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PRECIPITACAO DO INIBIDOR DE a-AMILASE DE FEIJAO
BRANCO: AVALIACAO DOS METODOS*

BRESUMO: Dietas suplementadas por “starch blockers”,
como sdo popularmente denominados os inibidores de
o-amilase, tem sido adotadas de forma crescente. O inibi-
dor extraido do feijdo branco diminui o contetido caldrico
fornecido pela ingestdo de carboidratos por inibir a enzima
a-amilase. As técnicas de precipitagdo de proteinas em so-
lugdes aquosas, com posterior recuperacao do precipitado,
constituem uma das mais importantes operagdes unitarias
de processos de recuperagio e purificagdo destas moléculas.
Neste contexto, o objetivo neste trabalho foi analisar o per-
fil da precipitagdo do inibidor de a-amilase de feijao branco
perante diferentes precipitantes em varias concentragdes de
saturacdo e sugerir o processo mais eficaz e vantajoso. Os
resultados indicam a metodologia utilizando precipitagdo
por pH como opgdo de menor custo e eficaz na precipitacdo
do inibidor quando comparada aos precipitantes acetona,
etanol e sulfato de amonio.

BPALAVRAS-CHAVE: Obesidade; a-amilase; precipita-
¢a0; inibicao.

INTRODUCAO

A a-amilase (1-4 o D-glucanglucanohidrolase, EC
3.2.1.1) esta envolvida na digestdo de carboidratos. Os ini-
bidores protéicos da a-amilase sdo amplamente distribui-
dos em plantas, principalmente em cereais (trigo e cevada)
e feijao. O uso destes inibidores tem sido feito para reducao
da hiperglicemia po6s-prandial como ferramenta auxiliar na
busca de nutracéuticos e fitofarmacos para controle da obe-
sidade e do diabetes mellitus ndo insulino-dependente. Esta
inibi¢do induz tolerancia aos carboidratos, saciedade, perda
de peso e prolonga o esvaziamento gastrico. !* De acordo
com a Organizagdo Mundial da Satide (OMS), ® mais de
180 milhdes de pessoas em todo o mundo sdo portadoras
de Diabetes mellitus com provavel aumento para mais que
o dobro em 2030. Segundo estimativa da OMS aproxima-
damente 1,6 bilhoes de adultos no mundo estdo acima do
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peso e pelo menos 400 milhdes sdo obesos, nimeros que
poderdo chegar a 2,3 bilhdes e mais de 700 milhdes, res-
pectivamente, em 2015. 1

Dietas suplementadas por “starch blockers”, como
s30 popularmente denominados os inibidores de a-amilase,
tem sido adotadas de forma crescente. Acredita-se que o
inibidor extraido do feijao branco diminua o contetido ca-
lorico fornecido pela ingestdo de carboidratos por inibir a
enzima a-amilase, responsavel pela conversdo dos carboi-
dratos complexos (amido) em agucares simples e conse-
quentemente diminuindo a absor¢@o de agucar no intestino
delgado. 3

Metodologias para purificagdo do inibidor foram
propostas desde a década de 1980 e os processos relata-
dos envolvem tratamento por calor, precipitacdo, dialise,
e cromatografias de filtragdo molecular, troca i6nica, inte-
racdes hidrofobicas e de afinidade. A etapa de preparagdo
da amostra torna-se um desafio para obtengdo de métodos
mais rapidos, que utilizem menores volumes e concentra-
¢do mais eficiente de proteinas inibidoras. Dentre as etapas
comumente utilizadas, a precipitacdo de proteinas ¢ fre-
qiilentemente encontrada, devido a sua alta capacidade de
concentrar a molécula de interesse e pelo seu baixo custo,
estando presente em quase todos os processos de purifi-
cagdo. ®% 2 Neste contexto, a precipitacdo se insere como
uma etapa intermediaria entre a separacdo inicial ¢ uma
pré-purificagdo, ocorrendo, geralmente, entre uma primeira
etapa de separacdo solido-liquido, realizada por centrifuga-
¢do ou filtragdo, ¢ a purificagdo final utilizando-se adsor¢éo
ou cromatografia. 4

A precipita¢do de proteinas como operagdo unitaria
¢ projetada baseando-se tanto em sua solubilidade, um fator
de equilibrio termodinamico, quanto em fatores cinéticos
que regem a nucleagdo (tempo de inducdo) e o crescimento
das particulas (cinética de crescimento e sedimentag@o). As
técnicas de precipitagdo de proteinas em solugdes aquosas,
com posterior recuperagdo do precipitado, constituem uma
das mais importantes operagdes unitarias de processos de
recuperacdo ¢ purificagdo destas moléculas. Proteinas po-

** Programa de Pds-Graduagao em Quimica — Curso de Doutorado — Universidade Federal de Lavras —37200-000 — Lavras — MG — Brasil.

