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RESUMO 

 

 

PEREIRA, Luciana Lopes Silva. Estudo comparativo entre faseolamina 
comercial e farinha de feijão como perspectiva ao tratamento da obesidade 
e do diabetes mellitus tipo 2. 2008. 72 p. Dissertação (Mestrado em 
Agroquímica, área de concentração Agrobioquímica) – Universidade Federal de 
Lavras, Lavras, MG.∗ 
 

A utilização de plantas com fins medicinais representa um vasto campo de 
pesquisa. Novas propostas terapêuticas necessitam de estudos para avaliar o uso 
apropriado quanto a posologia, indicação, limitações e riscos de utilização. É 
crescente a busca de novos fitoterápicos como alternativa ao tratamento 
medicamentoso tradicional da obesidade e do diabetes mellitus tipo 2. Um 
exemplo disso é o feijão (Phaseolus vulgaris L.), um dos mais importantes 
componentes da dieta alimentar do brasileiro e matéria-prima para a obtenção do 
fitoterápico faseolamina (inibidor de α-amilase), indicada para a perda de peso e 
para diminuir a glicemia pela diminuição da absorção do amido ingerido. O 
objetivo, neste trabalho, foi realizar um estudo químico comparativo entre a 
faseolamina comercial e quatro cultivares de feijão e avaliar os efeitos 
decorrentes do seu uso. Dessa forma, os constituintes químicos (composição 
centesimal e antinutrientes) e a inibição de enzimas digestivas (α-amilase e 
tripsina) foram comparados, nas farinhas dos feijões e na faseolamina. Não 
foram encontradas diferenças significativas nas quantidades de inibidor de 
tripsina e de α-amilase, nos teores de proteína, ENN, extrato etéreo e nos 
antinutrientes analisados (saponina e lectina), entre as farinhas de feijões e a 
faseolamina. Estes resultados fornecem indícios de que não houve purificação 
do inibidor de α amilase na amostra comercial. Houve, no entanto, maior 
semelhança entre a faseolamina e o feijão-branco. Portanto, para os ensaios de 
inativação térmica e ensaio biológico, o feijão-branco foi o escolhido. Para a 
verificação da inativação térmica, os extratos protéicos brutos obtidos da 
extração em água 1:10 foram tratados, a 95°C, por 20 minutos. A análise de 
inibição após corrida eletroforética mostrou que o inibidor de tripsina foi 
termicamente estável, enquanto o inibidor de α-amilase foi inativado. Sendo 
assim, o tratamento térmico aplicado com o objetivo de desnaturar o inibidor de 

                                                 
∗Comitê Orientador: Dr. Custódio Donizete dos Santos (Orientador), Dra. Angelita 
Duarte Corrêa– DQI e Dr. Raimundo Vicente de Sousa – DMV (Co-orientadores) – 
UFLA. 
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tripsina e preservar o inibidor de α-amilase não foi eficiente. Para a avaliação do 
efeito biológico, extratos de feijão-branco e faseolamina foram administrados 
via oral (gavagem), em camundongos, por 24 dias. A dose aplicada foi a 
indicada na terapêutica (1g/70kg/dia), para cada animal. Um grupo controle 
recebeu água destilada. Não foram observadas alterações no peso corporal, 
desenvolvimento, peso do fígado, intestino delgado e pâncreas. Os índices 
bioquímicos séricos de AST, ALT e amilase também não sofreram alteração em 
relação ao grupo controle. Na dose e no tempo de administração utilizados não 
foram observados efeitos deletérios nem a atividade farmacológica esperada. 
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ABSTRACT 

 

 

PEREIRA, Luciana Lopes Silva. Comparative study between commercial 
phaseolamine and bean flour as a perspective to the treatment of obesity 
and type 2 diabetes mellitus. 2008. 72 p. Dissertation (Master in 
Agrochemistry, major in Agrobiochemistry) – Federal University of Lavras, 
Lavras, MG.∗ 
 
Use of plants of medicinal purposes represents a wide field of research. New 
therapeutic proposals need studies to evaluate the appropriate use as to posology, 
indication, limitations and risks of utilization. The search for new 
phytotherapeutic ones as an alternative to the traditional medicinal treatment of 
obesity and of the type 2 diabetes mellitus has been growing. An example of that 
is bean (Phaseolus vulgaris L.), one of the most important components of the 
Brazilian´s food diet and raw matter for the obtaining of the phytotherapeutic 
one phaseolamine (inhibitor of α-amylase), indicated for weight loss and to 
decrease glucemia for the decrease of the absorption of ingest starch. The 
objective in this work was to conduct a comparative chemical study between 
commercial phaseolamine and four bean cultivars and to evaluate the effects due 
to its use. In this way, the chemical constituents (centesimal composition and 
anti nutrients) and inhibition of digestive enzymes (α-amylase and trypsine) wee 
compared in the bean flours and in phaseolamine. No significant differences 
were found in the amounts of trypsine and α-amylase inhibitor and in the 
contents of protein, NFE, ether extract and in the investigated anti-nutrients 
(saponin and lectin) between bean flours and phaseolamine. These results 
furnish clues that there was no purification of α amylase inhibitor in the 
commercial sample. There was, nevertheless, a greater similarity between 
phaseolamine and white bean. Therefore, for the heat inactivation assays and 
biological assay, white bean was the chosen one. For verification of heat 
inactivation, the crude protein extracts obtained from extraction in water 1:10 
were treated at 95°C for 20 minutes. The inhibition analysis after electrophoresis 
run showed that the trypsin inhibitor was thermally stable while the α-amylase 
inhibitor was inactive. So, the thermal treatment applied with the purpose of 
denaturing trypsin inhibitor and of preserving α-amylase inhibitor was no 
efficient. For evaluation of the biological effect, white bean extracts and 
phaseolamine were administered via oral (gavage) in mice for 24 days. The 

                                                 
∗Guidance Committee: Dr. Custódio Donizete dos Santos (Adviser), Dr. Angelita Duarte 
Corrêa– DQI and Dr. Raimundo Vicente de Sousa – DMV (Co-advisers) – UFLA. 
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applied dose was the one indicated in the therapeutics (1g/70Kg/day) to each 
animal, a control group was given distilled water. No alterations were found in 
body weight, development, liver weight, small intestine and pancreas. The 
biochemical serum indices of AST, ALT and amylase also did not undergo 
alteration in relation to the control group. At the dose and administration time 
used, neither deleterious effects nor expected pharmacological activity were 
found. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

A prevalência da obesidade tem aumentado progressivamente e seu 

tratamento é imprescindível, pois ela está associada ao aparecimento de diversas 

doenças crônicas, principalmente o diabetes mellitus tipo 2. 

Apesar de ser uma das enfermidades metabólicas mais antigas da 

humanidade, as opções farmacológicas para tratamento da obesidade são 

limitadas e apresentam diversos efeitos colaterais. O uso de medicamentos deve 

sempre visar o auxílio no processo de mudança de estilo de vida e facilitar a 

adaptação às mudanças dietéticas. Assim, a farmacoterapia deve servir como 

adjuvante no controle dietético e não como estrutura fundamental do tratamento 

da obesidade. 

A existência de mitos e fantasias a respeito de medicamentos é muito 

comum. Para muitos indivíduos, tratamentos farmacológicos, em especial com 

produtos ditos “naturais”, constituem a melhor solução para seus males, na 

crença de que estes possuem os efeitos desejados sem a presença de efeitos 

colaterais. Vale a pena salientar que o uso pode ser não necessariamente eficaz, 

nem destituído de riscos.  

Estima-se que US$ 100 milhões foram aplicados, nos últimos 10 anos, 

em pesquisa científica relacionada a produtos naturais e, apesar disso, nenhum 

medicamento baseado em plantas medicinais foi desenvolvido no Brasil, pelo 

setor público. Na década de 1990, o uso de fitoterápicos intensificou-se e o 

mercado mundial de fitoterápicos obteve, em 1997, um faturamento de US$ 12,4 

bilhões. Atualmente, ele é da ordem de cerca de US$ 22 bilhões, com um 

crescimento de 12% ao ano. A Europa movimentou US$ 7 bilhões, no mesmo 

período, sendo a Alemanha responsável por 50% deste montante, pois naquele 
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país, a fitoterapia é a escolha predominante. Cerca de um terço dos 

medicamentos de venda livre na Alemanha é de origem natural (Soler, 2000). 

Vários fitoterápicos são largamente utilizados na terapêutica com fins 

anorexígenos e hipoglicemiantes. Contudo, o documento do Consenso Latino-

Americano cita formas de tratamento, muito utilizadas no nosso meio, como não 

recomendadas para o tratamento da obesidade, pela absoluta falta de evidências 

científicas de sua eficácia. Estão citadas neste grupo a acupuntura, a fitoterapia, 

a mesoterapia, as fórmulas magistrais ditas naturais, os diuréticos e os laxativos. 

Os fitoterápicos são amplamente utilizados para a redução de peso e da 

hiperglicemia, porém, por não se tratar de substâncias purificadas, os efeitos do 

uso dessas formulações são desconhecidos. Grande parte dos medicamentos 

ditos “naturais” não possui estudos que justifiquem seu uso. Pesquisas 

cuidadosas são necessárias para a verificação da eficácia e da segurança. 

Possíveis malefícios são decorrentes, principalmente, da presença de fatores 

antinutricionais, como inibidores enzimáticos, hemaglutininas, fitatos, e 

saponinas, entre outros.  

O feijão (Phaseolus vulgaris L.) é um dos mais importantes 

componentes da dieta alimentar do brasileiro e matéria-prima para a obtenção do 

inibidor de α-amilase, denominado, por Marshall & Lauda (1975), de 

faseolamina. É uma fonte importante de energia e proteína, portanto, a presença 

de compostos como os inibidores de tripsina, de amilase, lectinas e saponinas é 

de conhecida toxicidade e estes compostos são denominados fatores 

antinutricionais. 

O papel dos fatores antinutricionais tem sido rediscutido, em função de 

descobertas que evidenciam o potencial de algumas dessas substâncias em 

exercer funções benéficas ao organismo humano. A habilidade do inibidor 

enzimático em prestar contribuição no tratamento de diabetes, por meio da ação 

inibidora de α-amilase, é exemplo da diversidade de atuação dessas substâncias. 
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Os inibidores da enzima α-amilase (faseolamina), extraídos do feijão, 

com efeitos na inibição da digestão e absorção do amido, têm sido utilizados na 

terapêutica como complementadores de dietas para perda de peso e efeito 

hipoglicemiante, em pacientes portadores de diabetes mellitus não-insulino 

dependentes.  

Os processos de purificação do inibidor de α-amilase, descritos por 

Marshall & Lauda (1975) e Pusztai (1995), compreendem centrifugação, 

cromatografia de troca iônica, cromatografia de filtração molecular, diálise e 

liofilização. O rendimento final nos vários processos varia de 1,5g a 3,82g do 

inibidor de α-amilase por quilo de feijão. A purificação em escala industrial é, 

dessa forma, onerosa e de baixo rendimento. Estas constatações sugeriram um 

estudo comparativo entre a faseolamina comercial com as farinhas dos feijões 

crus. 

Portanto, esta pesquisa foi realizada com o objetivo geral de realizar um 

estudo químico para comparar a faseolamina comercial e a farinha de quatro 

cultivares de feijão e avaliar os efeitos fisiológicos do seu uso.  

Objetivos específicos:  

• quantificar os principais contituintes químicos da faseolamina comercial e 

das farinhas dos feijões; 

• testar a inativação térmica dos inibidores de enzimas digestivas do feijão-

branco e da faseolamina comercial, no intuito de desnaturar o inibidor de 

tripsina e manter a atividade do inibidor de α amilase; 

• avaliar os efeitos do uso subcrônico da faseolamina comercial e do feijão-

branco, utilizando camundongos como modelos experimentais.  
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

 

2.1 Aspectos gerais da obesidade e do diabetes 

A alta prevalência e a importância das co-morbidades fazem com que a 

obesidade seja considerada uma das mais importantes doenças nutricionais do 

mundo ocidental (Mokdad, 1999). 

