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RESUMO. Altos valores de atividade inibitdria de tripsina residual
encontrados para feijoes submetidos a tratamento térmico indicaram
que estes poderiam ser decorrentes de artificios da metodologia
utilizada e ndo de inibigdo especifica. Dessa forma, realizou-se
uma avaliagdo critica dos métodos em uso e de possiveis
interferentes, visando determinar se justificariam a variabilidade
de resultados e tentando estabelecer o modo mais adequado de
determinar a atividade inibitdria residual de feijoes. Os resultados
mostraram que o meio de extracdo dos inibidores, o pH da reacdo
e as condi¢des de preparo da amostra sdo responsaveis por alteracdes
significativas dos valores de atividade inibitéria encontrados,
necessitando cuidadosa padronizagdo. Este € o primeiro relato sobre
a influéncia da liofilizagdo da amostra sobre a atividade inibitéria
de tripsina residual de feijdes cozidos.

Palavras-chave: Atividade inibitéria de tripsina, feijoes, métodos
de determinagdo, interferentes.

INTRODUCAO

O feijdo é amplamente consumido na América Latina e
representa uma importante fonte de nutrientes, principalmente
proteinas. No entanto, apesar de conter entre 20 e 30% de
proteinas, estas apresentam um valor nutricional baixo,
resultado da sua baixa digestibilidade e do seu baixo teor e
biodisponibilidade de aminodcidos sulfurados. Além dos fatores
relacionados a prépria estrutura das proteinas, a presenga de
fatores anti-nutricionais como inibidores de proteases tem sido
implicada na baixa digestibilidade das proteinas do feijdo,
tornando necessdria a sua inativagéo (1, 2).

Os inibidores de proteases do feijdo sdo do tipo Bowman-
Birk e apresentam estrutura compacta e elevada resisténcia
a inativagdo térmica, maior na forma purificada do que na
matriz da semente, e sdo os responsdveis pela reduzida
digestibilidade in vitro da fracio albuminica e de misturas
contendo albuminas e faseolina (2-4).

As diversas prdticas culindrias e de processamento
industrial e a possibilidade de elaboragio de produtos como
farinhas e sopas destinados a alimentagfo infantil tornam
necessdrios conhecimentos sobre eventuais quantidades
residuais e seguranga metodoldgica para essa avaliagio.

Nesse aspecto, porém, a literatura ndo € conclusiva e ndo
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hd, como no caso da soja, uma metodologia especialmente
desenvolvida e amplamente aceita para a avaliagido da
inativacdo térmica desses inibidores no feijao. Os métodos
mais comumente utilizados baseiam-se na determinacio
espectrofotométrica da inibigfo in vitro da ac@o de tripsina
purificada sobre um substrato, natural ou sintético, causada
por um extrato do alimento em questdo. Para altos valores
de inibi¢do, como os encontrados para amostras cruas, 0S
resultados mostram-se confidveis, precisos e reprodutiveis.
No entanto, para valores baixos, diminui¢do na precisio e
ocorréncia de inibigdo ndo-especifica causada por outros
componentes da amostra tem sido relatadas (5).

Este trabalho teve como objetivos determinar a atividade
inibitéria de tripsina residual de feijoes na forma como sao
comumente consumidos, bem como avaliar a adequagio das
técnicas em uso para sua avalia¢@o.

MATERIAIS E METODOS

Materiais

O feijdo (Phaseolus vulgaris) utilizado foi o da variedade
Carioca, fornecido pelo Instituto Agrondmico de Campinas,
cuja umidade era de 9,9 + 0,1%.®A amostra foi moida em
moinho Janke & Kunkel A-10 (Ika™ Works, Inc., Wilmington,
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E.U.A.) e passada em peneira 60 mesh (0,25 mm). A farinha
assim obtida apresentou um conteddo protéico de 23,24 +
0,64% (N x 6,25; base imida (b.u.), determinado através do
método de Kjeldahl (6). Todos os reagentes utilizados foram
de grau analitico. A tripsina, EC 3.4.21.4 (T-8253, 12700
unidades/mg proteina), foi obtida da Sigma Chemical Co.
(St. Louis, E.U.A.), assim como 0 BAPNA (Na-benzoil-DL-
arginina p-nitroanilida, B-4875). As amostras das outras
variedades de feijao estudadas foram fornecidas pela
EMBRAPA. Os tipos, variedades, origem e teor protéico (N
x 6,25, b.u.) sdo apresentados a seguir. Feijao Preto: Rio
Tibagi (CNPAF, 22,36 + 0,23%), Xamego (CNPAF, 21,96 +
0,34%); feijao Carioca: Aporé (CNPAF, 21,19 + 0,39%),
Carioca Mg (ESAL, 22,02 + 0,25%); feijao Jalo: Emgopa
201-ouro (CIAT, 21,03 £0,14%); Jalo Precoce (CNPAF, 25,72
+ 0,29%); feijao Roxo: Roxo 90 (ESAL, 22,77 £ 0,61%);
feijio vermelho-escuro: Safira (CNPAF, 23,50 + 0,55%).

