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R E S U M O

P ro te ín a s  do fe ijá o  fo ra m  e x tra íd a s  com  so luçâo de N a C I 1 % , p H  8. 
T ra ta m e n to  do e x tra to  com so iuçâo  de H C I a té  pH  4  e c a lo r  p e rm lt lr a m  a 
o b ten çâo  de trè s  fraçô es  p ro te icas  de c a ra c te r ís tic a s  f ís ic o -q u ím ic a s  d i fe r e n ­
tes com  te o r  v a r ia n d o  de 59.13 a 66, 4 9 % . O re n d im e n to  de urna das fraçô es  
(6 5 % )  fo i duas vezes m a io r  que das duas ou tras .

Estudos em rato s das trè s  fra ç ô e s  m o s tra ra m  que o v a lo r  n u tr it iv o  e ra  
in fe r io r  ao do fe ijá o  cozido q u an d o  am b a s  as d ietas  e ra m  s u p le m e n ta d a s  
com  D L  m e tio n in a . P o r o u tro  lad o, a d ig e s tib ilid a d e  das fra ç ô e s  fo i m e lh o r  
que a do fe ijá o  cozido . V e r if ic o u -s e  que a s u p le m e n ta ç â o  com  D L  m e tio n i­
na p arece  nao in f lu e n c ia r  a d ig e s tib il id a d e  das d ietas .

A  presença de f l to -h e m a g lu t in in a  nas fra ç ô e s  e no fe ijá o  cozido  fo i es - 
tu d a d a , v e r if ic a n d o -s e  que a açâo  h e m o -a g lu t in a n te  e n c o n tra ta d a  no fe ijá o  
c ru  nâo se a p re sen to u  em  n e n h u m a  fra ç â o  A  a t iv ld a d e  b las to g ê n ica  fo i e n ­
c o n tra d a  em  to das as fraçô es , p o ré m , com  in ten s id a d e  re d u z id a  q u an do  
c o m p a ra d a  com  a q u e la  do fe i já o  c ru .

INTRODUÇÂO

A deficiéncia de proteínas para a alimentaçâo humana in- 
clui-se entre os problemas mais sérios da atualidade. Esta falta 
de proteínas alimentares é considerada quanto aos aspectos de
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quantidade, distribuigáo e qualidade. A América Latina, prin­
cipalmente através de sua populagáo infantil, sofre, visível- 
mente, as consequéncias desta deficiencia.

Recursos tecnológicos tém sido usados para a obtengáo de 
isolados e concentrados proteicos de produtos animáis e vege­
táis (2, 3). Para isso, organismos internacionais destacam a 
importáncia de estudos de produtos regionais. Déste modo, o 
feijáo constituindo um produto de alto teor proteico (4) e 
sendo bem aceito pela populagáo de grande parte da América 
Latina seria um produto recomendado. A  exemplo do que se 
faz com a soja, também o feijáo poderia servir à produgáo de 
isolados ou concentrados proteicos com a finalidade de enri­
quecer os alimentos (2).

Por outro lado, é necessàrio considerar que as proteínas do 
feijáo, como a maioria das proteínas vegetáis, apresentam um 
desequilibrio em amino ácidos essenciais que deve ser corre­
gido e se mostram com um índice de digestibilidade inferior 
ás proteínas animáis (5).

Além disso, o feijáo apresenta fragóes proteicas termo- 
lábeis de caráter anti-nutricional (6, 7). Estas substáncias já 
foram, em grande parte, isoladas e purificadas (8, 9, 10). En­
tre estas, alguns pesquisadores tém apontado a fito-hemaglu- 
tinina como um fator anti-nutricional e tóxico de grande im­
portáncia (9, 11).

O presente trabalho visa obter fragóes proteicas do feijáo 
através de métodos elementares de extragáo e estudá-las quan­
to ao seu valor nutritivo e digestibilidade, além de verificar 
“ in vitro” a presenga da fito-hemaglutinina.

