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RESUMO

A  extraçào, fracionamento e caracterizado electro foré tica em gel de poliacrila- 
mida simples e contendo dodecil sulfato de sodio (SDS) das proteínas de feij'ao Carioca 
80 (Phaseolus vulgaris) foram realizadas em très valores de pH (2.5, 7.0 e 9.0). A 
extraçào feita em pH 7.0 mostrou ser mais eficiente e proporcionou urna melhor 
separaçào das fraçoes albúmina e globulina após diálise. Nas fraçôes globulina, as 
mobilidades relativas das principáis proteínas ocorreram entre 0.30 e 0.40, sendo ob­
servada urna dissociaçâo com o  aumento de pH. Os pesos moleculares das duas bandas 
mais representativas foram 35,400 e 76,900 e, com relaçao ao inibidor de tripsina, 
tres bandas com 28,800, 22,500 e 18,300. A digestibilidade pela pepsina e pancreatina 
in vitro forneceu valores de 33.43<>/o e 62.63°/o para a farinha integral e para a pro­
teína precipitada em pH 4.5, respectivamente. O teor de metionina disponível de 
1.36 g/16 g N encontrado, aparece como elevado com relaçâo a outras variedades de 
feijáo.

INTRODUÇÂO

A maioria dos estudos relativos a proteína de feijáo tém sido dire- 
cionados para o aumento da concentraçâo e melhoria da qualidade protéi-
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ca Em r e la jo  a co n ce n tra lo  de metionina, principal aminoácido limi­
tante, foi encontrado que seu aumento em cotilédones de feijao, nao 
obstante o fato de depender da concentra9 ao protéica total, està direta- 
mente relacionado com  o  teor das fra?oes albumina e a soltìvel em àlcali 
do residuo de extra?ao ( 1 , 2 ). O estudo e desenvolvimento de c o m p o s ito  
geneticamente controlada das proteínas tornou-se necessàrio no e s fo^ o  
para aumentar o valor nutricional das sementes de leguminosas. No pre­
sente traballio, procurou-se determinar a extratibilidade e características 
electroforéticas das proteínas de feijao (Phaseolus vulgaris L.) variedade 
Carioca 80, obtidas em diferentes valores de pH, bém com o as respectivas 
atividades de inibidor de tripsina, a digestibilidade pela pepsina e pancrea- 
tina in vitro e os teores de metionina disponivel da farinha integrai e 
do residuo obtido pela p re c ip ita lo  a pH 4 3 .

MATERIAL E METODOS

Utilizou-se feijao (Phaseolus vulgaris, L) da variedade Carioca 80, 
safra de águas de 1981, proveniente da secao de leguminosas do Instituto 
Agronomico de Campiñas, Sao Paulo.

Extragào e Fracionamento das Proteínas

O feijao em grào fo i m oído  até o b te n g o  de farinha com  granulome­
tria de 50 malhas (ABN T)4 . Foram realizadas trés extra9 òes a partir de 
25 g de farinha a diferentes valores de pH, respectivamente 2.5, 7.0 e 9.0. 
0  procedimento utilizado seguiu basicamente o esquema simplificado da 
extra9ao e fracionamento das proteínas apresentado na Figura 1.

Os conteúdos de nitrogénio e proteina bruta (N x 6.25) foram deter­
minados na farinha, fra9 òes SI e fra9 Òes RI por m étodo semi- micro 
Kjeldahl, m odificado por Gunning e Arnold em 1892, utilizando-se ain­
da selènio com o catalisador na digestSo, conform e proposÌ9 ao de Lauro, 
em 1931 (3). Os teores de proteina das fra9 &es SI, S2 e S3 foram deter­
minados pelo m étodo do  biureto, segundo Weichselbaum (4) e o de Lowry 
et al ( 5), sendo os resultados transformados para o m étodo de Kjeldahl.

Determinagào da Atividade do Inibidor de Tripsina

A atividade do  inibidor de tripsina fo i determinado na farinha integrai,
frames SI, S2 e S3. O procedimento utilizado foi basicamente o  de
Kunitz (6 ), com  m odifica9 oes introduzidas por Kakade, Simons e Liener
<7). A tripsina e caseína utilizadas foram procedentes da Sigma Chemical 
co.