Cozimento do feijao

Amostras de feijdo (~100 g) foram submetidas ao
cozimento em agua destilada em condigdes variadas,
previamente deixadas de molho ou ndo. Os feijdes foram
deixados de molho em dgua destilada (1:9 m/v) por 14 horas,
ap6s o qual a dgua foi descartada. Apés nova adi¢do de dgua
destilada (1:9 m/v), os feijdes foram cozidos a 100°C ou
autoclavados a 121°C (15 psi), por tempos variados. As
amostras foram entdo congeladas e liofilizadas com a dgua
de coccdo, e homogeneizadas em moinho Janke & Kunkel
A-10 até passar em peneira 60 mesh (0,25 mm).
Alternativamente, logo apds o cozimento os feijdes foram
resfriados até atingirem a temperatura ambiente, apds o qual
procedeu-se a extragdo de protefnas, como descrito abaixo.

Extraciio das proteinas do feijao

Amostras cruas e amostras cozidas liofilizadas. A
extracdo das protefnas do feijdo cru e tratado termicamente,
para a determinacdo da atividade inibitéria de tripsina, foi
feita agitando-se, durante 3 horas a temperatura ambiente,
um grama da farinha de feijdo cru ou do feijdo cozido
liofilizado (60 mesh) em 50 ml de hidréxido de sédio 0,01
N, como recomendado por Kakade et al. (7) para derivados
de soja. A suspensio foi entéo centrifugada (30.000 g/30 min,
49C) e o sobrenadante utilizado para a determinago do teor
protéico pelo método de Lowry et al. (8), usando-se albumina
de soro bovino como padrdo. Alternativamente, utilizou-se
acido sulfirico 0,25 N ou 4gua destilada para efeito de
comparagdo da capacidade extratora. Para a determinagao
da atividade inibitéria de tripsina, os extratos foram diluidos
com 4gua destilada (em geral 1/5, para feijdes cozidos, e 1/
10, para feijdes crus), sendo que o extrato dcido teve seu pH
previamente ajustado para 8,2.

Amostras cozidas nio liofilizadas. Os feijdes foram

homogeneizados juntamente com a dgua de cocg@o, durantg
2 a4 min, com homogeneizador tipo Ultra-Turrax (Polytron
- Kinematica GmbH, Kriens-Luzern, Suiga), logo apds o seu
cozimento. A seguir adicionou-se NaOH de forma a obter-se
concentragdo final de 0,01N, e a suspensdo foi mantida sob
agitagdo por trés horas a temperatura ambiente. Os extratos
assim obtidos foram utilizados para a determinagio da
atividade inibitéria de tripsina, apés diluicdo 1/5 com dgua
destilada.

Atividade inibitéria de tripsina

A atividade inibitéria de tripsina foi determinada de
acordo com Kakade, Simons & Liener (9) usando benzoil-
DL-arginina-p-nitroanilida (BAPNA) como substrato: 0,2 a
1,0 ml das solugdes protéicas foram pipetados, em triplicata,
e o volume final ajustado para 1,0 ml com 4gua destilada. A
cada tubo, previamente acondicionado em banho-maria a
37°C, adicionaram-se 1,0 ml da solugdo de tripsina (0,05
mg/m) de HC] 0,001 N) e, ap6s 5 min., 7,0 ml de BAPNA
(0,3 mg/ml de tampao Tris 50 mM, pH 8,2, contendo CaCly
20 mM), previamente aquecido a 37°C. A reagdo foi
interrompida ap6s 10 min pela adi¢do de 1 ml de 4cido acético
30% e a absorbancia lida a 410 nm, contra os brancos de
reacdo aos quais adicionou-se o dcido acético antes do
BAPNA. Uma unidade de tripsina foi definida arbitrariamente
como um aumento de 0,01 unidades de absorbéancia a 410
nm por 10 ml do meio de rea¢do. Alternativamente, utilizou-
se caseina 1% em tampdo fosfato 0,1M pH 7,6 como substrato
para a tripsina, de acordo com Kakade, Simons & Liener
(9), sendo uma unidade de tripsina definida arbitrariamente
como um aumento de 0,01 unidades de absorbéncia a 280
nm em 20 min por 10 ml do meio de reac@o. Os resultados
foram expressos como unidades inibitérias de tripsina (UIT)
por mg de proteina, sendo uma unidade inibitdria responsédvel
pela inibi¢do de uma unidade de tripsina.

Eletroforese em condicdes dissociantes (SDS-PAGE)

A eletroforese em presenga de dodecil sulfato de sédio
(SDS-PAGE) foi feita de acordo com Laemmli (10),
utilizando-se concentra¢do de 12% de poliacrilamida para o
gel de separacdo e sistema de eletroforese Mini-Protean II
da Bio-Rad. Os géis foram corados com Coomassie Blue R.
O padrio de peso molecular utilizado foi o Dalton Mark VII-
L, da Sigma Chem. Co. (St. Louis, E.U.A.), que consiste de
a-lactaibumina (14,3 kDa), inibidor de tripsina de soja (20,1
kDa), tripsinogénio (24 kDa), anidrase carbdnica (29 kDa),
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (36 kDa), albumina de
ovo (45 kDa), e albumina bovina (66 kDa).

