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Atividade inibitòria de tripsina do feijào (Phaseolus vulgaris L.): 
avaliagáo crítica dos métodos de determinado
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Depto. de Alim entos e Nutrigáo Experim ental - Fac. Ciencias Farm acéuticas. USP.

RESUMO. Altos valores de atividade inibitòria de tripsina residual 
encontrados para feijòes submetidos a tratamento térmico indicaram 
que estes poderiam ser decorrentes de artificios da metodologia 
utilizada e nào de inibigao específica. Dessa forma, realizou-se 
urna avaliagáo crítica dos métodos em uso e de possíveis 
interferentes, visando determinar se justificariam a variabilidade 
de resultados e tentando estabelecer o modo mais adequado de 
determinar a atividade inibitòria residual de feijòes. Os resultados 
mostraram que o meio de extragao dos inibidores, o pH da reagao 
e as condigoes de preparo da amostra sao responsáveis por alteragóes 
significativas dos valores de atividade inibitòria encontrados, 
necessitando cuidadosa padronizagao. Este é o primeiro relato sobre 
a influencia da liofilizagao da amostra sobre a atividade inibitòria 
de tripsina residual de feijòes cozidos.
Palavras-chave: Atividade inibitòria de tripsina, feijòes, métodos 
de determi nagao, interferentes.

SUMMARY. Trypsin inhibitory activity of dry beans (Phaseolus 
vulgaris L.): critical evaluation of methods for determination.
High values of residual trypsin inhibitory activity found for heat- 
treated beans indicated the occurrence of artifices due to the 
methodology. A critical evaluation of the methods in use and of 
possible interferents was performed trying to determine the most 
adequate way of measuring residual trypsin inhibitory activity. 
Results showed that extraction conditions, pH of reaction and sample 
preparation are responsible for significant alterations of the values 
found, requiring careful standardization. This is the first report about 
the influence of lyophilization upon residual trypsin inhibitory 
activity of cooked beans.
Key words: Trypsin inhibitory activity, dry beans, determination, 
interferences.

IN T R O D U C O

O feijào é am piam ente consum ido na Am érica Latina e 
representa urna importante fonte de nutrientes, principalmente 
proteínas. N o entanto, apesar de conter entre 20 e 30%  de 
p ro teínas, estas apresentam  um  valor nu tric ional baixo, 
resultado da sua baixa digestibilidade e do seu baixo teor e 
biodisponibilidade de aminoácidos sulfurados. Além dos fatores 
relacionados à pròpria estrutura das proteínas, a presenta de 
fatores anti-nutricionais como inibidores de proteases tem sido 
im plicada na baixa digestibilidade das proteínas do feijào, 
tornando necessària a sua inativacào ( 1 , 2 ).

Os inibidores de proteases do feijào sào do tipo Bowman- 
Birk e apresentam estrutura com pacta e elevada resistencia 
à inativagào térmica, m aior na form a purificada do que na 
m atriz  da sem ente, e sào os responsáveis pela reduzida 
digestibilidade in vitro da fragào album inica e de misturas 
contendo albúminas e faseolina (2-4).

A s d iversas p rá ticas  cu lin á ria s  e de p rocessam en to  
industriàl e a possibilidade de elaboragào de produtos como 
farinhas e sopas destinados à alim entagào infanti! tornam 
necessários conhecim entos sobre eventuais quan tidades 
residuais e seguranga m etodològica para essa avaliagào.

Nesse aspecto, porém, a literatura nào é conclusiva e nào

há, com o no caso da soja, urna m etodología especialm ente 
desenvo lv ida e am p lam en te  ace ita  p ara  a avaliagao  da 
inativagao térm ica desses inibidores no feijao. Os m étodos 
m ais com um ente u tilizados baseiam -se na determ inagao 
espectrofotom étrica da inibigáo in vitro da agáo de tripsina 
purificada sobre um substrato, natural ou sintético, causada 
por um extrato do alimento em questáo. Para altos valores 
de inibigao, com o os encontrados para am ostras cruas, os 
resultados m ostram -se confiáveis, precisos e reprodutíveis. 
No entanto, para valores baixos, diminuigao na precisáo e 
ocorréncia de inibigao nao-específica causada por outros 
com ponentes da am ostra tem sido relatadas (5).

Este trabalho teve com o objetivos determ inar a atividade 
inibitória de tripsina residual de feijoes na form a com o sao 
com umente consum idos, bem com o avaliar a adequagao das 
técnicas em uso para sua avaliagáo.

MATERIAIS E METODOS 

Materiais
O feijao (Phaseolus vulgaris) utilizado foi o da variedade 

Carioca, fornecido pelo Instituto A gronóm ico de Campiñas, 
cuja umidade era de 9,9 +  0,1%. A am ostra foi m oída em 
m oinho Janke & Kunkel A -10 (Ika Works, Inc., W ilmington,
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E.U.A.) e passada em peneira 60 mesh (0,25 mra). A farinha 
assim obtida apresentou um conteúdo protéico de 23,24 ± 
0,64%  (N x 6,25; base úm ida (b.u.), determinado através do 
método de Kjeldahl (6 ). Todos os reagentes utilizados foram 
de grau analítico. A tripsina, EC 3.4.21.4 (T-8253, 12700 
unidades/m g proteína), foi obtida da Sigma Chem ical Co. 
(St. Louis, E.U.A.), assim com o o BAPNA (Na-benzoil-D L- 
arginina p -n itroan ilida, B -4875). As am ostras das outras 
v a ried ad es de fe ijáo  es tu d ad a s  foram  fo rn e c id a s  pela 
EMBRAPA. Os tipos, variedades, origem e teor protéico (N 
x 6,25, b.u.) sao apresentados a seguir. Feijao Preto: Rio 
Tibagi (CNPAF, 22,36 ±  0,23% ), Xam ego (CNPAF, 21,96 ± 
0,34% ); feijao Carioca: A poré (CNPAF, 21,19 ± 0,39% ), 
Carioca M g (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%); 
feijao vermelho-escuro: Safira (CNPAF, 23,50 ± 0,55%).