A interpretação de obesidade varia de época para época, refletindo os 

valores culturais e científicos de cada uma. Assim, mulheres com formas 

arredondadas eram modelos de beleza na Renascença. Apesar desses valores 

culturais, a obesidade está intimamente relacionada a um aumento na incidência 

de doenças cardiovasculares, hiperlipidemia, hipertensão arterial sistêmica, 

diabetes, entre outras (Bray,1990). 

De acordo com o relatório da Organização Mundial de Saúde (2003) 

cerca e 58% do diabetes mundial podem ser atribuídos ao índice de massa 

corporal (IMC) acima de 21 kg/m2 (massa corporal/altura2 ). A obesidade e o 

diabetes mellitus não insulino dependente (DM2) estão interligados. O ganho de 

peso leva à resistência à insulina por meio de diversos mecanismos. O DM2 

resulta da incapacidade do organismo de responder adequadamente à ação da 

insulina produzida pelo pâncreas. A maior parte dos diabéticos 

(aproximadamente 90%) apresenta este tipo de doença. 

As complicações crônicas do diabetes são freqüentes e associadas à 

elevada morbi-mortalidade. Scheffel et al. (2004), em estudo prévio em 983 

pacientes com DM2 em atendimento ambulatorial em diferentes centros no Rio 

Grande do Sul, observaram que a proporção de nefropatia diabética era de 37%; 

a de retinopatia diabética, de 48% e a de cardiopatia isquêmica, de 36%.  
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2.1.1 Prevenção e tratamento 

A prevenção primária (dos fatores de risco) se faz com um regime 

alimentar saudável e atividade física regular. A prevenção reduz ou adia as 

necessidades de atenção à doença. 

A prevenção secundária inclui diagnóstico precoce e tratamento 

apropriado. Controlar a hipertensão, o colesterol e os níveis de glicemia pode 

reduzir substancialmente o risco de complicações e desacelerar sua progressão.  

Segundo a Organização Pan-Americana da Saúde (2003), estudos 

realizados na China, no Canadá, nos Estados Unidos e em vários países 

europeus mostram que mais da metade de pessoas com excesso de peso e com 

tolerância diminuída à glicose conseguiu reduzir a incidência de diabetes por 

meio de redução de peso e da prática de exercícios físicos.  

O diabetes é uma doença dispendiosa não só para o diabético e sua 

família, mas também para os órgãos de saúde, devido à natureza crônica, à 

gravidade das complicações e aos meios necessários ao seu controle. 

A obesidade é responsável por 2% a 6% do custo total de atenção à 

saúde de vários países em desenvolvimento; algumas estimativas apontam para 

até 7%. Os verdadeiros custos são indubitavelmente muito mais altos, uma vez 

que nem toda patologia associada à obesidade está incluída nos cálculos. Já para 

o diabetes, os custos com atenção à doença variam de 2,5% a 15% dos 

orçamentos anuais da saúde. Em 1995, foi estimado que o diabetes mellitus 

atingia 4% da população adulta mundial e que, em 2025, atingirá 5,4% dela, o 

que equivalerá a, aproximadamente, 300 milhões de diabéticos (Toscano, 2004). 

Os medicamentos que podem ser utilizados no processo de perda de 

peso são distribuídos em três grupos: os que diminuem a fome ou modificam a 

saciedade; os que reduzem a digestão e a absorção de nutrientes e os que 

aumentam o gasto energético (Nonino-Borges et al., 2006). 



 6

Para o DM2, o tratamento visa manter o controle glicêmico adequado, 

seja com dieta hipocalórica, aumento da prática de exercícios físicos ou uso de 

medicações. Existem, no momento, diversas opções terapêuticas, que podem ser 

utilizadas isoladamente ou em associações: sensibilizadores da ação de insulina 

(metformina, tiazolidinedionas), anti-hiperglicemiantes (acarbose), secretagogos 

(sulfoniluréias, repaglinida, nateglinida), drogas antiobesidade e ou insulina 

(Araújo et al., 2000). 

O United Kingdom Prospective Diabetes Study (UKPDS) mostrou que 

ocorre piora progressiva da função da célula β-pancreática, independente do tipo 

de tratamento, e que, após 9 anos de tratamento, apenas 25% dos diabéticos 

continuam a responder à monoterapia, sendo necessárias associações de 

múltiplos recursos para melhor controle glicêmico. 

Dados a gravidade da doença e os efeitos colaterais da terapia 

tradicional, a busca por terapias alternativas que possam ser adjuvantes do 

tratamento da obesidade e do DM2 é imprescindível. O inibidor de α-amilase 

surge como um promissor aliado por diminuir a absorção de glicose, exercendo 

potencial efeito na redução da glicemia pós-prandial. 

Marshall & Lauda (1975) isolaram uma proteína parcialmente purificada 

de feijão com propriedade de inibir a α-amilase e a denominaram faseolamina.  

Na década de 1980, suplementos contendo inibidores de α-amilase 

foram comercializados como “bloqueadores de amido”, para o controle de 

obesidade e DM2. Entretanto, a maior parte daqueles produtos consistia, 

principalmente, de simples extratos de feijão com baixa atividade antiamilásica e 

alto conteúdo de lectina e inibidores de tripsina, potencialmente danosos. Nos 

Estados Unidos, foram comercializados como “starch blockers” e proibidos pelo 

Food and Drugs Administration (Liener et al., 1984). 

No Brasil, a faseolamina é comercializada e prescrita por médicos na 

forma de cápsulas que são manipuladas em farmácias magistrais. A faseolamina 
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comercial é obtida de fornecedores de matérias-primas, com laudo e certificado 

de análise. O laudo traz como identificação do produto as seguintes informações: 

Matéria-prima: faseolamina. 

Origem/procedência: México. 

Condições de armazenamento: temperatura entre 15° e 30°C. 

Nome científico: Phaseolus vulgaris. 

Parte da planta: fração do feijão seco. 

Classe terapêutica: antiobesidade. 

Descrição: pó bege. 

Solubilidade: insolúvel em água e em álcool. 

Densidade aparente: 0,41g/mL sem compactação. 

Perda por dessecação: 4,71%. 

Granulometria: máximo de 80 mesh. 

Cinzas sulfatadas: 3,88%. 

Contagem ativa: 5500U. 

 

2.2 Propriedades nutricionais e antinutricionais do feijão 

 

2.2.1 Propriedades nutricionais 

As propriedades nutritivas relacionadas ao feijão comum baseiam-se no 

fato de ser fonte rica em proteínas (19,6% a 26% da matéria seca - MS), de 

carboidratos complexos de baixo índice glicêmico (64% a 71% da MS) e pobre 

em gordura (1% a 2% da MS) (Vieira, 1967). 

Um grande número de pesquisadores tem mostrado que as proteínas dos 

grãos de feijão, isoladas ou não, são deficientes em aminoácidos sulfurados 

(metionina e cisteína) e contêm alto teor de lisina (Tandon et al., 1957). 

O baixo valor biológico das proteínas de Phaseolus vulgaris é atribuído 

a vários fatores, tais como: baixo conteúdo de aminoácidos sulfurados, estrutura 
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compacta de proteínas nativas de feijões, que podem resistir à proteólise; 

compostos antinutricionais, que podem modificar a digestibilidade e alterar a 

liberação dos aminoácidos (Wu et al., 1995). A digestibilidade das proteínas do 

feijão, em ratos, situa-se entre 40% e 70%. Em humanos, esta digestibilidade é 

ainda menor, atingindo não mais que 60% do nitrogênio ingerido (Bressani & 

Elias, 1984). 

Apesar da digestibilidade, o feijão é considerado a “carne do pobre”, em 

função do seu elevado teor protéico que, juntamente, com o arroz, fornece os 

aminoácidos necessários à nutrição humana (Prolla, 2006). Além disso, 

apresenta muitos efeitos funcionais, atribuídos à sua composição química 

peculiar, pois é também uma fonte importante de fibras (Haro et al., 1995) e de 

amido resistente (Calixto et al., 1996). 

Com relação às fibras contidas nos grãos, Lajolo et al. (1996) destacam 

seus reconhecidos efeitos hipocolesterolêmico e hipoglicêmico, além do alto 

conteúdo de carboidratos complexos e da presença de vitaminas do complexo B. 

Há também o benefício do ferro com efeito antianêmico. Canniatti-

Brazaca & Silva (1999) encontraram variação no teor de ferro de 6,83 a 15,34 

mg ferro/100g MS no feijão-preto, no feijão-comum, no feijão-branco, no grão-

de-bico, na soja, no feijão-guandu e na lentilha.  

Há muitos anos, pesquisas são desenvolvidas no intuito de relacionar 

alimentos ingeridos pelos povos e o surgimento e evolução de doenças crônicas. 

Essas doenças, que tipicamente cursam por dez ou mais anos, incluem 

principalmente o diabetes mellitus, as dislipidemias, a obesidade e as doenças 

cardiovasculares (Prolla, 2006). Estudos em animais e em humanos já 

demonstraram efeitos benéficos das leguminosas sobre algumas destas doenças, 

inclusive efeitos protetores do feijão sobre o surgimento de câncer (Correa, 

1981; Hangen & Ennink, 2003). 
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2.2.2 Propriedades antinutricionais 

Apesar de terem malefícios à saúde reconhecidamente estudados, 

algumas substâncias classificadas como fatores antinutricionais, atualmente,têm 

sido consideradas benéficas pelas suas atribuições terapêuticas. 

Há muitas substâncias extraídas de plantas que reduzem o nível de 

glicose no sangue e a grande variedade de classes químicas indica que a 

variedade de mecanismos de ação deve estar envolvida na redução do nível de 

glicose no sangue. Algumas dessas substâncias podem ter potencial terapêutico, 

enquanto outras podem produzir hipoglicemia como efeito colateral devido à sua 

toxicidade, especialmente hepatotoxicidade (Negri, 2005). 

Pusztai et al. (1998) descrevem que componentes do feijão-comum, 

como a lectina e inibidores de tripsina, podem atuar reduzindo a 

biodisponibilidade de carboidratos complexos, proteínas e lipídios da dieta 

humana. 

O feijão-comum possui alguns atributos indesejáveis, tais como fitatos, 

fatores flatulentos, compostos fenólicos, inibidores enzimáticos, hemaglutininas 

(lectinas) e alergênicos, os quais devem ser eliminados para a sua efetiva 

utilização como alimento (Gupta, 1987; Sathe et al., 1984). 

Grande parte dos fatores antinutricionais é decorrente do mecanismo de 

defesa das plantas contra insetos-praga e doenças. Há muitos anos vêm sendo 

estudadas a biossíntese e a regulação de compostos químicos associados aos 

mecanismos de defesa das plantas. Inicialmente, estas substâncias químicas 

foram consideradas como sendo compostos secundários, os quais não tinham 

suas funções bem estabelecidas (Janzen et al., 1986). Sabe-se que essas 

moléculas são encontradas em vários tecidos vegetais na forma de componentes 

constitutivos, fazendo parte do plano de desenvolvimento normal da planta 

(Rosenthal & Janzen, 1979) ou componentes induzidos, sendo sintetizados em 

resposta ao ataque de pragas ou patógenos (Xavier-Filho, 1993). Entre estes 
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compostos estão incluídos antibióticos, alcalóides, terpenos e as proteínas de 

defesa. Dentre estas substâncias de natureza protéica estão incluídas lectinas, 

inibidores de proteinases, inibidores de α-amilases, quitinases, entre outras 

(Peumans & Van Damme, 1995). 