Eletroforese em condigdes nativas com revelacdo para
inibidores de tripsina
A eletroforese em condigdes nativas foi realizada de
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acordo com o método de Davis (11), em gel de poliacrilamida.
A revelagdo dos inibidores de tripsina nos géis foi feita de
acordo com Uriel & Berges (12). Apés a corrida, a placa foi
incubada com solugdo de tripsina (5 mg/100 ml de tampao
fosfato 0,05 M, pH 7,4), durante 20 minutos. A seguir, esta
foi lavada trés vezes com dgua destilada. Adicionou-se a placa
solucdo contendo 4,7 mg de N-acetil-DL-fenilalanina-§-
naftilester dissolvidos em 2 ml de dimetilformamida,
misturados, na hora do uso, a 18 ml de tampao fosfato 0,05
M pH 7,4 contendo 20 mg de o-dianisidina-tetrazotizada.
Apés 30 min a placa foi lavada com dgua destilada e
escaneada com densitometro GS 700 da Bio-Rad (Molecular
Analyst Software).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Atividade inibitéria de tripsina de feijoes cozidos
Amostras do feijao Carioca foram submetidas ao
cozimento em dgua destilada em condi¢des variadas,
previamente deixadas de molho por 14 horas ou nio. Os
resultados (Tabela 1) mostraram que, mesmo para tempos de
aquecimento superiores aos necessarios para tornar o feijdo
palatavel (molho e autoclave 15’ ou apenas autoclave 30°),
ainda se observava uma alta atividade inibitéria de tripsina.
Em geral, observou-se uma maior inativagéo para os feijoes
deixados previamente de molho, embora o molho por si s6
ndo parega ter efeito na reducdo do teor de inibidores. O
tratamento térmico em temperaturas de autoclavagem
mostrou-se mais eficiente que a 100°C, sendo que 15 e 30
min em autoclave corresponderam a 1 hora a 100°C, embora
tempos bem superiores aos necessdrios para tornar o feijdo
palatdvel ainda tenham deixado uma atividade residual
significativa (23 a 30%, para 121°C por 1 hora).

Esses resultados vdo em desacordo com os obtidos por
outros autores (13,14), que em geral observaram 100% de
inativagfo apés 30 minutos de autoclavagem do feijdo. Desta
forma, os altos valores de atividade inibitéria residual
encontrados, para todos os tratamentos térmicos testados,
indicaram que estes poderiam ser decorrentes de artificios
da metodologia utilizada e nio de inibi¢do especifica. Sendo
assim, a atividade inibitéria de tripsina das mesmas amostras
foi determinada de acordo com varia¢des do método de
Kakade, Simons & Liener (9), incluindo tipo de substrato
utilizado para a tripsina e meio extrator para os inibidores, e
estudou-se a possivel interferéncia de compostos polifenélicos
e condi¢des de preparo da amostra. Os resultados sdo
apresentados a seguir.

TABELA 1
Atividade inibitéria de tripsina de feijdes Carioca cozidos

Atividade
residual (%)

UIT/mg proteina

Feijdo cru 62,1 +1,22 100

Feijao deixado de molho 67,1 £2,8° 100
Feijdo autoclavado 30 min 37,7 +2,7°¢ 60,7

Feijao autoclavado 1h 184+2,59 29,6

Feijao 100°C/1h 38,711,4° 623

Feijao deixado de molho

e autoclavado 15 min 284+0,6° 423
Feijdo deixado de molho

e autoclavado 30 min 28,2+£0,6° 42,0
Feijdo deixado de molho

e autoclavado 1 h 153+0,7¢ 22,8
Feijdo deixado de molho

e cozido 100°C/1h 299+03"° 446

Obs. Os feijdes foram deixados de molho em 4gua destilada (1:9)
por 14 horas, apds o qual a dgua foi descartada. Apés nova adigio
de dgua destilada (1:9), os feijoes foram cozidos, liofilizados com
a dgua de cocgdo, e homogeneizados. Os resultados s&o
apresentados na forma de média + desvio padrdo. Médias com
letras iguais ndo sdo significativamente diferentes (P<0,05). UIT.
Unidades inibitérias de tripsina.

Substrato sintético x substrato natural (caseina)

Uma das criticas feitas ao método que utiliza BAPNA
como substrato para a tripsina € que, por se tratar de um
substrato sintético, ndo representaria a situacgio real, sendo
que substratos naturais seriam mais adequados para avaliar
ainfluéncia da presenca desses inibidores em alimentos sobre
a utilizac@o de nutrientes in vivo. Para efeito de comparacio,
a determinacio foi repetida para duas amostras de feijdo sem
e duas amostras com tratamento térmico, utilizando-se a
caseina como substrato para a tripsina, de acordo com
Kakade, Simons & Liener (9). Os resultados podem ser vistos
na Tabela 2 e confirmam os obtidos atravé€s do método com
BAPNA, ou seja, continuou sendo detectada uma alta
atividade inibitdria de tripsina residual nos feijdes tratados
termicamente, sendo que com a caseina como substrato esses
valores foram inclusive maiores. Nio houve diferencas
significativas na atividade inibitéria do feijdo cru ou apenas
deixado de molho determinada através dos dois métodos.
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TABELA 2
Atividade inibitdria de tripsina do feijdo Carioca
determinada pelo método da caseina