MATERIAL E MÉTODOS

A) Extragáo e Separagao
As sementes do feijáo comum (Phaseolus vulgaris L.), va- 

riedade Goiano Precoce, foram moidas e extraídas com seis 
vezes o seu volume em urna solugáo de NaCl 1%, pH 8, tendo 
sido retirada a casca para facilidade técnica. A extragáo se 
fez por trés vezes consecutivas, com forte agitagáo em um li- 
quidificador. Ao extrato adicionou-se solugáo concentrada de 
HC1 até pH 4. Deixou-se em repouso por 12 horas a 4°C e se- 
parou-se o precipitado por centrifugagáo. Guardou-se o sobre­
nadante. O precipitado, após lavagem com solugáo de HC1, pH
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4, foi secado com corrente de ar quente, numa temperatura 
máxima de 60°C, por cerca de 20 horas. O produto obtido de- 
pois de pulverizado em moinho de bola, denominou-se FRA­
CÀO INSOLÚVEL, em virtude de sua insolubilidade em solu- 
gao de HC1 durante sua obtengao.

O sobrenadante anterior e as solugóes de lavagens foram 
autoclavadas a 127°C por 15 minutos, para prec'pitagao das 
proteínas solúveis em solugào de HC1, pH 4. O precipitado se­
parado por centrifugagao foi submetido ao mesmo procedi­
mento anterior. O produto obtido denominou-se FRACÀO SO- 
LÚVEL em virtude de sua solubilidade em solugào de HC1 du­
rante sua obtengao.

Urna terceira fragao, denominada FRACÀO TOTAL, foi 
obtida por adigào de solugào de HC1, até pH 4, ao extrato ob­
tido acima, e aquecimento em autoclave, 127°C por 15 minu­
tos e tratamento final idèntico aos anteriores.

0  esquema número 1 resume as etapas de obtengao das fra- 
goes proteicas do feijao.

B) Ensaios biológicos
Animáis de experiencias toram ratos albinos, machos da 

colonia da Faculdade de Medicina de Ribeiráo Preto, com 23 
días, de nascidos, pesando entre 30 a 40 g. Grupos de seis ratos, 
colocados em gaiolas individuáis receberam ragoes preparadas 
com as fontes proteicas abaixo especificadas:

1 - Feijao cru, descascado para facilidade técnica, pulveri­
zado em moinho de bola (CRU).

2 - Feijao cru, moido, descascado para facilidade técnica, 
umedecido com solugáo de NaCl 1%, pH 8, secado em corrente 
de ar 60°C por volta de 20 horas e pulverizado em moinho de 
bola (CRU-60).

3 - Fragao solúvel (FS)
4 - Fragao insolúvel (FI)
5 - Fragao insolúvel autoclavada a 127°C, 15 minutos, se­

cado em corrente de ar 60°C cerca de 20 horas e moido’ em 
moinho de bola (FIA ).

6 - Fragao total (FT)
7 - Feijao cru integral de’xado de molho por 30 minutos e 

autoclavado a 127°C, 15 minutos, secado em corrente de ar 
60°C, passado em moinho de bola por 20 horas (COZIDO).

8 - Caseina (CAS).
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As ragóes continham níveis equivalentes de proteínas a ca­
lorías além de sais minerais (12) e vitaminas (13). Algumas 
racoes foram suplementadas com 0,20% de DL metionina (5). 
Também urna ragáo aproteica foi preparada. A caseina era a 
fonte proteica de referencia para o grupo controle. As ragóes 
preparadas incluiam óleo vegetal 7 %, óleo de fígado de bacal- 
hau 1%, mistura salina 5%, mistura de vitaminas (mi) 5% 
amido de milho em quantidade suficiente para 100%. Quanti- 
dade suficiente de anrdo foi substituida pelas fontes proteicas 
para dar um teor de proteínas (N X 6,25) entre 9 e 10%.

O valor nutritivo foi medido através do PER (14) e a di- 
gestibilidade real (DR) de acordo com a fórmula:

NI - (NF -NM)
DR “  NI X 100

onde:
NI =  nitrogénio ingerido; NM =  nitrogénio metabòlico.
NF =  nitrogénio fecal.
Estes parámetros foram obtidos através de dosagens de 

nitrogénio, pelo método de Kjeldahl na dieta usada (nitro­
génio ingerido) e ñas fezes colhidas na terceira semana da ex- 
periéncia de valor nutritivo, quando os ratos tinham 37 dias de 
nascidos. Um grupo da mesma idade, em dieta aproteica, for- 
neceu fezes para determinacáo do nitrogénio metabòlico.

