa atividade antinutricional (Pusztai, 1966; Nowakovda e

Kocourek, 1974, Satterlee e col. 1873).
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A relagio entre globulinas e albuminas pode variar bas
tante entre espécies ¢ variedades de leguminosas. Assim, Pant e
Tulsiani (1969) resportaram uma relacfo de aproximadamente 9:1
entre globulina e albumina para tres variedades de Phaseolus
(Pink Rajmah, Red Rajmah e Bakla). Satterlee e col. {1375} de
terminaram uma relagao globulina/albumina de 2:1 para a varieda
de “Great Northern'". Ishino e Ortega (1975) encontraram a rela
¢do 3:1 na variedade "Negro Mecenfral", o mesmo se verificando
em Sun e Hall (19738} para a variedade "Tendergreen”. Sgarbieri
e col. (1978) determinaram em 60 variedades de Phasecfus uma re
lacio globulina/albumina entre 1,0 e 3.5,

No presente trabalho a relagic “gleobulina”/albumina
para a variedade Rosinha §2, variou nas diversas extragées en
tre 1,85 e 2,55, dependendo do tipo de solvente & da relacao
S/L empregados {Quadros III e IV},

A importiancia dessa relagdo para as proteinas de Pha
seclus serd discutida posteriormente em conexdac com 0 valor
nutritive dessas proteinas.

Qutra propriedade geral das proteinas de Phaseolfus,
gue podera ser explorada durante isolamento e purificagao de
alpuma proteina especifica, & a diferenca de resistdncia rermi
ca apresentada pelas diversas proteinas. A coagulacgao termica
das proteinas no extrato de feiijfo Rosinha G2 se inicia a par
tir de 60°C. Tratamento a 97°C, durante 15 minutos, coagulava
cerca de B0% das proteinas do extrato bruto e, aproximadamente,

70% das albuminas, quando essa fragao fol aquecida separadamen
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te. A coagualbilidade de mais de 2/3 das alhuminas, sem contudo
afetar a atividade do inibidor de tripsina e de quimotripsina,
foi utilizada nesta pesquisa como ponto de partida para a puri
ficagdo do inibidor. Esse procedimento apresentou, também, a
vantagem de se poder obter quantidades considerdveis de albumi
nas nio coaguldveis, contendo, praticamente, toda a atividade
inibidora para tripsina e quimotripsina, porem, isenta do fator
hemaglutinante, que sendc mais termolabil gue os inibidores, 58

fria desnaturacic térmica e coagulagao.

PROPRIEDADES FISICO-QUIMICAS DOS INIBIDORES DE TRIPSIWA E DE

QUIMOTRIPSINA

0 pesoc molecular de 20,000 + 1.000 foi determinade pa
ra os inibidores isolados do feijdo Rosinha GZ por tres métodos
fisico-guimicos diferentes, isto &, ultrafiltracho em gradiente
ds densidade {5 -~ 20% de sacarose}, eletroforese em gel de po
jiacrilamida contends 5DE e ultrafiltracio em coluna de Sepha
dex G-100. Esse peso molecular foi também confirmado pela compo
sicio de aminodcido (Quadro XIV). A maioria dos inibidores de
Phasepolus isolados e purificados até o presente possui peso  mo
lecular ac redor de 10.000, exceto o de "Navy RBean' gue apresen
tou peso molecular 23.000 {(Cuadro I}. Na soja o chamado inibi
dor de Bowman-Birk tem sido isolado com peso mlecular variando
entre 85.000 e 27.000. Segundo Birk (1968), esse inibidor aparg
ce formando dimeros e trimeros, gragas a sua propriedade de

associacio e dissociagac de seus polipeptideos. O nropric  Birk
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admite a possibilidade de que os inibidores de tripsina e de
quimotripsina encontrados em Phaseolfus com pesoc molecular de
20.000 pudessem ser dimeros do polipeptideo bésico de peso mole
cular 10.000, Estariam nessa categoria os inibidores de "Navy
Bean' e os inibidores do feijdo Rosinha GZ, cbjeto do presente
estudo e que apresentaram pesc molecular 20.0006. Contudo, incu
bagdc com mercaptoetanol e eletroforese em gel, contendo 8DS,
forneceu apenas uma banda de proteina para o IG-50, o que se
apresenta como forte evidencia de que os inibidores isclados da
fracdo albumina do feijao Rosinha G2 sic formados de polipepti
deos de peso molecular 20.000. Em sua composigao de aminoacidos,
ohservou-se uma notivel predominancia de serinma, 1/2 cistina e
treonina, além dos aminodcidos aspartico e glutamico. Em contra
posigio, encontraram-se teores muito baixos de valina, metioni
na, leucina e dos aminodcidos aromiticos, destacando~se a comn
pleta aussncia do triptofénic e de cisteina. Essas caracteristi
cas pérecem ser comuns a todos os inibidores isolados de Phaseo
Zus, embora com notdveis variagtes entre as diversas espécies e
variedades. 08 inibidores isoclades do feiijao Rosinha G2 se as
semelham muito ao do “Kidney Bean', Pusztal {19663}, no togante
a0s teores de treonina, serina, prolina, 1/2 cistina, leucina e
valina em suas moléculas. Diferem do inibidor de “Kidney Bean”
por nao conter triptofanioc e apresentar carboidratoe na molécula.
Embora se assemelhem ao inibidor de 'Navy Bean” quanto aos teo
res de treonina, serina, valina, leucina ¢ dos amincacidos aro

maticos, inclusive pela ausencia do triptofanio, diferem poT
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apresentar um teor bem mais baixo dos aminoadcidos prolina e 1/2
cistina (Wagner e Riehm, 1967). O inibidor de "Navy Bean' conti
nha ? moles de manose por mol {23.000¢g) de protefna, gnguanto
gue 0s inibidores de Rosinha G2 continham 3,75% de carboidrato
total distribuido entre manose, xilose e glicosamina. O inibi
dor de "Navy Bean” & o Unico inibidor, dentre os que haviam 51
do isolados até o presente de espécies do género Phascolfus, que
revelou a presenca de carboidrato na sua astrutura.