E-mail: lucianalsp@yahoo.com.br.

*#% Departamento de Quimica — Universidade Federal de Lavras — 37200-000 — Lavras — MG — Brasil.
**3*% Curso de Graduacdo em Quimica — Universidade Federal de Lavras — 37200-000 — Lavras — MG — Brasil.

15



dem ser precipitadas ou cristalizadas a partir de uma varie-
dade de sistemas de solventes, co-solventes, aditivos € mo-
dificagdes do ambiente fisico-quimico da solugdo. Dentre
os métodos utilizados pode-se citar: adi¢do de sais, mudan-
¢a de pH e adicdo de solventes ou polimeros organicos. °

Neste contexto, 0 objetivo neste trabalho foi analisar
o perfil da precipitagdo do inibidor de a-amilase de feijao
branco perante diferentes precipitantes em varias concen-
tracdes de saturagdo e sugerir um processo mais eficaz e
vantajoso.

MATERIAL E METODOS
Materiais e Equipamentos

O feijdo branco, cultivado na cidade de Campo Belo,
MG, foi adquirido num supermercado local. Para obtencao
da farinha, os graos foram triturados em moinho manual
e, em seguida num moinho de facas (TE 631 Tecnal) para
obtengdo de uma granulometria menor.

Os extratos foram obtidos ap6s 15 minutos de agi-
tacdo em agitador horizontal e centrifugados a 10000g em
centrifuga Jouan modelo GR2022.

A enzima o-amilase pancreatica suina (tipo VI SIG-
MA) teve como substrato uma solugdo de amido 1%. Os
ensaios de inibigdo enzimatica foram realizados em banho-
maria a 37°C.

As medidas de absor¢do foram feitas utilizando-se
de espectrofotometro UV/Vis Varian Cary 50.

Preparo dos Extratos de Farinha de Feijao Branco

Os graos com casca foram lavados com agua desti-
lada, secos em estufa com circulagdo de ar a 30°C até peso
constante, sendo, em seguida, moidos até a obtencdo de
uma granulag¢@o em torno de 60 mesh, e acondicionado em
frasco hermeticamente fechado, ao abrigo da luz, até a uti-
lizagdo nas analises.

Os extratos protéicos foram preparados em agua
destilada na proporcao 1:5 FFB: dgua. O extrato foi agitado
por 15 min, centrifugado a 10000g por 10 min a 4°C e o
sobrenadante separado (S1). O sedimento foi novamente
homogeneizado em dgua e centrifugado nas mesmas condi-
¢des anteriores para a separagdo dos sobrenadantes (S2, S3
e S4). Obteve-se o sobrenadante total (St) pela mistura dos
quatro sobrenadantes. O St foi colocado em banho-maria
70°C por 5 min e centrifugado a 10000g por 10 min. Foi
retirada uma aliquota do sobrenadante final de St para de-
terminag@o do teor protéico e para as precipitacdes.

Precipitacio com Adi¢io de Sal (NH,),SO, ou Solventes
Organicos (Acetona e Etanol)

Inicialmente foram realizados estudos prelimina-
res da precipitagdo das proteinas na presenga de diferentes
concentragdes de saturacdo com sulfato de amdnio, etanol
ou acetona. Empregaram nove concentragdes: 10% (m/m),
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20%(m/m), 30%(m/m), 40%(m/m), 50%(m/m), 60%(m/m),
70%(m/m), 80%(m/m) e 90%(m/m). A precipitagdo ocor-
reu por uma noite, a 4°C para o sulfato de aménio e a -20°C
para o etanol e a acetona. Em seguida, as fragdes, nas diver-
sas concentragdes de saturacao de precipitante, foram cen-
trifugadas a 10000 x g por 10 min e o precipitado contendo
as proteinas foi coletado. Os precipitados provenientes do
sulfato de amonio foram dialisados contra agua ¢ os prove-
nientes da acetona e etanol foram deixados a temperatura
ambiente até total evaporagao dos solventes.