C) Fatores Tóxicos
O estudo da fito-hemaglutinina se fez “ in vitro” através de 

sua agáo aglutinante de hemácias e de sua propriedade de cres­
cer l'nfócitos em meio de cultura - agáo blástica (15).

a) Agáo blástica - Extragáo da fragáo ativa.
Agitaram-se as fontes proteicas ñas quantidades correspon­

dentes a 1,09% de proteínas com 20 mi de solugáo fisiológica 
por 12 horas. Fez-se a separagáo do residuo por centrifugagáo 
e o sobrenadante diluido 10 vézes com solugáo fisiológica foi 
esterilizado por filtragáo, congelado e guardado até o momento 
de uso.

O preparo do meio de cultura e a técnica de cultivo dos 
linfócitos, assim como a prepragáo das láminas e observagoes, 
seguiram as recomendagóes de Ferrari (16). As células esti­
muladas apresentavam um núcleo bem pronunciado, corado 
à violeta, ocasionalmente bizarros, com nucléolos preeminen­
tes. O citoplasma é ampio com basofilia acentuada e ás vézes
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se mostra emitindo pseudópodos. Foram contadas um  total de 
500 células, procurando um maior número de campos micros­
cópicos possíveis, estabelecendo-se a percentagem de células 
estimuladas. Consideramos baixa atividade blástica aquela que 
mostrou urna percentagem inferior a 30% e alta urna superior 
a 60%.

b) Açâo aglutinante .
Para o teste de aglutinaçâo foram usadas hemácias huma­

nas de um “pool” de tipos sanguíneos. As hemácias separadas 
por sedimentaçâo, foram lavadas por très vêzes com soluçâo 
fisiológica. Os extratos das fraçôes ativas foram descongela­
dos e logo a seguir urna gota misturada com outra de hemácias 
e homogeneizadas. Observou-se a aglutinaçâo macroscópica e 
microscópicamente. Considerou-se resultado positivo quando 
houve aglutinaçâo.

D) Análise estatística '
Análise de variancia foi aplicada aos resultados obtidos para 

comparaçâo das médias. Estas foram analisadas pelos testes 
F e de Tukey. A homogeneidade da variaçâo das medidas foi 
analisada pelo teste de Cochran (17).

RESULTADOS

A ) Extraçâo e Separaçâo
A separaçâo das proteinas de acórdo com o esquema número 

1, resultou na obtençâo de très fraçôes com características fí­
sico-químicas diferentes. A tabela I mostra o resultado dos 
teores proteicos e do rendimiento destas fraçôes. Estes valores 
sâo média de très determinaçôes de nitrogênio feitas em dupli­
cata para cada amostra.

B) Estudo “ in vitro” e “ in vivo”
O gráfico I mostra o resultado da varaçâo média de peso 

de grupos de seis ratos e o consumo médio de raçâo pelos gru­
pos no período da experiência. O ganho de péso médio do gru­
po contrôle, alimentado com caseina, do grupo de feijáo cozi- 
do suplementado com DL metionina 0,20% foram iguais entre 
si e ambos superiores a todos os outros (P<0,01).

O feijâo coz;do sem suplementaçâo, apresentou um ganho 
de péso estatísticamente inferior as très fraçôes suplementa-
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das a um nivel de significancia de 1% exceto para a fragáo 
total que foi de 5%. A fragáo insolúvel foi autoclavada para 
eliminagáo das substáncias tóxicas termo-lábeis, já que esta 
era a única fragáo que náo sofreu tratamento térmico. Esta 
fragáo náo autoclavada, assim como as do feijáo CRU e CRU- 
60, mesmo suplementadas, apresentaram perda de peso como 
aconteceu com todas as fragoes náo suplementadas.

