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RESUMO 

O objetivo desse estudo foi determinar as ati-

vidades eritroaglutinantes de cultivares brasileiras de fei-

jão e verificar se estas atividades pode'r iam ser re 1 acionadas 

com as composições das lectinas. 

A composição quirni�a das sementes foi descri-

ta brevemente dando-se ênfase i composição irot�ica, Foi fei

ta urna revisão de literatura disponivel sobre histórico, pr� 

priedades e ocorrência das lecti�as de sementes,especialrnente 

Os teores de nitrogênio e a partir deles os de 

proteína das farinhas cotiledonares de 18 ãmostras de cultiva 

res brasileiras de feijão e de .duas cultivares exóticas foram 

determinadas pelo m�todo de Kjeldahl. As composiç;es em ami-

noãcidos de doze das farinhas foram determinadas cromatografi 
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camente apõs a hidrÕlise ãcida das farinhas. A extraçao de pr� 

teína da farinha foi feita com Tampão Tris-Glicina 0,005M com 

NaCl 2%, pH 8,3, e a concentração de proteína solúvel foi de-

terminada por m�todo colorimétrico, As atividades eritroa-

glutinantes dos extratos foram determinadas contra eritrõci-

tos de diversas espécies animais e as composições proteica e 

polipeptídica da fração proteica foram examinadas 

sistemas eletroforêticos. 

por três 

Os teores de nitrogênio e proteína das fari-

nhas variaram de 2, 9% _ a 4 , 1 % · e_ . d e ,_. t 8 , 4 a 2 5 , 9 % , , r e s p e c t i -

vamente. Os hidrolizados das farinhas foram· ricos em âcido 

aspârtico e_glutâmico, menos ricos em aminoácidos básicos e

contiveram apenas baixos teores de metionina. Pelo menos 80% 

da proteína ·cotiledonar foi extraída pelo mêtodo empregado, 

-

Com exceçao da cv. Pinto, todos os extratos mos 

traram atividade eritroaglutinante� contra cinco dos seis ti

pos de eritrõcitos utilizados, entretanto suas atividades nao 

foram iguais e va�iaraci entre as cultivares e também com o ti 

po de eritrõcito. O extrato da cv. Pinto não aglutinou qual-

quer t�po de eritrõcito e nenhum dos extratos aglutinou eri-

trÕcitos de vaca não tratados, As cultivares Pintado, Jalo e 

Goiano pre�oce se distinguiram de todas as outras devido a

suas atividades relativamente altas contra eritrõcitos de va
\ 

ca tratados com tripsina. 
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Foi tamb�m detectada variação entre as aTI10S-

tras quando examinadas por eletroforese sob condições não des 

naturantes ácida e al�alina e por el�troforese sob condição 

desnaturante. Nestes três· sistemas foram obtidos perfis com 

postos de diversas bandas e através deles a cv. Pinto e o gr� 

po de cvs. Pintado, Jalo e Goiano precoce diferiram entre si 

e também dos perfis das outras amostras, Sob condiçã� ácida 

foram observadas diferenças nas concentrações relativas de pr� 

teínas tipo-�solectinas, enquanto que, sob condiç�o desna'.'tu-

rante foi observada �ariação entre as composições polipeptÍdi 

cas da principal proteína, glicoproteína II. 

Os dados resumidos acim� foram discutidos em 

relação a resultados publicados por outros pesquisadores� Con 

cluiu-se que existem diferenças entre as atividades aglutina� 

tes de cultivar�s- brasileiras de feijão e que estas diferen-

ças podem ser atribuídas às variações na composiçao das lecti 

nas. Também, pelo menos duas furmas da principal proteína de 

feijão, glicoproteína II, ocorreram entre as cultivares exami 

nadas. 
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The objective of this study was to determine 