TABELA 3
Atividade inibitdria de tripsina da farinha de feijao Carioca
descascado determinada pelo método do BAPNA

Atividade
residual (%)

UIT/mg proteina

Feijdo cru 588+49%

Feijdo deixado de molho 68,8 +4,0° 100
Feijdo deixado de molho

e autoclavado 15 min 33,8+3,1° 49,1
Feijao deixado de molho

e autoclavado 30 min 353%£3,1°¢ 51,3

Os resultados sao apresentados na forma de média * desvio padrdo.
Médias com letras iguais ndo s@o significativamente diferentes
(P<0,05). UIT. Unidades inibit6rias de tripsina.

Interferéncia de compostos polifenélicos

Os compostos polifenélicos encontrados na casca do feijao
sdo termo-estdveis e, segundo Fernadndez et al. (15),
parcialmente responséveis pela atividade inibitéria de tripsina
de feijdes crus e, principalmente, de feijoes cozidos, onde os
inibidores protéicos se encontrariam desnaturados € portanto
inativos. Para avaliar a interferéncia desses compostos nos
valores encontrados determinou-se a atividade inibitdria de
tripsina de farinha de feijoes descascados manualmente, antes
e ap6s tratamento térmico. Como se observa na Tabela 3, os
feijoes descascados apresentaram uma atividade inibitdria
de tripsina levemente maior que a de feijoes inteiros (compare
com Tabela 1), e esta ndo se alterou apds aquecimento da
farinha a 100°C/15 min, indicando que a inibicdo de tripsina
devida aos compostos polifendlicos da casca ndo estd
envolvida. Os valores mais elevados de atividade resultariam
da concentragdo dos inibidores no cotilédone com a retirada
da casca. Confirmando estes resultados, a atividade inibitéria
de tripsina do extrato obtido a partir da farinha de feijdes
descascados, ao qual adicionou-se taninos condensados
purificados a partir da casca, ndo diferiu significativamente
da encontrada para o extrato sem taninos (Tabela 3). Esses
resultados demonstram que, pelo menos no caso do feijdo
Carioca, os compostos polifenélicos da casca ndo estio
implicados no efeito inibitério de proteases observado,
contrariando os resultados de Ferndndez er al. (15). No
entanto, Weder & Telek (16) também observaram uma
atividade inibitéria de proteases em geral maior para
cotilédones em comparacdo com o feijdo inteiro e, apés uma
série de estudos da atividade inibitéria de misturas contendo
cotilédones e casca em diferentes propor¢des, também
conclufram que os taninos ou outros componentes da casca
ndo contribuem para a inibi¢do de tripsina e quimotripsina
humanas ou bovinas.

UIT/mg proteina

Farinha crua 71,1 £0,92
Farinha 100 °C/15 min ! 72,0+3,12
Farinha crua + tanino 2 68,2+29%

Os resultados sdo apresentados na forma de média * desvio padrio.
Médias com letras iguais ndo s@o significativamente diferentes
(P<0,05). UIT. Unidades inibitérias de tripsina. 1. Suspensdo de
farinha em dgua destilada (1:9 m/v) liofilizada ap6s o aquecimento.
2. Mistura farinha: taninos condensados (purificados a partir da
casca) na propor¢io de 100 mg de farinha para 1,3 mg de taninos.

Extracao dos inibidores de tripsina

Tanto o método oficial da “American Association of
Cereal Chemists” (17) como o da “American Oil Chemists’
Society” (18) para determinagdo da atividade inibitéria de
tripsina em soja e derivados se baseiam no método proposto
por Kakade et al. (7), onde a extragéo das amostras ¢ feita
com NaOH 0,01 N (1:50 p/v) durante trés horas a temperatura
ambiente. Por outro lado, o método proposto por Mueller &
Weder (19) utiliza H,SO, 0,25 N (1:20 p/v) durante uma hora
a temperatura ambiente. Dessa forma, a variagdo encontrada
na atividade inibitéria de tripsina residual pode ser decorrente
de diferencas na capacidade extratora dessas solucdes.

A Tabela 4 mostra a capacidade extratora do NaOH 0,01
N, do H,SO, 0,25 N e da H,0 e a Figura 1 o perfil
eletroforético das proteinas extraidas (pogos 1 a 7). Para os
feijdes que ndo foram submetidos a tratamento térmico
observa-se que a maior capacidade extratora foi a do NaOH,
ndo havendo diferenca entre a quantidade total de proteinas
extraida pela dgua e pelo 4cido sulfdrico. Apés tratamento
térmico houve uma queda drdstica na solubilidade das
proteinas, sendo que o NaOH continuou apresentando a maior
capacidade de extracdo (26,5 e 50% maior que a do H,SO, e
da H,O, respectivamente), porém 84% menor que para o
feijao cru.