Cozimento do feijao
A m o stras  de fe ijao  ( -1 0 0  g) fo ram  su b m etid as ao 

co z im en to  em ág u a  d e s tila d a  em  con d ig o es v ariadas , 
previam ente deixadas de m olho ou nao. Os feij5es foram 
deixados de molho em água destilada (1 :9 m/v) por 14 horas, 
após o qual a água foi descartada. Após nova adigáo de água 
destilada (1:9 m/v), os feijóes foram cozidos a 100°C ou 
autoclavados a 121°C (15 psi), por tem pos variados. As 
amostras foram entáo congeladas e liofilizadas com a água 
de cocgáo, e hom ogeneizadas em m oinho Janke & Kunkel 
A - 10 a té  p a s sa r  em  p e n e ira  60  m esh  (0 ,2 5  m m ). 
Alternativamente, logo após o cozim ento os feijóes foram 
resfriados até atingirem a tem peratura ambiente, após o qual 
procedeu-se á extragáo de proteínas, com o descrito abaixo.

Extragáo das proteínas do feijao
Am ostras cruas e am ostras cozidas liofilizadas. A

ex trac áo das proteínas do feijao cru e tratado térm icamente, 
para a determinagao da atividade inibitória de tripsina, foi 
feita agitando-se, durante 3 horas á tem peratura ambiente, 
um gram a da farinha de feijao  cru ou do feijao  cozido  
liofilizado (60 m esh) em 50 mi de hidróxido de sodio 0,01 
N, com o recom endado por Kakade et al. (7) para derivados 
de soja. A suspensáo foi entáo centrifugada (30.000 g/30 min, 
4°C ) e o sobrenadante utilizado para a determinagáo do teor 
protéico pelo m étodo de Lowry et al. (8 ), usando-se albúmina 
de soro bovino com o padráo. Alternativamente, utilizou-se 
ácido su lfúrico  0,25 N ou água destilada para efe ito  de 
com paragao da capacidade extratora. Para a determinagáo 
da atividade inibitória de tripsina, os extratos foram diluidos 
com água destilada (em geral 1/5, para feijoes cozidos, e 1/ 
10, para feijoes crus), sendo que o extrato ácido teve seu pH 
previam ente ajustado para 8 ,2 .

Amostras cozidas nao liofilizadas. Os feijoes foram

hom ogeneizados juntam ente com a água de cocgáo, durante 
2 a 4 min, com hom ogeneizador tipo Ultra-Turrax (Polytron 
- K inem atica GmbH, Kriens-Luzern, Suíga), logo após o seu 
cozimento. A seguir adicionou-se NaO H de form a a obter-se 
concentragáo final de 0 ,0 IN, e a suspensáo foi m antida sob 
agitacáo por tres horas à tem peratura am biente. Os extratos 
assim  obtidos foram  u tilizados para  a determ inagáo  da 
atividade inibitória de tripsina, após diluigáo 1/5 com água 
destilada.

Atividade inibitória de tripsina
A ativ idade in ib itó ria  de tripsina foi determ inada de 

acordo com Kakade, Simons & Liener (9) usando benzoil- 
DL-arginina-p-nitroanilida (BAPNA) como substrato: 0,2 a
1 , 0  mi das solugóes protéicas foram pipetados, em triplicata, 
e o volume final ajustado para 1,0 mi com água destilada. A 
cada tubo, previam ente acondicionado em banho-m aria a 
37°C, adicionaram -se 1,0 mi da solugáo de tripsina (0,05 
m g/m i de HC1 0,001 N) e, após 5 min., 7,0 mi de BAPNA 
(0,3 mg/ml de tampáo Tris 50 mM , pH 8,2, contendo C aC l2  

20 m M ), p rev iam en te  aq u ec id o  a 3 7 °C . A reagáo  foi 
interrompida após 1 0  min pela adigáo de 1 mi de ácido acético 
30% e a absorbància lida a 410 nm, contra os brancos de 
reagáo aos quais ad ic ionou-se  o ácido  acé tico  antes do 
BAPNA. Urna unidade de tripsina foi definida arbitrariamente 
como um aum ento de 0,01 unidades de absorbància a 410 
nm por 10 mi do meio de reagáo. Alternativamente, utilizou- 
se caseína 1 % em tampáo fosfato 0,1M pH 7,6 com o substrato 
para a tripsina, de acordo com Kakade, Sim ons & Liener 
(9), sendo urna unidade de tripsina definida arbitrariam ente 
como um aum ento de 0 , 0 1  unidades de absorbància a 280 
nm em 20 min por 10 mi do meio de reagáo. Os resultados 
foram expressos com o unidades inibitórias de tripsina (UIT) 
por mg de proteína, sendo urna unidade inibitória responsável 
pela inibigáo de urna unidade de tripsina.