erythroagglutinating activities of cultivars of brazilian 

beans and to verify if those activities could be correlated 

with their lectin compositions, 

The chemical composition of seeds was 

described �riefly with emphasis on protein composition, and 

literature available on the history, properties and 

occurrence of seed lectins, especially those of Pha-0eolu-0 

vulgafti-0, was reviewed, 

The nitrogen contents, and_from them the 

protein contents, of meals from the cotyledons of 18 samples 

of brazilian beans and two exotic cultivars were determined 

by the Kjeldahl method, The aminoacid compositions of 12 of 

the samples were qetermined chromatographically after acid 

hydrolisis of the meals. Protein was extracted from the meals 
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with 0.005 M Tris-Glicine buffer, pH 8,3 containing 2% NaCl 

and the concentration of the soluble protein was determined 

by a colorimetric method. The erythroagglutinating 

activities of the extracts were determined against 

eryt�rocytes of several dífferent animal specíes and the 

proteín and polypeptíde compos�tions of the rrotein fractíons 

were examíned by three electrophoretíc systems. 

The nitrogen and protei� contents of the 

meals varíed from 2.9% to 4.1% and from 18.4% to 25.9% 

respectívely. The hydrolysates from the meals were rich in 

'aspartic and glutarnic acids, less rich in basic arninoacids 

and had only low contents of methionine. At least 80% of 

the protein from the meals was extracted by the method 

employed. 

With the exception of cv. Pinto, all the 

extracts showed erythroagglutinating activities against five 

of the six types of erythrocytes used, however their 

activities were not the sarne and varied among the cultivars 

and also in relation to the type of erythrocytes. The 

extract of the cv. Pinto did not agglutínate any of the types 

of erythrocyte and none of the extracts agglutinated untreated 

cow erythrocytes·. The cultivar.s Pintado, Jalo e Goiano 

precoce were distinguished from all the others, because their 
i 

activities were relatively high against trypsin - tréated 
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erythrocytes from cow. 

·variation was also detected among the samples

when they were examined by electrophoresis under 

non-dissociating acidic and alkaline conditions and by 

electrophoresis under dissociating conditions. In these 

three systems profiles composed of several bands were. obtained 

and through them the cv. Pinto and the group of cultivars 

Pintado, Jalo and Goiano precoce could be distinguished one 

from another and from the others samples. Under acidic 

conditions, differences were observed in the relative 

�oncentrations of isolectin-type proteins while under 

dissociating conditions it was observed that the polypeptide 

compositions of the major protein, Glycoprotein II, varied. 

The data summarized above were discussed in 

relation to�published results from other workers. It was 

concluded that differences among the agglutinating activities 

of brazilian bean cultivars exist and that these differences 

could be attributed to variations in lectin composition. Also, 

at least two forms of the major bean protein occur among the 

cultivars examined, 



l. INTRODUÇ�O

As sementes sao veículos de propagaçao de pla� 

tas e o homem explorpu esta característica desde 

inicial do desenvolvimento da agricultura, quando 

o 

ele 

período 

come-

çou a coletar e estocar sementes para plantios posteriores. 

Hoje, o cultivo de plantas para obtenção de 

suas sementes ê uma parte importante da agricultura mundial. 

No Brasil, e em muitas partes do mundo 
( 

o fei-

jão (Pha�eol�� vulg a�i�) ê um componente �opular da dieta hu-

mana. Como todas as sementes, ele contêm carbohidratos, gor-

duras, proteínas, minerais, vitaminas, etc., e assim como ou-

tras leguminosas, o feijão contêm teores de proteínas relat�-

vamen�e altos e portanto ê uma importante fonte de 

dos da alimentação humana nacional, 

A proteína do feijão nao ê homogênea, 

tes proteínas possuem diferentes valores nutritivos 

aminoâci-

Diferen 

e algu-
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mas são mesmo antimetabólicas. Experimentos com ratos mostra 

ram que o feijão'crG pode ser tõxico, A toxidade tem sido re 

lacionada a uma fração proteica denominada lectina que tem a 

capacidade de aglutinar eritrôcitos e estimular a divisão de 

linfócitos. Alem dessas atividades .as lectinas podem também 

funcionar em vãrios outros fenômenos biolÕgicos como por exem 

plo na especificidade entre planta hospedeira e c�pas de Rhl

iáblum fixadoras de nitrogênio, na proteção de plantas contra 

o ataque de fungos e podem aglutinar células humanas malignas.