Electroforese em  Gel Simples de Poliacrilamida

As fra9 òes, após congeladas e liofilizadas foram submetidas à electro- 
orese em gel simples de poliacrilamida, segundo o m étodo de Davis ( 8 ).

4 Associalo Brasileña de Normas Técnicas.
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Farinha integral (50 malhas, 25 g)

Extragao com NaCl 0.3 M (sólido/solvente 1:6) 
Centrifugagao 10,000 rpm, 25 minutos, 4<>C

Residuo Sobrenadante
(fragao R l) (fragao SI, extrato proteico)

I
Residuo 
(fragao R2, 
globulina)

Diálise (solugào aquosa a pH 2.5, 7.0 ou 9.0 por 60 h) 
Centrifugagao 10,000 rpm, 30 minutos, 4<>C

Sobrenadante 
(fragao S2, albumina)

Precipitagáo em pH 4.5 
(somente fragao S2 em pH 2.0)

Centrifugagao 10,000 rpm, 30 min, 
4°C

Residuo^ 
(fragao R3)

Sobrenadante 
(fragao SS)

FIGURA 1

Extragao e fracionamento das proteínas de feijao Carioca 80

Electroforese em Gel de fíoliacrilamida Contendo Dodecil Sulfato de 
Sodio (SDS)

Realizada segundo o m étodo de Weber e Osborn (9), ñas ft^ o e s  S2 e 
R2 extraídas a pH 7.0; S2 e R3 extraídas a pH 9.0. Para a e laborado da 
curva padreo e determina9 ao dos pesos moleculares utilizou-se como 
padroes albumina de soro bovino (P. M. 65,000; Merk), desidrogenase 
¡ática (P. M. 36,000; Sigma), lisozima (P. M. 14,100; Sigma) e pepsina 
(P. M. 35,000; Sigma).

Digestibilidade in vitro pela Pepsina e Pancreatina

A farinha integral e a fra9 ào R3 foram submetidas à digestao enzimàti­
ca pela pepsina e pancreatina segundo o procedimento descrito por 
Akeson e Stahmann (10), determinando-se os nitrogénios digeridos. A 
digestibilidade é a porcentagem do nitrogénio da amostra que fo i digerida 
pelo sistema enzimàtico utilizado, corrigido pelo nitrogénio produzido 
pela autodigestáo do sistema enzimàtico. A  digestibilidade corrigida 
considera o  nitrogénio originalmente solúvel da amostra.
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o jo  Digestibilidade _  Nd — Nb — Ns x 100
corrigida Nt -  Ns

Nt =  mg N total amostra.
Nd =  mg N digerido
Nb =  mg N produzido pela autodigestao do sistema enzimàtico
Ns =  mg N originalmente solúvel da amostra

Determinagao de M etionina D isponivel

Determinado nos hidrolisados da farinha integral e fragao R3 obtidas 
pela agao da pepsina e pancreatina, pelo m étodo baseado no desenvolvi- 
mento de coloracao com  nitroprussiato de sòdio de McCarthy e Sullivan, 
1941, modificado por Tannenbaum, Barth e Le R oux (11). Somente a 
histidina e o triptofano tém interferéncia positiva. E um m étodo seletivo 
para a metionina, distinguindo-a da sulfona ou sulfóxido, pois a reagSo se 
processa apenas com  o$ grupos metionil nao alterados. De acordo com  a 
marcha analítica, em um balSo volumétrico de 5 mi foram colocados 0.5 
mi NaOH 5N, 0.8 mi de nitroprussiato de sòdio l o /o  e 1.0 mi de HC1 8 N  
com agitagao. Após adigào de 1 a 2 mi de amostra hidrolisada (0.1 a 
1 .0  mg metionina), completou-se o volume, agitou-se por 1 minuto e 
realizou-se a leitura dentro de 5 minutos a 510 nm (a leitura ràpida elimi­
na a interferéncia de triptofano).

