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RESUMO

O presente trabalho teve por objetivo verificar se a marcagdo com
nitrogénio 15 (*°N) de feijdo integral, liofilizado, marcado isotopicamente com
1,385 atomos%, é a mesma na proteina e fracoes protéicas extraidas do feijao,
assim como verificar a diluicao isotépica do °N ocorrida na digestibilidade in vitro,
pela autodigestao das enzimas utilizadas. As proteinas foram extraidas com NaCl
0,5M em pH 7,0. Na avaliacdo da digestibilidade in vitro, utilizou-se o método da
hidrolise pela pepsina mais pancreatina.

As marcacoes isotépicas na farinha integral de feijao, o extrato protéico total,
a fracdo globulina e a fracdo albumina foram, respectivamente: 1,394+0,011;
1,403+0,012; 1,399+0,007 e 1,399+0,028 atomos% de '°N, ndo sendo encontrada
diferenca estatistica entre as mesmas (P>0,05). Entretanto, foram encontradas
diferencas significativas (P<0,05) entre as marcac6es acima citadas e a marcacao
isotépica encontrada para o residuo da extracdo, que foi de 0,969+0,084 e o
nitrogénio originalmente soluvel, que apresentou um valor de 0,923+0,007
atomos% "°N.

O digerido da farinha integral apresentou um valor de 1,026+0,014 atomos%
de N, o que indica que efetivamente ocorreu autodigestdo relativamente alta das
enzimas utilizadas para a obtencao da digestibilidade in vitro, uma vez que nao
estdo marcadas e, consequientemente, foram em parte responsaveis pela diluicao
isotopica encontrada. A diluigdo isotopica encontrada nas substancias
nitrogenadas existentes no digerido do branco da farinha integral, indicou que tais
substancias sdao marcadas em menor magnitude do que o proprio grao e suas

proteinas, o que também influiu no resultado do digerido da farinha integral. O
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digerido do extrato protéico total apresentou um valor de 1,067+0,009. Os valores
estdo indicando a existéncia de diluicao isotépica dos digeridos da farinha integral
e do extrato protéico total, em relacdo a marcacao isotépica da farinha e fracdes
protéicas originais, aparentemente devido a autodigestdo das enzimas e, em
parte, ao nitrogénio originalmente soluvel da amostra, conforme descrito.

A fim de monitorar os processos de extracdo e fracionamento das proteinas,
foi determianda a metionina disponivel in vitro, utilizando-se a reacdo do
nitroprussiato de sodio. Os valores encontrados foram: farinha integral 0,30+0,04;
extrato protéico 0,41+0,01; albumina 0,37+0,01 e globulina 0,41+0,05 g/100g
proteina, que estdo de acordo com resultados usualmente encontrados na
literatura.

Como conclusdo geral, péde ser inferido que os indices de qualidade
protéica, como a digestibilidade e o valor bioldégico por balangco de nitrogénio e
diluicao isotopica, nao serdo afetados no caso de proteinas extraidas do feijao
com NaCl 0,5M, uma vez que a marcacao isotépica ('°N) da farinha integral e
fracOes protéicas nao diferiram (p > 0,05). No caso de se trabalhar com farinhas
integrais, estes indices poderdao apresentar resultados irreais, uma vez que as
marcacgdes isotopicas tanto do nitrogénio do residuo de extragdo como do

nitrogénio originalmente soluvel foram menores.
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ABSTRACT

The aim of the present work was to verify if the isotope labelling with nitrogen
15 (®N) obtained in whole lyophilized beans, which had been labelled isotopically
with 1.385% of '°N atoms of the total, was the same in the protein and protein
fractions extracted from the beans. The aim was also to verify isotopic dilution of
®N, which occurs during in vitro digestibility through selfdigestion of the enzymes
used. Proteins were extracted using 0.5M NaCl at pH 7.0. In order to assess
digestibility in vitro the hydrolysis method was applied using pepsin plus
pancreatine.

The isotope labelling of the whole bean flour, the total protein extract, the
globulin fraction and the albumin fraction were, respectively: 1.394+0.011;
1.403+0.012; 1.399+0.007 and 1.399+0.028% of '°N atoms. No statistical
difference was found between these data (P>0.05). Nevertheless, significant
differences (P<0.05) were found between the isotopic labelling mentioned above
and those found for the extraction residue which was 0.969+0.084 and the original
soluble nitrogen which showed a value of 0.923+0.007% "°N atoms.

The in vitro digested part of the whole flour showed a value of 1.026+0.014
atoms of "°N, which indicates a relatively high selfdigestion by the enzymes used in
the in vitro digestibility, since they had not been labeled and consequently were in
part responsible for the isotopic dilution found. The isotopic dilution found in the
nitrogen substances of the blank of the digested whole flour showed that such
substances were less marked than the grain and its proteins which also had an

influence on the digested fraction of the whole flour. The digested fraction of the
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total protein extract showed a result of 1.067+0.009. The values pointed out to the
occurrence of isotopic dilution of the digested fractions of the whole flour and the
total protein extract, in relation to the isotope label of the original flour and protein
fractions, which is apparently due to selfdigestion by the enzymes used and to the
original soluble nitrogen as a flour, as already described.

In order to control the extraction and fragmentation processes of proteins, the
in vitro methionine available was determined, using the reaction of sodium
nitroprusside. The values found were: whole flour 0.30+0.04; protein extract
0.41+0.01; albumin fraction 0.37+0.01 and globulin fraction 0.41+0.05 g/100g
protein, which correspond to results usually found in the literature.