Outra caracteristica estrutural importante dos inibidg
res iscolados do feijao Rosinha G2 foil a completa ausencia de
grupos sulfidrilos livres em suas moléculas, apesar do elevado
teor de 1/2 cistina, o que sugere a existencia de elevado nume
ro de ligacbes dissulfidicas. A inativacdo dos inibidores, pela
oxidacie ou redugdp dos grupos dissulfidicos, evidencia a impor
sancia dessas ligacdes e da cistina na manutencian da estrutura
terciiria e da conformagdo de seus sitios ativos,

Foram determinados, também, varios parametros molecula
res para os inibidores isolados do feijao Rosinha GZ, dentre 0%
gquais o volume especifice parcial, o© coeficiente de difusas, o
raio molecular de Stokes e o quoclente friccional {Quadro
XXVII}. Os volumes especificos parciais (¥} para os inibidores
de Phaseolus descritos na literatura variam entre 0,68 e 0,74
{Quadre I). Com base na composicde de aminoacidos foi determi-
nado, para os inibideres {1G-50} isolado do feijdo Rosinha GZ,
um volume especifico parcial de 0,69, que coincide com o valor

encontrado para o de ""Navy Bean'. 0 coeficiente de difusac
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(b = 10,7 x 10"?) & da mesma ordem de grandeza dos valores  en
contrados para outros inibidores como, por exemplo, o de Bowman
-Birk, 9,03 x 1077 (Kassell, 1970). O raio molecular de Stokes
de 20 z, encontrado para os inibidores de feijdo Rosinha G2 (PM
20,000), estd em perfeita concordancia com o dos inibidores de
"Lima Bean' que € de 11 i, apresenﬁandO'pesa molecular 9.000. A
julgar pelo quociente friccional £/£ = 1,14, encontrado para oS
inibidores isolados do feijdo Rosinha GZ. poder-se-ia  admitir
qualquer combinagdo de hidratagdc e assimetria para as molécu
1ss dentro dos limites de 0,4g de agua por grama de proteina e
uma relaclio axial mixima a/b = 4 (Springall, 1954). Como, en me
dia, o grau de hidratagio das proteinas & de 0,3g de dgua  por
grama, ¢, baseado nos dados de volume especifico parcial {0,69)
& no elevado nimerc de pontes dissulfidicas {> 8), o que indica
ria uma estrutura bastante dobrada e compacta, noS parece razod
vel especular que as moleculas desses inibidores, em solucao,
poderia adquirir uma conformacio que se aproximaria bastante a
da esfera. Contudo, a previsao do gcomportamento hidrodinamico
de uma prateinav em solugao, & um problema extremamente compleg
xo, envolvendo o emprego de calculos e modelos aproximados com
prejuizo, muitas vezes, da exatidas na determinagdo dos parame
tT0Ss. |

A composicBo e, provavelmente, a configuragao compacta
que se originaria como consequéncia do elevado nimero de pontes

dissulfidicas nas moléculas, seriam 05 responsaveis pela resis

téncia oferecida pelos inibidores 3 desnaturacio, tanto térmica
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como pela uréia e, também, pela agio da pepsina sendo, entretan
to, bastante 13bil aos reagentes de grupos dissulfidicos.

Incubagio com solugac &M de uréia a 50°C durante dh,
destruiu apenas cerca de 30% da atividade inibidora, o que reve
lou a pequena importancia e a nao esgencialidade das pontss de
hidrogénio para a manutengaoc da conformacio natural dos centros
ativos dos inibidores (Quadro XIX). Jai. o mercaptoetanol na
concentracdo 0,2M, eliminou 70% da atividade inibidora, quando
incubados Zh & 77%:. Incubacdo em solugao 0,IM de ditiotreitol
per 30 min a 75°C, eliminou apenas 46% da atividade dos inibideo
res, Porém, quando a incubacio foi feita pelo mesmo tempo a
97%¢, a inativacdo foi completa a uma concentragac de ApEenas
0,81mM de ditiotreitol.

Essas experiencias sugeriram que as ligagoes dissulfﬁ
dicas s3oc importantes para a manutencido da conformagdc ativa

dos inibidores e que, a redugdo total e irreversivel dessas 11
gaches produzia a sud completa inativagio.

A resisténcia térmica dos inibidores isolados do  fel
jio Rosinha G2 foi surpreendente. Duas horas de aquecimento de
uma s0lugac (iImg/ml) de inibidor 2 97% nioc destruiram pratica
mente nada de sua atividade. Aquecimento da solugdo AGUOSEA,
até 60 min em agua em ebulicdo, provocou uma ativacdo dos inibi
dores (Fig. 18). Contudo, foi interessante a observagao de que
o aguecimento do grao de feijao por apenas 3 -« 4 min em agua
fervente (97°C) foi suficiente para sua completa inativagao
{Ouadre V). A unica nossivel explicagdo para esse fato seria de

que os inibidores, nos trecidos, estariam proxime e em condi-
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coes de reagir com algum componente do tecido que, estimulado
pelo calor formaria complexos insoldveis ¢ inativos. Dessa for
ma, apds 4 min de agquecimento do graoc a 97°C, os inibidores nio
seriam mais extraidos em solugdo aquosa pela homogeneizagao dos
graos & centrifugacdo. Mesmo no homogenado integral nao fol de-
tectada nenhuma atividade inibidora em gracs aguecidos por 4
min ou mais, indicande que havia completa inativagao. Essa ina
tivagdo nio deve ter ocorrido, todavia, pela desnaturagio térmi
ca das moléculas dos inibidores e sim, por algum tipo de comple
xacdo destes com algum ocutro constituinte do grao.

Em solugdo aquosa a pH 3,8, o tratamento térmico a
130°C, durante 180 min, inativou cerca de 80% da atividade ini
cial {Quadro XVII). Por outro lado, quando a solugdc fel aqueci
da & mesma temperatura, porém a pH 7,0, a inativagac foi comple
ta em 60 minutos. A majior efetividade do tratamento térmico,
am pH mais alcalino se deve, provavelmente, a instabilizacio
das lipacoes dissulfidicas com a elevagao do pH. Os inibidores
apresentaram predominancia de grupos acidos nas moléculas, po
dendo~se assumir, portanto, que a sua estabilidade devers ser
maior em meio acido. Essa poderia ser também a explicagao para
o fato de gque os inibidores isolados de Phaseofus, inclusive o0s
de feijdo Rosinha G2, isolades e purificados no presente traba
1ho. sic resistentes 3 desnaturacioc em meio acide e ndo sofrem
ataque pela pepsina, nas condig¢Bes dcidas do estomago.