Cultivares de feijão foram classificadas em quatro 

'grupos de acordo com as atividades eritroaglutinantes de seus 

extratos de sementes. Recentemente foi mostrado também que a 

lectina de feijão e heterogênea. 

O objetivo desse t�abalho foi determinar as 

atividades 1ritroaglutinantes de cultivaies,brasileiras de fei 

jão e verificar se estas átividades poderiam ser 

das com �s composições das lectinas, 

relaciona-
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Generalidades sobre a cultura do feijão 

O gênero Pha4eolu-0 teve dois centros primários 

\de origem (KAPLAN, 1956). O mais importante está localizado 

na Amirica Central, nos �ltiplanos do �ixico e Guatemala, 

com altitudes variáveis de 500 - 1500 metros, e o outro locali 

za-se na Ãsia Tropical, conhecido ha longo tempo. Espicies de 

importâncià,econômica se 'desenvolveram de cada um desses cen-

tros, e em particular o feijio (Pha-0eolu-0 vulg a�i-0} originá-

rio da América Central. 
-

Os centros de origem sao totalmente 

independentes, com as espicies de cada um deles tendo evolu-

çio e domesticação diferentes (KAPLAN, 1956; TAYLOR, 1966; 

MIRANDA, 1968). Esse ·fato ê de máxima impórtincia no melhora 

mento genético da cultura, pois estabelece duas fontes disti� 

tas de obtenção de resistência a organismos patogênicos e a 

fatores ambientais adversos (VIEIRA, 1978). 

Uma area superior a cinco milhões de hectares 
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é ocupada pelo feijão no país, com uma produção aproximada de 

dois e meio milhões de toneladas e um rendimento médio de 

500 kg/ha (CNPAF, 1980). O Brasil e atualmente o maior prod� 

tor mundial de feijão e sua produção é quase totalmente desti 

nada ao consumo interno. 

MEDINA (1972) afirma que com o empobrecimento 

gradual de nossas terras, com a continuidade de métodos inefi

cientes de produção e com o crescente aumento populacional,as 

colheitas brasileiras de feijão mal têm dado para atender as 

necessidades populares. Basta qual�uer contrariedade climãti 

\ca para que falte o feijão cotidiano, obrigando-nos a apelar 

para importações, no entanto, bastaria gue os agricultores usas 

sem as praticas culturais e as novas variedades que 

quisas e experimentações agronBmicas desenvolveram, 

as pes-

para que 

tivessemas��ª merior preço, produção abundante de feijão, cujo 

excesso poderia ser exportado, e tudo isso sem aumento da ã-

rea de plantio. 

O feijão estâ sempre presente na dieta da popu 

lação brasileira devido as suas propriedades organolepticas e 

o Bra�il apresenta o Índice de consumo "per capita" mais alto

do mundo (JUNQUEIRA, 1972). Devido a isso e ao fato do fei-

jão ser uma rica fonte de aminoácidos e de calorias, a cultu

ra tem um grande valor riutricional para o povo(FIBGE, 1979). 

Os aminoácidos do.feijão estao contidos quase 
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que totalmente na proteína. A eficiência de uma proteína co