Concluding, it can be inferred that the protein quality indexes, such as
digestibility and biological value using nitrogen balance and isotopic dilution, will
not be affected in the case of bean proteins extracted by 0.5M NaCl, since isotopic
labelling (*°N) of the whole flour and protein fractions did not differ (p>0.05).
However, in the case of whole flours, these indexes might produce false results,
since the isotope labelling of both residual nitrogen extraction and the original

soluble nitrogen were lower than those referred above.
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1 INTRODUCAO

O género Phaseolus, da familia Leguminosae, inclui espécies conhecidas
como feijdo, sendo originario da Asia Tropical e da América Latina, mais
particularmente dos planaltos do México e da Guatemala, do Peru, montanhas do
norte ocidental da Argentina e do pantanal do Mato Grosso, no Brasil. Durante
muito tempo acreditou-se que o feijio era originario da india, devido a sua
introducdo na Europa que ocorreu apds as grandes descobertas maritimas do
século XV e XVI. Entretanto, determinagbes de carbono radioativo em vagens e
sementes encontradas por arquedlogos em tumulos astecas e incaicos mostraram
que o cultivo de feijao deve ter sido domesticado a aproximadamente 7.000 anos
atras na América Central, seu centro de origem, ao qual sédo incluidas as regiées
do Sul dos E.U.A., México e Norte da América do Sul (KAPLAN, 1965). Ele foi
introduzido na Europa no século XVI e desde entdo tornou-se uma cultura muito
importante para diversas regides do mundo. No Brasil, o feijao é a base protéica
da alimentagao popular.

O conteudo protéico das espécies e cultivares de Phaseolus varia de 18 a
35%. Dada a alta ingestéao diaria deste grao, imposta por problemas econémicos e
culturais, fica claro que o feijdo torna-se responsavel pelo suprimento de parte
significativa das proteinas, calorias e outros nutrientes, da dieta da populacao
mundial. Nesta parcela destacam-se os indianos, africanos e latino-americanos,
sendo que para os brasileiros € praticamente a Unica leguminosa que aparece
como componente da dieta diaria e, portanto, responsavel por grande parte do seu

conteudo protéico.



14

O valor bioldégico e nutricional das proteinas do feijao é limitado por varios
fatores: quantidade limitante de aminoacidos sulfurados, baixa digestibilidade e
baixa disponibilidade biolégica dos aminoacidos limitantes, assim como pela
presenca de proteinas toxicas e de outros fatores antinutricionais, especialmente
quando crus ou mal processados.

O feijao, apesar de sua importancia como alimento e dos problemas que
apresenta quanto a sua utilizagdo, ainda nao foi suficientemente estudada sua
marcacdo isotépica com nitrogénio 15 ("°N), com vistas aos estudos de
metabolismo, protéico e medidas de indices de qualidade de suas proteinas.

Este trabalho procurou verificar se a marcacdo com '°N obtida no feijao
integral € a mesma na proteina e nas fragoes protéicas extraidas; e ainda estudar
a diluicdo isotdpica do "°N ocorrida na digestibilidade in vitro pela autodigestdo das
enzimas utilizadas, bem como pela influéncia da marcacdo do nitrogénio
originalmente soluvel existente no feijao, possibilitando desta forma, o acréscimo
de novos conhecimentos sobre 0 assunto abordado. Para tal utilizou-se, além de
métodos convencionais para avaliacdo deste indices de qualidade protéica, como
a hidrélise enzimatica in vitro e determinacdes quimicas auxiliares, métodos nao-

convencionais, como a marcacao isotdpica das proteinas do feijao.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar se a marcagdo com '°N dos grios, obtida por adubacdo do feijoeiro
com fertilizante enriquecido no is6topo estavel € a mesma na proteina e nas
fracdes protéicas extraidas do feijao; e da diluicio isotdpica do °N ocorrida pela

autodigestao das enzimas utilizadas na digestibilidade in vitro.

2.2 Especificos

2.2.1 Obtencao do extrato protéico total e das fragdes albumina e globulina
da farinha integral de feijao mediante extracdo com NaCl 0,5M e fracionamento.

2.2.2 Determinagéo da digestibilidade in vitro da farinha integral, do extrato
protéico total e das fragdes protéicas do feijao, albumina e globulina, pelo método
da digestdo por pepsina e pancreatina, e determinacdo da metionina
potencialmente disponivel in vitro, a titulo de controle.

2.2.3 Determinacéo da abundancia de °N da farinha integral, extrato protéico

total, das fragdes protéicas e dos digeridos obtidos na digestibilidade in vitro.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O pioneirismo de Schoenheimer no emprego de is6topos para o estudo do
metabolismo protéico, trouxe contribuicdes importantes para a disseminagdo do
uso destes elementos. Em artigo de 1938 (SCHOENHEIMER & RITTENBERG,
1938), sdo apontadas as indicagdes dos diferentes isétopos usados até entdo: o
deutério (hidrogénio 2) e o nitrogénio 15 (*°N). Foi através da constatacdo de que
a concentracao do deutério € a mesma, quer seja na agua, ou nos compostos
organicos que usam em seu metabolismo, que surgiu a indicagcdo de que o
metabolismo celular ndo € seletivo entre is6topos; ou seja, apesar de a diferenca
fisica entre os mesmos (diferentes numeros de néutrons e, portanto, diferente
nuamero de massa), bioquimicamente sdo usados sem distingéo.