A presença de fatores antinutricionais protéicos e não protéicos reduz a 

qualidade nutricional do feijão. Segundo Chubb, citado por Brigide (2002), os 

fatores antinutricionais são classificados com base no tipo de nutriente que afeta, 

como também pelo tipo de resposta biológica produzida no animal. Distinguem-

se três grupos: 

• substâncias que prejudicam a digestibilidade ou a utilização metabólica das 

proteínas. São os inibidores de enzimas digestivas, lectinas 

(hemaglutininas), saponinas e os compostos fenólicos; 

• substâncias que reduzem a solubilidade ou interferem na utilização de 

elementos minerais: ácido fítico, ácido oxálico, glicosinolatos, gossipol; 

• substâncias que inativam ou aumentam o requerimento de certas vitaminas. 

Antivitaminas lipossolúveis A, D, E e K e antivitaminas hidrossolúveis: 

tiamina, ácido nicotínico, piridoxina e cianocobalamina. 

 

2.2.2.1 Inibidores de enzimas digestivas 

Na literatura são relatados, em feijão (Phaseolus vulgaris), dois tipos de 

inibidores de enzimas digestivas, um que inibe o grupo das enzimas proteolíticas 

associadas à serina, destacando-se o inibidor de tripsina e outro que inibe as α-

amilases de origem animal e de insetos (Durigan, 1985).  

 

a) Proteases 

Protease é a denominação geral para todas as proteínas com atividade 

proteolítica. As proteases são divididas em endopeptidases, quando hidrolisam 

ligações peptídicas internas e exopeptidases, quando hidrolisam ligações N-



 11

terminais ou C-terminais. As endopeptidases são também denominadas 

proteinases (Ryan & Walker-Simmons, 1981).  

As proteinases são classificadas, de acordo com a União Internacional 

de Bioquímica, em quatro grandes classes: proteinases serínicas, cisteínicas, 

aspárticas, e metaloproteinases (Tabela 1). O sistema de classificação baseou-se 

numa comparação entre sítios ativos, mecanismo de ação e estrutura 

tridimensional das proteinases (Neurath, 1996).  

 

 

TABELA 1. Famílias de proteinases. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                     Fonte: Gomes, (2004). 

 

 

FAMÍLIAS PROTEINASES 

Proteinase serínica I Quimotripsina 

Tripsina 

Elastase 

Proteinase serínica II Subtilisina 

Proteinase cisteínica Papaína 

Actidina 

Catepsina B e H 

Caspases 

Proteinase aspárticas Penicilopepsina 

Proteinases ácidas 

Renina 

Metaloprotease I Carboxipeptidase bovina A 

Metaloprotease II Termolisina 
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b) Inibidores de proteinases 

Os inibidores de proteinases são polipeptídeos que possuem a 

capacidade de se ligar às enzimas proteolíticas (Franco et al., 1999).  

Os inibidores de proteinases foram divididos em classes de acordo com 

suas atividades específicas, como demonstrado na Tabela 2. Os mais abundantes 

e estudados são aqueles capazes de inibir as serinoproteinases, grupo das 

tripsinas e quimiotripsinas (Terra & Ferreira, 1994).  

 

 

TABELA 2 Inibidores de proteinases de plantas. 

CLASSES FAMÍLIA BIBLIOGRAFIA 

 

 

Inibidores de 

proteinases serínicas 

Inibidor de tripsina da soja (Kunitz)

Inibidor de Bowman-Birk (BBI) 

Inibidor de tripsina da cevada 

Inibidor de batata I e II 

Inibidor de abóbora 

Inibidor bifuncional de milho/  

Ragi I-2. 

Garcia-Olmedo et 

al. (1987) 

 

Ryan (1990) 

Shivaraj & 

Pattabiraman 

(1981). 

Inibidores de 

metalo-proteinases 

Inibidor de carboxipeptidase A, B. Keilova & Tomasek 

(1977). 

Inibidores de 

proteinases 

cisteínicas 

Inibidor de proteinase cisteínica 

(fitocistatina). 

Abe et al. (1987). 

Inibidores de 

proteinases 

aspárticas 

Inibidor de proteinase aspártica Mares et al. (1989) 

Fonte: Gomes, (2004). 
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Produzidos naturalmente, os inibidores de proteinases de plantas já 

foram extensivamente descritos (Ryan, 1990). Este grupo de proteínas está 

amplamente distribuído no reino vegetal, sendo particularmente abundante em 

sementes e órgãos de reserva e faz parte de um mecanismo de defesa das plantas 

contra o ataque de pragas e patógenos. As proteínas de defesa podem ser 

produzidas constitutivamente em tecidos que são particularmente vulneráveis ao 

ataque de insetos, como as sementes, ou podem ser induzidos por danos 

mecânicos (Jouanin et al., 1998). 

A composição em aminoácidos dos inibidores de proteases isolados do 

feijão parece ser similar ao inibidor Bowman-Birk (BBI) da soja (Yamamoto & 

Ikenaka, 1967). Uma característica comum do BBI de feijões é sua grande 

estabilidade, em contraste com o inibidor de Kunitz da soja (Figura 1). 

 

 

 

FIGURA 1. Estrutura primária do inibidor de Bowman-Birk da soja. Os sítios 
ativos para tripsina (Lys 16-Ser 17) e quimotripsina (Leu44-Ser45) 
estão mostrados em preto. Fonte: Jorba, (2005). 
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Sabe-se que as sementes de leguminosas são grandes reservas de 

proteínas em seus cotilédones e de inibidores de proteinases. As sementes 

contêm formas múltiplas do inibidor tipo BBI em monômeros e dímeros. 

Estudos do estado de associação do inibidor revelaram o papel das 

interações carregadas no equilíbrio monômero ↔ dímero. Os estudos químicos 

da modificação de Lys e de Arg confirmaram o papel de interações da carga 

nesse equilíbrio. Estes resultados suportam a premissa de que uma interação 

original, que estabilize o dímero, é a causa da associação entre os monômeros 

nos inibidores. A interação entre o grupo amino da Lis24 de um monômero e a 

extremidade carboxi terminal de Asp76 do outro monômero ocorre no processo 

de dimerização dos BBI do feijão. Esta associação com outro monômero é vital 

ao papel fisiológico e funcional dos BBI porque aumenta a estabilidade térmica 

e a resistência ao ataque de enzimas, estabilizando a conformação do segundo 

sítio reativo no domínio carboxi terminal (Kumar et al., 2004). 

 
Mecanismo de ação 

O mecanismo de ação de um inibidor de proteinase baseia-se na inibição 

competitiva de uma proteinase, via bloqueio de sua atividade proteolítica (Figura 

2). O mecanismo pelo qual os inibidores de proteinases interferem no processo 

digestivo dos insetos se deve à diminuição da assimilação de nutrientes 

prejudicando a síntese de proteínas necessárias ao crescimento e ao 

desenvolvimento (Frizzas et al., 2004). 

A maioria dos inibidores de proteases serínicas reage com suas enzimas 

cognatas por meio de um mecanismo semelhante ao que ocorre na ligação 

enzima-substrato (Laskolwski & Katto, 1980). Esse grupo de inibidores 

compreende, geralmente, proteínas pequenas, com 29 a 190 resíduos de 

aminoácidos e todas elas possuem alça ligante exposta (Bode & Huber, 1992). A 

formação do complexo enzima-inibidor ocorre rapidamente, mas a sua 
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dissociação é lenta e resulta em enzima livre e em um inibidor clivado, o qual 

sofre desnaturação e degradação. Na formação deste complexo estão envolvidas 

interações entre as cadeias do inibidor e a proteinase, tais como pontes de 

hidrogênio e forças de Van der Waals. A presença de pontes de dissulfeto é 

indispensável para que o inibidor adquira uma conformação que lhe possibilite 

conectar-se à proteinase (Ardelt & Laskolwski, 1991). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
FIGURA 2. Estrutura tridimensional do inibidor de Bowman Birk. Em (a) é 

mostrada a área superfícial do inibidor. Em (b) é mostrado o 
esqueleto molecular que dá forma ao inibidor. Em (c) pode-se 
observar a interação inibidor (vermelho) e tripsina suína (azul) 
(Koepke et al., 2000).  
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A formação do complexo enzima-inibidor envolve, ainda, a formação de 

uma ligação peptídica no inibidor e a presença de elementos essenciais no sítio 

ativo da enzima. O mecanismo da catálise é comum para as proteinases em geral 

e a estrutura foi bastante estudada por meio de técnicas de difração de raios X 

(Franco et al., 1999). 

 

Efeitos nocivos 

Os inibidores de proteases das leguminosas provocam efeitos nocivos 

em animais, formam complexos inativos com a tripsina e a quimotripsina. 

Portanto, o nível de enzimas digestivas livres para atuarem diminui, 

dificultando, assim, a proteólise e a absorção de proteínas adquiridas na dieta. 

Estes complexos enzima-inibidor, ricos em aminoácidos sulfurados, são 

excretados. Os inibidores provocam uma hipertrofia/hiperplasia do pâncreas, 

devido à hipersecreção crônica de enzimas digestivas. Conseqüentemente, os 

aminoácidos sulfurados destinados a sintetizar proteínas do tecido corporal são 

desviados para a síntese destas enzimas. Estes fatos levam a uma redução do 

conteúdo de aminoácidos essenciais, ocasionando inibição do crescimento, 

agravada pelo fato de as proteínas das leguminosas serem deficientes de 

aminoácidos sulfurados (Jorba, 2005). 

 

c) α-Amilases 

As α-amilases (α-1,4-glucan-4-glucanohidrolase, EC 3.2.1.1) são 

enzimas monoméricas que constituem uma família de endoamilases e catalisam 

a hidrólise de ligações glicosídicas α-1,4 dos carboidratos. Essas enzimas têm 

um papel importante no metabolismo de carboidratos em plantas, em animais e 

em outros organismos (Franco et al., 1999).  
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Em mamíferos, as α-amilases estão presentes na saliva e na secreção 

pancreática. A amilase pancreática é regulada pela ação do hormônio 

colecistoquinina (Qian et al., 2005). 

A amilase pancreática humana (APH) é responsável por hidrolisar 

polissacarídeos grandes em oligossacarídeos menores, que são posteriomente 

hidrolisados pelas α-glicosidases intestinais (Figura 3). Este processo da 

digestão é importante para a absorção de glicose do intestino para o sangue. 

Portanto, o controle da atividade de APH pode ser usado como forma de 

controlar os níveis de glicose no sangue. A atividade de APH diminuída, 

correlacionada aos níveis de glicemia pós-prandial pelo uso de inibidores da α-

amilase, foi utilizada com sucesso no tratamento de doenças, como o diabetes ou 

a obesidade, nas quais o controle do nível de glicose do sangue é essencial 

(Numao, 2004). 

Observam-se as seguintes estruturas na cadeia polipeptídica: regiões 

helicoidais, regiões de folha β pregueada e espirais. As posições de ligação de 

cloreto (um ativador catalítico) e de cálcio (um estabilizador estrutural) são 

indicadas com as esferas. São mostradas também as posições obrigatórias dos 

subsítios de ligação do inibidor -1 e-3. Fonte: Numao, (2004). 
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FIGURA 3 Estrutura tridimensional da α amilase pancreática humana; dobrada 
em três domínios (A, B e C). 

 

 

d) Inibidores de α-amilases 

As plantas apresentam várias proteínas inibidoras de α -amilase. Esses 

inibidores podem ser encontrados em cereais (Feng et al., 1996), como no trigo 

(Triticum aestivum), em leguminosas, no feijão (Phaseolus vulgaris) e em outras 

famílias de vegetais. 

Os inibidores de α–amilase (αAI) são compostos que a inativam pela 

formação de complexos enzima-inibidor. Baseando-se na natureza química, há 

três tipos de inibidores de αAI, a saber: (a) carboidratos nitrogenados 

microbianos, (b) peptídeos microbianos e (c) proteínas de vegetais superiores. A 
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investigação de αAI naturais é importante pelo seu efeito no controle de insetos 

específicos e na nutrição humana (Lee et al., 2002). 