RESULTADOS E DISCUSSÀO 

Extratibilidade e Fracionamento das Proteínas em Fungao do pH

Na Tabela 1, estao dispostos os resultados encontrados para a extragao 
de proteínas nos respectivos valores de pH. De maneira geral, pode-se 
dizer que, ñas condigoes do experimento, as extragoes foram baixas 
(mèdia de 8 O0 / 0 ), sendo o melhor resultado obtido em pH 7.0, com 
6 4 .9 5 0 / 0  de extragao. Através de um exame da Tabela 2 onde apresenta- 
se o balango da quantidade de proteína durante os processos de extragao, 
com as respectivas percentagens de perda, verifícase que estas foram 
pequeñas para os tres casos, o que ratifica o fato de que as extragSes nao 
foram eficientes. A  utilizagao de m étodos distintos na determinagao 
dos teores protéicos das fracoes SI, forneceu valores diferentes, que 
levaram a percentagens de extragao diversas daquela obtida com  o m étodo 
de Kjeldahl. Tanto o m étodo do biureto com o o de Lowry fomeceram 
valores de extragao protéica superiores àqueles obtido pelo m étodo de 
Kjeldahl (Tabela 3). Por outro lado, fo i encontrada correlagao linear 
entre o quociente dos teores de proteína determinados pelos méttídos 
de Kjeldahl e do biureto com  o pH de extragao, definida pela reta, quo- 
ciente Kjeldahl/Biureto =  0.9185 — 0.0176 pH, com  um coeficiente de 
regressao r2 =  0 .9530. O quociente entre os teores protéicos obtidos 
Pelos métodos de Kjeldahl e de Lowry, praticamente independe do pH 
de extragáo, mas apresenta valores aínda menores. Tendo em vista os 
resultados acima discutidos, alerta-se para a necessidade de utilizagao de 
um mesmo m étodo de determinagao de proteína durante o acompanha-
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TABELA1

EXTRA^ÁO DE PROTEÍNAS DE FEUÁO CARIOCA 80 EM DIFERENTES
VALORES DE pH

Material Pro teína bruta 
g

Extrajo
0/0

Farimha integral 5.24
Fragao SI (pH 2.5) 2.70 51.58
Fragao SI (pH 7.0) 3.40 64.95
Fra§ao SI (pH 9.0) 3.23 61.70

TABELA 2

BALANfO DE PROTEÍNA E PERCENTAGEM DE PERDA NA EXTRAQÀ0 
DE PROTEINAS DE FEIJÁO CARIOCA 80 EM DIFERENTES VALORES DE pH

Material
Proteina bruta (g)

pH 2.5 pH 7.0 pH 9.0

Farinha integral 5.24 5.24 5.24
Fraqao SI 2.70 3.40 3.23
Fragao R1 2.47 1.71 1.91
Perda 0.06 0.12 0.10
0/0 Perda 1.21 2.36 1.87

mentó do  processo de e x t r a jo .  A  Tabela 4 mostra os teores de proteína 
transformados pelo quociente Kjeldahl/Biureto, obtidos ñas fra9 oes S2 
e S3. A compara9 ao dos resultados obtidos indica que, apesar da maior 
extratibilidade a pH 7.0, o teor protéico da fra9 ao S2 fo i menor, s u g e r i n d o  

ocorrer a melhor separagao das fra9 oes R2 e S2 neste mesmo valor de pH.

Atividade do Inibidor de Tripsina

As atividades específicas do inibidor de tripsina, expressas em termo' 
de unidades de tripsina inibidas (UTI) por mg de proteína, da farinlw 
integral e das fra9 oes SI, S2 e S3, estao dispostas na Tabela 5. A  maio' 
atividade específica, encontrada na fra9 ao SI em pH 2.5, pode ser atri­
buida a maior purifica9 ao do inibidor e a menor extra9 ao da proteín3 

neste valor de pH (Tabela 1). Por outro lado, o  fato da fra9 áo S2 
pH 7 .0 ter apresentado o  maior valor de atividade entre as fra9 oes S- 
reflete a melhor separa9 ao das ñ ^ S e s  S2 e R2 neste valor de pH, sabend0 

se que a fra9 ao S2 (albúmina) é a maior responsável pelo efeito inibid°r 
pois a fra9 ao R2 (globulina) possui muito pouca atividade anti-trípb^ 
(12 ). O aumento da atividade da fra9 ao S3 em rela9 ao á S2  a pH 9-
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TABELA 4