Quando a atividade inibitdria de tripsina foi determinada
nesses extratos obtidos a partir do feijdo cru, usando-se o
método do BAPNA tradicional, ndo foram encontradas
diferengas entre os valores obtidos para o extrato em NaOH
e H2$O » porém uma atividade inibitéria de tripsina cerca de
25% menor foi encontrada para o extrato em H,O. Esses
resultados mostram que, apesar da maior capacidade extratora
do NaOH e da mesma capacidade de extrag@o observada para
o H,SO, e a H,0, o perfil de proteinas extraidas € diferente,
o que foi confirmado através de eletroforese (Figura 1). No
caso do feijdo cozido, também observamos uma maior
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atividade inibitoria de tripsina para os extratos em NaOH,
cerca de duas a trés vezes a encontrada para os extratos em
adgua. O extrato em H,S04, no entanto, nao apresentou
atividade. mesmo quando a determinagao foi feita sem
diluito previa.

TABELA 4

Capacidade de extragao das proteinas do feijao de
diferentes solugoes

% proteinas totais extraidas

NaOH 0,01 N H,5040,25 N H.O
Feijao cru 93,2 a 65.5 b 66.3 b
Feijao molho 14 h
100"C/i h 151c 111d 75e

Obs. Todas as extragOes foram realizadas na razao 1:50 (p/v) por
trés horas a temperatura ambiente, para efeito de comparagdo. Os
resultados representam a média de duplicatas. Médias com letras
iguais nao sao significativamente diferentes (P<0,05).

FIGURA 1

Perfil eletroforético em SDS-PAGE (12%) das proteinas

extraidas por diferentes solugbes a partir do feijao cru e
cozido. Pocos 1 a 3: feijao cru. 1. Extrato em NaOH 0,01

N; 2. Extrato em H45040,25 N; 3. Extrato em H,0; 4.
Padréo de peso molecular; Pogos 5 a 7: feijao deixado de
molho 14 h e cozido 100 "C/I h (liofilizado). 5. Extrato em
NaOH 0,01 N; 6. Extrato em H,S040,25 N; 7. Extrato em
H,0; Pogos 8 a 10: feijao deixado de molho 14 h, cozido a

100 “C/l h, e extraido logo ap6s o cozimento. 8. Extrato
em NaOH; 9. Extrato em H,S040,25 N; 10. Extrato em

H2o

L

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Esses resultados demonstram a grande variagao nos
valores de atividade inibitoria de tripsina residuai de feijoes
cozidos que sao obtidos utilizando-se diferentes solugoes
extratoras: quando se utiliza alcali, atividades residuais

elevadas sao detectadas (28 a 35%), jA& com &gua, apenas
cerca de 16%, e com &cido sulfirico, ndo sao detectadas
atividades residuais. A menor atividade encontrada para o
extrato em agua obtido a partir do feijao cru demonstra que
a dgua nao extrai os inibidores de forma eficiente e que esses
extratos sao portanto inadequados para a determinalo. Em
relagao ao feijao cozido, as diferengas entre os extratos
obtidos em NaOH e H2S04sugerem aocorrencia de artificios
da tecnica, os quais tentou-se determinar.

Um ponto investigado foi a utilizacao de extratos
previamente centrifugados ou nao. De acordo com Kakade et
al. (7) nao ha diferengas significativas entre a atividade inibitoria
de tripsina de extratos de soja crua em NaOH, previamente
centrifugados ou nao. No entanto, os autores observaram que,
para amostras submetidas a tratamento témjico, a atividade
detectada em extratos ndo-centrifugados era maior, e sugeriram
que o método detectaria a atividade de inibidores de tripsina
insolubilizados pelo aquecimento. Similarmente ao relatado
pelos autores, no caso do feijao cru nao houve diferengas entre
os valores de atividade encontrados para os extratos
centrifugados ou nao (Tabela 5), tanto em NaOH corno em
H,S04e H,0. Ja& para os feijoes cozidos, encontrou-se urna
atividade residuai maior para o extrato nao-centrifugado, em
comparagdo com o centrifugado, apenas para o extrato em
NaOH. Isso indica que, ao contrario do sugerido por Kakade
et al. (7), nao e a atividade de inibidores insollveis que esta
sendo detectada, ja que nao houve diferengas para os extratos
em HZ.SO4,e HéO.

TABELA 5
Atividade inibitoria de tripsina determinada em diversos

extratos obtidos a partir do feijao cru e cozido

UIT/mg prot.total

NaOH 0,01 N H25040,25 N H:0
Feijao cru
-extrato centrifugado 81,1 +58a 76,5+0,7a 60,4 +4,2"
-extrato sem centrifugar 80,9+ 19a 77,7+ 8,4a 605+ 1.2h
Molho 14h e 100 "C/lh
-extrato centrifugado 22,7+0.7c n.d. 9,7+4,7d
-extrato sem centrifugar 28,5+0,8¢c n.d. 10,0+ 0.6d

Obs. Todas as extragdes foram realizadas narazao 1:50 (p/v) por trés horas a
temperatura ambiente. O extrato em H,S04teve seu pH previamente ajustado
para 8,2 antes da determinagao. Os extratos foram utilizados antes e apds
centrifugacéo (10.000 g/30 rnin). Os resultados sao apresentados na forma
de média + desvio padrao. Médias com letras iguais ndo sao significativamente
diferentes (T<0,05). n.d.: atividade ndo detectada. U1T. Unidades inibitérias
de tripsina.