No feijão, foi demonstrada a presença de dois inibidores de α-amilase, 

chamados αAI1 e αAI2, que diferem em suas especificidades contra diferentes 

α-amilases. Enquanto o αAI1 inibe a α-amilase de pâncreas de suíno (APS) 

assim como as α-amilases dos bruquídeos Callosobruchus maculatus e de C. 

chinensis, o inibidor αAI2 inibe as α-amilases do Zabrotes subfasciatus (Grossi 

de Sá & Chrispeels, 1997). Nenhum desses inibidores presentes em sementes de 

feijão teve efeito contra as α-amilases do bruquídeo Acanthoscelides obtectus 

(Franco et al., 1999). 

Lee et al. (2002), estudando a estrutura protéica de inibidores de α-

amilases de feijão-comum, verificaram locais com clivagem proteolítica situados 

entre Asp77 e Ser78 para pro-αAI4 (feijão-branco) e pro-αAI5 (feijão-preto). 

Eles determinaram estes inibidores αAI4 e αAI5, tendo seqüência de 

aminoácidos 93% e 95% idêntica ao αAI-1. Uma curvatura ao lado de Asp77 em 

estruturas tridimensionais modelo dos proinibidores αAI4 e αAI5 indica que 

uma clivagem proteolítica é necessária para a ativação da proteína. O αAI4 ativo 

é composto de quatro subunidades (2α e 2β) (Figura 4) e teve um peso molecular 

de 56.714 kDa, determinado por espectrometria de massa por tempo de vôo. 
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FIGURA 4 Modelo de composição estrutural do inibidor de α amilase do feijão-

branco (sp: peptídeo sinalizador, α: 11375 peptídeos e β: 16600 
peptídeos). Fonte: Lee et al. (2002). 

 

 

Mecanismo de ação 

 O mecanismo de interação e especificidade inibidor-amilase é 

extremamente complexo e, embora ainda não totalmente desvendado, avanços 

têm sido demonstrados nessa área para melhor compreensão da especificidade 

da interação. Estruturas de complexos imaginários foram moduladas para 

fornecer análises comparativas quanto às diferenças de especificidade, 

apontando possíveis aminoácidos responsáveis (Frizzas et al., 2004). 

Kluh et al. (2005) compararam seqüências de α-amilases sensíveis e 

insensíveis ao αAI1 e determinantes críticos foram localizados no modelo 

espacial de αAI1. Com base em análises “in vitro” de especificidade inibitória e 
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atividade “in vivo” pela ingestão de αAI1, foi demonstrada supressão do 

desenvolvimento de larvas em insetos com α-amilases sensíveis ao inibidor.  

A região de contato do inibidor com a enzima foi definida por 

cristalografia de raio X do complexo αAI1-α amilase pancreática de suíno 

(Figura 5). Esta região representa uma grande área (1.500 Angstrons) na 

superfície da enzima, com 50 resíduos responsáveis pela interação com αAI1 

(Kluh et al., 2005). 

 

 

 
 
FIGURA 5 Análise de região de interação entre a α amilase e αAI1. 

Representação de superfície (a) e ribbon (b). Os resíduos de 
aminoácidos da α-amilase que interagem com αAI1 estão 
representados em cinza e em preto (a). As cadeias laterais de 
resíduos de aminoácidos conservados, essenciais para a atividade 
catalítica de α-amilase (tríade Asp/Glu/Asp), são indicadas em (b).  
Fonte: Kluh et al, (2005). 
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Kasahara et al. (1996) sugeriram uma proporção estequiométrica de 2:1, 

em que uma única molécula de inibidor αAI1, por meio de dois sítios de ligação 

independentes, se liga e inibe duas moléculas de amilase de pâncreas de suíno. 

 O mecanismo de inibição é complexo. Santimone et al. (2004) sugeriram 

um mecanismo de inibição mista do tipo não competitiva, envolvendo formação 

de complexos EI, EI2, ESI e ESI2. 

 

Ações terapêuticas  

Estudos em humanos mostraram que a perfusão de inibidor de α-amilase 

parcialmente purificado no duodeno inibiu significativamente a atividade da 

amilase durante a digestão de amido (Layer et al., 1985). A ingestão de inibidor 

purificado, junto com 50g de amido, reduziu os níveis de glicemia pós-prandial 

em indivíduos diabéticos (Layer et al.,1986). O efeito a longo prazo do uso do 

inibidor de α-amilase intraluminal no trato gastrintestinal foi, contudo, pouco 

estudado (Tormo et al., 2004). 

 

2.2.2.2 Lectinas  

Geralmente, as lectinas (hemaglutininas) estão distribuídas por todas as 

partes da planta. A maior parte, porém, é encontrada nos órgãos de 

armazenamento. Outras partes das plantas, como folhas, caule, raízes e flores, 

principalmente, contêm pouca quantidade que não necessariamente é idêntica 

em estrutura ou especificidade a carboidratos às lectinas de órgãos de 

armazenamento (Rüdiger, 1998).  

As lectinas são, geralmente, ricas em aminoácidos ácidos e básicos e 

pobres em aminoácidos contendo enxofre, sendo a maioria uma glicoproteína 

com conteúdo de açúcar variável.  

Algumas lectinas são classificadas como metaloproteínas, pois 

necessitam de cátions, como Ca2+
 

e Mn2+,
 

para realizar a sua atividade 
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hemaglutinante. Estes íons estão associados a uma série de aminoácidos 

conservados que participam da ligação ao carboidrato (Moreira et al., 1990; 

Murdock & Shade, 2002).  

Lectinas são, geralmente, glicosiladas e compostas de 2 ou 4 monômeros 

ligados não covalentemente. O peso molecular das lectinas de plantas varia de 

8,5 a 265 kDa, como em Urtica dioica (Broekaert et al., 1989) e Phaseolus 

lunatus (Moreira et al., 1990), respectivamente.  

Uma das propriedades gerais de muitas proteínas que está diretamente 

envolvida com o mecanismo de defesa de plantas é sua acentuada estabilidade 

em amplas faixas de pH e temperatura. Muitas lectinas de plantas não são 

degradadas por proteases do intestino de animais e insetos (Peumans & Damme, 

1995). 

Todas lectinas de leguminosas são relatadas a nível molecular, mas 

mostram uma variação na especificidade de ligação ao carboidrato. Esta ampla 

especificidade certamente contribui para o sucesso da lectina de legume como 

uma ferramenta indispensável na pesquisa biológica e biomédica, sendo usada 

como proteína bioativa na pesquisa e na medicina (Van Damme et al., 1998, 

Peumans & Damme, 1998).  

 

Efeitos nocivos 

O efeito tóxico das lectinas deve-se à sua alta resistência à degradação 

proteolítica “in vivo” e à sua capacidade de reconhecer receptores específicos de 

células da mucosa intestinal, causando uma interferência não específica na 

absorção de nutrientes. Esta redução da biodisponibilidade de nutrientes também 

se deve à ação direta das lectinas sobre as enzimas digestivas (peptidases, 

dissacaridases, fosfatases e amilases), diminuindo, assim, a atividade enzimática.  

A maioria das lectinas é capaz de resistir à ação enzimática do trato 

digestivo. Maenz et al. (1999); demonstraram que 60% das lectinas da soja 
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chegam intactas ao intestino e se ligam a carboidratos das membranas, 

provocando desorganização e destruição dos microvilos, interferindo seriamente 

na digestão e na absorção, reduzindo a secreção de enzimas pelos enterócitos, 

provocando hipersecreção de proteína endógena com maior produção de muco e 

perdas de proteínas plasmáticas. Estudos utilizando feijão demonstraram que 

pelo menos 25% da redução no crescimento de ratos alimentados com dietas à 

base de feijão cru se deve à lectina.  

A toxicidade das lectinas é variável. Algumas mostram efeitos deletérios 

em animais, podem interferir no balanço hormonal produzindo alterações no 

metabolismo de lipídeos e proteínas, que culminam em uma diminuição severa 

do crescimento, podendo ocasionar a morte do animal (Thompson, 1993). 

 

Ações terapêuticas 

A atividade hipoglicemiante do extrato das sementes de Urtica pilulifera 

L. (Urticaceae) é atribuída à presença de lectinas, glicoproteínas que se ligam 

especificamente a resíduos de açúcar. A ação hipoglicemiante da lectina 

corresponde ao aumento tanto da secreção de insulina por meio das células β, 

quanto da liberação da insulina de seus receptores, podendo, também, mimetizar 

a ação da insulina pela interação com os resíduos de carboidratos de 

glicoproteínas dos receptores de insulina. As lectinas podem, também, aumentar 

a secreção da mucosa intestinal, modificando a absorção da glicose (Kavalali et 

al., 2003). 

Para avaliar o efeito da administração de extrato de feijão-comum 

contendo alto teor de lectina (27g/kg refeição) sobre o crescimento e o 

metabolismo, Pusztai et al. (1998) compararam ratos obesos Zucker com ratos 

magros controle alimentados com lactoalbumina. A dieta teste oferecida era 

isonitrogenada, em relação à dieta controle, contendo 50g ou 150g de lipídios e 

até 130g de extrato de feijão por kg de dieta. Após 10 dias do experimento, 
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observou-se que tanto os animais obesos como os magros reduziram seu 

crescimento com o consumo de dieta contendo o extrato de feijão comum, de 

maneira dose-dependente, quando comparados com os grupos controle. No 

entanto, os animais que receberam o extrato de feijão apresentaram menos 

gordura corpórea, com manutenção do tecido magro em relação aos seus 

controles. Quando o teor de lipídios da dieta foi aumentado para 150g/kg e o 

teor de lectina para 0,4g/kg de peso corpóreo/dia, os ratos obesos perderam peso 

exclusivamente pela redução do tecido adiposo com preservação de músculo 

esquelético. Mas, quando a mesma dieta foi oferecida aos animais magros, 

ocorreu significativa perda de proteína corpórea. Os níveis plasmáticos de 

insulina mantiveram-se significativamente reduzidos e o pâncreas não aumentou 

nos animais obesos alimentados com o extrato de feijão por 10 dias. Apesar de a 

lectina (fitohemaglutinina) proveniente do feijão-comum (Phaseolus vulgaris) 

ter sido eficiente na redução do teor de lipídios totais plasmáticos, a substância 

apresentou efeito antinutricional importante, prejudicando o desenvolvimento de 

ratos.  

Cabe perguntar qual é a dose mínima útil de extrato de feijão que não 

causa efeitos adversos sobre o peso corpóreo ou o tecido muscular. 

Estudos sugeriram que a toxicidade de preparações de lectina de P. 

vulgaris a bruquídeos era devido a uma proteína contaminante inibidora de α-

amilase (Altabella & Chrispeels, 1990). Contudo, esta observação parece ser 

específica para P. vulgaris, e não é o caso de preparações de lectina de outras 

espécies (Frizzas et al., 2004). 

 

2.2.2.3 Saponinas 

As saponinas, também chamadas de saponosídeos e glicosídeos 

saponínicos, recebem este nome, pois quando dissolvidas em soluções e 

agitadas, formam espuma abundante, assemelhando-se ao sabão. A formação 
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desta espuma ocorre devido à sua estrutura química, em que açúcares solúveis 

estão ligados a esteróides lipofílicos ou triterpênicos. Assim, são derivadas de 

triterpenóides tetracíclicos, possuem sabor amargo e acre e os medicamentos que 

as contêm são esternutatórios (provoca espirros) e irritantes para as mucosas 

(Oliveira et al., 2003; Robbers et al., 1996). 

Com base no núcleo fundamental aglicona, as saponinas podem ser 

classificadas como esteroidais ou triterpênicas. Saponinas esteroidais estão 

presentes, na maioria das vezes, em monocotiledôneas e participam da síntese de 

hormônios esteroidais vegetais; já as saponinas triterpênicas são encontradas 

mais facilmente nas dicotiledôneas, especialmente na família Sapindaceae, 

Sapotaceae, Polygonaceae, Caryophylaceae e Araliaceae, sendo as saponinas 

triterpênicas as mais abundantes da natureza (Oliveira et al., 2003; Robbers et 

al., 1997). 