CONTEUDO DE PROTEÍNA BRUTA DAS FRAÇÔES S2 E S3 OBTIDAS 
DE FEIJÂO CARIOCA 80, EM DIFERENTES VALORES DE pH 

DE EXTRAÇÂO

Material Proteína bruta 
g

Proteína do sobrenadante 
o /o

Fraçâo S2 (pH 2.5) 1.12 0.95
Fraçao S2 (pH 7.0) 0.84 0.70
Fraçâo S2 (pH 9.0) 1.32 1.06
Fraçâo S3 (pH 4.5) 0.25 0.51

TABELA 5

ATIVIDADES ESPECIFICAS DO INIBIDOR DE TRIPSINA DA FARINHA 
INTEGRAL DE FEIJÁO CARIOCA 80 E DAS FRAgÓES SI, S2 E S3 

NOS DIFERENTES pHs DE EXTRAgÁO

Atividade, específica do inibidor de tripsina (UTI/mg) 
M a ter ia l_______________

pH Farinha
integral

Fraçâo SI Fraçâo S2 Fraçâo S3

_ 133.72 _ _ _
2.5 — 114.84 110.93 —

7.0 — 92.24 248.90 —

9.0 — 93.83 170.45 —
4.5 — — .-- 204.65

pode ser atribuida ao baixo teor protéico solúvel ou  ao fato de que o 
ponto isoelétrico do inibidor de tripsina em feijao Carioca 80 provavel- 
mente ocorre em valor de pH diferente de 4.5.

Caracterizaçâo Eletroforética das Fraçoes Proteicas

Eletroforese em se l de poliacrilamida simples. — A  Figura 2 mostra os 
perfís eletroforéticos, em gel de poliacrilamida simples,das fraçoes S2 e 
R2 nos très valores de pH, assim com o das fraçoes S3 e R3. As fraçoes 
mostraram variaçâo em Rm de 0.15 a l  .00. As de mais alta concentraçâo 
forneceram mobilidades relativas médias de 0.40 e 0.30. A  melhor sepa- 
raçâo dessas fraçoes protéicas verificou-se a pH 7.0, onde a banda de Rm 
0.40 apresenta baixa intensidade na fraçâo albúmina (S2 ) e forte n® 
globulina (R 2), sugerindo que esta banda pertença às globulinas. As gl°' 
bulinas sâo constituidas por duas fraçoes protéicas, a solúvel e a insolúvel 
a pH 4.7 (13), ou respectivamente, G1 e G2, sendo reportado que a
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FIGURA 2

Perfil eletroforético, em gel simples de poliacrilamida?das fraçôes protéicas de feijâo 
Carioca 80, obtidas por extraçao em diferentes valores de pH: a = fraçâo S2 (pH 
2.5); b = fraçao R2 (pH 2.5); c = fraçâo S2 (pH 7.0); d = fraçâo R2 (pH 7.0); e = 
fraçâo S2 (pH 9.0); f  = fraçâo R2 (pH 9.0); g = fraçâo S3 (pH 4.5); h = fraçâo R3

(pH 4.5)