Devido a predominincia de grupos acidos na molécula e
a0 elevado teor de pontes dissulfidicas, esses inibideres  nao

sofrem, provavelmente, mudangas conformacionais em pH's baixos,
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fazendo com que as ligacdes peptidicas se tornem inacessiveis a
pepsina. Parecem ser resistentes também & aclio da papaina (Birk,
1968). Ao contrario dos inibidores isclados de Phaseofus e  do
inibidor de Bowman-Birk extraide da soja, o inibidor de Kunitz
{soja) e o inibidor da quimotripsina isolado da batata doce $a0
hidrolisados pela pepsina em pH's Acidos. Esses inibidores pos
suem, em comum, um teor bem mais baixo de 1/2 cistina e de gru
pos dcidos na molécula, o que lhes conferiria a propriedade de
sofrer alteracdes conformacionais e desnaturagl®o parcial 2m
meio Acido, de maneira a expor as ligagdes peptidicas a agado da
pepsina.

Dutro aspecto de consideravel interesse em relacao aos
inibidores encontrados em Phaseofus se refere i especificidade
e ao tipo de interagdo desses inibidores com as enzimas que
eles inativam. Alguns inibem a tripsina, mas nac a quimoiripsi
na; outros, ao“contriria, inibem a quimotripsina e naoc a tripsi
na. Certos inibidores inibem tanto a tripsina como a quimotrip
sina de maneira competitiva, possuindo um mesmo centro de liga
cio para as duas enzimas. Inibidores existem, aindas, que inibem
tripsina e quimotripsina de maneira independente, possﬁinda, em
suas moléculas, centros de ligagdo separados e independentes
para a tripsina e para a quimotripsina {double headed)}.

0s dados de inibig#o fornecidos no Quadro XXV pATAE
os inibidores isolados do feij3oc Rosinha (2 durante esta pesqui
sa, parecem indicar que esses inibidores possui em suas molécu

las, centros de ligacido independentes, para a tripsina e para
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a guimotripsina.

De acordo com Means e col. (1974} a interacdo da trip
sina e da quimotripsina com os inibidores seria do mesmo tipo
da que ocorre entre essas enzimas e os seus substratos naturais,
uma vez que, a capacidade de combinacso dos inibidores com a
tripsina € eliminada pela modificagio dos residuos de lisina e
de arginina em suas moléculas. A inativag@o da tripsina por es
ses inibidores € muito ripida em pH 8 e muitoc mais lenta e
pH's abaixo de 6,0. Entre pH's 3-3,75, certas ligagdes peptidi
cas nas moléculas dos inibidores poder3o ser, seletivamente, hi
drolisadas pela tripsina ou pela quimotripsina.

Belitz e Fuchs {1973) e Weder ({1973} conseguiran iso
lar do inibidor (?VIS) de Phaseclus vulgaris var. nanus, apos
incubacgdo a pH 3,2 com tripsina ou com quimotripsina, fragmen
tos ativos que revelaram a existencia de centros de ligagdao in
dependentes para a tripsina e para a quimotripsina. A acgac da
tripsina provocou no inibidor a hidrblise da ligagao (-Lis" "~

~Ser24“} liberando um polipeptidec que continha a extremidade
C-terminal da cadeia e que representava 75% de toda a molecula.
Esse fragmento exibla a mesma atividade que o inibidor original
contra a quimotripsina, possuindo, portanto, o centro de liga
¢cdo para a quimotripsina. Por outro lado, a incubagao do inibi
dor PVI, com a quimotripsina resultou na hidrolise da  ligagdo

52_60r53.

5 ), liberando um fragmento N-terminal com aproxima

{~Fen
damente o mesmo tamanho que o anterior e que continha o centro

de ligacao para a tripsina. Essa fol a comprovacgdo direta e de
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finitiva da existéncia de centros de ligac@o independentes para

a tripsina e para a quimotripsina nas moleculas desses inibido
res.

Um fato de considerdvel interesse dos nutricionistas &
o de saber se a tripsina humana & inibida, na mesma  proporgio
que a tripsina bovina, peles inibidores oriundos de diferentes
fontes. Feeney e col. {1%69) estudaram, comparativamente, a
atividade de 16 inibidores de tripsina bovina também sobre a
tripsina humana. Dos 16 inibidores apenas trés, o do colostro
bovino, o do pancreas bovino, ¢ o do feijaoc "Lima Bean”,  apre
sentaram forte atividade inibidora da tripsina humana. Os inibi
dores dos feijoes ""Navy Bean” e "Kidney Bean', assim como 0
ovomucéide de codorniz e os inibidores da soja, apresentaram
baixa atividade e todos os demals nao apresentaram nenhuma ati
vidade sobre essa enzima.

O0s inibidores isolados no presente estudo, do  feijao
Rosinha G2, foram 3,6 vezes mais efetivo na inativagao da trip
sina humanaque da tripsina bovina, embora, a atividade  especi
fica sobre a tripsina bovina tivesse sido bastante alta. Nesse
aspecto, os inibidores isolados de feijac Rosinha GZ assemelha
ram-se mais aos inibidores encontrados no feijao '“Lima Bean" e
ao extraido de pancreas bovino.

Um aspecto bastante controvertido e, portanto, ainda
nao esclarecido em relacac a esses inibidores, diz respeito a0
mecanismo, 3 cinética e ao tipo de inibigdo para os varios ini
bidores. Em relacao ac tipe de inibicao descrita para inibide

res de origens diferentes, Kassell (1970}, reportou: a} o inibji
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dor de pancreas bovine inibe a tripsinaz estequiometricamente e
a inibigao foi considerada competitiva ou pseudo nao competiti
va; b) para o inibidor de Kunitz {seja), a inibigao da tripsina
foi estequiométrica e considerada competitiva, ¢} o inibidor de
Bowman-Birk (soja) inibiu a tripsina e a quimotripsina de manei
ra nao competitiva e ndo estequiométrica; d) para os inibidores
encontrados na clara de ovo de galinha, o ovomucdide inibiu a
tripsina de maneira nao competitiva, enquantoe que para o oveini
bidor, a inibigdo parece estar entre competitiva e ndo competi
tiva.

Fraenkel-Conrat e col. (1949} encontraram que acetila
cdo de 70% dos grupos aminados da tripsina nac destruia a ativi
dade da enzima, porém, reduzia consideravelmente o poder de

inativacdo da enzima pelo inibidor da clara de ovo {ovomucdide),

de onde concluiram que certos grupos aminicos da molécula da
tripsina eram importantes para a interagaoc do imibidor com a
enzima. Concluiram, também, de seus estudos cineticos, que a

inibic3o era do tipo nao competitivo. Borchers e col., (1947} su
geriram que a inibicBo da tripsina pelo inibidor de Xunitz (so
ja) era ndo competitiva, enquanto que Green & Work {1953} chega
ram A mesma conclusio para o inibidor extraide de pancreas bovi
no.