As saponinas destroem os corpúsculos das hemácias por hemólise e são 

tóxicas aos seres humanos e especialmente aos animais pecilotérmicos, sendo 

muitas saponinas utilizadas como venenos para peixes, insetos e moluscos 

(algumas são usadas para o controle de caramujos transmissores da 

esquistossomose) (Oliveira et al., 2003; Robbers et al., 1997). 

 

Efeitos nocivos 

Saponinas administradas por via intravenosa produzem inflamação local, 

podendo provocar a morte do indivíduo pela ruptura massiva de eritrócitos. No 

entanto, a toxicidade é menor quando administrada via oral, isto se deve à 

dificuldade de atravessar a membrana intestinal para penetrar na corrente 

sangüínea. O efeito hemolítico no intestino é muito menor que no plasma. 

Portanto, a ingestão de elevadas quantidades pode causar irritação no epitélio 

intestinal e, se atingir a corrente sangüínea pelas lesões, pode produzir danos 

hepáticos, hemólise, falência respiratória e coma (Jorba, 2005). 
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Ações terapêuticas 

Glicosídeos de triterpenóides e esteroidais, os quais são conhecidos 

como saponinas, são substâncias bioativas presentes em muitas plantas (Rao & 

Gurfinkel, 2000). Algumas saponinas derivadas de triterpenóides têm ação 

hipoglicemiante (Connolly & Hill, 2001). 

Além da função hipoglicemiante, Thompson (1993) cita efeito protetor 

frente ao câncer de cólon e intestino em pequenas concentrações. Aumenta a 

produção de anticorpos e ligam-se ao colesterol proveniente da dieta, no 

intestino, impedindo que atinja a corrente sangüínea.  
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

 Este trabalho foi conduzido nos Departamentos de Química (DQI) e de 

Medicina Veterinária (DMV) da Universidade Federal de Lavras (UFLA). 

 

3.1 Preparo das farinhas dos feijões 

As cultivares de feijão (Phaseolus vulgaris L.) utilizadas foram 

‘Valente’ (tegumento preto), carioca dos cultivares Pérola (tegumento bege com 

rajas marrons) e Majestoso (tegumento bege com rajas marrons), fornecidas pelo 

setor de Genética e Melhoramento de Plantas do Departamento de Biologia da 

UFLA, MG. O feijão-branco foi cultivado em Campo Belo, MG, e adquirido em 

supermercado local. O produto comercial (faseolamina®) foi adquirido em 

farmácia de manipulação local e obtido de fornecedor de matérias-primas 

autorizado pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária. 

Para a obtenção da farinha de feijão, os grãos com casca foram lavados 

com água destilada, secos em estufa com circulação de ar a 30ºC até peso 

constante, sendo, em seguida, moídos em moinho de facas até a obtenção de 

uma farinha de granulação bem fina, em torno de 60 mesh e acondicionada em 

frascos hermeticamente fechados, ao abrigo da luz, até as análises. 

 

3.2 Composição centesimal 

 

3.2.1 Umidade 

A umidade das farinhas foi determinada por aquecimento em estufa, em 

temperatura entre 100° a 105°C, até peso constante AOAC (2005). Os resultados 

foram expressos em g/100g de matéria seca (MS). 
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3.2.2 Proteína bruta 

A proteína bruta foi determinada com base no conteúdo de nitrogênio 

total, dosado pelo método Kjeldahl AOAC (2005). Na digestão, a matéria 

orgânica é mineralizada pela ação do ácido sulfúrico, o carbono é liberado na 

forma de gás carbônico e o hidrogênio como água. O nitrogênio orgânico é 

fixado sob a forma de sal amoniacal (sulfato de amônio). Na mistura catalítica, o 

sulfato de cobre age como catalisador oxidante e o sulfato de potássio aumenta a 

temperatura de ebulição. Na destilação, a solução de hidróxido de sódio libera a 

amônia, que é condensada e recebida em solução de ácido bórico e solução de 

indicadores (vermelho de metila e verde de bromocresol). O destilado é, então, 

titulado com ácido clorídrico e o teor de nitrogênio da amostra é calculado. O 

fator 6,25 foi utilizado para a obtenção do teor de proteína bruta. Os resultados 

foram expressos g/100g MS. 

 

3.2.3 Extrato etéreo 

O processo foi baseado na extração de substâncias solúveis em éter 

etílico, utilizando o extrator contínuo tipo Soxhlet. Após a evaporação do 

solvente, o teor de extrato etéreo foi determinado por diferença de peso. Os 

resultados foram expressos em g/100g MS. AOAC (2005). 

 

3.2.4 Cinzas 

A determinação de cinzas foi realizada por incineração da amostra em 

forno tipo mufla, a 550ºC, determinando-se gravimetricamente a quantidade de 

resíduo resultante. Os resultados foram expressos em g/100g MS. AOAC 

(2005). 
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3.2.5 Fibra bruta 

Consta, fundamentalmente, de uma digestão em meio ácido (solução de 

ácido acético, ácido tricloroacético e ácido nítrico). Após a hidrólise ácida, o 

resíduo foi lavado com água destilada quente até a retirada total da acidez. Este 

tratamento remove as proteínas, os açúcares, a hemicelulose e as pectinas, 

ficando como resíduos apenas a celulose e a lignina insolúvel em ácido, além de 

material mineral. Na etapa seguinte, o cadinho foi levado à estufa por 24 horas e 

a quantidade de fibras foi determinada por diferença do peso do cadinho antes e 

após os tratamentos (Kamer & Ginkel, 1952). Os resultados foram expressos em 

g/100g MS. 

 

3.3 Preparo dos extratos protéicos 

As proteínas totais solúveis das farinhas e da faseolamina foram 

extraídas em água na proporção 1:10 p/v (1 grama de farinha para 10 mL de 

água). A mistura foi submetida à agitação constante por 1 hora, à temperatura 

ambiente. Decorrido o tempo, o material foi filtrado em tecido de organza e 

centrifugado a 10.000xg, por 10 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi denominado 

extrato protéico bruto (EB), que foi utilizado como inibidor das enzimas 

digestivas. O sedimento foi descartado. 

 

3.4 Determinação de proteínas 

 A quantificação de proteínas foi realizada no EB, após precipitação com 

ácido perclórico, de acordo com metodologia descrita por Bradford (1976). Este 

método é baseado na interação de proteínas que contêm aminoácidos de cadeias 

laterais básicas ou aromáticas com o corante coomassie brilliant blue BG-250. 

No pH de reação, a interação entre a proteína de alto peso molecular e o corante 

provoca o deslocamento do equilíbrio do corante para a forma aniônica, que 

absorve fortemente em 595 nm (Compton & Jones, 1985). O produto da reação 
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de coloração azul-esverdeada é lido em espectrofotômetro a 595nm, utilizando 

albumina sérica bovina como padrão. 

 

3.5 Precipitação do extrato protéico bruto com ácido perclórico 

A 0,2mL dos EB dos feijões e da faseolamina, foram acrescentados 

0,2mL de ácido perclórico 1mol.L-1. Após 10 minutos em gelo, os extratos 

foram centrifugados a 2300xg por 10 minutos. O precipitado foi ressuspendido 

em NaOH 0,1N e a concentração protéica foi determinada pelo método de 

Bradford (1976), utilizando a albumina sérica bovina preparada em NaOH 

0,05N como padrão. 

 

3.6 Inibição das enzimas digestivas 

 Em cada determinação da atividade enzimática residual, a mistura da 

reação foi incubada por, pelo menos, quatro diferentes períodos de tempo. 

Controles sem enzima (branco de substrato), sem substrato (branco de enzima) e 

o branco amostra foram incubados do mesmo modo que os demais tubos 

experimentais e todos os ensaios foram feitos em triplicatas. 

 

3.6.1 Inibição de tripsina 

Para a determinação da atividade de tripsina na presença e na ausência 

dos EB (inibidores), utilizou-se o método proposto por Erlanger et al. (1961) 

utilizando o N-benzoil-D,L-arginina-p-nitroanilida (BApNA), preparado em 

tampão TRIS (trihidroximetilaminometano) 0,05 mol.L-1, pH 8,2, como 

substrato. A atividade de tripsina inibida (tripsina pancreática de suíno Merck – 

E.C. 3.4.21.4) foi determinada a partir da diferença entre a atividade na ausência 

(controle sem inibidor) e na presença do inibidor. Simultaneamente, foram 

realizados brancos, substituindo-se o substrato por seu respectivo solvente 

(branco de enzima), substituindo-se a enzima por seu respectivo solvente 
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(branco de substrato) e o substrato e a enzima por seus respectivos solventes 

(branco amostra). 

Uma miliunidade (mU) de atividade tríptica corresponde à formação de 

um nanomol de p-nitroanilida por minuto nas condições de ensaio.  

Os resultados da inibição de tripsina foram expressos em UIT (unidade 

de inibição de tripsina), que corresponde ao desaparecimento de 1 nanomol de p-

nitroanilida (mU), quando comparado com a atividade da tripsina na ausência do 

inibidor (controle) por miligrama de matéria seca e em atividade específica 

(UIT/mg de proteína). 

 

3.6.2 Inibição de α-amilase 

Para a determinação da atividade de α-amilase na presença e na ausência 

dos EB (inibidores), utilizou-se o método proposto por Noelting & Bernfeld 

(1948), no qual a solução de amido 1% foi utilizada como substrato preparada 

em tampão Tris 0,05mol.L-1, pH 7,0 acrescido de NaCl 38mMol.L-1 e CaCl2 

0,1mMol.L-1. 

A atividade de amilase inibida foi determinada a partir da diferença 

entre a atividade na ausência (controle sem inibidor) e na presença do inibidor, 

após pré-incubação, por 20 minutos, a 37°C. Simultaneamente, foram 

preparados brancos, substituindo-se o substrato por seu respectivo solvente 

(branco de enzima), a enzima por seu respectivo solvente (branco de substrato) e 

o substrato e a enzima por seus respectivos solventes (branco amostra).  

A atividade de α-amilase foi expressa em miliunidades (mU) que 

corresponde à formação de um nanomol de glicose por minuto nas condições de 

ensaio. 1 UIA (unidade de inibição de α-amilase) corresponde à inibição total de 

10 UI de α-amilase. 

Os resultados da inibição da α amilase foram expressos em UIA, que 

corresponde ao desaparecimento de 1 nanomol de glicose quando comparado 
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com a atividade da amilase na ausência do inibidor (controle) por miligrama de 

matéria seca e em atividade específica (UIA/mg de proteína). 

 

3.7 Saponina 

 A saponina das farinhas dos feijões e da faseolamina foi extraída com 

etanol (0,25g de farinha em 5mL de etanol) sob agitação em agitador horizontal 

por 1 hora, à temperatura ambiente. Após centrifugação a 10.000xg por 10 

minutos, uma alíquota de 0,4mL do sobrenadante foi retirada e evaporada em 

banho-maria. O teor de saponina foi determinado pela reação da saponina com o 

anisaldeído, em meio ácido, produzindo um composto colorido, cuja absorbância 

foi lida a 430nm. A digitonina foi utilizada como padrão (Baccou et al., 1977). 

Os resultados foram expressos em g/100g MS. 

 

3.8 Atividade hemaglutinante 

 Para a determinação da atividade hemaglutinante nos diferentes EB, foi 

utilizada a metodologia descrita por Calderón de la Barca et al. (1985). As 

amostras em triplicatas foram diluídas com a solução salina 0,85% em tampão 

PBS 0,02M pH 7,4, em placa de microtitulação contendo 8 fileiras com 12 

poços cada. Alíquotas de 100µL de amostra foram misturadas com igual volume 

de solução salina tamponada e submetidas a uma série de diluições na base 2 (20, 

21, 22, 23, etc.). Em seguida, a amostra diluída foi incubada com 100µL de 

suspensão de hemácias a 2%, preparada conforme a Figura 6. Foram realizadas 

leituras da aglutinação das hemácias, visualmente, após 60 e 120 minutos. A 

atividade hemaglutinante foi determinada pela maior diluição que ainda 

apresentava aglutinação visível das hemácias. Os poços que continham somente 

a suspensão de eritrócitos serviram como controle negativo. 
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FIGURA 6. Preparo da solução de eritrócitos humanos. 