Eletroforese em condigoes dissociantes (SDS-PAGE)
A eletroforese em presenga de dodecil sulfato de sodio 

(S D S -P A G E ) fo i fe ita  de ac o rd o  com  L aem m li (10 ), 
utilizando-se concentragáo de 1 2 % de poliacrilam ida para o 
gel de separagáo e sistema de eletroforese M ini-Protean II 
da Bio-Rad. Os géis foram corados com Coom assie Blue R. 
O padrào de peso m olecular utilizado foi o Dalton M ark VII- 
L, da Sigma Chem. Co. (St. Louis, E.U.A.), que consiste de 
a-lactalbum ina (14,3 kDa), inibidor de tripsina de soja (20,1 
kDa), tripsinogénio (24 kDa), anidrase carbònica (29 kDa), 
gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (36 kDa), album ina de 
ovo (45 kDa), e albumina bovina ( 6 6  kDa).

Eletroforese em condigòes nativas com revelagào para 
inibidores de tripsina

A eletroforese em condigòes nativas foi realizada de
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acordo com o método de Davis (11), em gel de poliacrilamida. 
A revelaçâo dos inibidores de tripsina nos géis foi feita de 
acordo com Uriel & Berges ( 12). Após a corrida, a placa foi 
incubada com soluçâo de tripsina (5 m g/100 mi de tam pào 
fosfato 0,05 M, pH 7,4), durante 20 minutos. A seguir, esta 
foi lavada très vezes com água destilada. Adicionou-se à placa 
soluçâo contendo  4,7 m g de N -acetil-D L -fen ilalan ina-P - 
n a f ti le s te r  d isso lv id o s  em 2  mi de d im e tilfo rm a m id a , 
misturados, na hora do uso, a 18 ml de tampào fosfato 0,05 
M pH 7,4 contendo 20 mg de o-dianisidina-tetrazotizada. 
A pós 30 m in a p laca  foi lavada com  água  d es tila d a  e 
escaneada com  densitòm etro GS 700 da Bio-Rad (M olecular 
A nalyst Software).

RESULTADOS E DISCUSSÂO

Atividade inibitòria de tripsina de feijóes cozidos
A m o stra s  do  fe ijà o  C a rio c a  fo ram  su b m e tid a s  ao 

c o z im e n to  em  ág u a  d e s tila d a  em  c o n d içô e s  v a riad as , 
previam ente deixadas de m olho por 14 horas ou nào. Os 
resultados (Tabela 1) m ostraram que, mesmo para tempos de 
aquecim ento superiores aos necessários para tornar o feijào 
palatável (m olho e autoclave 15’ ou apenas autoclave 30’), 
ainda se observava urna alta atividade inibitòria de tripsina. 
Em geral, observou-se urna maior inativaçâo para os feijóes 
deixados previam ente de m olho, em bora o m olho por si só 
nào pareça ter efeito na reduçâo do teor de inibidores. O 
tra tam e n to  té rm ico  em te m p era tu ra s  de au to c lav ag em  
m ostrou-se mais eficiente que a 100°C, sendo que 15 e 30 
min em autoclave corresponderán! a 1 hora a 100°C, em bora 
tem pos bem superiores aos necessários para tornar o feijào 
pala tável a inda  tenham  deixado  urna ativ idade residual 
significativa (23 a 30%, para 121°C por 1 hora).

Esses resultados váo em desacordó com os obtidos por 
outros autores (13,14), que em geral observaram 1 0 0 % de 
inativaçâo após 30 minutos de autoclavagem do feijào. Desta 
form a, os a ltos valo res de a tiv idade  in ib itò ria  residua l 
encontrados, para todos os tratam entos térm icos testados, 
indicaram  que estes poderiam  ser decorrentes de artificios 
da m etodologia utilizada e nao de inibiçâo específica. Sendo 
assim, a atividade inibitòria de tripsina das mesmas am ostras 
foi determ inada de acordo com  variaçôes do m étodo de 
Kakade, Sim ons & Liener (9), incluindo tipo de substrato 
utilizado para a tripsina e meio extrator para os inibidores, e 
estudou-se a possível interferencia de com postos polifenólicos 
e co n d içô es de p rep a ro  da am ostra . Os re su ltad o s  sáo 
apresentados a seguir.

TA BELA  1
Atividade inibitòria de tripsina de feijóes Carioca cozidos

UIT/mg proteina Atividade 
residual (%)

Feijâo cru 62,1 ± 1 , 2  a 1 0 0

Feijào deixado de molho 67,1 ± 2,8 b 1 0 0

Feijào autoclavado 30 min 37,7 + 2,7 e 60,7

Feijâo autoclavado lh 18,4 ± 2,5 d 29,6

Feijâo 100°C/lh 38,7 ± 1,4 e 62,3
Feijào deixado de molho 
e autoclavado 15 min 28,4 ± 0,6 e 42,3
Feijâo deixado de molho 
e autoclavado 30 min 28,2 ± 0 , 6  e 42,0
Feijâo deixado de molho 
e autoclavado 1 h 15,3 ±0,7  d 2 2 , 8

Feijâo deixado de molho 
e cozido 100°C/lh 29,9 +0,3 r 44,6

Obs. Os feijóes foram deixados de molho em água destilada (1:9) 
por 14 horas, após o qual a água foi descartada. Após nova adifáo 
de água destilada (1:9), os feijóes foram cozidos, liofilizados com 
a água de coc§ào, e hom ogeneizados. Os resultados sao 
apresentados na forma de mèdia ± desvio padrao. Médias com 
letras iguais nào sào significativamente diferentes (P<0,05). UIT. 
Unidades inibitórias de tripsina.