Através da deteccao destes elementos é possivel aprofundar o conhecimento
sobre proteinas e aminoacidos com grande refinamento e preciséo, o que contribui
para o esclarecimento dos mecanismos por meio dos quais estes compostos
interagem com o organismo vivo. O uso de aminoacidos marcados proporcionou o
conhecimento da dinamica de degradacéo e sintese protéica, o que permitiu o
estabelecimento do conceito de "pool" metabdlico, definido como "mistura de
compostos, derivados da dieta ou da degradacdo tissular, a qual o animal
emprega para sintese dos constituintes celulares" (SPRINSON & RITTENBERG,
1949). O uso de is6topos como tracadores tem sido empregado para identificar as
vias metabdlicas de aminoacidos e nitrogénio em individuos sadios e enfermos, a
fim de subsidiar o estabelecimento dos requerimentos de proteina e aminoacidos

em ambas as situacdes (YOUNG, 1981; YOUNG, 1987).
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Algumas condicoes para o emprego de is6topos em estudos de metabolismo
sdo de vida util duradoura e inocuidade. Para estudos in vivo e, principalmente
com humanos, o uso de is6topos estaveis (como o hidrogénio 2, o carbono 13, o
nitrogénio 15 e o oxigénio 18) apresenta-se como opgao segura do ponto de vista
ético devido a inocuidade e ao tempo de vida infinito que permite a conducao de
experimentos metabdlicos (SCHOENHEIMER & RITTENBERG, 1938;
WATERLOW et alii.,, 1978; YOUNG, 1981), com a qualidade de nao altera-los
(WUTZKE et alii., 1987).

Outra caracteristica de interesse refere-se a estabilidade do is6topo durante
0s processos biolégicos. Assim, o fato do oxigénio 18 apresentar-se em geral em
grupos altamente reativos (-COOH, -OH, -C=0, entre outros) favorece a perda do
is6topo. Quanto a isso, o '°N apresenta melhores indicagdes para o estudo de
qualidade protéica: além de distribuir-se na molécula ampla e difusamente, sua
ligacédo é bastante estavel (SCHOENHEIMER & RITTENBERG, 1938).

O estudo do metabolismo protéico através do uso do N baseia-se na
quantidade do is6topo como produto final no material de excre¢cdo do organismo
(fezes e urina), o que pode ser feito de duas formas. Na primeira, o calculo baseia-
se na quantificagéo do tragador no produto final em diferentes tempos e ap6s uma

Unica dose, o que ¢é definido como método compartimental; no segundo,

conhecido como método estocastico, a quantificacdo considera a excrecao Cumu-
lativa do isétopo, a partir de uma dose simples ou a partir da estabilizacao decorrente
de uma administracao continua (WATERLOW et alii, 1978). Contudo, estas duas
propostas consideram como produto final o °N presente sob a forma de aménia ou
uréia, que medem fluxos originarios de "pools" de aminoacidos livres diferentes

(WATERLOW, 1984). Estes problemas podem ser significantemente diminuidos
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se, em lugar de administrar o "°N através de aminoacidos especificos, todos os
aminoacidos estiverem igualmente marcados com o is6topo (WATERLOW, 1981)
e ainda, que se quantifique todo o nitrogénio excretado. Durante muito tempo, nao
foi isto o que ocorreu, e, ainda hoje, os aminoacidos marcados representam um
bom instrumento para a investigacdo do metabolismo protéico em humanos
através de modelos biolégicos (OLESEN et alii, 1954; WU et alii, 1959; WU &
SENDROQY, 1959; STEIN et alii, 1976; OLIVEIRA & SGARBIERI, 1986a). Dentre
os aminodacidos, '°N-glicina parece ser o mais amplamente empregado, o que
pode ser explicado pela sua maior disponibilidade e mais baixo custo
(WATERLOW, 1981). Com este aminoacido marcado com N, WU e BISHOP
(1959) demonstraram que sua aplicacdo e dosagem através de trés produtos
finais de eliminacdo (amédnia, acido hipurico e uréia), dava origem a curvas de
comportamento bastante distintos. Os autores puderam concluir que a
transferéncia do grupo -NH; para os outros aminoacidos nédo € rapida a ponto de
qualificar esta técnica como geradora de um "pool" de aminoacidos marcados logo
apds a administracao do marcador. Desta forma, quando um aminoacido marcado,
como a '""N-glicina, € empregado em ensaios bioldgicos, ha que se considerar
que, a rigor, os padrbes de excregdo do is6topo refletem aspectos particulares de
seu metabolismo, pelo menos até que haja tempo para que as reacdes de
transaminacédo possam disseminar o is6topo entre os demais aminoacidos (WU et
alii, 1959; WU & BISHOP, 1959; WU & SENDROQY, 1959). Estima-se que o "pool"
metabdlico de nitrogénio hepatico atinja o equilibrio com o N entre 6 e 10 horas
apdés a administracdo do is6topo, seja esta administracdo feita via oral ou
intravenosa (STEIN et alii, 1976). Apesar destas consideracdoes, WUTZKE e seus

colaboradores nao encontraram diferencas significativas entre os resultados
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obtidos através da '°N-glicina em relagcdo a proteina de levedura uniformemente
marcada com N, para o estudo da cinética de eliminacdo de nitrogénio em
criancas (WUTZKE et alii, 1983).