 

 

Os resultados foram expressos em número de unidades hemaglutinantes 

(UH), que é calculado a partir do inverso do título da maior diluição que 

apresentou aglutinação visível. Por exemplo: considerando uma diluição 24, o 

seu título igual a 1/16 e o volume de amostra utilizado no ensaio de 100µL, 

define-se que a atividade hemaglutinante será de 16 UH/100 µL (Kilpatrick & 

Yeoman, 1978). 
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3.9 Inativação térmica 

 A inativação térmica dos inibidores de amilase e de tripsina foi 

determinada incubando-se alíquotas de EB, por 20 minutos, em banho-maria, a 

95°C. Decorrido o tempo de incubação, as amostras foram resfriadas e realizada 

eletroforese nativa em cilindro de gel de poliacrilamida. Eletroforese de 

amostras sem tratamento térmico foi utilizada para comparação. 

 

3.9.1 Eletroforese  

Preparou-se um gel de poliacrilamida 7,5%, segundo Hedrick & Smith 

(1968). As amostras de diferentes preparações (fervidas e não fervidas) foram 

aplicadas nos géis de poliacrilamida, em tubos de 5mm de diâmetro interno e 

100mm de comprimento. A eletroforese foi realizada com uma corrente 

constante de 2,5mA por cilindro. Os géis foram fracionados com o auxílio de 

lâminas de aço, em frações de, aproximadamente, 2mm de comprimento. As 

frações permaneceram mergulhadas em água para eluição das proteínas 

overnight, a 4°C, antes de serem usadas para a revelação dos inibidores das 

enzimas digestivas.  

Em cada tubo de ensaio contendo as frações, foram adicionados enzima 

e substrato e os ensaios foram realizados segundo Erlanger et al. (1961), para 

tripsina e Noelting & Bernfeld (1948), para amilase. Na ausência do inibidor, a 

reação da enzima com o substrato resulta em um produto colorido que absorve 

em 410nm (p-nitroanilida pela ação da tripsina) e 540nm (redução do DNS pela 

ação dos acúcares redutores liberados pela α-amilase). Na fração do gel em que 

o inibidor estiver presente, denota-se uma queda nos valores de absorbância 

resultante de diminuição da formação do composto colorido pela inativação da 

enzima. 
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3.10 Ensaio biológico 

 

3.10.1 Local 

No planejamento e na execução da pesquisa, foram obedecidas as 

recomendações do Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (Cobea). 

O ambiente foi exclusivo para roedores e com baixo nível de ruído 

externo. A temperatura variou entre 22°C a 26°C e ritmo de luz e penumbra, 

num fotoperíodo de 12/12 horas. A ração utilizada foi própria para a espécie 

(Nuvilab CR1®). Água e alimentação foram deixados ad libitum. Os cuidados de 

higienização e alimentação foram diários e realizados por tratador único. 

 

3.10.2 Animais 

Foram utilizados 24 camundongos Balb-C machos, em fase de 

crescimento, pesando de 20 a 30 gramas, procedentes do biotério do 

Departamento de Medicina Veterinária da UFLA. Antes do estudo, os animais 

permaneceram por, pelo menos, 2 semanas adaptando-se às condições do 

laboratório. 

Os animais foram pesados e distribuídos aleatoriamente em três grupos, 

com oito animais por grupo, de modo que a diferença média dos pesos entre os 

grupos não excedesse a 5 gramas, conforme recomendação da Association of 

Official Analytical Chemists (AOAC). 

 

3.10.3 Preparo da amostra administrada por gavagem 

Cada grupo de camundongos constituiu os seguintes tratamentos: 

controle (recebendo água destilada), faseolamina (recebendo extrato de 

faseolamina na proporção de 1g/70 kg/dia) e feijão-branco (recebendo extrato de 

feijão-branco 1g/70 kg/dia).  
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Calculou-se o peso médio do grupo. Para a definição do volume 

utilizado na gavagem, considerando que são preconizados 10µL/g de peso do 

camundongo. A farinha de feijão-branco e a faseolamina foram pesadas e 

diluídas em água destilada. A mistura foi submetida à agitação constante por 1 

hora, à temperatura ambiente. Decorrido o tempo, o material foi filtrado em 

tecido de organza e centrifugado a 10.000xg, por 10 minutos, a 4°C. O 

sobrenadante foi congelado em eppendorfs contendo volume suficiente para 1 

dia de tratamento. Os extratos foram descongelados no momento da gavagem e 

administrados em temperatura ambiente. 

 

3.10.4 Procedimentos 

Os extratos de feijão-branco, faseolamina e água destilada foram 

administrados via oral por gavagem, que consiste na introdução de uma cânula 

metálica, de diâmetro de 3 mm, ligada a uma seringa, por meio do esôfago do 

animal. Para a verificação de efeitos subcrônicos, camundongos receberam 

extrato de feijão e faseolamina uma vez ao dia, por um período de 24 dias. 

Simultaneamente aos grupos tratados com extratos de feijão-branco e 

faseolamina, um grupo de camundongos recebeu água destilada como controle.  

Durante todo o experimento, realizou-se, em dias intercalados, o 

controle do peso corporal dos animais para a elaboração da curva de 

crescimento. O peso corporal foi aferido em balança de precisão, sendo a 

variação de peso utilizada para avaliar o crescimento e o desenvolvimento dos 

animais. 

Ao término do experimento, os animais foram deixados em jejum por 

cerca de 12 horas e, em seguida, foram anestesiados com éter etílico por 

inalação em câmara fechada. 

Foi feita uma incisão na linha mediana. Após a abertura da cavidade 

peritoneal, foram afastadas as vísceras e o sangue foi puncionado dos grandes 



 38

vasos abdominais e, em seguida, centrifugado para a obtenção do soro, que foi 

analisado quanto à função hepática por meio da atividade de alanina-

aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST), utilizando o 

equipamento Labmax 240, método cinético UV IFCC. Para a avaliação da 

função pancreática, a amilase sérica foi determinada. Utilizou-se o equipamento 

Labmax 240, método substrato direto para determinação de amilase. 

Imediatamente após a colheita do sangue, o fígado e o intestino delgado 

foram retirados, lavados em solução salina 0,9% e pesados para a obtenção do 

peso relativo. O processo de eutanásia dos animais foi feito por exsanguinação. 

 

3.11 Análise estatística 

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, 

com três tratamentos (controle, extrato de feijão-branco e extrato de 

faseolamina) e 8 repetições. Para o tratamento dos dados, foi feita análise de 

variância e, para a comparação das médias, foi empregado o teste de Tukey, a 

5% de probabilidade. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 39

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

4.1 Composição centesimal 

Os teores de umidade nas amostras, em g/100g, foram os seguintes: 

faseolamina: 8,8; Branco: 7,12; ‘Pérola’: 8,92 e ‘Majestoso’: 9,07; ‘Valente’: 

8,20. Na Tabela 3 são apresentados os resultados da composição centesimal das 

farinhas dos feijões e da Faseolamina. 

 

 

TABELA 3. Composição centesimal, em g/100g de matéria seca, das farinhas de 
feijão e faseolamina.  

 

Amostra 
Proteína 

bruta 

Extrato 

etéreo 
Cinzas Fibra bruta ENN 

Faseolamina 19,24±0,96 1,03±0,23 4,18±0,06 3,57±0,35 71,98±1,28 

Branco 19,23±0,10 0,86±0,13 5,45±0,15 4,88±0,30 69,57±0,10 

Pérola 18,83±0,22 2,03±0,11 5,00±0,06 7,13±0,11 67,01±0,37 

Majestoso 17,78±0,46 1,19±0,04 5,46±0,23 7,06±0,13 68,50±0,22 

Valente 19,08±0,38 0,87±0,13 5,08±0,08 8,27±0,58 66,68±0,79 

Valores apresentados como a média e o desvio padrão da média de três 
repetições. 

 

 

 Os valores apresentados na Tabela 1 mostram que nenhuma das 

farinhas, inclusive a faseolamina comercial, foge à composição centesimal 

típica, já descrita para grãos de feijão, seja pelo conteúdo protéico e de cinza, 

pelos baixos valores dos extratos etéreos ou para os valores relativamente altos 

de carboidratos (ENN), concordando com os reportados nas revisões de Zucas et 
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al. (1971) e de Tobin & Carpenter (1978). Os dados da composição centesimal 

das farinhas de feijão do presente trabalho são semelhantes aos citados por 

Durigan (1985), cujos teores, em g/100g de matéria seca (MS), variam de 23 a 

29, para proteína; extrato etéreo, de 1,03 a 1,59; carboidratos, de 57,4 a 69,7 e 

cinzas, de 3,67 a 5,11. 

A faseolamina é comercializada como uma glicoproteína extraída do 

feijão-branco com efeito inibidor da α-amilase. Comparando mais 

especificamente a faseolamina, obtida segundo o fabricante, a partir do feijão-

branco, com a farinha de feijão-branco preparada neste experimento, observa-se 

apenas uma pequena diminuição no teor de cinzas e de fibra bruta na 

faseolamina. Talvez, esta diferença possa ser atribuída ao fato de que diferentes 

cultivares foram utilizadas na preparação da faseolamina e da farinha de feijão-

branco.  

Esta mesma tabela mostra algumas diferenças entre as cultivares 

analisadas, como, por exemplo, a maior teor de extrato etéreo da cultivar pérola. 

Apesar disso, existem muito mais semelhanças entre a faseolamina e a farinha 

de feijão-branco, o que permite sugerir que, no produto comercial, o αAI não 

está purificado.  

 

4.2 Atividade antitríptica e antiamilásica “in vitro” dos extratos protéicos 

brutos das farinhas de feijões e da faseolamina. 

A inibição de tripsina e de amilase em níveis elevados pode ocasionar 

diminuição do crescimento e hipertrofia e hiperplasia pancreáticas, justificando 

um estudo desta inibição. 

Na Tabela 4 são mostrados os resultados da inibição da amilase e da 

tripsina. A faseolamina comercial apresentou atividade específica dos inibidores 

de tripsina e amilase semelhante à da farinha de feijão-branco. A presença do 
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inibidor de tripsina sugere, como esperado, que a faseolamina seja um inibidor 

de α-amilase não purificado. 

 

 

TABELA 4 Inibição de amilase e de tripsina nas farinhas dos feijões e na 
faseolamina. 

 

Unidade de inibição de tripsina (UIT) e unidade de inibição de amilase (UIA): 
valores são a média e desvio padrão de três repetições. 
 

 

A atividade específica de inibição de α-amilase encontrada para as 

farinhas dos feijões foi semelhante às descritas por Iguti (1988), cuja atividade 

específica variou de 110 a 300, para o feijão-preto; de 140 a 400, para o feijão-

bege e de 140 a 330, para o feijão-branco. 

A atividade inibitória de tripsina de cinco cultivares de feijões 

brasileiros (Phaseolus vulgaris L.), Carioca, Branco, Vermelho, Preto e Jalo, foi 

investigada por Jourdan et al. (2007). Não foram encontradas diferenças 

significativas nas quantidades de inibidor de tripsina entre variedades 

observadas. Nossas análises também mostraram atividades inibitórias 

semelhantes entre as cultivares e a faseolamina analisadas. 

 

Amostra Inibidor de 
tripsina 

UIT/mg MS 

Atividade 
específica 
UIT/mg 
proteína 

Inibidor de 
amilase 

UIA/mg MS 

Atividade 
específica 
UIA/mg 
proteína 

Faseolamina 11,13±0,71 239 5,58±0,25 120 

Branco 9,61±0,21 215 6,02±0,28 134 

Pérola 14,24±0,31 496 2,49±0,16 83 

Majestoso 15,03±0,68 418 6,46±0,36 180 

Valente 13,64±0,23 405 6,08±0,32 180 
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4.3 Antinutrientes  

A constatação de que o inibidor de α-amilase não foi purificado levou à 

consideração da presença dos antinutrientes característicos do feijão. Os 

malefícios destas substâncias são conhecidos, porém, no preparo do feijão como 

alimento trivial na dieta brasileira, o cozimento por, aproximadamente, 30 

minutos em panela de pressão, reduz ou até mesmo inativa a maioria destas 

substâncias. 