Os extratos aquosos contendo a proteina inibidora
em cada concentragdo de saturacdo foram utilizados nas
analises de teor protéico e de inibi¢ao da o-amilase.

Dialise

Apos a pré-concentragdo das proteinas pelo sulfato
de amonio, a solugdo do extrato (1,5mL) foi acondicionada
em uma membrana semipermeavel de celofane (polime-
ro derivado da celulose) e o material foi dialisado contra
2000mL de agua destilada a 4°C. A agua destilada foi troca-
da em intervalos de 4 h, durante um periodo de 24h.

Precipitacdo por pH

O extrato protéico, preparado conforme descrito
anteriormente, apresentou um pH igual a 6,3. Para preci-
pitagdo isoelétrica de proteinas interferentes os valores de
pH foram ajustados como proposto por Pusztai et al. ° O
pH foi ajustado para 5,0 com HCI Imol.L ' e deixado em
geladeira a 4°C por uma noite com posterior centrifugagdo
a 10000g por 10 min. Ao sobrenadante recolhido foi adicio-
nado NaOH Imol.L "'até o pH 9,5 e novamente colocado
em geladeira por uma noite e centrifugado conforme des-
crito anteriormente. O sobrenadante foi recolhido ¢ o pH
foi corrigido com HCI 1mol.L! para 6,9 para posteriores
analises de inibi¢@o enzimatica e teor de proteina.

Atividade Inibitoria da a-amilase

A atividade de amilase inibida foi determinada se-
gundo Noelting & Bernfeld, 7a partir da diferenga entre a
atividade na auséncia, controle sem inibidor, ¢ na presenga
do inibidor, apds pré-incubag¢do da enzima com o extrato
protéico contendo o inibidor por 20 min a 37°C. O ensaio
foi cinético, visto que em cada analise a mistura de rea-
¢do foi incubada por quatro periodos de tempo (10, 20, 30
¢ 40 min). Controles sem enzima (branco de substrato) e
sem substrato (branco enzima) foram incubados do mesmo
modo. A inclinag@o da reta (grafico absorbancia x tempo),
diretamente proporcional a atividade enzimatica, foi deter-
minada e utilizada para os calculos de inibicao.

A atividade de a-amilase foi expressa em unidades
(U) que correspondem a formagdo de um umol de aglicar
redutor por minuto nas condi¢des de ensaio. 1 UIA(unidade
de inibicdo de a-amilase) corresponde a inibigdo total de
1U de a-amilase.



Determinacao da Concentracio de Proteinas Totais

A quantificagdo das proteinas totais nos extratos foi
realizada empregando-se a metodologia descrita por Bra-
dford. ! Para a obten¢do da curva analitica, 0,1mL da solu-
¢do padrdo de proteina (40 a 200pg/mL de BSA) foi adicio-
nadas a 2,0mL da solug@o do reagente (Azul Brilhante de
Commassie). Apds 15 min de reacdo a absorbancia do com-
plexo formado foi medida espectrofotometricamente em
595nm. Construida a curva analitica, adicionou-se 0,1mL
do extrato bruto a solucdo do reagente; a absorbancia do
complexo formado foi medida também em 595nm depois
de 15 min de reagdo, para determinacgdo da concentragio de
proteina no extrato.

Determinacio da Atividade Inibitéria Especifica

A atividade inibitéria especifica (UIA/mg de prote-
ina) foi calculada pela razdo entre a inibi¢ao da atividade
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da enzima por 1 grama de FFB (UIA/g FFB) e o teor de
proteina total (mg proteina/g FFB).

Analise Estatistica

Os resultados foram avaliados estatisticamente me-
diante a Analise de Variancia (ANOVA) e as médias com-
paradas entre si através do teste de Scott Knott ao nivel de
5% de significancia.