Em relacao ao uso de is6topos para estudo do valor nutritivo e da influéncia
de leguminosas sobre a excrecado de nitrogénio em modelos biolégicos, existem
poucos dados disponiveis. FAIRWEATHER-TAIT et alii (1983) publicaram os
resultados de seus estudos com timidina marcada com tritio (*H). Os autores
administraram este precursor do DNA por injecao intraperitoneal com o objetivo de
observar a dindmica de excrecao fecal do isétopo em ratos alimentados com
dietas contendo feijdo cozido (Phaseolus vulgaris), estabelecendo comparacdes
com um grupo controle, alimentado com dieta contendo caseina como fonte
protéica. Seus resultados permitiram observar que a eliminacdo de DNA da
mucosa por acdo da dieta com feijao foi 35% maior do que a referente ao grupo
controle.

A técnica de marcacao do animal foi também empregada para a avaliagéo da
digestibilidade das proteinas do feijao-fava (Vicia faba) usando outro is6topo, o
®N. Neste caso, o animal incorporou o isétopo por ingestdo de cloreto de amonio
enriquecido com 96 atomos % de "N em excesso misturado a sua dieta. A
metodologia empregada para a determinacao do nitrogénio endégeno considerou
que a abundancia de N nas proteinas pancreaticas e nos demais 6rgdos do
sistema digestivo € bastante semelhante aquela encontrada na urina destes
animais, o que permite que a determinacgdo da porcentagem de '°N em excesso
na urina seja uma boa indicacdo da eliminacdo do is6topo neste sistema. Os
resultados demonstraram valores de digestibilidade superiores quando calculados
pela técnica da marcacgao isotépica, em relacéao a técnica do balanco de nitrogénio

total (BERGNER et alii, 1984).
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A utilizagdo do "N como marcador de proteinas de leguminosas através da
incorporagao pelo vegetal durante seu desenvolvimento para estudo de seu valor
nutricional foi proposta por OLIVEIRA e SGARBIERI (1986b). Estes autores
determinaram, por meio da marcacao isotdpica, a contribuicdo do nitrogénio de
origem enddgena para o nitrogénio total encontrado nas fezes e urinas de ratos.
Desta forma, compararam indicadores de qualidade protéica (digestibilidade e
valor biolégico), obtidos através do balanco de nitrogénio total (aparentes) com os
determinados pela correcdo com o nitrogénio excretado por grupo de animais em
dieta aprotéica (verdadeiros) e ainda com aqueles obtidos através da correcao
com os nitrogénios enddgenos determinados pela excregdo do isétopo (aos quais
propuseram a denominacao de "reais"). Sem a interferéncia do material de origem
endogena, os valores para digestibilidade e valor biolégico reais de proteina de
feijao-comum (Phaseolus vulgaris) encontrados foram superiores aos aparentes e
verdadeiros, indicando a impropriedade da utilizagdo da dieta aprotéica para
ensaios nutricionais de leguminosas. Isto se deve a ja referida estimulacao que as
proteinas exercem sobre a eliminagcdo de nitrogénio endégeno (OLIVEIRA e
SGARBIERI, 1986a; OLIVEIRA e SGARBIERI, 1986b; OLIVEIRA et alii., 1988).
Posteriormente, LANFER MARQUEZ e LAJOLO (1988) utilizando NH4CL e
NaSO4 como fonte dos isétopos '°N e *°S (este Ultimo radioativo) durante o
cultivo, obtiveram graos de feijao-comum marcados e procederam a avaliagao das
excrecdes de nitrogénio total e marcado, em dietas contendo a farinha integral ou
as fracoes globulina e albumina, apés autoclavagem (121 graus célsius por 30
minutos). Os resultados mostraram valores de digestibilidade reais superiores as
aparentes e indicam aumento da excrecao de nitrogénio endégeno decorrente da

influéncia do feijao.
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O ™N é o isétopo estavel mais difundido para estudos de metabolismo
protéico (FERN et alii, 1981), para o que contribui sua inocuidade em estudos
humanos. Esta ndo era a realidade antes da transposicado de duas limitacbes que
justificavam a ampla divulgacao de is6topos radioativos: a dificuldade de acesso a
fontes enriquecidas para sintese quimica ou bioquimica, e de métodos analiticos
disponiveis (BIER et alii, 1981). O advento da cromatografia gasosa por
espectrometria de massa ("gas chromatography-mass spectrometry”, ou GCMS),
tornou a deteccao de isétopos estaveis acessivel com grande grau de precisao
(BIER & MATHEWS, 1982; WATERLOW, 1984).

A abundancia natural do N é de 0,375 atomos % e o nivel de precisdo da
analise é de 0,025 atomos % em excesso, tornando viavel a medida do isétopo
apds a diluigdo naturalmente decorrente da distribuicdo do tragador durante o
metabolismo (HALLIDAY & READ, 1981; HALLIDAY, 1981; BIER & MATHEWS,
1981; BIER & MATHEWS, 1982).