Efeito da liofilizacdo das amostras
Neste estudo as amostras de feijao foram deixadas de
molho e submetidas a tratamento térmico, ap6s o qual elas
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foram liofilizadas e homogeneizadas (vide Mat. e Mét.). As
amostras assim obtidas foram mantidas em freezer até o
momento da extraido e determinaqao da atividade inibitoria
de tripsina. Para verificar se esse processo poderia interferir
nos resultados obtidos, as determinares foram repetidas para
amostras de feijao logo ap6s o seu cozimento. conforme
descrito em Mat. e Mét. A atividade inibitoria de tripsina foi
determinada antes e ap6s centrifugando do extrato (10000 g/
30 min). Os resultados obtidos, assim como a quantidade de
proteina extraida, se encontram na Tabela 6, e o perfil
eletroforético dos extratos na Figura 1 (pogos 8 a 10). A
atividade inibitéria de tripsina residual encontrada no extrato
em NaOH (19%) foi cerca da metade da encontrada para a
amostra liofilizada, apesar de terem sido extraidas
quantidades similares de proteina, com o mesmo perfil
eletroforético. Ainda, nao se obteve urna maior inibigao de
tripsina quando se utilizou o extrato em NaOH sem
centrifugar em comparando com o centrifugado, como no
caso das amostras liofilizadas. O acido sulfurico (0,25 N)
apresentou capacidade extratora similar & do hidroxido de
sodio, e novamente nao foi detectada atividade inibitéria
residual nesse extrato.

TABELA 6
Atividade inibitéria de tripsina determinada em feijao
Carioca logo ap6s o seu cozimento (100°C /I h)

UIT/mg prot. Total

extrato centrifugado 128 + 0,7a
extrato sem centrifugar 12,3 £ 0,1a
% proteina total extraida 10,5

Obs. As extragdes foram realizadas na razao 1:20 (p/v) com NaOH
0.01N por tres horas a temperatura ambiente. Os extratos foram
utilizados antes e apds centrifugagdo (10.000 g/30 min). Os
resultados sao apresentados na forma de média + desvio padrao.
Médias com letras iguais nao sao significativamente diferentes
(P<0,05). UIT. Unidades inibitdrias de tripsina.

Para confirmar esse efeito da liofilizacdo das amostras
determinou-se a atividade inibitéria de tripsina de oito
variedades diferentes de feijao, antes e apds cozimento,
liofilizadas ou nao, através dos dois métodos, utilizando
caseina ou BAPNA como substrato para a tripsina. Os
resultados se encontram na Tabela 7. A maior atividade
inibitoria de tripsina dos feijoes crus, encontrada através dos
dois métodos, foi a da variedade Carioca Mg. Excetuando-
se o feijao Emgopa 201 cru, os valores de atividade
encontrados com BAPNA foram significativamente maiores
que os encontrados com caseina.

TABELA 7
Atividade inibitdéria de tripsina determinada em feijoes
crus e autoclavados (12T'C /15 min), logo ap6s o seu
cozimento ou apo6s liofilizagéo

Feijao UIT/mg de proteina total
Cru Autoclavado 121"C/15 min
fresco liofilizado
Caseina BAPNA Caseina BAPNA BAPNA
Aporé 794+ 14 89.4 1.1 15+0.2 141 +0.6 33.0+0.4
CariocaMg 1104 +53 1316+ 1,0 n.d. 10.1 + 1.0 48.0 +2.8
Emgopa 201 1075+1.8 937+40 13+01 207*04 582%35
Jalo Precoce 84.4+32 1005+ 3.6 n.d. 104+05 375*16
Roxo 90 75.6 + 6,5 88.9+2.7 0,9+0,3 157+ 14 335%27
RioTibagi 86.7 +3,9 97,6 £3.5 n.d. 138+ 13 32,7 +11
Xamego 81,0+ 31 1202+ 16 n.d. 152+ 12 425 +3.4
Satira 94,4 + 3,6 108,7 £4.8 n.d. 142+0,8 37.0*14

Os resultados sao apresentados na forma de média + desvio padrao. n.d. nao
detectada. UIT. Unidades inibitérias de tripsina.

A atividade inibitdria residual apds autoclavagem (121 “C/
15 min) foi extremamente varidvel de acordo com o estado
da amostra e com o método utilizado. Para as amostras que
foram liofilizadas ap6s o cozimento encontraram-se
atividades residuais entre 33 e 38% da atividade original,
excctuando-se o feijao Emgopa 201, para o qual foi de 62%,
utilizando-se BAPNA como substrato. No entanto, para as
amostras analisadas logo apds a cocqdao as atividades residuais
foram bem menores, situando-se entre 8% (Carioca Mg) e
22% (Emgopa 201) da atividade original.
Surpreendentemente, quando a determinagao foi realizada
usando-se o método da caseina, atividades de no méaximo
2% da atividade original foram detectadas. A Tabela 8 mostra
que aquantidade de proteina extraida a partir do feijao cozido,
liofilizado ou nao, foi similar e portanto nao estaria
relacionada as diferengas de atividade residual encontradas.