O gráfico II mostra os resultados do PER e do índice de 
digestibilidade para as dietas que apresentaram ganho de peso. 
O grupo contróle apresentou um valor de PER superior a to­
dos os outros, a um nivel de significáncia de 1%, exceto para 
o feijáo cozido suplementado, cujo nivel foi de 5%. Este, por 
sua vez, so diferiu do feijáo cozido náo suplementado e da 
fragáo total ao nivel de 1% e 5%, respectivamente. Para éste 
índice as tres fragoes foram iguais entre si e superiores ao fei­
jáo cozido náo suplementado (P<0,01).

A suplementagáo náo alterou o índice de digestib'lidade do 
feijáo cozido e se apresentou estatísticamente inferior aos de- 
mais (P<0,01). A fragáo solúvel foi significativamente infe­
rior á caseina (P<0,05) e superior as duas outras (P<0,01).

A Tabela II mostra os dados das experiencias “in vitro” e 
“ in vivo” . As médias estatísticamente iguais se acham assinala- 
das pela mesma letra. A agáo blástica foi alta para o feijáo 
CRU, CRU-60 e fragáo insolúvel com valores respectivos de 
75%, 78% e 70% de células estimuladas. Todas as outras tive- 
ram valores baixos sendo de 10% para a fragáo solúvel, 24% 
para a fragáo insolúvel autoclavada e 30% para a fracáo total. 
A  agáo aglutinante só foi apresentada pelo feijáo CRU e CRU- 
60.

DISCUSSAO

Sabe-se que a solugáo diluida de NaCl é um dos melhores 
dispersantes de proteínas vegetáis. Pusztai (18) usou esta so­
lugáo para extrair proteínas do feijáo recomendando urna fai- 
xa de pH entre 7 e 9. Com a aplicagáo destas recomendagóes 
tivemos urna extragáo por volta de 90% das proteínas.

Honavar e col. (11) utilizaram a solugáo concentrada de 
HC1 para precipitar proteínas verificando-se que a fragáo so­
brenadante era capaz de provocar morte em ratos. No presente 
trabalho, observamos que as tres fragoes obtidas causavam a 
morte dos animáis. A agáo mais drástica foi verificada pela



ARC H IVO S LATIN O AM ERICAN OS DE N U TRIC IO N 553

fragáo insolúvel. Como esta nao sofría agáo do calor durante 
sua preparagáo, pode-se sugerir que a causa da toxicidade seja 
a presenga de fatores tóxicos termonábeis, já descritos por 
Liener (6) e Jaffé e col. (19). O aquecimento desta fragáo 
levou a urna queda da taxa de mortalidade (Tabela I I ) .

Bressani e col. (5) mostraram que o cozimento elimina fa­
tores tóxicos e anti-nutricionais do feijáo cru. Com o cozimen­
to do feijáo verificamos que os ratos náo morreram. No entan- 
to, parece ter sido parcial a destruigáo de alguns fatores tóxi­
cos e anti-nutricionais das fragóes. Corrobora éste fato a de- 
tecgáo “ in vitro” do fator responsável pelo crescimento de 
linfócitos como descreve Nowell (20) e Tanaka e col. (21). A 
destruigáo parcial provávelmente se deve a maior concentra- 
gáo de proteínas ñas fragóes ou talvez a menor probabilidade 
de inativagáo das proteínas tóxicas por reagóes com outras 
substáncias que possam existir no gráo integral.

Stead e col. (9) mostram que a fragáo tóxica intra-perito- 
nial difere cromatográficamente da fragáo aglutinante. Nós 
observamos de um lado, urna alta mortalidade para a fragáo 
insolúvel, prácticamente igual a do feijáo CRU ou CRU-60, 
de outro lado, urna alta agáo blástica desta fragáo, que se mos- 
trou diminuida com o aquecimento passando a um índice de 
mortalidade semelhante as outras fragóes. Os dois fatos obser­
vados permitem sugerir, por esta evidencia indireta, que a 
fragáo tóxica é a mesma da agáo blástica ou está associada a 
ela.