Green {1953) com base em um estudoc de competicido de al
guns compostos come diisopropil fluorofosfato (DFFP}, cloreto de
merciric e o substrato para a tripsina benzoil-L-arginina etil
dster {(BAEE), com alguns inibidores da tripsina [ovomucsdide, Ku

nitz, pincreas bovino) concluiu que a inibicde deveria ser do
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tipo competitive e que a cinética de Lineweaver-Burk nio deve
ria ser aplicada para esses inibidores.

Para os inibidores isclados por nds do feijae Rosinha
GZ, a inibigao sobre tripsina, usandoe benzoil-DL~-arginina-p~ni
troanilida (BAPNA} como substrato, foi do tipo mistoe (Fig. 25),
de acorde com Webb (1963). Quando caseina foi usada como subsg
trate a inibigao, tanto para tripsina como para quimotripsina ,
foi do tipo ndo competitivo pelo método de Lineweaver-Burk
{1834).

Para Green (1953} o inibidor teria pelo menos um ponto
de interagaoc com o centre ativo da enzima e as interacdes do
inibidor com a tripsina seriam, principalmente, do tipo eletros
tatico. Por outro ladeo Means e col. (1974) s3o de opinido que
inibidor e tripsina formariam um complexo nac covalente, em
que o sitio ative da enzima ficaria bloqueado por impedimento
estéficc, de t.al forma a impossibilitar o acesso da enzima ao
substrato. Segundo Baugh e Trowbridge (1872}, a grande afinida
de desses inibidores pela tripsina e vice-versa, seria o resul
tado de muitas interagoes fracas do tipo hidrofébica (Van der
Waals) que expulsaria a agua da area de contato das duas protel
nas.

Toda essa divergéncia, sobre o mecanismo e o tipo de
inibigao da tripsina por esses inibidores de natureza vprotéica,
se deve a falta de conhecimentos detalhados sobre os centros
atives dos varios inibidores e, portanto, dos possiveis - grupa

mentos que reagem na formacdo do complexo enzimdtico-inibidor.
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COHPQSIQEO E PROPRIEDADES NUTRICIONATIS DAS PROTETNAS DO FEIJAD

ROSTINHA G2,

£ fato bem conhecido dos pesquisadores gue as  protel
nas das sementes de leguminosas, inclusive as do género Phasey
fus, possuem elevade teor de lisina e baixo teor dos aminodci-
dos sulfurados (cisteina, cistina e metionina). Essa caracteris
tica pode ser confirmada pela observagido da composigiao de  ami
noacidos da farinha e do residuo insoldvel da extragdoc das pro
teinas (Quadro VIII) para a variedade Rosinha GZ. A soma dos
aminoacidos sulfurados parece nac atender as necessidades da
pesspa adulta, alcancando, apenas, pouco mais que 50% das quan
tidades recomendadas para as criangas, ainda que esses aminﬁécé
dos estivessem totalmente dispeniveis {FAO/WHO, 1873},

Outra caracteristica intercssante da composigao das
proteinas de Phaseofus € a presencga de carboidrate nas molécy
las de um grande nimero de proteinas, em proporcoes variaveis.
Jaffé e Hannig {1965) identificaram e quantificaranm ramnose
fucose, xilose, arabinose, mancose (galactose + glicose) e gli
cosamina em varias fracdes protéicas obtidas de "Kidney Bean',
sendo que fucose, xilose, manose, galactose e glicosaming esta
vam presentes na maioria delas. Jaffé (1962) havia j& demonstra
do a presenca dos aglcares galactose, xilose e fucose, em uma
glicoproteina extraida de "caraotas negras” [Phaseofus vulga~-
nis). Algumas glicoproteinas foram posteriormente isoladas e
purificadas, Pusztai (1566}, Pusztai (1970). Apenas um inibidor

de tripsina havia sido isolado de Phaseclfus, contendo agicares
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em sua estrutura {Wagner e Riehm, 1867).

No presente trabalho foi também demonstrado a presenca
de carboidrato em todas as fragles protéicas isoladas {OQuadro
VI) em varias proporgGes. A fracdo albumina (F;) continha a
maior propor¢do de carboidrato (27,7%). A precipitagac dessa
fracido com TCA, seguido de lavagens do precipitado com  warios
solventes, indicou que a maior parte dos carboidrates nao esta
va ligado &s proteinas por ligagdes covalentes, permanecendo na
solucdo de TCA, apds a precipitacdo das proteinas. As albuminas
precipitadas com TCA continham galactose, glicese, manose, ara
binose e xilose, ligadas &s cadeias peptidicas, aparentemente,
por ligagoes covalentes,

Os inibidores de tripsina, isolados por nos do feijdo
Rosinha 02, continham 3,75% de carboidrato total nas moléculas,
representado pela mancose, xilose e glicosamina.

A proporcac relativa entre albumina e globulina parece
ter um significade nutricional importante em relagdo as protel
nas de reserva dos gracs de leguminosas. Bajaj (1873) reportou
sobfe uma correlacioc altamente positiva (r = 0,998} encontrada
entre valor nutritive e teor de albumina no grac de 22 cultiva
res de ervilha {Pdsum safivum)., Esse estudo indicava que 0
maior valor nutritivo dos cultivares com teores mais elevados
de albumina resultava da melhor composicido de aminoacidos dessa
fragido, particularmente, dos teores mais elevados de cistina e
de metionina.

Os resultados relatados nesta tese, para o feijao Ro

sinha G2, revelaram propriedades antagdnicas as das  rnroteinas
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de ervilha, para as fragdes albumina e globulina. Em nosso estu
do, & fracdo albumina revelou inferioridade em relacac as globu
linas para todos o0s indices nutricionais determinados, apesar
de ter apresentado em sua composig¢adp teores bem mais elevados
que ag globulinas, em aminoacidos sulfurados e em triptofanio.
Nossos resultados parecem indicar que, para as variedades de
Phaseolus, a correlacic entre valor nutritivo das proteinas e
teor de albumina seria significativamente negativa.

0s resultados dos experimentos relatados nesta tese in
dicam, de maneira bastante convincente, que os principais fato
res responsaveis pelo baixo teor nutricional das proteinas do
Rosinha G2 sAc a baixa digestibilidade e, principalmente, a bai
xa2 disponibilidade biologica da metionina.