Nao foi encontrado, na literatura, referéncia a respeito do "N sobre o
assunto objetivo deste trabalho. Entretanto, o assunto reveste-se de grande
importancia em nutricAo experimental, pois marcacoes diferentes em fracdes
protéicas poderiam levar a resultados falseados na determinacdo de indices de
qualidade protéica, como a digestibilidade e o valor biolégico, quando estes sao

determinados por balango de nitrogénio e diluicao isotépica das excrecgdes.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

4.1.1 Fontes Protéicas

4.1.1.1 Feijdo-comum (Phaseolus vulgaris, L.), cultivar Pirata 1 cru, integral,
liofilizado, marcado isotopicamente com 1,385 atomos% de "N no N- total,
correspondente a uma marcagdo de 1,010 &tomos % de "N da sua abundancia
natural, obtida por meio de adubagao de solo e foliar com (°NH4)>.SO4 contendo
10 4tomos% '°N em excesso. O feijao foi obtido através do cultivo das plantas em
vasos, em estufa, na Fazenda Experimental Santa Eliza, mais particularmente na
secdo de Leguminosas, do Instituto Agronémico de Campinas. Os graos foram
colhidos no estadio seco.

4.1.1.2 Extrato protéico, fracdes protéicas globulina e albumina obtidos do
feijao integral liofilizado, por extracdo com NaCl O,5 M (ver figura 1).

4.2 Métodos

4.2.1 Determinacoes Quimicas

4.2.1.1 Nitrogénio: determinado pelo método semi-micro Kjeldahl
(CUNNIFF, 1995).

4.2.1.2 Proteina: determinada, em termos de "proteina bruta", pelo produto
entre a percentagem de nitrogénio e o fator de conversdao de nitrogénio para
proteina 5,4, no caso do feijao (MOSSE, 1990).

4.2.1.3 Nitrogénio 15: determinado na farinha integral e fragdes protéicas, a
partir dos titulados obtidos nas determinagdes de nitrogénio, adotando-se os

procedimentos recomendados por BREMNER (1965) e pela INTERNATIONAL
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ATOMIC ENERGY AGENCY (1972), utilizando-se espectrometro de massa. Na
analise de nitrogénio 15, variando-se a intensidade do campo magnético, focaliza-
se 0 numero de massa 28 constituido pelos fons (**N'N)* e os de massa
contados pelos ions (**N'N)*.

Com a intensidade das correntes provenientes desses dois ions, pode-se
determinar a porcentagem de N'° pela expressio:

100
2R +1

Atomos % de N'° =

onde R é a relacdo entre a intensidade dos feixes de ions de massa 28 e 29
(R=14N15N/14N15N).

4.2.1.4 Digestibilidade in vitro: determinada nas fontes protéicas, mediante
a digestdo da amostra pela pepsina (SIGMA, 1:10.000) mais pancreatina
(MERCK, 350 FIP-V/g protease; 7500/g lipase; 7500/g amilase) utilizada por
AKESON & STAHMANN (1964), modificada por OLIVEIRA et alii (1987), e o
calculo descrito por WATERMAN & JOHNS (1921) com a corre¢ao do nitrogénio

soluvel da amostra.

4.2.1.5 Determinacao de Metionina Potencialmente Disponivel

A metionina liberada no sobrenadante, na forma livre ou em peptideos
soluveis, durante a hidrélise enzimatica, foi determinada a titulo de controle, de
acordo com a modificagdo do método colorimétrico de MCCARTHY & SULLIVAN
(1941), proposta por GENOVESE & LAJOLO (1993). A 1 mL do hidrolisado
adicionou-se 0,25 mL de NaCl 5N, 25 uL de nitroprussiato de sédio 10%, 0,5 mL
de glicina 3%, sendo o meio acidificado através da adigdo de 0,5 mL de acido

fosférico 85% e, ap6s 5 minutos de reacdo, a absorbancia lida a 520 nm. A leitura
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rapida é importante com vistas a evitar a interferéncia de histidina e de triptofano
presente no meio de reacdo. Por outro lado, utilizou-se a glicina para evitar
interferéncia da histidina devido a reacdo com o nitroprussiato de sddio

(GENOVESE & LAJOLO, 1993).

4.2.2 Obtencao das proteinas isoladas do feijao

O feijao em gréo foi moido até uma farinha de granulometria 70 mesh e as
proteinas extraidas a partir desta farinha, em solucdo de NaCl 0,5M, segundo
WHITAKER & SGARBIERI (1981). A farinha mais 1% (p/p) de polivinilpolipirroli-
dona (Sigma) foram misturadas a solucéo salina de NaCl 0,5 N, na proporg¢ao de
1:6 (p/v). A utilizagdo de polivinilpolipirrolidona deve-se ao fato de complexar-se
com os taninos, arrastando-os ao residuo da extracao, evitando que reajam com
as proteinas e, conseqientemente, diminua a digestibilidade das mesmas. A
mistura foi inicialmente submetida a vibracdo ultra-s6nica (vibrador ultra-sénico
Bronwill, modelo Biosonik 1V) por 4 minutos e, apos, a agitacdo magnética por 2
horas, com pH ajustado a 7,00 (OLIVEIRA et alii, 1987). A suspensao formada foi
centrifugada a 16.300 x g, 20 min., 42 C (centrifuga Sorwall, modelo RC.-B) e o
sobrenadante dialisado, também a pH 7,0, para eliminar o NaCl e compostos de
baixo peso molecular (PM < 8.000). O extrato dialisado foi congelado e liofilizado
(liofilizador VIRTIS, modelo 10-146Mr-BA), constituindo o "extrato protéico do
feijao". No caso de se fazer nova centrifugacao do extrato dialisado a 16.300 g, 30
min., 4% C, separou-se duas fragbes quanto a solubilidade: uma insoluvel em agua,
denominada "fracdo globulina" e outra soluvel em agua denominada "fracao
albumina" que, por sua vez, foram congeladas e liofilizadas. OLIVEIRA et alii

(1987) verificaram que, nestas condicdes a pH 7,0, a fracdo globulina obtida era
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aparentemente livre de albumina, mas a fracdo albumina possuia contaminacao
por globulinas parcialmente soluveis em agua.