Substrato sintético x substrato natural (caseína)
Urna das críticas feitas ao m étodo que utiliza BAPNA 

com o substrato para a tripsina é que, por se tratar de um 
substrato sintético, nào representaria a situaqáo real, sendo 
que substratos naturais seriam mais adequados para avahar 
a influencia da p resen ta  desses inibidores em alimentos sobre 
a u tilizarlo  de nutrientes in vivo. Para efeito de co m p arad o , 
a determinaqáo foi repetida para duas am ostras de feijào sem 
e duas am ostras com  tratam ento térm ico, u tilizando-se a 
caseína com o substra to  para a tripsina , de acordo  com  
Kakade, Simons & Liener (9). Os resultados podem ser vistos 
na Tabela 2 e confirm am  os obtidos através do m étodo com 
BA PNA , ou se ja , co n tin u o u  sendo  d e tec tad a  urna alta 
atividade inibitòria de tripsina residual nos feijóes tratados 
term icamente, sendo que com  a caseína com o substrato esses 
valores foram  inclusive m aiores. N ào houve diferenqas 
significativas na atividade inibitòria do feijào cru ou apenas 
deixado de m olho determ inada através dos dois métodos.
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TABELA 2
Atividade inibitoria de tripsina do feijào Carioca 

determ inada pelo m étodo da caseina

UIT/mg proteina Atividade 
residual (%)

Feijâo cru 58,8 ± 4,9 a

Feijâo deixado de molho 6 8 , 8  + 4 ,0  b 1 0 0

Feijâo deixado de molho
e autoclavado 15 min 33,8 + 3,1 c 49,1
Feijâo deixado de molho
e autoclavado 30 min 35,3 ± 3,1 c 51,3

Os resultados sâo apresentados na forma de média ± desvio padrao. 
Médias com letras iguais nao sâo significativamente diferentes 
(P<0,05). UIT. Unidades inibitórias de tripsina.

Interferencia de compostos polifenólicos
Os com postos polifenólicos encontrados na casca do feijao 

sao te rm o -e s tá v e is  e, seg u n d o  F e rn án d e z  et al. (15), 
parcialm ente responsáveis pela atividade inibitòria de tripsina 
de feijóes crus e, principalm ente, de feijóes cozidos, onde os 
inibidores protéicos se encontrariam  desnaturados e portanto 
¡nativos. Para avaliar a interferencia desses com postos nos 
valores encontrados determ inou-se a atividade inibitòria de 
tripsina de farinha de feijóes descascados manualm ente, antes 
e após tratamento térmico. Com o se observa na Tabela 3, os 
feijóes descascados apresentaram  urna atividade inibitòria 
de tripsina levemente m aior que a de feijóes inteiros (compare 
com Tabela 1), e esta nao se alterou após aquecim ento da 
farinha a 100°C/15 min, indicando que a inibifáo de tripsina 
d ev ida  aos co m p o sto s p o life n ó lico s  da casca  nao está  
envolvida. Os valores mais elevados de atividade resultariam 
da co n cen trad o  dos inibidores no cotilèdone com a retirada 
da casca. Confirm ando estes resultados, a atividade inibitòria 
de tripsina do extrato obtido a partir da farinha de feijóes 
descascados, ao qual ad ic ionou-se  tan inos condensados 
purificados a partir da casca, nao diferiu significativamente 
da encontrada para o extrato sem taninos (Tabela 3). Esses 
resultados dem onstram  que, pelo menos no caso do feijao 
C arioca, os com postos po lifenó licos da casca nao estáo 
im plicados no efe ito  in ib itò rio  de p ro teases observado, 
con trariando  os resu ltados de Fernández et al. (15). No 
en tan to , W eder & Telele (16) tam bém  observaram  urna 
a tiv id a d e  in ib itò r ia  de p ro tea ses  em geral m a io r para  
cotilédones em com paragáo com o feijao inteiro e, após urna 
sèrie de estudos da atividade inibitòria de m isturas contendo 
co tilédones e casca  em d ife ren tes  proporgóes, tam bém  
concluíram que os taninos ou outros com ponentes da casca 
nào contribuem para a i n ib i to  de tripsina e quim otripsina 
hum anas ou bovinas.

TABELA 3
Atividade inibitòria de tripsina da farinha de feijao Carioca 

descascado determ inada pelo m étodo do BAPNA

UIT/mg proteina

Farinha crua 71,1 ±0,9  a

Farinha 100 °C/15 min 1 72,0 + 3,1 a
2

Farinha crua + tanino 68,2 ± 2,9 a

Os resultados sâo apresentados na forma de média ± desvio padrao. 
Médias com letras iguais nâo sâo significativamente diferentes 
(P<0,05). UIT. Unidades inibitórias de tripsina. 1. Suspensáo de 
farinha em água destilada (1:9 m/v) liofilizada após o aquecimento. 
2. Mistura farinha: taninos condensados (purificados a partir da 
casca) na proporçâo de 100 mg de farinha para 1,3 mg de taninos.

Extraçâo dos inibidores de tripsina
Tanto o m étodo oficial da “A m erican A ssociation  o f 

Cereal Chem ists” (17) com o o da “American Oil Chem ists’ 
Society” (18) para determ inaçâo da atividade inibitòria de 
tripsina em soja e derivados se baseiam no m étodo proposto 
por Kakade et al. (7), onde a extraçâo das am ostras é feita 
com NaOH 0,01 N (1 :50 p/v) durante très horas à tem peratura 
ambiente. Por outro lado, o método proposto por M ueller & 
W eder (19) utiliza H ,S 0 4 0,25 N  (1 :20 p/v) durante urna hora 
à tem peratura am biente. Dessa forma, a variaçâo encontrada 
na atividade inibitòria de tripsina residual pode ser decorrente 
de diferenças na capacídade extratora dessas soluçôes.