A digestibilidade das proteinas ma farinha de feijao
integral autoclavado (15 min, 12106} & da ordem de 60%, portan
te, muitc baixa em relagdo 2 da caseina que foi de 94% {Quadro
XXX). Nas fragdes protéicas isoladas a digestibilidade melhorou
consideraveimente, tendc sido mais baixa (72%) para as albumi
nas e mais elevada (83%) para as globulinas. LIssa melhora signl
ficativa da digestibilidade das proteinas, apGs a sua extragac
do grao, sugere gue nos gréos, elas poderiam estar complexadas
com algum outro tipo de composto, de maneira a formar complexos
menos diger{veis e menos assimildveis ou que tais complexos po
deriam se formar durante a digestao, com o© auxilio dosx varios
sucos digestives. O isclamento das proteinas, ao mesmo tempo em
que romperia certas ligacdes fracas que manteriam as nroteinas

complexadas com outros constituintes das células, produziria a
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separagao das proteinas de tais compostos, capazes de reagir,
evitando assim a formacao de complexos. 0 tipo de estrutura des
sas proteinas, particularmente, o das albuminas com elevado ng
mero de grupos dissulfidices nas moléculas e com forte  tenden
cia 3 associacao, facilitaria a formagido de complexos pouco fa
voraveis 4 protedlise pelas enzimas digestivas (Romerc e Ryan,
1978). Os resultados aqui apresentados mostraram que reagentes
ou condigdes capazes de romper as ligagoes dissulfidicas eleva
ram consideravelmente a protedlise tanto das albuminas como das
glaﬁulinas (Quadro X). A presenca de carboidrate, associado ou
ligado covalentemente as proteinas poderia, também, influir no
grau de protedlise e na digestibilidade dessas proteimas (Boon
visut e Whitaker, 1976}.

OQutro fator que poderia exercer interferencia sobre a
digestibilidade das proteinas de Phaseofus € a grande resisten
cia que certas protefnas, ou fracbes protéicas, oferecem a des
naturacdo térmica. Ji foi discutido em paginas anteriores a sur
preendente resisténcia térmica dos inibidores de tripsina e de
quimotripsina isolados por nés, do feijde Rosinha G2, bem como
a de outros inibidores isolados de varias leguminosas e que tam

hém sio termoresistentes. Nessa mesma categoria deve ser inclui

da a globulina E isolada por Seidl e col. (1969) do feijao
“Kidney Bean" (P. vulganisa]. Essa proteina, que representava
cerca de 30% das proteinas totais extraidas desse feijao, era

resistente 3 hidrdlise, mesmo depois de aquecida 60 min a 100°C.
Além da resisténcia a protedlise, essa globulina inativava uma

série de enzimas protecliticas, mesmo depois de coagulada pelo
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calor.

A disponibilidade da metionina das proteinas do feijdo
Rosinha G2 foi de aproximadamente 45~50% na farinha integral au
toclavada (15 min, 121%¢). Nas fracdes isocladas a disponibilida
de foi de 51% para as globulinas e, apenas, cerca de 6% para as
albuminas. Essa disponibilidade, extremamente haixa da metioni
na na fragio albumina, poderia ser, em parte, devida 3 agdo do
calor durante autoclavagem, uma veZ (queé essa fracdo contém ele
vada proporgao de carboidrato, que poderia reagir com a protei
na.

Por outro lado, dieta contende albuming aquecida 39
min a 97°C resultou em perda de peso dos ratoes, e, & albumina
crua era toxica, causande a morte de todos os animails em um pe
riodo de 6-10 dias [(Antunes e Sgarbieri, 1978%a}. A disponibili
dade da metionina foi ainda mais baixa nas proteinas que perma
neceram no residuo insoldvel, apos extragaoc das albuminas e glo
bulinas. Nesse caso, a baixa disponibilidade poderia ser  atri
bufda ac estado de complexagdo das proteinas com outros consti
tuintes das celulas, uma vez que, boa parte dessas proteinas po
deriam ser consideradas proteinas estruturais. As verdadeiras
causas da baixa disponibilidade biolégica da metionina nas pro
teinas de feijio e, principalmente, da grande diferenga de dis
ponibilidade nas varias fragdes protéicas, ainda nao sao conhg
cidas.

0s resultados do Quadro XXIX forneceram uma evidencia

muito boa de que o valor bioldgico das proteinas do feijao Ro
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sinha GZ depende da conmcentrag3o e da disponibilidade biologica
da metionina. Quando as dietas, contendo farinha integral ou
uma das fracbes protéicas do feijfo Rosinha GZ, foram  comple
mentadas com 3% de DL-metionina, na base protéica, o PER deter
minado melhorou surpreendentemente. Foi muito interessante a
observacio de que a melhoria do PER ndc foi a mesma para a die
ta contendo a farinha integral ou uma das varias fragoes protéi
cas. Por exemple, para a proteina da farinha integral o PER mu
dou de 1,17 para 2,47 com a adiglo da metionina, para a fraglo
albumina de 0,5 para 3,98, para o isolado protéico total de
0,7 para 4,0, para a fragio globulina de 0,58 para 4,47 e para
a dieta, contendo o residuo {sdlides insoi&veisj da extiracdo
das proteinas, o PER mudou de 0,87 para 3,27. Esses valores de
verac ser comparados com o PER da caseina que foi de 3,406. Deve
-se observar que tanto a farinha integral como © residuo insolu
vel ndo responderam tdao hem quanto as fracoes protéicas iscla
das, 3 adic8c de metionina. Isto sugere & existencia de algum
tipo de substancia na farinha integral e, possivelmente também,
no residuo insolfivel, que estaria interferindo com a utilizagao
da metionina adicionada. Essa interferencia poderia ser no sen
tido de diminuicdoc da absorgdo ou da existéncia no feijao inte-
gral de algum fator termo-resistente que interferiria de alguma
forma com a fisiolegia normal do rato, retardando o seu cresci
mento.

Evans e Bandemer (1967) reportaram que a soja e o fel

ijZ0 "Navy Bean" continham os mesmos niveis de metionina e de
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cistina, entretanto, & soja promovia um crescimento.muita me
lhor que o feijao, quando ratos eram alimentados com dietas con
tendo ¢ mesmo teor de proteina. Foi verificado ainda, Evans e
col. {1874} que a soja requeria uma suplementaczo com metionina
menoyr que o feijao "Navy Bean" para gue o méxims de crescimento
dos ratos fosse atingido, Verificargm.também que o feijdo pare
cia interferir negativaménte com a utilizagao da metionina adi
cionada.