O fracionamento protéico foi feito conforme a figura 1 mostrada na pagina 26.
No lado esquerdo da figura, esta representada a obtencdo do extrato protéico
total. No lado direito da figura esta representada a obtencao das fragdes isoladas

albumina e globulina.



Figura 1. Fracionamento protéico a partir da farinha crua de feijdo-comum, cultivar Pirata 1 (Phaseolus vulgaris)
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao da amostra

A farinha de feijao cru, cultivar Piratd 1, apresentou teor de proteina bruta de
20,56 + 0,04%, o que estd de acordo com MARQUEZ & LAJOLO (1981) que
encontraram para o referido grdo um teor de proteina bruta de 21,1%. MEINERS et alii
(1976) encontraram uma variacao no teor de proteina bruta para o feijado-comum entre

18,8% a 21,5%.

5.2 Fracionamento protéico da farinha crua, cultivar Pirata 1

5.2.1 Teores protéicos do extrato protéico total, das fracoes isoladas albumina e

globulina e do residuo da extracao

Para o estudo do balanco de massa da extracado e contribuicao protéica de cada
fracao, foram realizadas quantitativamente trés extragdes, uma extracao a partir de 50g
de farinha de feijao-comum e duas extracdes a partir de 20g de farinha, utilizando-se as
mesmas condicoes de extracao e ambientais, o que resultou num rendimento médio de
65,8% de extracao da proteina, referente ao extrato protéico total (ver figura 2, como
exemplo). Uma das extracOes foi feita com o propésito de obtencdo das fracdes
albumina e globulina isoladas, onde o rendimento obtido foi menor, 53,7%, conforme

disposto na figura 3.



28

O esquema da extracéo a partir de 50g de farinha crua para obtengéo do extrato
protéico total, por razdes de brevidade, ndo foi apresentado, uma vez que as outras
duas extragdes foram a partir de 20g de farinha crua e eram mais convenientes para
fins comparativos, como também os valores encontrados em tal extragdo foram muito
semelhantes aqueles encontrados na extracédo a partir de 20g para obtencao do extrato
protéico total, o que ficaria repetitivo.

O balanco de massa obtido foi igual nas duas extracdes, a partir de 20 g de
farinha, porém o rendimento protéico foi menor na extracdo para obtencao das fracdes
albumina e globulina isoladas, provavelmente devido a uma maior manipulacéo, o que
veio inclusive a prejudicar a realizagdo de analises posteriores.

Verificando-se a porcentagem de proteina das fragdes do cultivar estudado,
separadas com base na solubilidade caracteristica, observou-se que o0s valores
estiveram entre 51,6% para as albuminas e 58,1% para as globulinas com destaque
para a fracdo globulina que apresentou maior quantidade de proteinas. Estes dados
concordam com os relatados por diversos autores (OSBORNE, 1894; SMITH et alii,
1959; SGARBIERI et ali, 1979; MARQUEZ & LAJOLO, 1981; SGARBIERI &
GALEAZZI, 1990) que também extrairam proteinas de feijao com solucao de NaCl.

Em relacdo ao extrato protéico total e o residuo, foram encontrados os valores de
teores de proteina de 56,6% e 6,4% respectivamente.

Os dados obtidos quanto a quantidade de proteina obtida da extracdo nas
fracOes isoladas albumina e globulina, extrato protéico total e residuo estdo dispostos

na tabela 1.
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TABELA 1. Teor protéico expresso em g/100g das fragdes isoladas albumina e

globulina, extrato protéico total e do residuo da extracdo por NaCl 0,5 M, da farinha de

feijao cru, cultivar Pirata 1 (Phaseolus vulgaris).

FRACOES % NITROGENIO % PROTEINA (N X 5,4)
Extrato protéico total (S1 + Sp) 10,48 '56,6 (0,21)
Albumina (ALB) 9,55 51,6 (0,52)
Globulina (GLO) 10,76 58,1 (0,74)
Residuo (R) 1,21 6,4 (0,03)

' Os nameros entre parénteses correspondem aos desvios-padroes dos resultados em relagdo a média

apresentada (no minimo n=3).
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FIGURA 2. Balango de massa e proteinas extraidas da farinha crua, cultivar Pirata 1

(Phaseolus vulgaris) com NaCl 0,5M, para obtencao do extrato protéico total e residuo.

20,6% proteina Farinha crua
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|
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|
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Rendimento=0,6 g+2,19=2,79

Rendimento = 2,7 g x 100
419

Rendimento = 65, 8% de proteina

Balanco de massa=8,89 + 3,79

Balango de massa = 12,59 = 13¢g

1 . ~ - ~ . . A
Foram realizadas duas extracgdes, utilizando as mesmas solugbes extratoras e sob condigbes ambientais idénticas.
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FIGURA 3. Balanco de massa e proteinas extraidas da farinha crua de feijao-comum,
cultivar Piratda 1 (Phaseolus vulgaris), com 0,5 M NaCl, para obtencdo das fracdes

albumina e globulina isoladas e residuo.