TABELA 8

Capacidade extratora de proteinas do feijao cru e cozido
por NaOH 0,01N

Feijao % de proteina extraida*
feijao cru  feijao autoclavado 121°C/15 min.
fresco lio filizad o
Aporé 98,1 23,4 21,6
Carioca Mg 100,0 21,6 22,8
Emgopa 201 94,7 28,0 20,4
Jalo Precoce 100,0 28,1 24,4
Roxo 90 100,0 24,3 249
Rio Tibagi 100,0 23,5 20,2
Xamego 97,8 28,1 20,4
Safira 100,0 24,9 13,6

* Os resultados representam a média de duplicatas. O teor total de
proteina dos feijoes foi determinado através do método de Kjeldahl
(Mat. Mét.).
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De acordo com os resultados obtidos pelo método da
caseina, os inibidores de tripsina seriam completamente
inalivados com o cozimento dos feijoes, contrario ao
encontrado pelo método do BAPNA. Desta forma, os extratos
das amostras cozidas foram submelidos & eletroforese ent
condiijocs nao-dissociantes e revela®ao para inibidores de
tripsina (Figura 2). Nesta técnica, ap6s a corrida eletroforética.
0 gel de poliacrilamida é imerso em soluto de tripsina, o
que faz com que esta se adsorva ao gel. A seguir, adiciona-se
um substrato sintético para a tripsina. Este substrato, ao ser
hidrolisado pela tripsina, forma um composto colorido. Nas
regifies correspondentes as bandas do inibidor de tripsina isto
nao ocorre, e as bandas se mostram translicidas contra um
fundo rosa. De acordo com Genovese & Lajolo (5), 0o método
apresenta grande sensibilidade e permite checar se os valores
residuais de atividade inibitoria encontrados através do
método espectrofotométrico sao de fato devidos a presenta
de inibidores ativos.

FIGURA 2

Eletroforese em gel de poliacrilamida dos extratos em

NaOH 0,0IN obtidos a partir de feijoes autoclavados

(121 °C/15 min), revelada para inibidores de tripsina. 1.
Carioca Mg (54 pg), 2. Aporé (56 pg), 3. Jalo Precoce (81
pg), 4. Roxo 90 (63 pg), 5. Rio Tibagi (60 pg), 6. Xamego
(69 pg); 7. Emgopa 201 (68 pg), 8. Safira (67 pg), 9 e 10:
Feijoes crus, 9. Emgopa 201 (6 pg), 10. Roxo 90 (1 Ipg).

Obs: Os nimeros entre parénteses representam a
quantidade total de proteina aplicada

A Figura 2 mostrou que, mesmo quando aplicadas
quantidades elevadas de proteina no gel de eletroforese (cerca
de dez vezes maiores que as utilizadas para o feijao cru), ndo se
observou inibigdo de tripsina para as amostras de feijao
analisadas logo apds o cozimento. Esses resultados demonstram,
portanto, que os valores de atividade residual obtidos através
do método da caseina estdo mais proximos da realidade que os
obtidos utilizando-se BAPNA como substrato.

Ja para os feijdes Carioca cozidos e liofilizados. a técnica
mostrou a presenta de inibidores ativos, com perfil similar
ao dos inibidores presentes no feijao Carioca cru, embora
urna quantidade muito superior de proteina tenha sido
aplicada e os perfis tenham perdido nitidez & medida que se
aumentou a intensidade do tratamiento térmico (Figura 3).
Esses resultados sugerem que eventuais rea”oes, tais como
complexagao com outros componentes do feijdo, sofridas
pelos inibidores de tripsina durante o aquecimento e que
levam 4 sua inativagéo, seriam parcialmente revertidas
durante a liofilizaijao das amostras. Este é o primeiro relato
da interferencia da liofilizagdo na avaliagdo da atividade
inibitéria de tripsina residual de feijoes. No entanto, apesar
de ainda serem observados inibidores ativos nas amostras
liofilizadas, os valores de atividade residual entre 23 e 62%
da atividade original (Tabela 1), obtidos através do método
com BAPNA, parecem superestimados ja que nos géis de
poliacrilamida, mesmo aplicando-se quantidades de proteina
até sete vezes maiores, nao se observam bandas com a mesma
intensidade das observadas para as amostras cruas.

FIGURA 3
Eletroforese em gel de poliacrilamida dos extratos em
NaOH 0,01N obtidos a partir de feijdo Carioca cozido e
liofilizado, revelada para inibidores de tripsina. 1.
Controle: feijao deixado de molho (12 pg), 2. Feijao
deixado de molho e cozido 100°C/1h (62 pg), 3. Feijao
cozido 100“C/lh (56 pg), 4. Feijao deixado de molho e
autoclavado 15 ntin (84 pg), 5. Feijao autoclavado 30 min
(64 pg), 6. Feijao deixado de molho e autoclavado 30 min
(67 pg); 7. Feijao autoclavado 1h (70 pg), 8. Feijdo
deixado de molho e autoclavado 2 h (127 pg), 9 Feijdo cru
(10 pg), 10. Feijdo autoclavado 2 h (152 pg). Obs: Os
ndmeros entre parénteses representam a quantidade total
de proteina aplicada
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Efeito do pH do meio de reacao