RESULTADOS

Precipitacdo com Solventes Organicos

A precipitagdo do inibidor de o-amilase foi maior
com o aumento da concentragdo de solvente organico. A pre-
cipitagdo mostrou-se mais eficiente em concentragdes acima
de 60% de acetona (Figura 1) e 80% de etanol (Figura 2).
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FIGURA 1 - Inibigao especifica (UIA/mg proteina) da a-amilase pelo
inibidor extraido de FFB em concentragdes crescentes de acetona.
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FIGURA 2 —Inibigao especifica (UIA/mg proteina) da a-amilase pelo
inibidor extraido de FFB em concentragdes crescentes de etanol.
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Precipitacdo com Adicio de Sais

A inibicdo especifica mais elevada da a-amilase foi
obtida com 50% de sulfato de amdnio (Figura 3).

Precipitacdo por pH

A inibicao especifica da a-amilase apos precipitagcdo
do inibidor por variagdo do pH foi de 2,079 + 0,192, o que
demonstra eficiéncia no processo de precipitacao.

Comparacao entre os Precipitantes

A Tabela 1 apresenta os resultados obtidos nos pro-
cedimentos de pré-purifica¢do do inibidor de o-amilase ob-
tido da FFB. As porcentagens de acetona, etanol e sulfato
de amonio demonstrados foram as que apresentaram maior
inibi¢do especifica.

Observou-se que os maiores valores de inibigao es-
pecifica foram obtidos com a precipitagdo por pH e com
sulfato de amonio com 50% de saturagdo, que ndo apresen-
taram diferenca estatistica significativa (p>0,05).
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DISCUSSAO
Precipitacdo com Solventes Organicos

A literatura cita algumas teorias para elucidar o pro-
cesso bioquimico de precipitag@o das proteinas pela adi¢ao
de solventes organicos. Na precipitagdo de proteinas em
solucdes aquosas por adi¢do de solventes organicos, a ati-
vidade quimica da 4gua ¢ reduzida conforme se aumenta a
concentragdo do co-solvente apolar, devido principalmente
ao deslocamento e a imobilizagao parcial das moléculas de
agua pela hidratagdo do solvente organico, diminuindo a
capacidade de solvatag@o da proteina pela agua. Além dis-
to, neste tipo de sistema, a atragdo entre as cargas opostas
das moléculas de proteina ¢ intensificada devido a reducdo
da constante dielétrica do meio. Com o deslocamento da
estrutura ordenada de agua ao redor das areas superficiais
da proteina pelo solvente organico, ocorre uma maior inte-
ragdo entre estas macromoléculas, que tendem a se agregar
e precipitar. ° Outros afirmam que, diferente dos proces-
sos de precipitagdo por “salting-out” e da precipita¢@o iso-
elétrica, a precipitagdo por adigdo de solventes organicos

T T T T
0 20 40

T T T T 1
60 80 100
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FIGURA 3 — Inibigao especifica (UIA/mg proteina) da a-amilase
pelo inibidor extraido de FFB em concentragdes crescentes de sul-

fato de amonio.

Tabela 1 — Perfil da inibigdo especifica da a-amilase comparando-se os agentes precipitantes.

Inibicdo da

. Proteinas totais Inibicio especifica Fator de
Amostra o-amilase f s . x
(UIA/g FFB) * (mg/g) (UIA/mg proteina) purificacio
Extrato bruto 66,89 £ 7,15 132,62 +5,3 0,501 £0,05¢ 1

(NH,),SO, 50%"™ 34,84 +£2,35 17,68 £ 1,3 2,147 +0,360° 3,91
pH™ 36,83 +2,34 18,36 £ 0,8 2,079 £ 0,192 3,98
Etanol 80%" 59,95 +5,44 64,16 + 3,7 0,959 £0,036 ° 1,85
Acetona 90%"" 594+24 66,72 + 4,7 0,789 + 0,040 ® 1,76

*Os valores com as mesmas letras sobrescritas ndo diferem entre si, em nivel de 5% de significancia, pelo teste de Scott

Knott.

**Extrato obtido apds precipitagdo.
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parece ser mais direcionada pelas intera¢des eletrostaticas
entre as moléculas de proteina que pelo chamado efeito hi-
drofébico.