Souza e col. (22) trabalhando em condigóes idénticas as 
nossas encontraram um valor de PER próximo ao nosso para 
feijáo cozido. Kakade e col. (23) e Bressani e col. (5) mostra­
ram que a suplementagáo com DL metionina melhora substan­
cialmente o valor nutritivo do feijáo. Nossos resultados estáo 
de acórdo com a literatura científica e mostram que as fragóes 
isoladas sáo também deficientes em metionina, pois a suple- 
mentacáo melhorou substancialmente o PER, igualando-o ao 
do feijáo cozido suplementado. No entanto, o ganho de peso foi 
menor para os animáis alimentados com as fragóes o que po- 
deria ser atribuido á presenga de fatores tóxicos que inibem o 
crescimento, fato já mencionado por Honavar e col. (11) e 
Jaffé e col. (19).

Na revisáo sobre fatores tóxicos de legumes, Liener (6) 
apresenta a opiniáo de Jaffé de que a fito-hemaglutinina com­
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bina com as células da parede intestinal interferindo com a 
absorgáo de nutrientes. Esta op'niao está de acórdo com nosso 
resultado para o ganho de peso dos animáis, mas difere para 
a digestibilidade das fragóes proteicas. Neste caso, a absorgáo 
das fragoes proteicas está próxima daquela da caseína, todas 
significativamente melhores que a do feijáo coz’do. Como 
apontam Stead e col. (9) a fito-hemaglutinina nao é urna pro­
teina pura e é possível que a fragáo que impede a absorgáo 
náo esteja presente nos produtos obtidos. Além disso, há outros 
fatores inibidores do crescimento no feijáo que náo foram 
examinados no presente trabalho e que podem estar influen­
ciando no baixo ganho de peso dos animáis. Deve ter em mente, 
ainda, que a suplementagáo com DL metionina possa ter pos- 
sibilitado ao segundo amino-ácido limitante impedir o cresci­
mento dos animáis, somando-se portando éste efeito ao dos tó­
xicos presentes.

De qualquer modo, o fato de urna melhoria na digestibili­
dade e na inalterabilidade do valor nutritivo, recomenda es- 
tudos tecnológicos sobre concentrados ou isolados de proteínas 
do feijáo para consumo humano.

- AGRADECIMENTOS
Os autores sáo gratos á Dra. Iris Ferrari pela ajuda na ve- 

riFcáo da presenga do fator estimulante do crescimento de 
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S U M M A R Y
N u tr it iv e  value of protein fractions isolated from  Phaseolus vu lgaris

Beans proteins w ere  extracted  in a NaCI 1% solution, pH 8. T he  t re a t ­
m ent o f th is  ex tra c t w ith  a H C I solution and heat to reach pH 4 gives 
rise to 3 protein fractions w ith  d iffe re n t physico-chem ical caracteristics. 
T h e ir  protein content varied  from  59.13 to 66.49% . T he  y ie ld  of one fra c ­
tion  (6 5 % ) was tw ice  g rea ter than of the other tw o.

R at studies of the 3 isolated bean fractions showed a low er n u tritive  
value  than th a t of the cooked bean, w hen a ll diets w ere  supplem ented w ith  
D L  m ethionine. On the other hand the d igestib ility  of the  fractions w ere  
b etter than th a t o f the cooked bean. I t  was found th a t the  D L  m ethionine  
supplem entation does not influence the d igestib ility  of the  diets.

P hytohem agglutin in  in the isolated fractions and in the  cooked beans 
w pre studied, it  was not present. Blastic activ ities  w ere  found in the iso­
lated beans fractions, although having a low er a c tiv ity  than  th a t of raw  
bean.



T A B E L A  I - T E O R  P R O T E I C O  D A S  F R A Ç Ô E S  I S O L A D A S

FRA Ç Â O P R O T E I N A R E N D IM E N T O
% %

S O L Ú V E L 59 .13 3 2 . 5 0

T O T A L 6 4 . 2 4 6 5 . 0 0

I N S O L Ú V E L 6 6 . 4 9 3 2 . 5 0

As fraçôes proteicas mostradas na p rim eira  coluna 
foram  obtidas do fe ijá o  com um de acordo com o esquema 

N? 1 (V id e  descriçâo no te x to ).