fraçao G1 se dissocia com  o pH ( 14). A  análise dos resultados mostra que de 
fato existe dois com ponentes na fraçao R2 correspondente à globulina e 
constata o  aumento do  número de bandas do pH 2.5 ao 9.0, provavel- 
mente decorrente da dissocia çâo da fraçao Gl. O exame dos perfis eletro- 
foréticos mostra que as fraçôes R2 (globulinas), representativas de cerca 
de dois terços das proteínas do  feijâo (15), foram isoladas nos très valorës 
de pHs,- porém, as fraçôes S2 (albúminas) apresentaram bandas protéicas 
com mobilidades eletroforéticas coincidentes as das fraçôes R2 (globuli­
nas), indicando nâo terem sido isoladas. As fraçôes S2 para os très valores 
de pH, apresentaram très a quatro bandas assemelhadas representando pro- 
vavelmente as albúminas, incluindo o inibidor de tripsina com  Rm igual a 
0-51, 0.63 e 0.73 (12 ,15 ). A  banda com  Rm igual a 1.0 encontrada na 
fraçâo S2 a pH 7.0 e na fraçâo R3, parece ser devida a um tipo de asso- 
ciaçâo do inibidor de tripsina, que tende a se desfazer em funçâo do tem­
po decorrido após o preparo da amostra (16). Em relaçâo à proteína preci­
pitada no ponto isoelétrico (pH 4.5), pode ser observado que a fraçâo R3 
apresenta as bandas de globulina com  intensidade maior do  que na fraçâo 
S3, indicando ter precipitado grande parte da fraçâo protéica, semelhante 
ao verificado por Sgarbieri (15 ) que encontrou urna precipitaçâo de 70 ° /6
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das proteínas de feijáo em pH ao redor de 4.0. Outra observagao a ser feita 
é a de que o inibidor permaneceu na fragao S3 e na R3, após a precipi- 
tagáo, ratificando o aspecto com relagao à atividade do inibidor de tripsi­
na já reportado.

Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS. — A Figura 3 
mostra os perfís eletroforéticos, em gel de poliacrilamida contendo SDS, 
das fragoes S2 e R2 em pH 7.0, S2 em pH 9.0 e R3 em pH 4.5. As mobili- 
dades relativas das proteínas variaram entre 0.017 a 0.676, corresponden- 
do a_ pesos moleculares de 99,400 a 18,000, obtidos através da curva 
padrao log. P.M. = 5.0165 — 1.1249 Rm, com um coeficiente de regressáo 
r2 = 0.9944. As bandas mais representativas apareceram com Rms0.12e 
0.42, respectivamente,com pesos moleculares de 76,900 e 35,450. Pode ser 
observada a influéncia do pH 9.0 na dissociagao das subunidades da fragao 
R2. O inibidor de tripsina aparece ñas fragoes S2 e S3 com suas tré 
bandas características, tendo sido determinadas mobilidades relativas 
médias iguais a 0.50, 0.59 e 0.67, correspondendo a pesos moleculares 
28,800, 22,500 e 18,300, respectivamente.

Digestibilidade in vitro pela Pepsina e Pancreatina

Os resultados obtidos estío dispostos na Tabela 6. O valor de 33.43°/o 
para a digestibilidade corrigida (com relagío ao branco da amostra) da 
farinha integral, apresenta-se intensamente baixo, de vid o á alta concen- 
tragao de nitrogénio solúvel encontrada, de 26.32°/o, em relagao ao 
nitrogénio total da amostra. O fato da digestibilidade da proteína preci­
pitada no ponto isoelétrico (fragao R3), ao presenta um valor de digestibi­
lidade superior ao da farinha integral, provavelmente indica a existéncia 
de interagao entre a proteína da farinha com outros componentes do 
feijáo, ocasionando urna perda de digestibilidade em relagao á proteína 
isolada. As atividades do inibidor de tripsina nos digeridos e brancos das 
amostras, após a remogáo com éter sulfúrico do ácido tricloroacético 
(TCA), utilizado para interromper a digestáo, estío -dispostas. na Tabela 
7, onde verifica-se aínda, embora fraca, atividade anti-tríptica para todos 
materiais analisados. Fenómeno semelhante foi encontrado por Antunes 
( 12), que verificou a presenga de inibidores de proteases em sólidos dia- 
lisáveis (P.M. menor que 10,000) e atribuiu o fato á existéncia no feijáo 
de inibidores de baixo peso molecular ou á fragmentagao de inibidores 
com peso molecular mais elevado, originando fragmentos ativos dia lisáveis. 
A atividade do inibidor de tripsina obtida após a digestao enzimàtica ñ¡ 
vitro, parece ter apresentado urna relagao inversa com a digestibilidade 
da farinha integral e a da fragío R3 (Tabelas 6 e 7).