A Tabela 4 m ostra a capacidade extratora do NaOH 0,01 
N , do  H 2 S 0 4 0 ,25  N e d a  H ,0  e a F ig u ra  1 o p e rfil 
eletroforético das proteínas extraídas (poços 1 a 7). Para os 
feijóes que nâo foram  subm etidos a tratam ento  térm ico 
observa-se que a maior capacidade extratora foi a  do NaOH, 
nâo havendo diferença entre a quantidade total de proteínas 
extraída pela água e pelo ácido sulfúrico. Após tratamento 
té rm ico  houve urna queda d rás tica  na so lu b ilid ad e  das 
proteínas, sendo que o NaOH continuou apresentando a m aior 
capacidade de extraçâo (26,5 e 50%  m aior que a do H ,S 0 4 e 
da H 20 ,  respectivam ente), porém  84% m enor que para o 
feijâo cru.

Quando a atividade inibitòria de tripsina foi determ inada 
nesses extratos obtidos a partir do feijâo cru, usando-se o 
m étodo  do BA PN A  trad ic io n a l, nâo foram  encon tradas 
diferenças entre os valores obtidos para o extrato em NaOH 
e H ,S 0 4, porém urna atividade inibitòria de tripsina cerca de 
25%  m enor foi encontrada para o extrato em H ,0 . Esses 
resultados mostram que, apesar da maior capacidade extratora 
do NaOH e da m esm a capacidade de extraçâo observada para 
o H jS 0 4 e a H 2 0 ,  o perfil de proteínas extraídas é diferente, 
o que foi confirm ado através de eletroforese (Figura 1). No 
caso  do fe ijâo  cozido , tam bém  observam os urna m aior
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atividade inibitòria de tripsina para os extratos em NaOH, 
cerca de duas a très vezes a encontrada para os extratos em 
água. O ex tra to  em H ,S 0 4, no en tan to , nào ap resen tou  
ativ idade. m esm o quando  a determ inagào  foi feita  sem 
d i lu i t o  prèvia.

TABELA 4
Capacidade de extragào das proteínas do feijào de 

diferentes solugòes

% proteínas totais extraídas 
NaOH 0,01 N H ,S04 0,25 N H.O

Feijao cru 93,2 a 65.5 b 66.3 b
Feijào molho 14 h
100"C/i h 15,1 c 11.1 d 7,5 e

Obs. Todas as extraçôes foram realizadas na razào 1:50 (p/v) por 
très horas à temperatura ambiente, para efeito de comparaçâo. Os 
resultados representam a média de duplicatas. Médias com letras 
iguais nâo sào significativamente diferentes (P<0,05).

FIGURA 1
Perfil eletroforético em SDS-PAGE (12% ) das proteínas 
extraídas por diferentes soluçôes a partir do feijào cru e 

cozido. Poços 1 a 3: feijào cru. 1. Extrato em NaOH 0,01 
N; 2. Extrato em H4S 0 4 0,25 N; 3. Extrato em H ,0 ; 4. 

Padrâo de peso molecular; Poços 5 a 7: feijào deixado de 
molho 14 h e cozido 100 "C/l h (liofilizado). 5. Extrato em 
NaOH 0,01 N; 6. Extrato em H ,S 0 4 0,25 N; 7. Extrato em 
H ,0 ; Poços 8 a 10: feijào deixado de molho 14 h, cozido a 

100 “C /l h, e extraído logo após o cozimento. 8. Extrato 
em NaOH; 9. Extrato em H ,S 0 4 0,25 N; 10. Extrato em

H 20

L
1 2 3 4 5 6  7 8 9 10

Esses resu ltados dem onstram  a g rande variagào nos 
valores de atividade inibitòria de tripsina residuai de feijòes 
cozidos que sào obtidos utilizando-se diferentes solugòes 
ex tra to ras: quando  se u tiliza  àlcali, ativ idades residuais

elevadas sào detectadas (28 a 35% ), já  com  água, apenas 
cerca de 16%, e com  ácido sulfúrico, nào sào detectadas 
atividades residuais. A m enor atividade encontrada para o 
extrato em água obtido a partir do feijào cru dem onstra que 
a água nào extrai os inibidores de form a eficiente e que esses 
extratos sào portanto inadequados para a d e te rm in a lo . Em 
relagào ao feijào cozido, as diferengas en tre os extratos 
obtidos em NaOH e H2S 0 4 sugerem a ocorrència de artificios 
da tècnica, os quais tentou-se determinar.

Um  pon to  in v estig ad o  foi a u tiliza cà o  de ex tra to s  
previamente centrifugados ou nào. De acordo com Kakade et 
al. (7) nào há diferengas significativas entre a atividade inibitòria 
de tripsina de extratos de soja crua em NaOH, previamente 
centrifugados ou nào. No entanto, os autores observaram que, 
para amostras submetidas a tratamento témjico, a atividade 
detectada em extratos nào-centrifugados era maior, e sugeriram 
que o método detectaría a atividade de inibidores de tripsina 
insolubilizados pelo aquecimento. Similarmente ao relatado 
pelos autores, no caso do feijào cru nào houve diferengas entre 
os v a lo res  de a tiv id a d e  en c o n tra d o s  p a ra  os ex tra to s  
centrifugados ou nào (Tabela 5), tanto em NaOH corno em 
H ,S 0 4 e H ,0 . Já para os feijòes cozidos, encontrou-se urna 
atividade residuai maior para o extrato nào-centrifugado, em 
comparagào com o centrifugado, apenas para o extrato em 
NaOH. Isso indica que, ao contràrio do sugerido por Kakade 
et al. (7), nào è a atividade de inibidores insolúveis que está 
sendo detectada, já  que nào houve diferengas para os extratos 
em H .S O ,e H.O.