 O uso da farinha crua, no entanto, mesmo em pequenas proporções 

diárias implica na ingestão destas substâncias na sua forma ativa e possíveis 

danos devem ser avaliados. As saponinas são capazes de hidrolisar células, 

interferindo na absorção de nutrientes (Birk & Peri, 1980; Price et al., 1987; 

Thompson, 1993). 

A lectina do feijão (PHA), em altas doses, induz à severa perda de peso, 

de lipídeo corporal, glicogênio e proteína muscular (Pusztai, 1991). 

 

4.3.1 Saponina 

Na Tabela 5 estão apresentados os teores médios de saponina nas 

farinhas de feijões e na faseolamina. Os teores de saponina da faseolamina e do 

feijão-branco são próximos, sugerindo, mais uma vez, que a faseolamina 

consiste apenas de uma farinha de feijão, sem purificação do inibidor de α-

amilase. 
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TABELA 5. Teores médios de saponina nas farinhas dos feijões e na 
faseolamina. 

 
Amostras Saponina g/100g MS 

Faseolamina 0,07 ±0,008 

Branco  0,09±0,008 

Pérola   0,10±0,0025 

Majestoso  0,10±0,006 

Valente 0,08±0,009 

     Valores são a média e desvio padrão de três repetições. 

 

 

Os teores obtidos foram semelhantes aos encontrados por Ayet et al. 

(1996) que foi de 0,121g/100g em Phaseolus vulgaris var. Guerniquesa.  

Ireland & Dziedzic (1987) encontraram teores de saponina de 0,075 a 

0,149 g/100g MS, para farinha de feijão-vermelho (Phaseolus vulgaris). 

Muzquiz et al. (1999), analisando treze variedades de feijão cultivadas na 

Espanha, descreveram teores de saponina variando de 0,04 a 0,20 g/100g MS. 

Portanto, os teores de saponina determinados neste trabalho estão dentro da faixa 

citada na literatura. 

 

4.3.2 Lectina 

Observou-se que houve atividade hemaglutinante nas quatro variedades 

de feijão e também na faseolamina (Tabela 6), indicando, assim, a presença de 

lectina. Verificou-se também que a atividade hemaglutinante da faseolamina foi 

igual à do feijão-branco, semelhança já discutida anteriormente. 
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TABELA 6. Atividade hemaglutinante dos extratos protéicos brutos das farinhas 
dos feijões e da faseolamina.  

 
Amostra Atividade hemaglutinante (UH/100µL) 

Faseolamina 512 

Branco 512 

Pérola  256 

Majestoso                           256 

Valente                          512 

O valor expressa o inverso do título da maior diluição na base 2, em número de 
unidades hemaglutinantes (UH), em cada 100µL de amostra utilizados no ensaio 
com sangue humano tipo A Rh +. 
 

 

Junqueira (1979) encontrou atividade hemaglutinante para feijão-rosinha 

G2 de 256 UH/100µL, conforme o obtido neste trabalho para as cultivares 

Majestoso e Pérola. 

Apesar dos altos valores de atividade hemaglutinante encontrados, estes 

não podem ser relacionados com a toxicidade.  

 

4.4 Inativação térmica 

Os resultados dos constituintes químicos analisados foram praticamente 

iguais entre a faseolamina e a farinha de feijão-branco. Portanto, para realizar os 

estudos de inativação térmica e do ensaio biológico, o feijão-branco foi o 

escolhido.  

Conhecendo-se as características químicas entre os inibidores de tripsina 

e amilase, o comportamento destes, a 95°C, foi observado na tentativa de obter 

uma inativação do inibidor de tripsina em detrimento da não inativação do 

inibidor de α-amilase. Isso seria de grande valia como uma alternativa massal e 
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econômica à utilização de colunas cromatográficas na purificação do inibidor de 

amilase. 

 

4.4.1 Inibidor de α-amilase 

Como se pode observar pelo ensaio de inibição de α-amilase nas frações 

dos géis de eletroforese (Figura 7), o αAI apresentou baixa estabilidade térmica, 

com perda total da inibição da α-amilase, a 95°C, por 20 minutos. 

A inibição da amilase é relacionada com um decréscimo na absorbância 

nas frações do gel de poliacrilamida em que o inibidor estiver presente. Em B 

ocorre queda da absorbância entre as frações 11 e 17, indicando a presença do 

inibidor. Em A, pelo tratamento térmico e conseqüente desnaturação do inibidor, 

a absorbância é constante, ou seja, a amilase não foi inibida. 

 

 

FIGURA 7. Inibição de α-amilase do extrato protéico bruto da farinha do feijão-
branco.  
A: com tratamento do extrato a 95°C por 20 minutos. 
B: sem tratamento térmico. 

 

 

0
0,15
0,3

0,45
0,6

0,75
0,9

0 5 10 15 20 25 30

Frações do gel

A
bs

 5
40

nm

A B



 46

Os resultados obtidos na eletroforese assemelham-se aos encontrados 

por Grant et al. (1995), que constataram uma inativação completa do inibidor de 

α-amilase de feijões kidney tratados a 100°C, por 5 minutos. Iguti (1988) obteve 

uma completa inativação do inibidor de α-amilase após 80 minutos de 

aquecimento, a 70°C, trabalhando com extrato bruto de feijão variedade 

manteiga 74. 

 

4.4.2 Inibidor de tripsina 

O inibidor de tripsina do extrato protéico bruto (EB) do feijão-branco 

apresentou alta estabilidade térmica (Figura 8). Esses resultados estão de acordo 

com Whitaker & Sgarbieri (1981) que, trabalhando com o inibidor de feijão 

‘Rosinha G2’, constataram que este inibidor retinha 100% de sua atividade 

depois de um aquecimento, a 97°C, por 15 minutos e Fraekel-Contrat et al. 

(1952), que mostraram que os inibidores do feijão-de-lima eram estáveis ao 

aquecimento, a 90°C, por 15 minutos.  

A inibição da tripsina é relacionada com uma queda na absorbância nas 

frações do gel em que o inibidor estiver presente. Ocorre queda da absorbância 

na fração 10 e posteriores, indicando a presença do inibidor antes e após o 

aquecimento.  

A queda das leituras a 410 nm, nas frações correspondentes às amostras 

de EB de feijão-branco sem tratamento térmico e tratadas a 95°C, por 20 

minutos, denotam a alta estabilidade térmica deste inibidor, que pode ser 

conferido pela estrutura compacta do inibidor de Bowman-Birk. Kumar et al. 

(2004), estudando o mecanismo molecular de dimerização dos inibidores de 

Bowman-Birk, descrevem que as sementes contêm múltiplas formas de 

inibidores do tipo Bowman-Birk: monômeros, dímeros, muitos inibidores 

associam-se para formar homodímeros, trímeros ou oligômeros mais complexos. 
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Sugeriram, então, que a forma dímera do inibidor é mais estável termicamente 

que a forma monômera. 
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FIGURA 8. Inibição de tripsina pelo extrato protéico bruto da farinha do feijão-

branco  
A: com tratamento do extrato, a 95°C, por 20 minutos. 
B: sem tratamento térmico. 

 

 

O aquecimento tem se mostrado bastante eficiente para os grãos inteiros, 

mas com efeitos reduzidos ou mesmo ineficientes quando se trata da farinha ou 

de inibidores purificados (Rayas-Duarte et al.,1992). Carvalho & Sgarbieri 

(1997) e Ellenrieder et al. (1980) concluíram que componentes de alto peso 

molecular, separados dos extratos de soja por filtração em gel de Sephadex G-

75, aceleraram a inativação térmica dos inibidores de tripsina. Segundo 

Tsukamoto et al. (1983), proteínas, polissacarídeos e ácidos nucléicos 

provenientes do feijão são fatores inativantes, pela interação com os inibidores, 

e, de acordo com Galeazzi & Sgarbieri (1988), a ação do calor leva os inibidores 
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a se complexarem com os componentes do grão, não sendo, portanto, 

eliminados. 

Genovese & Lajolo (2001) submeteram amostras de feijão ‘Carioca’ ao 

cozimento em água destilada, previamente deixadas de molho por 14 horas ou 

não. Os resultados mostraram que o tratamento térmico em temperaturas de 

autoclavagem mostrou-se mais eficiente que a 100°C, tendo 15 e 30 minutos em 

autoclave correspondido a 1 hora a 100°C. Em geral, observou-se maior 

inativação nos feijões deixados de molho. Dessa forma, ainda não existe 

consenso em relação às condições de aquecimento mais adequadas para a 

inativação dos inibidores de tripsina. 

A eletroforese mostrou que o inibidor de tripsina foi estável ao 

tratamento térmico, enquanto o inibidor de α-amilase foi desnaturado. Sendo 

assim, o tratamento térmico aplicado com o objetivo de desnaturar o inibidor de 

tripsina e preservar o inibidor de α-amilase não foi eficiente.  

Altos valores de atividade inibitória residual encontrados para feijões 

submetidos a tratamento térmico, segundo Genovese & Lajolo (2001), indicaram 

que estes poderiam ser decorrentes de artifícios da metodologia utilizada e não 

da inibição específica. Os resultados obtidos na eletroforese confirmam a alta 

atividade residual do inibidor de tripsina encontrado “in vitro”. Sendo assim, 

trata-se de uma inibição específica verdadeira e não de artefatos na metodologia. 

 

4.5 Ensaio biológico  

O ensaio biológico foi realizado com o objetivo de avaliar 

conseqüências do uso da farinha de feijão cru, dada a presença de fatores 

antinutricionais com efeitos deletérios conhecidos.  

A dose recomendada para exercer efeito hipoglicemiante e emagrecedor 

de inibidor de α-amilase para humanos é de 250 a 1.000mg de faseolamina/dia. 

A dose utilizada no experimento foi de 1.000mg/70 kg/dia.  
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4.5.1 Avaliação do crescimento 

A curva de crescimento dos animais é demonstrada na Figura 9, na qual 

se pode observar que houve ganho de peso nos amimais durante os 24 dias para 

a faseolamina, feijão-branco e controle, respectivamente. Não houve alterações 

significativas no crescimento e no desenvolvimento dos camundongos, após 24 

dias recebendo o extrato da farinha de feijão-branco e da faseolamina, quando 

comparadas com o grupo controle (Tabela 1A do anexo) 

 

 

 
FIGURA 9. Curva de crescimento de camundongos Balb C tratados com extrato 

de faseolamina, de feijão-branco e controle. 
 

 

O ganho de peso observado na Tabela 7 foi estatisticamente igual para 

os três grupos de camundongos que receberam extrato de faseolamina, extrato de 

feijão-branco e água (controle). A ausência de letalidade ou, mesmo, de perda de 

peso dos camundongos observada neste experimento pode estar relacionada com 

a dose.  
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TABELA 7. Ganho médio de peso dos camundongos em 24 dias recebendo 
extrato de faseolamina e extrato de feijão-branco. 

 
Tratamentos Gramas/ 24 dias 

Faseolamina 4,54 

Feijão-branco 4,03 

Controle 4,26 

Médias na coluna não diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de 
probabilidade. 

 

 

 As pesquisas dos fatores antinutricionais apresentam resultados 

conflitantes, do ponto de vista fisiológico. Os efeitos podem ser deletérios ou de 

relevância terapêutica. Estas variações podem estar relacionadas à dose, ao grau 

de pureza da amostra e à biodisponibilidade das substâncias, bem como aos 

fatores individuais, como características genéticas e presença de doenças 

associadas. 