Disponibilidade de Metionina

A Tabela 8 mostra os resultados obtidos na determinado de metioni­
na disponível. As concentragóes utilisadas (c) e as respectivas absorbáncias 
(a) encontradas na construgao da curva padrao de metionina, forneceran1 
a equagáo A = 0.0216 +  1.2166 c (mg/ml), com um coeficiente de
regressáo r2 = 0.9997. Os resultados mostram que esta variedade de 
feijáo possui um teor elevado de metionina disponível, qual seja de 1
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TASELA6

DIGESTIBILIDADE PELA PEPSINA E PANCREATINA in vitro DA FARINHA 
INTEGRAL DE FEIJÂO CARIOCA 80 CRÛ E DA FRAÇÂO R3 

DO PONTO ISOELÉTRICO (pH 4.5)

Peso Nitrogènio Nitrogènio Digesti* Digesti*

Amostra amostra da amostra do digerido bilidade bilidade
corrigida

mg mg mg 0  lo ° /o
Farinha integral 1,000 33.5 20.0 50.95 33.43
Fragao R3 300 37.1 27.9 67.34 62.63
Farinha integral 1,000 33.5 8.8

(branco)
Frailo R3 300 37.1 4.7

(branco)
Branco de enzima 70 11.2 2.9
(autodigestao)

TASELA 7

ATIVIDADE ESPECIFICA DE INIBIDOR DE TRIPSINA NOS DIGERIDOS DE 
FARINHA INTEGRAL E FRACÁO R3 DO PONTO ISOELETRICO DE FEUÁO 

CARIOCA 80, APÓS HIDRÓLISE COM PEPSINA E PANCREATINA 
E PRICIPITAfÁO COM TCA

Material Atividade específica
digerido UTI/mg
Farinha integrai 10.74
Fragáo R3 9.70
Farinha integrai (branco) 11.22
Fragao R3 (branco) 6.90

TABELA 8

TEOR DE METIONINA DISPONIVEL EM FARINHA INTEGRAL E FRAÇÂO R3 
DO PONTO ISOELETRICO DE FEIJAO CARIOCA 80

Material Metionina dispon ível
g/16 g N

Farinha integral 1.36
FragI6R3 1.77
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FIGURA 3

Perñl eletroforético em gel de poliacrilamida contendo SDS das fragoes protéicas de 
fijao Carioca 80, obtidas por extragao em diferentes valores de pH: c = fragao S2 
(pH 7.0); d = fragao R2 (pH 7.0); e = fragao S2 (pH 9.0); h = fragao R3 (pH 4.5)

g/16  gN, na farinha integral e de 1.77 g /16  gN na fragao R3, tendo em 
vista os estudos de Jaffé e Briícher (17), que verificaram ser de 1.12 g/16 
gN o valor mèdio da metionina total para 100 linhagens puras de feijao. 
Experimentos com  ratos em andamento neste laboratòrio tém mostrado 
valores biológicos de disponibilidade de metionina semelhantes (18). Por 
outro lado, a determinarán do aminograma total da farinha integral em 
analisador de aminoácidos Beckman 119 CL, mostrou um teor de metio­
nina igual a 1.00 m g/16 g N; este aspecto pode ser atribuido a perdas 
oxidativas de metionina durante o processo de análise (19).

SUMMARY

EXTRACTION, PARTIAL CHARACTERIZATION AND NUTRITIONAL ASPECTS 
OF PROTEINS FROM CARIOCA 80 BEANS (Phaseolus vulgaris, L.)

Extraction, fractionation and characterization by sodium dodecyl sulfate (SDS)' 
polyacrylamide gel electrophoresis o f proteins from Carioca 80 beans (Phaseolus vul­
garis) were performed at three pH values (2.5, 8.0 and 9.0). Extraction at pH 7-0 
proved to be more efficient and, after dialysis, produced a better separation o f the al- 
bumin and globulin fractions. Relative mobility of the main protein in the globulin
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fractions occurred between 0.30 and 0.40, and dissociation was observed when the 
pH was increased. The two most representative bands gave molecular weights of 
35,400 and 76,900, while in regard to the trypsin inhibitor, three bands gave 28,800, 
22,500 and 18,300. Pepsin and pancreatin in vitro digestibility rendered values of 
33.43°/o and 62.6 3 ° /o for whole flour and for protein precipitated at pH 4.5, res­
pectively. The content o f available methionine found, o f 1.36 g/16 g N, appears to 
be high in relation to that o f other bean varieties.
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