A hipOtese de que a absorgio da metionina livre  (adi

cionada) estaria sendo prejudicada pelo feijao foi refutada por

Evans e Bauer (1978} e por Antunes e col., (1979), através de
estudos de balange metabOlico para a metionina. Evans e Bauer
verificaram que a metionina adicionada ao feijao "Navy Fean"”

era integralmente absorvida pelo rato, enquanto gue Antunes e
colaboradores chegaram & mesma conclusio com a variedade Rosi
nha G2.

Evans e Bauer {1978) estudaram o wvalor nutritivo de
vidrias fracbes protéicas e da farinha integral do feijio 'Navy
Bean” com e sem adicdo de metionina. Chegaram 2 conclusao que
esse feijdo, autoclavado ou aquecido em agua fervente, continha
wma substincia dialisdvel, portanto, de baixo peso molecular
que inibia parcialmente o crescimento do rato. A natureza quimi
ca dessa substancia nac foi identificada. Segundo esses autores
a presenca dessa substancia no feiljae autoclavado poderia ser
a responsavel pelo menor crescimento dos ratos nas dietas com

10% de proteina de feijdao "Navy Bean’ complementadas com ,3%
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de metionina, quando comparado com o crescimento obtido com a
soja nas mesmas condigdes. F possivel que essa seja tambem a
explicaglo para a grande diferenga encontrada por noés para o
PER do feijdo Rosinha G2 comparado com 0S encontrados para as
fracbes protéicas isoladas, em dietas preparadas Com ¢ RESRO ni
vel de proteina e complementadas com a mesma quantidade de DL~
metionina e de L-cisteina.

Em nossas pesquisas incluimos também ensaios  biologi
cos em que tanto os inibidores como uma hemaglutinina, isolados
do feijho Rosinha GZ, foram incorporades a dieta contendo casel
na eomo fonte protéica (Quadro XXXII}.

Dois ensaios foram realizados com adigde dos  inibido
res, Um balance de nitrogenio de oito dias, com dieta contendo
10% de caseina e 1% de inibidor. Realizou-se ainda um snsaic de
NPU em gueg a concentragao de caseina na dieta foi de 5%, com =&
adigao de iniﬁidar na base de 3% da protefna. Nos dois ensaios
nio foi notado nenhum efeito dos inibidores sobre os ganhos de
neso pelos ratos ou sobre oS Indices de valor nutricional da
caseina. Esses resultados foram um tanto inesperados em vista
do grande numero de trabalhos gque aparecem na literaturég suge
rindo um efeito dos inibidores de tripsina no sentido de retay
dar o crescimento de animais jovens € produzir hipertrofia do
nancreas em varias espécies (Rackis, 1965; Broth e col.  1960:
Yesheim e col. 1960; Liener, 19879},

Apos a descoberta de Oehorne e Mendel (1917} de que a

soja crua inibia © crescimento de ratos, a descoberta de Kunitz
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{1945) do inibidor de tripsina na soja, Outlros pesquisadores,
demonstraram a existéncia de inibidores de enzimas proteoliti
cas em um grands nimero de sementesde leguminosas. Os fenomenos
de atraso do crescimento e ¢ aumento do tamanho do pancreas, ob
servado em virias espécies de animais alimentados com scja e
putras leguminosas cruas ou semi-cruas, passaram a ser atribui
dos nio somente a atividade anti-proteolitica desses inibidores,
mas tambdm a provdveis efeitos toxicos especificos dos inibide
res e de outras proteinas termelidbeis do grao.

Liener (1951) demonstrou que embora uma preparagac crua
de inibidor de tripsina inibisse o crescimento de ratos, quando
introduzida na dieta em baixa concentracic, ou fosse letal,quap
do injetada em ratos e pintos em elevada concentragac, as prepa
racdes do inibidor em sua forma cristalina se mostraran indcuas.
Foi também demonstrado que a inativacdo de 95% da atividade do
inibidor de tripsina nio eliminava a inibigio do crescimento
causada pela preparagdo nao purificada. Outras observacoes fo
ram feitas, por outros pesquisadores, as quais sugeriram que =2
toxidez das preparagdes, contendo inibidor de tripsina, tormava
-se cada vez menor a medida que o mesmo &ra isplado em estado
gquimicamente mais puro. Por outro lado, outras proteinas toxi
cas foram descobertas e isoladas, a exemplo das hemaglutininas.

Embora esteja praticamente demonstrade gque os inibido
res de tripsina e de quimotripsina nio afetam o crescimento de
rato e, possivelmente, o de outros animais, ainda existe muita

ddvida quanto 3 sua possivel interferencia sobre o funcionamen

180



ts do pancreas bem como sobre seu possivel efeito no aumento do
requerimento de metionina pelo organismo.

Virios pesquisadores demonstraram que, em ratos, a in-
gestac de soja crua, ou de inibidores de tripsina isoclados da
s0ja ou © ovomucoide de galinha (isolado da clara do ove} eleva
a producac de enzimas pancreaticas de 3-5 vezes {Lyman ¢ Lepkg
vsky, 1857; Lyman e col. 1962). Nitsan e Alumot (1964) demons
traram que, em pintos, & ingestdo de farinha de soja crua reduz
inicialmente o nivel intestinal de enzimas proteoliticas que,
depois de certo tempo, aumenta muite acima do nivel normal.
Foi sugerido gue e8s¢ grande aumento deveria ter ocorrido afim
de compensar a inibicao da tripsina intestinal, pelo inibidor.

Pesquisas mais recentes; (reen € Lyman (1972}, Lyman e
col. {1974} e Schneeman e Lyman (1975) demonstraram que a pre
senca de tripsina ou de quimotripsina no intestino delgado ini
be a producdo de enzimas pelo pancreas. A renovacaoc dessas enzi
mas, ou a complexagao das mesmas com O inibidor especifico, es
timula o pancreas a produzir mais enzima. Ficou também demons
trado, Schneeman e Lyman (1975} que a tripsina e a quimotripsi
na agem no sentido de inibir a produgdo da colecistoguinina
(CCK) pela muycosa intestinal. A CCK € um hormonio estimulador
.da SECTeCan pancreatica, F produzido apenas no terco superior
do intestinc delgado e a inibicao de sua produco, pela tripsi
na ou quimotripsina, requer que e353S enzimas estejam CoOm 05
seus centros ativos livres, isto &, gque elas estejam em sud for

ma ativa. Portanto, o inibidor, combinando~se com a tripsina &
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com a quimotripsina, elimina o efeito repressivo dessas enzimas
sobre a produgdo de colecistoquinina, que passaria a ser produ
zida pelas células da mucosa duodenal, estimulando o pancreas a
produzir enzimas.