20,6% proteina Farinha crua
4.1 g proteina 20 g
|
pH 7,0
13x Centrifugacéo 16.300 x g
42 C, 20 min
|
Didlise durante 3 dias, com 10 L de agua
destilada
|
| Residuo (R) |

10,3 g (0,7 g proteina)

| Albumina (ALB) |  Globulina (GLO) |
0,7 g (0,4 g proteina) 1,9 g (1,1 g proteina)

Rendimento =0,7g+0,4g+ 1,1 g=2,2¢9

Rendimento =2,2g x 100
419

Rendimento = 53,7 % de proteina

Balan¢o de massa =10,39g+0,79g+1,9¢g

Balangco de massa =12,99g=13¢g

1 . ~ - ~ . . A
Foram realizadas duas extragées, utilizando as mesmas solugdes extratoras e sob condicées ambientais idénticas,
e mais uma centrifugacédo para obtencéo das fragbes protéicas albumina e globulina.
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5.3 Caracterizacao bioquimica da proteina da farinha crua e das fracoes isoladas

5.3.1 Digestibilidade in vitro da proteina da farinha integral crua e do extrato

protéico total

A determinacao da digestibilidade in vitro das proteinas da farinha do feijao cru,
cultivar Pirata 1, e do extrato protéico total, utilizando-se a hidrélise enzimatica pelo
sistema pepsina e pancreatina, mostrou-se interessante, uma vez que foi empregada
tanto para a avaliacdo da digestibilidade, como para a determinacdo da metionina
potencialmente disponivel in vitro das proteinas.

Os valores de digestibilidade protéica da farinha crua e do extrato protéico total
com base no sistema pepsina e pancreatina, foram respectivamente 32,4 + 7,8 e
441 + 3,0. OLIVEIRA et alii. (1987) encontraram valores de 33,4% para digestibilidade
da farinha crua integral e 62,6% para a proteina isolada precipitada no ponto isoelétrico,
para o feijao-comum, cultivar Carioca 80.

Os dados referentes a digestibilidade in vitro das fracées isoladas albumina e
globulina ndo foram apresentados, uma vez que os valores encontrados apresentaram
variacdes altas (desvios-padroes elevados) para uma mesma fracao protéica. Por outro

lado, ndo se dispunha de material suficiente para uma analise confirmatoria.



33

5.3.2 Metionina quimicamente disponivel na proteina da farinha integral de feijao-
comum cru, cultivar Pirata 1, no extrato protéico total e nas fracées protéicas

isoladas albumina e globulina

A tabela 2 mostra os teores em gramas de metionina liberada por 100 g de
proteina no transcurso da digestao in vitro da farinha crua e de suas fragdes protéicas.
Observou-se que os valores mais elevados foram do extrato protéico total, de 0,41 g
Met/100 g proteina e da fracdo globulina 0,41 g Met/100 g proteina e o mais baixo
aquele da farinha crua, de 0,30 g Met/100 g proteina.

Em relacado ao cultivar Pirata 1, POMPEU & ROSTON (1988) relataram um teor de
metionina biodisponivel de 0,39 g Met/100 g proteina.

OLIVEIRA et alii (1987) trabalhando com o cultivar Carioca 80 verificaram teores
altos de metionina disponivel in vitro em farinha integral e isolado protéico, no ponto
isoelétrico, respectivamente de 1,36 g Met/16 g N e 1,77 g Met/16 g N. TEZOTO &
SGARBIERI (1990) também trabalhando com o cultivar Carioca 80, em base seca,
encontraram um valor de metionina biodisponivel de 1,55 g Met/16 g N, para a farinha
integral.

SGARBIERI & GALEAZZI (1990) observaram uma variagao no teor de metionina
total, em base seca, para o feijao-comum entre 0,40 g Met/16 gN e 1,73 g Met/16 gN e

para o cultivar Piratd 1, um valor de 1,27 g Met/16 g N.
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TABELA 2. Metionina quimicamente disponivel in vitro na farinha integral de feijao-
comum cru, cultivar Piratd 1, no extrato protéico total e nas fragées protéicas isoladas

albumina e globulina, expressa em g Met/100 g proteina.

FRACOES METIONINA (g Met/100 g proteina)
Farinha integral 0,30 (0,04)
Extrato protéico total (S1 + Sp) 0,41 (0,01)
Albumina (ALB) 0,37 (0,01)
Globulina (GLO) 0,41 (0,05)

1 . A . - X aan
Os numeros entre parénteses correspondem aos desvios-padroes dos resultados em relagdo a média
apresentada. Valores determinados em ftriplicata (no minimo n=3).
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5.4 Marcacoes isotopicas com °N

As marcacgdes isotdpicas obtidas estdao representadas na tabela 3. Os resultados
referentes a farinha integral crua, ao extrato protéico total e as fracbes isoladas
aloumina e globulina foram, respectivamente: 1,394 + 0,011; 1,404 %= 0,012;
1,399 + 0.007; 1,399 + 0,028 atomos % de '°N, ndo havendo diferenca estatistica entre
as mesmas (P > 0,05). Entretanto, foram encontradas diferengas significativas
(P < 0,05) entre as marcagbes acima citadas e a marcagao encontrada para o residuo
da extracdo, que foi de 0,969 + 0,084 atomos % "°N e o nitrogénio originalmente sollvel
da amostra que apresentou um valor de 0,923 £ 0,007 atomos % 5N