2 4 2

TABELA 5
Atividade inibitòria de tripsina determ inada em diversos 

extratos obtidos a partir do feijào cru e cozido

NaOH 0,01 N
UlT/mg prot.total 

H2S 0 4 0,25 N H:0

Feijao cru
-extrato centrifugado 81,1 ± 5,8 a 76,5 + 0,7 a 60,4 + 4,2"

-extrato sem centrifugar 8 0 ,9 +  1,9 a 77,7 ± 8,4 a 60,5 ± 1.2 h
Molho 14h e 100 "C/lh
-extrato centrifugado 22,7 ± 0 .7 c n.d. 9 ,7 + 4 ,7  d

-extrato sem centrifugar 28,5 ± 0 ,8 c n.d. 10,0 ± 0.6 d

Obs. Todas as extraçôes foram realizadas na razào 1:50 (p/v) por très horas à 
temperatura ambiente. O extrato em H ,S 0 4 teve seu pH previamente ajustado 
para 8,2 antes da determinaçào. Os extratos foram utilizados antes e após 
centrifugaçâo (10.000 g/30 rnin). Os resultados sao apresentados na forma 
de média ± desvio padrào. Médias com letras iguais nâo sao significativamente 
diferentes (T<0,05). n.d.: atividade nâo detectada. U1T. Unidades inibitórias 
de tripsina.

Efeito da liofilizaçâo das amostras
Neste estudo as am ostras de feijào foram  deixadas de 

molho e submetidas a tratam ento térmico, após o qual elas
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foram liofilizadas e hom ogeneizadas (vide Mat. e Mét.). As 
am ostras assim obtidas foram  m antidas em freezer até o 
momento da extraído e determinaqáo da atividade inibitória 
de tripsina. Para verificar se esse processo poderia interferir 
nos resultados obtidos, as d e te rm in a re s  foram repetidas para 
am ostras de feijao logo após o seu cozim ento. conform e 
descrito em Mat. e Mét. A atividade inibitória de tripsina foi 
determ inada antes e após centrifugando do extrato (10000 g/ 
30 min). Os resultados obtidos, assim com o a quantidade de 
p ro te ína  ex tra ída, se encon tram  na Tabela 6, e o perfil 
eletroforético dos extratos na F igura 1 (poqos 8 a 10). A 
atividade inibitória de tripsina residual encontrada no extrato 
em NaOH (19%) foi cerca da metade da encontrada para a 
a m o s tra  lio fi 1 iz ad a , a p e sa r  de te rem  sido  e x tra íd a s  
quantidades sim ilares de pro teína, com  o m esm o perfil 
eletroforético. Ainda, nao se obteve urna maior inibigao de 
tr ip s in a  q u an d o  se u til iz o u  o ex tra to  em  N aO H  sem  
centrifugar em com parando com o centrifugado, com o no 
caso das am ostras liofilizadas. O ácido sulfúrico (0,25 N) 
apresentou capacidade extratora sim ilar á do hidróxido de 
sodio, e novam ente nao foi detectada atividade inibitória 
residual nesse extrato.

TABELA 6
Atividade inibitória de tripsina determ inada em feijao 

Carioca logo após o seu cozim ento (100°C /I h)

UlT/mg prot. Total

extrato centrifugado 12,8 ± 0,7a

extrato sem centrifugar 12,3 ± 0,1a
% proteína total extraída 10,5

Obs. As extraçôes foram realizadas na razào 1:20 (p/v) com NaOH 
0.01N por très horas à temperatura ambiente. Os extratos foram 
utilizados antes e após centrifugaçâo (10.000 g/30 min). Os 
resultados sao apresentados na forma de média ± desvio padráo. 
Médias com letras iguais nao sao significativamente diferentes 
(P<0,05). UIT. Unidades inibitórias de tripsina.

Para confirm ar esse efeito da liofilizaçâo das amostras 
determ inou-se  a ativ idade in ib itó ria  de trip sina  de oito 
variedades d iferen tes de feijao, antes e após cozim ento, 
liofilizadas ou nào, através dos dois m étodos, utilizando 
case ína  ou BAPNA com o substra to  para a tripsina . Os 
resultados se encontram  na Tabela 7. A m aior atividade 
inibitória de tripsina dos feijôes crus, encontrada através dos 
dois métodos, foi a da variedade Carioca Mg. Excetuando- 
se o fe ija o  E m g o p a  201 cru , os va lo re s  de a tiv id a d e  
encontrados com BAPNA foram significativamente maiores 
que os encontrados com caseína.

TABELA 7
Atividade inibitória de tripsina determ inada em feijóes 
crus e autoclavados (12T'C /15 min), logo após o seu 

cozim ento ou após liofilizaçâo

Feijao UIT/mg de proteína total
Cru Autoclavado 121 "C /15 min

fresco liofilizado
Caseína BAPNA Caseína BAPNA BAPNA

Aporé 79.4 ± 1.4 89.4 ±1.1 1.5 ± 0 .2 14.1 + 0.6 33.0 + 0.4
Carioca Mg 110.4 ± 5,3 131,6 ± 1,0 n.d. 10.1 + 1.0 48.0 + 2.8
Emgopa 201 107.5 ± 1 .8 93,7 ± 4.0 1,3 ± 0,1 20.7 ± 0,4 58,2 4- 3.5
Jalo Precoce 84.4 ± 3,2 100.5 + 3.6 n.d. 10.4 + 0,5 37,5 + 1.6
Roxo 90 75.6 + 6,5 88.9 ± 2 .7 0,9 ± 0 ,3 15.7 + 1.4 33.5 ± 2,7
RioTibagi 86.7 ± 3 ,9 97,6 ± 3 .5 n.d. 13,8 ± 1.3 32,7 + 1,1
Xamego 81,0 + 3,1 120,2 ± 1,6 n.d. 15,2 + 1,2 42,5 + 3.4
Satira 94,4 + 3,6 108,7 ± 4 .8 n.d. 14,2 + 0,8 37.0 ± 1,4