Outro efeito muito interessante atribuido 2 acdo dos
inibidores de tripsina € o de estimular a conversdo da metioni
na em cistina., Carroll ¢ col., (1953) verificaram que o intes
tino de ratos alimentados com farinha de soja crua continha pro
teinas com teor excessivamente elevado de cistina. Por outro la
do, Kwong e Barnes (1963) verificaram em ratos alimentados com
farinha de soja cozida 3 qual se adicionou o inibidor de tripsi
na cristalino, segui&o, depois de 2 horas da adigdo de metioni

na-814 por intubagdo diretamente no estomago, um aumento imedia

te na quantidade de 14

€O, expirade, até um nivel equivalente ao
qua se cbtinhg pela administragao de soia crua e de metionina
marcada. Na mesma linha de pesquisa, Barnes e XKwong (1965%) ali
mentaram rato com uma dieta de caseina por duas semanas, apos o
que administraram o inibidor de tripsina por intubacgioc direta
mente no estomago e, 2 horas mais tarde, administraram metio

nina~535

- Lego depois, os ratos foram sacrificados para a deter
minagio de cistina livre e também cistina ligada &8s proteinas
do pancreas. 0s resultados mostraram, claramente, um aumento
muito maior no teor de ciStina—S3S nas proteinaé dos animais

que foram intubados com o inibidor, quando comparados com 03

que recebem metionina marcada, porém, ndo o inibidor.

E muito dificil, portanto, avaliar pelo que existe até
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o presente na literatura, o verdadeiro papel dos inibidores de
tripsina e de quimotripsina em nutrigao animal e humana. Alguns
dados parecem indicar que, quando esses inibidores sao adminis
trados em suas formas quimicamente puras, nao interferem com o
crescimento normal de animais experimentais, pelo menos em en
saios de curta duragao. O seu envolvimento com a hipertrofia
ou hiperplasia do pancreas ainda nao pode ser contestado, uma
vez que ficou demonstrado que a presenca desses inibidores, na
primeira porg¢io do intestino delgado, desencadeia uma série de
processos fisioldogicos que irao estimular o pancreas a produzir
uma quantidade varias vezes superior de enzimas, a que ele pro
duz na auséncia de inibidor. Esse mecanismo nao s6 poderia re
sultar no aumento do pancreas pela sua super-atividade como tam
bém,poderia causar uma perda exagerada de proteinas  endogenas
de origem pancreatica, aumentando, assim, o requerimento nutri
cional do animal sob essas condicoes. O possivel envolvimento
dos inibidores no sentido de transformar maior quantidade de
metionina em cistina poderia ser de grande interesse  nutricio
nal, particularmente em relagao as sementes de leguminosas que
ja sio pobres em metionina.

Quanto ao possivel papel das hemaglutininas na nutri
cdo animal e humana, o assunto € também ainda controvertido.
Jaffe e Camejo (1961) demonstraram a existencia de hemaglutininas
toxicas em feijoes P. vulgardis e emiti:am a hipotese de que
essas proteinas agiriam ao nivel da mucosa intestinal, bloquean

do, inespecificamente, a assimilacao normal de nutrientes.
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Pusztai e Palmer {1977) demonstraram que a incorporagao de uma hema
glutinina isclada de "Kidney Bean” a uma dieta com 5% de caseg
na afetava o valor biocldgico da caseinz de uma maneira signifi
cativa. Por outro lado., Turner e Liener (1973) demonstraram em
relagdo a soja exatamente o contrario, isto £, que a eliminagao
da hemaglutinina da scja ndo afetava em nada o valor bioldgico
de suas proteinas ou que, a incorporagidc dessa . hemaglutinina
isplada em dietas contendo proteina de outra origem, nac inter
feria no valor nutricional de tais proteinas.

No experimento realizado com a incorporagdc de uma he
maglutinina, isolada da fracdo albumina do feijao Rosinha GZ
(Quadro XXXIT), houve uma diminuigac no valor bioldgice da ca
sefna pela adicdo de 0,5% de hemaglutinina 3 dieta. Houve um
decréscimo, embora nio muito grande, na digestibilidade ¢ no va
lor bioldgico aparente, bem como no ganho de pesc dos animais
que receberam a hemaglutinina na dieta, em relag@o ac controle.

As hemagiutininas, ac contrdrio dos inibidores de
tripsina, possuem maior resisténcia térmica, gquando o aquecimen
to & feito mos grios intactos e muito menor resistencia quando
aquecidas em solugdo aquosa. De qualquer forma os graos de legu
minosas devem receber tratamento térmice adequado antes de  sg
rem ingeridos.

0 feijio Rosinha G2 cru, bem como as varias fragdes
nrotéicas isoladas desses grios sio de alta toxicidade para 0
rato {Antunes e Sgarbieri, 1979a). O efeito do tratamento térmi

co sobre esses gracs parece indicar que existem, nesse fazijao,

substincias termolabeis que sic responsdvels pela sua elevada
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toxidez. Essas substancias parecem nao ser nem as hemaglutini
nas nem os inibidores de enzimas digestivas, uma vez que, 2 1/2
min de aquecimento dos gries a 979C, foram suficientes para =lg
var o seu valor nutritivo praticamente ao méximo, quando se
detectava ainda nos extratos desses graos apreciavel atividade
hemaglutinante e inibidora da tripsina. Junte-se a esse fato o
de gue a incorporagdc da hemapglutinina e dos inibidores de trip
sina e de quimotripsina isolados do mesmo feijdo nio PTOYOCou
em nenhum animal efeito tdxico pronunciado.

Ao lado dessas evidencias, devemos lembrar os traba
lhos publicados por Evans e col. (1974) e Evans e Bauer (1978)
sugerindo a existencia no feijic "Navy Bean™, de substancias
termo-resistentes de baixo peso molecular ¢ de menor toxicidade,
mas, que também sio responsidveis, em parte, pela inibicio deo
crescimento e pelo baixo valor nutritive das proteinas de fei-
jae. :

Tudo parece indicar, portanto, que a toxicidads e o
baixe valor nutritive do feijao e de suas proteinas seriam o re
sultado da somatOria de varias substancias tOxicas e antinutri
cionals, algumas delas de natureza quimica ainda nio identifica
da. A atividade ¢ a resistencia termica desses fatores tdxicos
e antinutricionais sao bastante diferentes, dificultando dessa
forma uma avaliagfo mais objetiva da natureza e da extensadc das

interferéncias individuais causadas por essas substincias.
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CONCLUSDES

As proteinas extraidas da farinha integral do feijdo
Rosinha G2, em solugdes salinas, apresentaram diferencas de so
lubilidade em funcioc do pH, da forca ionica do meioc e do trﬁt&
mento térmico. As duas principais fragdes obtidas pela extragdo
da farinha com solucic salina, seguido de didlise do  extrato
brute em dgua destilada foram: albuminas (30%) e  globulinas
(70%). A separacao dessas duas fragoes nio foi cemplets, mnotan
do-se contaminagio das albuminas com algumas "globulinas”, que
sio parcialmente soliveis em Agua, em diluigdes elevadas.