ESQUEMA I 

F R A C IO N  A M E N T O  D A S  P R O T E IN A S  D O  F E IJ Á O

Representaçâo esquem ática do processo seguido para extraçâo e obtençâo 
très fraçôes proteicas do fe ijáo  com um . A  fraçâo proteica insolúvel fo l o b ti-  
da por precipitaçâo com H C I enquanto a solúvel por aquecim ento em a u ­
toclave. A  fraçâo to ta l obtida por açâo s im ultanea de H C I e aquecim ento

(V id e  te x to ).
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GRAFICO I  -  VARIACAO PESO E INGESTAO DE DIETA

□

Met. Met. Met. Met. Met.

Representagáo da variagáo m édia do péso 

día de dieta

e d a  i n g e s á o  m é -

 / p o r  ratos a lim entados com dietas contendo: caseína
(C A S ) , fe ijáo  cozido (C O Z ) fe ijá o  cozido suplem entado com 0,20%  de 
D L  m etionina (C O Z  M e t) , fragáo solúvel (F S ) , fragáo solúvel suplem en- 
tada com 0, 20%  de D L  m etion ina (F S  M e t) , fragáo ¡nsolúvel ( F l )  fragáo  
insolúvel suplem entada com 0,20%  de D L  m etion ina (F l M et) fragáo inso- 
lúvel autoclavada ( F IA ) ,  fragáo insolúvel autoclavada suplem entada com 
0 ,20%  de D L  m etionina (F IA  M e t) , fragáo tota l (F T )  e fragáo to ta l suple- 
m entada com 0 ,20%  de D L  m etionina (F T  M e t).
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GRÁFICO I I  -  P.E.R. E DIGESTIBILIDADE

CAS COZ COZ+ FS +  FIA + FT + 
M e t .  M e t .  M e t .  M e t .

Representagáo do P. E. R. fy //////Á  e da d igestib ilidade | 
de dietas k  base de caseína (C A S ), fe ijá o  cozido (C O Z ), fe ijá o  cozido su- 
plem entado com 0 ,20%  de D L  m etíon ina (C O Z  - f  M e t), fragáo solúvel su- 
plem entada com 0,20%  de D L  m etíon ina  (F S  +  M e t), fragáo ¡nsolúvel 
autoclavada suplem entada com 0,20%  de D L  m etíon ina ( F IA  +  M e t) e 
fragáo tota l suplem entada com 0,20%  de D L  m etíon ina (F T  +  M e t) .



T A B E L A  II
ESTUDOS "IN VITRO”

FONTE GANHO DE PESO1 C U P
g

Caseina 8 2 ,0¿ 10,82 y 3,00±0,08 h
2Cosido 19 , Z- 4,97 z 1 , 16 0̂ ,1 7  i

Coz+Met. 85,0-12,83 y 2,48^0,23 m
Cru -10,17 lOOf?

Cru+Met. -8,33 10 af?

Cru^ëO - 10,50 10 of?

Cru-60+Met. - 9,00 lQOf'?

F.S. -6,17 50??

F.S.+Met. 52,2ÍlO,34 s 2 , 30- 0 , 31 jr

F .I. - 10,00 83f»3

F.I.+Met. - 7 ,1 7 50??
F .I. A. - 4,00 171?
F.I.A.+Met. 5 0 , 50- 18,18  s 1,99-0,37 3

F.T. - 6,00 53??
F.T.+Met. 4 5 , 30- 16,20 s 2 , 21 0̂,28  j

DIGEST. HEAL

92,53-1,48 a 

73,05- 1,57 b 

74,45-1,95 b

3,74-3,13 c

8 1 , 62- 2 ,1 3  d

83,47-1 ,66 d

AÇÂO BLÍSTICA

Alta

Alta

Baixa

Alta

Baixa

Baixa

AÇAO AGLUTI.

Neg.

Pos.

Pos.

Neg.

íi eg .

Neg.

Dentro de urna mesma coluna, letras iguais indicam que nao há diferença significativa entre as médias.
1 —  Média de seis ratos.
2 >—  Média de cinco ratos.
3 —  Percentagem de mortes dentro do grupo.
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