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

A atividade inibitória residual após autoclavagem (121 “C/ 
15 min) foi extrem am ente variável de acordo com o estado 
da am ostra e com o m étodo utilizado. Para as am ostras que 
fo ram  lio f il iz a d a s  após o c o z im e n to  e n c o n tra ra m -se  
atividades residuais entre 33 e 38% da atividade original, 
excctuando-se o feijao Em gopa 201, para o qual foi de 62%, 
utilizando-se BAPNA com o substrato. No entanto, para as 
amostras analisadas logo após a cocqáo as atividades residuais 
foram bem menores, situando-se entre 8% (Carioca Mg) e 
22%  (E m g o p a  2 0 1 ) d a  a t iv id a d e  o r ig in a l.  
Surpreendentem ente, quando a determ inaqáo foi realizada 
usando-se o m étodo da caseína, atividades de no máximo 
2% da atividade original foram detectadas. A Tabela 8 mostra 
que a quantidade de proteína extraída a partir do feijao cozido, 
lio f il iz a d o  ou nao , fo i s im ila r  e p o rtan to  nao  e s ta r ía  
relacionada as diferengas de atividade residual encontradas.

TABELA 8
Capacidade extratora de proteínas do feijao cru e cozido 

por NaOH 0 ,0 1N

Feijao % de proteína extraída*
feijao cru feijao autoclavado 121 °C/15 min.

f r e s c o  l i o f i l i z a d 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 24,9
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 
proteína dos feijôes foi determinado através do método de Kjeldahl 
(Mat. Mét.).
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De acordo com os resultados obtidos pelo m étodo da 
caseína, os in ib idores de tripsina  seriam  com pletam ente 
in a liv ad o s com  o c o z im e n to  dos fe ijò es , co n trà rio  ao 
encontrado pelo m étodo do BAPNA. Desta forma, os extratos 
das am ostras cozidas foram subm elidos à eletroforese ent 
condiijòcs nào-dissociantes e revela^ào para inibidores de 
tripsina (Figura 2). Nesta técnica, após a corrida eletroforética. 
o gel de poliacrilam ida é imerso em s o lu t o  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 com posto colorido. Nas 
regiñes correspondentes às bandas do inibidor de tripsina isto 
nào ocorre, e as bandas se mostram translúcidas contra um 
fundo rosa. De acordo com Genovese & Lajolo (5), o método 
apresenta grande sensibilidade e permite checar se os valores 
residuais de ativ idade in ib ito ria  encon trados através do 
método espectrofotom étrico sào de fato devidos à presenta 
de inibidores ativos.

FIGURA 2
Eletroforese em gel de poliacrilam ida dos extratos em 
NaOH 0 ,0 IN obtidos a partir de feijòes 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. Em gopa 201 (68 pg), 8. Safira (67 pg), 9 e 10: 
Feijòes crus, 9. Em gopa 201 (6 pg), 10. Roxo 90 (1 Ipg).

Obs: Os números entre parènteses representam a 
quantidade total de proteina aplicada

Já para os feijdes Carioca cozidos e liofilizados. a técnica 
m ostrou a presen ta de inibidores ativos, com perfil similar 
ao dos inibidores presentes no feijáo Carioca cru, embora 
urna quan tidade m uito  superio r de p ro te ína  tenha sido 
aplicada e os perfis tenham perdido nitidez á m edida que se 
aum entou a intensidade do tratamiento térm ico (Figura 3). 
Esses resultados sugerem que eventuais rea^oes, tais como 
com plexagao com outros com ponentes do feijáo, sofridas 
pelos inibidores de tripsina durante o aquecim ento e que 
levam  á sua inativagáo, seriam  p arc ia lm en te  revertidas 
durante a liofilizaijao das amostras. Este é o prim eiro relato 
da interferencia da liofilizaqáo na avaliagáo da atividade 
inibitória 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 superestim ados já  que nos géis de 
poliacrilamida, mesmo aplicando-se quantidades de proteína 
até sete vezes maiores, nao se observam bandas com a mesma 
intensidade das observadas para as amostras cruas.

FIGURA 3
Eletroforese em gel de poliacrilam ida dos extratos em 

NaOH 0 ,0 1N obtidos a partir de feijáo Carioca cozido e 
liofilizado, revelada para inibidores de tripsina. 1. 

Controle: feijáo deixado de molho (12 pg), 2. Feijáo 
deixado de molho e cozido 100°C/1 h (62 pg), 3. Feijáo 
cozido 100“C /lh  (56 pg), 4. Feijáo deixado de molho e 

autoclavado 15 ntin (84 pg), 5. Feijáo autoclavado 30 min 
(64 pg), 6. Feijáo deixado de molho e autoclavado 30 min 

(67 pg); 7. Feijáo autoclavado 1 h (70 pg), 8. Feijáo 
deixado de molho e autoclavado 2 h (127 pg), 9 Feijáo cru 

(10 pg), 10. Feijáo autoclavado 2 h (152 pg). Obs: Os 
números entre parénteses representam a quantidade total 

de proteína aplicada

A F ig u ra  2 m ostrou  que, m esm o quando  ap licadas 
quantidades elevadas de proteína no gel de eletroforese (cerca 
de dez vezes maiores que as utilizadas para o feijáo cru), náo se 
observou inibigáo de tripsina  para as am ostras de feijáo 
analisadas logo após o cozimento. Esses resultados demonstram, 
portanto, que os valores de atividade residual obtidos através 
do método da caseína estáo mais próximos da realidade que os 
obtidos utilizando-se BAPNA como substrato.