Aquecimento dos graos a 97°C durante 4 min reduziu de
53% a solubilidade das preteinas em Agua e produziu a inativa
cio completa dos inibidores de tripsina e de quimotripsina. Ao
contrario do que ocorreu no agquecimento do grao, quando as  pro
teinas isoladas foram aguecidas em solucac, ou 2 farinha em sus
pensio aquosa, verificou-se uma resisténcia térmica muitc gran
de dos inibidores @ inativacdo. Concluiu-se que s inativagao
desses inibidores pelo aquecimento do gridc se 44 por algum tipo
de complexagdo e nao por desnaturagao termica. Aquecimento da
fracdo albumina a 97°¢ por 15 minutos, em solugdc aguosa, coagu
lou cerca de 70% das proteinas, provocandc ao mesmo tempo  uma
elevacio da atividade especifica dos inibidores.

Todas as fracBes protéicas, isoladas a partir do extra

to brute, continham proporgbes varidveis de carbeidrato, forma
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do dos acglicares neutros: plicese, manose, arabinose, galactose
e xilose, além da glicosamina.

As proteinas sollveis em dgua apresentarsm Ccomposigioc
de aminodcidos mais balanceada que as insollveis, as primeiras
com teores mais elevados dos aminoacidos sulfurados e do tripto
fanio. Contudo, os valores de disponibilidade biolégica da me
tionina, de digestibilidade e de valor bioldgico, foram bastan
te superiores para as proteinas da fragido globulina.

0 tratamento térmico, quando feito em uma suspensio ou
solucdo aquosa, afetou a digestibilidade, 4in vifze, de maneira
diferente. A porcentagem de digestibilidade aumentou significa
tivamente para as globulinas, enquanto gue a melhoria foi peque
na para o isolado protéico total, para a farinha integral, para
as proteinas solfiveis em dgua e para as proteinas contidas no
residuo insollivel. A baixa digestibilidade dessas fragoes foli
atribuida, em.parte, a ndo inativagao dos inibidores de oprotea
ses, quando o aquecimento era feito em uma suspensac ou s0lugao
aquosa.

Aguecimento das fragdes albumina ¢ globulina, tanto enm
pH alcalino, como em presenga de agentes redutores de ErUpos
sulfidrilos {DTT), melhorou significativamente o poder de hiéré
tise das enzimas digestivas {pepsina + pancreatiha). Concluiu-
se gque tanto a presenga de inibidores ativos, como a de pontes
dissulfidicas nas moléculas, afetam negativamente a protedlise
enzimatica.

A fracdo protéica soliivel em agua (albumina), apresen
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tava atividade inibidora da tripsina e da quimotripsina bem
mais elevada que a fragdo insolivel.

A resisténcia térmica dos inibidores em solugbes aque
sas ou levemente acidas foi muito grande, principalmente guando
comparada com a sua facil inativagdo pele aquecimento do grio
intacto.

0 isolamento & a purificagao dos inibidores (31 vezes
em relagac aoc extrato bruto) permitiu a determinacao de sua com
posicdo em aminodcidos, além de varios parametros meleculares,

Na sua composicao predominaram oS aminodcidos dicarbg
xflicos (aspartico e glutamico) alem de serina, treonina, pro
1ina e cistina. Possuem baixas teores dos aminoacidos leucina,
valina, tirosina, fenilalanina, apresentande completa auséncia
de triptofanio e cisteina nas moléculas. Apesar do elevado teor
de 1/2 cistina {11.,4%), os inibidores ndo continham nenhum gru
po sulfidrile livre, indicando que toda a 1/2 cistina estaria
formando pontes dissulfidicas.

O0s inibidores s3o glicoproteinas, contendo 3,75% de
carboidrato total, representado por manose, xilose e glicosami
na.

& preparacdo purificada (IG-50) apresentou duas bandas
de proteina na eletroforese e na eletrofocalizacac com pH's isg
elétricos 6,0 e 5,1,

Quando os componentes ativos separados na eletroforese
foram isolados por eluigldo do gel de poliacrilamida, & ativida

de especifica dos inibidores diminuiu drasticamente.
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Os principais pariametros moleculares dos inibidores pu
rificados foram: peso molecular 20.000, Taio molecular zéﬁ, Ve
lume especifico parcial 0,68, permitindo o caleculo de um coefi
ciente de difusdo de 10,7 x 1077 e de um quociente friccional
de 1,14.

0 poder de inibiglo do IG-50 foi 3.6 vezes maior sobre
a tripsinas humana que sobre & tripsina bovina.

A inibicdoc encontrada para a tripsina e para a: quinmg
tripsina bovina foi do tipo.nia éompetitivo quando a caseina
foi usada como substrato. A inibicdo foi estequiométrica para a
tripsina e nio estequiométrica para a quimotripsina. A inibigdo
da tripsina bovina, em presenca do substrato sintetico benzoil-
-DL-arginina p-nitroanilida (BAPNA), foi do tipo misto.

0 valor nutricional das diversas fragoes protéicas do
feijao Rosinha G2 foi muite baixo, principalmente eﬁ.fangéﬁ da
disponibilidade bioclégica da metionina. Incorporacio de metioni
na e de cisteina As dietas, contende a farinha integral ou va
rias fracdes protéicas como fonte de proteina, melhorou substan
cialmente o valor nutricional das proteinas.

A resposta & adigao dos aminoacidos sulfurados foi sur
preendentemente melhor para as fracoes proteicas isoladas que
para a farinha integral. permitindo concluir sobre a existencia
de alguma coisa na farinha integral Que inibe o crescimento do
rato.

A adicio dos inibidores isclados a distas, contendo

caseina como fonte protéica, ndo alterou os indices nutricio
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nais da caseina ¢ ndo inibiu o crescimento do rato. Por gutro
lado, a adigdo de uma hemaglutinina isolada da fragdoc albumina,
interferiu com a digestibilidade e com o valor bioldgico da
caseina, reduzindo também o crescimento dos ratos a 2/3 do con

trole.
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