O digerido da farinha integral apresentou um valor de 1,026 + 0,014 atomos % de
®N, o que indica que efetivamente ocorreu uma autodigestdo relativamente alta das
enzimas utilizadas para a obtencao da digestibilidade in vitro, uma vez que nao estao
marcadas e, consequentemente, foram em parte, responsaveis pela diluicao isotopica
encontrada. A diluicao isotépica encontrada nas substancias nitrogenadas existentes no
digerido do branco da farinha integral (farinha integral que foi digerida sem agédo das
enzimas) indicou que tais substancias sdo marcadas em menor magnitude do que o
préprio grao e suas proteinas, o que também influiu no resultado do digerido da farinha
integral. O digerido do extrato protéico total apresentou um valor de 1,067 + 0,009
atomos % '°N. Os valores estdo indicando a existéncia de diluicdo isotépica dos
digeridos do extrato protéico total, em relacdo a marcacao isotépica da farinha crua, o
que foi devido a autodigestdo das enzimas e ao nitrogénio originalmente soluvel da

farinha, conforme ja descrito.
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Também, com relacdo a marcacao com nitrogénio 15, os dados referentes aos
digeridos das fragdes isoladas albumina e globulina ndo foram apresentados, a
semelhanga do ocorrido com os resultados da digestibilidade in vitro, uma vez que 0s
valores encontrados também apresentaram variagdes altas para uma mesma fracao
protéica, e igualmente ndo se dispunha de material suficiente para uma analise
confirmatoria.

Pelo exposto, ficou demonstrado que experimentos biolégicos nos quais a
matéria-prima alimentar utilizada como uUnica fonte protéica marcada com nitrogénio
®N, em uma dieta balanceada, a ser utilizada em experimentacdo nutricional, devem
ser vistos com certa cautela. Isso porque as proteinas constituintes de tal matéria-prima
nao apresentam marcacdo homogénea com o isétopo, pelo menos no caso do feijao-
comum, como foi visto. Assim, em se tratando da utilizagdo da farinha integral da
matéria-prima, como Unica fonte protéica da dieta, ocorrerd uma diluicdo isotdpica nas
fezes (OLIVEIRA & SGARBIERI, 1986,) que ndo dependera apenas da secrecao e
excrecao de nitrogénio endégeno ou corporal do animal utilizado no experimento. Irdo
também contribuir para esta "diluigdo isotdpica", o nitrogénio originalmente soluvel da
fonte protéica marcada com menor abundancia de '°N, bem como aquelas proteinas
que geralmente ficam no residuo de extracao protéica por solucbes salinas,
relativamente aos extratos ou isolados protéicos e fracdes obtidas por diversas
metodologias, sendo mais comumente a solubilidade diferencial. Assim, as diluicées
isotépicas, neste caso particular, tenderdo a apresentar nas estimativas de secrecoes e
excrecbes dos animais experimentais, valores superiores aqueles que seriam

efetivamente devidos ao nitrogénio corporal.
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TABELA 3. Marcacgdes isotopicas com '°N referentes a farinha integral crua de
feijao-comum, cultivar Piratda 1 (Phaseolus vulgaris), suas respectivas fracées e

digeridos obtidos pelo tratamento in vitro com pepsina e pancreatina.

MATERIAL ATOMOS % N
Farinha integral 11,394 (0,011)
Extrato protéico total (S1 + S2) 1,403 (0,012)
Fracao globulina (GLO) 1,399 (0,070)
Fragao albumina (ALB) 1,399 (0,028)
Residuo (R) 0,969 (0,084)
Nitrogénio originalmente soluvel 0,923 (0,007)
Digerido da farinha integral 1,026 (0,014)
Digerido do extrato protéico total 1,067 (0,009)

1 Os numeros entre parénteses correspondem aos desvios-padroes dos resultados em relagdo a média
apresentada. Valores determinados em triplicata.
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6 CONCLUSOES

Nas condicdes em que foi desenvolvido o trabalho, pédde-se concluir que:

6.1 As marcacdes isotdpicas referentes a farinha crua, ao extrato protéico total e
as fracoes isoladas albumina e globulina ndo apresentaram diferencas significativas
entre si (P > 0,05). Entretanto, as marcacoes isotopicas referentes ao nitrogénio do
residuo da extracdo e ao nitrogénio originalmente sollvel do feijao apresentaram

diferencas significativamente inferiores (P < 0,05) em relagdo as primeiras.

6.2 Os digeridos in vitro referentes a farinha integral e ao extrato protéico total
apresentaram diluicdo isotdpica em relacdo a marcacdo da farinha crua e fracdes
protéicas originais, o que foi devido a autodigestdo das enzimas e ao nitrogénio

originalmente soluvel da amostra, que apresentou marcagao isotépica menor.

6.3 Pbode ser inferido que a farinha integral do feijao-comum utilizado como Unica
fonte protéica em dietas para ratos, marcadas com nitrogénio 15, mostrara uma diluicao
isotépica nas fezes que nao dependera apenas da secrecao e excrecao de nitrogénio
endogeno ou corporal, como também do fato de que tanto o nitrogénio originalmente
soluvel da fonte protéica, como as proteinas do residuo da extracdo por solucdes
salinas, apresentaram marcacoes menores. Assim, as diluicdes isotopicas tenderdao a
apresentar valores superiores aqueles que seriam efetivamente devidos ao nitrogénio

corporal.
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