Segundo Pusztai (1995), o inibidor de α amilase (αAI1) afeta seriamente 

a performance nutricional e o metabolismo em ratos. Contudo, estes efeitos 

estão altamente relacionados com outros fatores, como a pureza, a preparação, a 

dose e o tempo de exposição ao inibidor. 

Segundo Pusztai et al. (1998), a inclusão de αAI1 na dieta de ratos 

Zucker obesos, particularmente em ingestão diária de 20 e 40 mg de 

inibidor/rato, diminuiu significativamente o crescimento dos animais. O 

conteúdo lipídico corporal foi altamente reduzido nestes ratos, talvez resultante 

de alterações no metabolismo lipídico. 

Vale ressaltar que o período de suplementação utilizado por este autor 

foi superior ao empregado neste trabalho, o que pode justificar os valores de 

redução de gordura corporal e, também, que os modelos experimentais utilizados 
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são caracterizados por acúmulo de gordura visceral e uma leve obesidade, 

diferentemente dos animais deste estudo. 

Bardocz et al. (1996), verificaram que, abaixo de 0,2g/kg de fito-

hemaglutinina (lectina), os efeitos antinutritivos em ratos com microflora 

intestinal normal foram ligeiros no critério simples de redução de peso corporal, 

que foi mínimo após uma exposição de 10 dias. Antunes et al. (1995), 

verificaram, “in vivo”, que a toxicidade de feijões Phaseolus vulgaris, cultivares 

Rico 23, Carioca, Piratã-1 e Rosinha-G2 foi extremamente elevada, provocando 

letalidade total dos ratos alimentados com dieta à base feijão cru, num intervalo 

de 2 a 9 dias.  

Lin & Liu (1986), determinaram valores de DL50 de lectina de feijão 

(1.100 e 1.120 mg/kg de peso corporal, para ratos machos e fêmeas, 

respectivamente) e, em comparação com outros vegetais, como a mamona, em 

que a DL50 é 0,028 mg/kg, conclui-se que a lectina do feijão tem toxicidade 

relativamente baixa. 

A introdução de lectina de tepari em ratos produziu diferentes números 

de mortes em machos e fêmeas. A média da dose aguda letal (DL50) foi similar 

em ambos os sexos: 1.100 mg de lectina/kg, para machos e 1.120 mg de lectina/ 

kg de peso corporal, para fêmeas Camacho (2003).  

A dose letal média (DL50) para saponina encontrada por Diwan et al. 

(2000) foi de 200mg/kg peso corporal. 

Como foi administrado 1g do extrato/70kg/dia (dose recomendada pelo 

fornecedor para o inibidor de α-amilase e usualmente utilizada), os valores de 

DL50 para os antinutrientes não foram atingidos.  

Uma análise mais minuciosa faz-se necessária, visto que o uso crônico 

por longos períodos pode ocasionar efeitos deletérios gradativos.  
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4.5.2 Avaliação da função hepática e pancreática 

 

4.5.2.1 Parâmetros bioquímicos  

As enzimas hepáticas costumeiramente incluídas nos perfis de triagem 

bioquímica sérica são alanina-aminotransferase (ALT), aspartato 

aminotransferase (AST) (Duncan, 1982; Ferreira Neto & Viana,1978; Meyer et 

al., 1995). 

A elevação dos níveis sérico-enzimáticos atribuída à disfunção hepática 

pode ser decorrente da ruptura dos hepatócitos, resultantes de necrose ou das 

alterações na permeabilidade da membrana celular (Kaneko, 1989). 

Lesões ou destruição das células hepáticas liberam as transaminases para 

a circulação. A ALT (TGP) é encontrada principalmente no citoplasma do 

hepatócito, enquanto 80% da AST (TGO) está presente na mitocôndria. Esta 

diferença tem auxiliado no diagnóstico e no prognóstico de doenças hepáticas. 

Em dano hepatocelular leve, a forma predominante no soro é citoplasmática, 

enquanto que, em lesões graves, há liberação da enzima mitocondrial, elevando 

a relação AST/ALT (Motta, 2000). 

A α-amilase está presente em vários tecidos (glândulas salivares, 

cérebro, pulmão), mas em maior quantidade no pâncreas e duodeno. A amilase 

tem uma alta especificidade para lesão pancreática. A hiperamilasemia pode ser 

indicativa de danos nas células acinais do pâncreas ou de obstrução do ducto 

pancreático. A hipoamilasemia pode ser decorrente da redução da liberação de 

amilase, metabolismo aumentado ou presença de substâncias inibitórias de 

amilase na circulação (Brobst, 1997). 

Os parâmetros bioquímicos utilizados levaram em consideração a ação 

dos antinutrientes e a possível lesão do fígado e do pâncreas pela ação destes. 

Com base nos dados da Tabela 8, denota-se que os valores de AST, ALT 

e amilase foram estatisticamente iguais para os tratamentos aplicados aos 
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camundongos. Tal constatação sugere que não houve danos às funções hepática 

e pancreática, pelos parâmetros bioquímicos analisados. As enzimas ALT, AST 

e amilase foram normais em relação aos resultados dos camundongos controle. 

 

 

TABELA 8. Índices bioquímicos dos camundongos após 24 dias recebendo 
extrato de faseolamina e extrato de feijão-branco. 

 
Tratamentos AST (U/L) ALT (U/L) Amilase (U/L) 

Faseolamina 177,25 62,37 1915,62 

Feijão-branco 237,12 58,37 1864,50 

Controle 242,12 68,62 1716,37 

 

 

4.5.2.2 Peso do fígado e intestino delgado + pâncreas 

Os principais antinutrientes encontrados no feijão atuam, 

principalmente, nas células do intestino, do pâncreas e do fígado. O peso destes 

órgãos em animais tratados em relação aos não-tratados foi utilizado como 

parâmetro para verificação de alterações anatômicas.  

Pelos dados da Tabela 9, verifica-se que os pesos do fígado, do intestino 

delgado e do pâncreas em relação ao peso corporal total foram estatisticamente 

iguais, comparando-se os animais que receberam faseolamina e feijão-branco e 

água (controle). Denota-se a ausência de efeito dos antinutrientes, possivelmente 

pelo reduzido período de tratamento e da dose administrada, que podem ter sido 

insuficientes para causar alterações anatômicas nestes tecidos.  
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TABELA 9. Relação entre o peso do fígado e do intestino delgado + pâncreas e 
o peso corporal de camundongos tratados com extrato de feijão-
branco e faseolamina. 

 
Grupos Peso do fígado/ peso 

corporal (%) 

Peso do intestino delgado + 

pâncreas/ Peso corporal (%) 

Faseolamina  5,34 4,38 

Feijão-branco 5,10 4,50 

Controle 5,32 4,49 

Peso dos órgãos representados em % do peso total do animal. 

 

 

Tormo et al. (2004), administrando αAI por 21 dias a ratos Wistar 

observou diminuição do peso absoluto dos intestinos grosso e delgado e do 

fígado. Ao contrário, Pusztai et al. (1995), administrando diferentes doses de α 

AI extraído de feijão-branco (10, 20 e 40g/dia) a ratos Wistar observaram um 

significante aumento no peso do intestino delgado com elevação pronunciada do 

peso do ceco. De acordo com estes autores, isto é claramente uma conseqüência 

da diminuição da quebra do amido da dieta no intestino delgado e seu acúmulo 

no ceco. Com relação ao fígado e ao pâncreas, seus pesos absolutos foram 

menores nos ratos tratados.  

Diaz et al. (2004) estudaram o efeito do produto comercial inibidor de α-

amilase na redução de peso em mulheres obesas, durante 5 meses. O produto 

não apresentou efeito na redução do peso, na composição corporal e nem nos 

níveis de colesterol sérico. A ausência de efeito, segundo os autores, pode ser 

porque quando o inibidor de amilase suprimia por completo a atividade da 

enzima, outras enzimas, tais como a maltase, seriam capazes de desdobrar o 

amido em glicose. Discordamos desta hipótese. A maltase é uma exoenzima e, 

sendo assim, a digestão de um polissacarídeo, que é uma molécula grande, 
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ficaria prejudicada na ausência de uma endoenzima. Outra possível razão 

descrita pelo autor poderia relacionar-se com os valores de pH que prevalecem 

no intestino delgado, em torno de 7,2, em detrimento do pH ótimo de inibição, 

que é de 5,5, a 37°C. Este fato, isoladamente, também não justifica a ineficácia 

do produto, visto que foi utilizado pH 7,0 nas análises “in vitro” e observou-se 

inibição da enzima nestas condições. Por fim, eles também atribuem a ineficácia 

do produto à pureza do inibidor empregado. Com esta hipótese nós 

concordamos, pois, nas análises comparando a farinha de feijão com a amostra 

comercial, concluiu-se que esta não estava purificada. 
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5 CONCLUSÕES 

 

 

A composição centesimal, a inibição de tripsina suína e de α-amilase 

pancreática suína e os antinutriente da faseolamina foram semelhantes aos das 

farinhas de feijões, principalmente ao feijão-branco, o que sugere que não houve 

purificação do inibidor de α amilase na amostra comercial. 

A tentativa de desnaturar os inibidores por desnaturação diferencial não 

foi efetiva, visto que o inibidor de amilase é bem mais instável que o de tripsina. 

A dose de 1g de farinha de feijão-branco ou de faseolamina por 70kg de 

peso corporal/dia não afetou o crescimento e, aparentemente, não provocou 

efeitos deletérios aos camundongos tratados por 24 dias.  
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6 PERSPECTIVAS 

 

 

Fazer o estudo histopatológico dos órgãos recolhidos para verificação de 

possíveis danos celulares. 

Continuar a investigação da toxicidade aguda e crônica com ensaios 

biológicos, usando concentrações mais elevadas do extrato bruto e de frações 

isoladas dos feijões. 

Testar doses que tenham efeitos na redução da hiperglicemia pós-

prandial e verificar possíveis alterações fisiológicas decorrentes do uso de 

farinhas de feijões. 

Purificar o inibidor de α-amilase por meio de metodologias massais 

como alternativa às colunas cromatográficas preconizadas, com o objetivo de 

obter um conteúdo economicamente viável e vantajoso.  

Avaliar o uso do inibidor de α-amilase, utilizando ratos e camundongos 

diabéticos e obesos como modelos experimentais  

Verificar possíveis alterações hematológicas (função hepática e 

pancreática) e histopatológicas decorrentes do uso crônico deste inibidor em 

diferentes concentrações. 
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TABELA 1A. Resumo da análise da variância do ganho de peso dos 
camundongos, após 24 dias recebendo extratos do feijão-
branco e da faseolamina, na proporção de 1g/70kg/dia. 

 
FV GL QMganho de peso 

Tratamentos 2 0,465ns 

Erro 24 0,208 

C. variação (%) Média geral  10,67 

4,28 

ns = não significativo, pelo teste de F, a de 5% de probabilidade. 

 
 

TABELA 2A. Resumo da análise da variância dos parâmetros bioquímicos 
séricos dos camundongos, após 24 dias recebendo extratos dos 
feijões e da faseolamina na proporção de 1g/70kg/dia. 

 
FV GL QMamilase QMALT QMAST 

Tratamentos 2 85673,79ns 213,50 ns 10425,04 ns 

Erro 21 90042,75 100,98 5328,82 

C. variação (%) 

Média geral 

 16,38 

1832,17 

15,26 

65,87 

33,36 

218,83 

ns = não significativo, pelo teste de F, a de 5% de probabilidade. 

 
 

TABELA 3A. Resumo da análise da variância do peso do intestino delgado, 
pâncreas e fígado dos grupos de 8 camundongos cada, tratados 
com faseolamina, feijão-branco e água. 

 
FV GL QMfígado QMint delgado/pâncreas 

Tratamentos 2 0,053ns 0,013ns 

Erro 24            0,15           0,72 

C. variação (%)                            7,38                             19,03 
Média geral                                  5,25                             4,46 

           ns = não significativo, pelo teste de F, a 5% de probabilidade. 