1 2 3  4 5  6 7 b 9 10
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Efeito do pH  do meio de reacao
A té c n ic a  de re v e la c á o  dos in ih id o re s  em gel de 

p o liacrilam ida dem onstrou  que os valores de ativ idade 
residual ob tidos u tiliza n d o -se  B A PNA  com o substra to  
resultavam  de in ib icao nao específica . Com o o m étodo 
descrito por Kakade et al. (7) nao m enciona ajuste de pH 
dos extratos alcalinos e tanto as diluiqoes com o o acertó do 
volunte de reaqao sao feitos com água, as determ inaqoes 
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 
determ inacoes de atividade residual de feijoes cozidos foram 
repetidas acertando-se o pH dos extratos para 8,2 e realizándo­
se as diluiqoes e o acertó do volunte de reagao com o tampao 
Tris 50 mM, pH 8,2. Os resultados obtidos tanto para os 
feijoes ana lisados logo  após o coz im en to  com  para os 
lio f i l iz a d o s  sao  a p re se n ta d o s  na T ab e la  9 e fo ram  
significativam ente in ferio res aos ob tidos orig inalm ente. 
Entbora os valores obtidos para os feijoes liofilizados lenham 
sido em  gera l m a io res  que os o b tid o s para os feijoes 
analisados logo após o cozim ento, corresponderán! a menos 
de 5% da atividade dos feijoes crus, o que parece estar de 
acordo com o observado através da técnica de revelaqao dos 
inihidores em gel de poliacrilam ida (Figura 4). Já para os 
feijoes analisados logo após o cozimento, valores similares 
de atividade residual nao corresponderán! ao observado pela 
análise dos géis (Figura 2), indicando tratar-se de inibiqáo 
nao específica, sim ilar ao relatado por Genovcse & Lajolo
(5) para produtos derivados de soja.

TABELA 9
Atividade inibitória de tripsina de feijoes cozidos 

(121 °C /15 min) determ inada controlando-se o pH do meio 
de reaqao

Feijao UIT/m g de proteína total
Fresco liofilizado

Aporé 2.9 ± 0.0 4,0 ± 0.3
C arioca Mg 3,2 ± 0.0 4,7 ± 0,4
E m gopa 201 4.8 ± 0.1 2.9 ± 0,1
Jalo Precoce 2.2 ± 0 ,1 4.4 ± 0.4
Roxo 90 3 .0 ± 0 .I 3,5 ± 0.2
Rio Tibagi 2.1 ± 0 .1 2.8 ± 0.3
X am ego 4.1 ± 0 ,1 3.3 ± 0 .1
Safira 3.9 1 0 ,1 4,3 ± 0.2

Os resultados sao apresentados na form a de m edia ±  desvio padráo. 
UIT. Unidades inibitórias de tripsina.

FIGURA 4
Eletroforese em gel de poliacrilamida dos extratos em 
NaOH 0 .0 1N 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. 

Em gopa 201 (86 ug). 4. Xamego (74 ¡ug), 5. Roxo 90 (85 
ug). 6. Carioca Mg (76 ug): 7. Rio Tibagi (86 ug). 8.

Satira (51 ¡ug). Obs: Os números entre parénteses 
representam a quantidade total de proteína aplicada

1 2 3  4  5 6 7 8

Este estudo mostrou que pode haver urna grande variaqao 
nos resultados de atividade inibitória de tripsina residual de 
feijoes submetidos a tratamiento térm ico de acordo com os 
diferentes m étodos utilizados no tratam ento da am ostra e 
para a extraqao dos inihidores. As diferenqas encontradas 
nos valores de atividade inibitória de tripsina residual parecem 
b astan te  im portan tes já  que podem  sig n ificar erro s  na 
avaliaqáo da adequabilidade de processos visando ehm inaqao 
dos inihidores, assim como da ingestáo dessas substancias 
pelo homem. Em bora a liofilizaqáo das amostras submetidas 
a tratamento térm ico possa apresentar facilidades técnicas, 
este estudo mostrou ser mais adequada a determinaqáo da 
atividade residual logo após o preparo do feijao. por ser o 
modo mais próximo da situaqáo real de consumo do feijao 
pelo homem. Neste caso, encontrou-se urna atividade residual 
de no máximo 5% da atividade inibitória de tripsina original, 
valor que parece resultar de inibiqáo nao específica.

C O N C L U SÒ E S

As etapas críticas para avaliaqáo da atividade inibitória 
de tripsina residual em feijoes cozidos, através do método 
de Kakade et al. (7) utilizando BAPNA com o substrato, sao 
relativas ao preparo da amostra e ao pH do meio de reaqao. 
A extraqao dos inihidores cm soluqáo de NaOH 0 .0 1 N, por
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très horas à tem peratura am biente, m ostrou-se adequada, 
porém os extratos devem ter o seu pH ajustado para 8,2 antes 
da d e te rm in a çâ o . O s teo re s  re s id u a is  de ce rca  de 5%  
encontrados em feijôes autoclavados por 15 min, através da 
utilizaçâo de substrato sintético (BAPNA) para a tripsina, 
sào devidos a inibiçào inespecifica, como demonstrado através 
de eletroforese em gel de poliacrilam ida corn revelaçâo para 
inibidores de tripsina. Esses resultados indicam a necessidade 
de padronizaçâo  de cada estâg io  em cada m aterial a ser 
analisado para efeito de contrôle.
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