A técnica de revelacdo dos inihidores em gel de
poliacrilamida demonstrou que os valores de atividade
residual obtidos utilizando-se BAPNA como substrato
resultavam de inibicao nao especifica. Como o método
descrito por Kakade et al. (7) nao menciona ajuste de pH
dos extratos alcalinos e tanto as diluiqoes como o acerté do
volunte de reagao sao feitos com Aagua, as determinaqoes
realizadas para o feijao cozido. onde diluicoes menores que
as realizadas para o feijao cru sao utilizadas, resultariam em
valores diferentes de pH no meio de reacao. Desta forma, as
determinacoes de atividade residual de feijoes cozidos foram
repetidas acertando-se o pH dos extratos para 8,2 e realizando-
se as diluigoes e o acert6 do volunte de reagao com o tampao
Tris 50 mM, pH 8,2. Os resultados obtidos tanto para os
feijoes analisados logo ap6s o cozimento com para oS
liofilizados sao apresentados na Tabela 9 e foram
significativamente inferiores aos obtidos originalmente.
Entbora os valores obtidos para os feijoes liofilizados lenham
sido em geral maiores que os obtidos para os feijoes
analisados logo ap6s o cozimento, corresponderan! a menos
de 5% da atividade dos feijoes crus, o que parece estar de
acordo com o observado através da técnica de revelagao dos
inihidores em gel de poliacrilamida (Figura 4). Ja para os
feijoes analisados logo apds o cozimento, valores similares
de atividade residual nao corresponderan! ao observado pela
analise dos géis (Figura 2), indicando tratar-se de inibigao
nao especifica, similar ao relatado por Genovcse & Lajolo
(5) para produtos derivados de soja.

TABELA 9
Atividade inibitéria de tripsina de feijoes cozidos
(121 °C/15 min) determinada controlando-se o pH do meio

de reagao

Feijao UIT/mg de proteina total

Fresco liofilizado
Aporé 2.9 +0.0 4.0+ 0.3
Carioca Mg 3,2+0.0 4,7+0,4
Emgopa 201 48 £0.1 29+01
Jalo Precoce 2.2 +0,1 4.4 + 0.4
Roxo 90 3.0x0.1 35 +0.2
Rio Tibagi 2.1 +0.1 2.8 +0.3
Xamego 41 +0,1 33 +0.1
Safira 3.910,1 43 +0.2

Os resultados sao apresentados na forma de media + desvio padréo.
UIT. Unidades inibitérias de tripsina.

FIGURA 4
Eletroforese em gel de poliacrilamida dos extratos em
NaOH 0.01N obtidos a partir de feijoes autoclavados
(12LC/15 min) e liofilizados. revelada para inihidores de
tripsina. 1 Aporé (77 ug). 2. Jalo Precoce (101 ug). 3.
Emgopa 201 (86 ug). 4. Xamego (74 jug), 5. Roxo 90 (85
ug). 6. Carioca Mg (76 ug): 7. Rio Tibagi (86 ug). 8.
Satira (51 jug). Obs: Os numeros entre parénteses
representam a quantidade total de proteina aplicada

Este estudo mostrou que pode haver urna grande variagao
nos resultados de atividade inibitoria de tripsina residual de
feijoes submetidos a tratamiento térmico de acordo com os
diferentes métodos utilizados no tratamento da amostra e
para a extragao dos inihidores. As diferengas encontradas
nos valores de atividade inibitoria de tripsina residual parecem
bastante importantes ja que podem significar erros na
avaliagdo da adequabilidade de processos visando ehminagao
dos inihidores, assim como da ingestdo dessas substancias
pelo homem. Embora a liofilizagdo das amostras submetidas
a tratamento térmico possa apresentar facilidades técnicas,
este estudo mostrou ser mais adequada a determinaqao da
atividade residual logo apés o preparo do feijao. por ser o
modo mais préximo da situagao real de consumo do feijao
pelo homem. Neste caso, encontrou-se urna atividade residual
de no maximo 5% da atividade inibitoria de tripsina original,
valor que parece resultar de inibigdo nao especifica.

CONCLUSOES

As etapas criticas para avaliagdo da atividade inibitéria
de tripsina residual em feijoes cozidos, através do método
de Kakade et al. (7) utilizando BAPNA como substrato, sao
relativas ao preparo da amostra e ao pH do meio de reagao.
A extraqao dos inihidores cm solugao de NaOH 0.01 N, por
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trés horas a temperatura ambiente, mostrou-se adequada,
porém os extratos devem ter o seu pH ajustado para 8,2 antes
da determinagdo. Os teores residuais de cerca de 5%
encontrados em feijdes autoclavados por 15 min, através da
utilizacdo de substrato sintético (BAPNA) para a tripsina,
sdo devidos a inibicdo inespecifica, como demonstrado através
de eletroforese em gel de poliacrilamida com revelagdo para
inibidores de tripsina. Esses resultados indicam a necessidade
de padronizagdo de cada estdgio em cada material a ser
analisado para efeito de controle.
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