Dentre os solventes organicos utilizados, os mais
citados sdo a acetona ¢ o etanol, por sua completa miscibi-
lidade na agua e por néo reagirem com a proteina. *

A vantagem da precipitagdo com acetona € com
etanol ¢ que o solvente pode ser rapidamente evaporado
do sedimento a temperatura ambiente sem a necessidade
de processos posteriores para remog¢ao do precipitante. Tal
processo foi utilizado por Yang et al.,'’ na purificagdo par-
cial e caracterizag@o da glicoproteina inibidora da a-amilase
de feijao branco.

Precipitacdo com Adicao de Sais

A precipitagdo de proteinas pelo gradativo aumento
da concentracdo de sais ¢ um processo muito importante
para a separacdo de misturas complexas de proteinas, uma
vez que a concentracdo de sal necessaria para precipitacao
¢ diferente para cada uma. Neste estudo, a melhor precipi-
tacdo do inibidor ocorreu com 50% de sulfato de amonio.
Diversos autores utilizaram uma faixa de 30 a 60% para
precipitar o inibidor de a-amilase de feijdo branco como
uma etapa prévia a purificacdo em coluna cromatografica e
em sistema aquoso bifasico. >

O sulfato de amonio ¢ o sal mais utilizado em “sal-
ting-out” devido a sua alta solubilidade em agua, a baixa
densidade de suas solugdes, a posicdo favoravel deste ion
na série de Hoffmeister, a auséncia de efeitos desnaturantes
e ao fato de prevenir o crescimento de bactérias na solugao.
Apesar das vantagens inerentes a técnica, a necessidade de
um tratamento da fase precipitada, para a retirada do sal e
obten¢do do produto desejado em maiores graus de pure-
za (sobretudo no caso de aplicacdes farmacéuticas), e por
alterar as andlises de inibi¢ao enzimatica e tratamento da
fase sobrenadante, para a recuperagdo do sal para sua reu-
tilizagdo e/ou descarte da fase liquida (de forma a evitar a
contaminagdo ambiental), limita em parte as aplicacdes do
processo de precipitacdo por “salting-out” devido ao custo
destes tratamentos.

Precipitacao por pH

A precipitagdo por pH mostrou-se eficiente com a
vantagem de ndo gerar residuos e ter menor que as demais.
Tal processo ¢ bastante utilizado como etapa prévia de pu-
rificagao do inibidor em coluna cromatografica com resina
de troca idnica ' e de interagdo hidrofobica. °

Comparacio entre os Precipitantes

Dentre as precipitacdes do inibidor, os melhores re-
sultados foram verificados com adigdo de sulfato de amo-
nio e por alteragdo de pH.

Héa varias limita¢des relacionadas a utiliza¢do do
sulfato de amonio citadas anteriormente. Neste sentido, o
inibidor de a-amilase de FFB obtido por precipitagdo va-

riando-se o pH apresenta alta inibi¢do especifica quando
comparado com o extrato protéico bruto.

CONCLUSAO

A utiliza¢do da precipitagdo do inibidor de a-amilase
de FFB por pH configura-se como um procedimento de pré-
purificagdo eficaz, possibilitando uma grande economia de
reagentes ¢ de tempo de analise. Este procedimento pode
ser empregado como etapa preliminar na purificagdo em
colunas cromatograficas, sistema aquoso bifasico ou como
processo de pré concentragdo do inibidor.

PEREIRA, L. L. S.;; SANTOS, C. D.; PEREIRA, C.
A.; MARQUES, T. R.; SATIRO, L. C. Precipitation
of a-amylase inhibitor from white beans: evaluation of
methods. Alim. Nutr., Araraquara, v. 21 , n. 1, p. 15-20,
jan./mar. 2010.

BABSTRACT : Diets supplemented by “starch blockers”
as they are popularly known as inhibitors of a-amylase,
has been increasingly adopted. It is believed that the
inhibitor extracted from the beans decrease the calorie
content provided by intake os carbohydrates by inhibiting
the enzyme o-amylase. The technique of precipitation of
proteins in aqueous solutions, with subsequent recovery
of the precipitate, is one of the most important unit
operations in processes of recovery and purification of
these molecules. In this context, the objective of this study
was to analyze the precipitation inhibitor a-amylase of
beans with different precipitants at various concentrations
of saturation and suggest the most effective and beneficial.
The results indicate the method used by pH precipitation
as the most inexpensive and effective in precipitating the
inhibitor as compared to the precipitating acetone, ethanol
and ammonium sulfate
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inhibition.
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