mo uma fonte de aminoácidos na dieta é dependente de seu teor 

e da proporção dos aminoácidos essenciais: metionina, lisina, 

triptofano, fenilalanina, treonina, valina, leucina, isoleu-

cina. (FAO/WHO, 1970). O valor nutricional em potencial da 

proteína de feijão esta limitado pelo seu te9r de aminoaci-

dos sulfurados, metionina e cisteina e.esta limitação é gran

demente responsâvel pelo valor biológico relativamente baixo 

da proteína do fe:jão (64%), quando comparada com aqu�les de 

outras proteínas mai� ideais tal como é a proteína do ovo 

(100%). Nesse sentido,no Brasil destacam-se os trabalhos 

efetuados por CHAVES et alii (1952)• SOUZA e DUTRA DE OLIVEI

RA (1969); LIMA (1970) e ZUCOLOTO e"CORDEIRO(l971). Outros fa 

tores também podem contribuir para a incompleta utilização da 

proteína e estes incluem os inibidores prot�icos da enzima 

proteoliticà tripsina· e a proteína lectina (KAKADE e EVANS, 

1966; JAFFE e LETTE, 1968). Esta iiltima proteína pode me�mo 

ser tóxica quando incluída em dietas animais (JAFFÊ e GAEDE, 

1959; HONOVAR, 1962). Então a _  fração protéica do fei 

jão contém ambos componentes, nutricionais e anti-nutrício-

nais. 

2.2. Proteínas de feijão 

/, O teor proteico de sementes varia entre cultu 
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ras. As leguminosas geralmente contêm entre 15% a 50% do pe-

so de suas sementes como proteína e os cereais entre 6% e 16%. 

Análises do feijão (Pha��olu� vulg a�1�) têm dado teores ao re 

dor de 17% a 32% e a maior parte desta variação e interculti

vare_s (ver por exemplo TULMANN NETO, 1975; SGARBIERI, 1979; C U RY, 

1980; CARVALHO, 1981). Esta proteína e heteyogênea e as dife 

rentes proteínas não possuem as mesmas.funções. Então, alg� 

mas são metabÔlicas, 

teínas de reserva. 

algumas sao estruturais e outras sao pr� 

As proteinas metab6licas incluem as enzi 

mas e estao envolvidas na síntese dos outros tipos de protei

nas, as estruturais são encontradas em membranas e as proteí-

nas de reserva funcionam como fontes de nitrogênio e 

durante a germinação da semente. 

carbono 

As proteínas de sementes podem ser classifica 

das nao so��nte pelas suas funções, mas também pelas suas com 

posições químicas ou por suas propriedades físicas. Muitos 

dos métodos de laboratôrio para a separação de proteínas sao 

baseados em suas propriedades fisicas, e em seu trabalho pio-

neiro sobre proteínas de sementes, 

cou proteínas por suas solubilidades 

OSBORNE (1924), classifi-

em vários solventes. Essa 

classÍficação permitiu a separaçao de proteínas em quatro ca

tegorias: 

1) ALBUMINAS - Solúveis em âgua;
\

2) GLOBULI NAS -_Solúveis em soluções salinas

e insolúveis em água, 



3). PROLAMINAS - Solúveis em alcool. 

4) GLUTELINAS_- SolÚv�is 

dos, 

em alcalis 
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diluí-

Subsequentemente, esta classificação foi com-

plementada por YEMM (1958): 

1) ALBUMINAS - Solúveis em agua e em

�Ões salinas diluídas.

solu-

2) GLOBULINAS - Solúveis em soluções salinas

neutras e fracamente solúveis em agua.

3) PROLAMINAS - Solúveis em 70 ..:.: 80% de etanol,

mas insolúveis em igua ou etanol puro.

4) GLUTELINAS - Insolúveis nos solventes acima,

- mas solúveis em acidas ou âlcalis àiluÍdos.

As proteínas de sementes de_ legóminosas sao 

constituídas principalmente por albuminas e globulinas. Infe

lizmente a distinção entre esfes dois grupos nao e bem defini 

da, uma vez que certas globulinas são solúveis, em muito bai-

xas· concentrações, na agua. O termo euglobulina tem sido us� 

do para este tipo de prot e Ína (HILL e BRE IDENBACH, 1974a; 1974b), 

não obstante esta ressalva, a classificação de OSBORNE tem si 

do muito útil e b�stante empregada em estudos comparativos. 



Ge:ralmente, as albuminas correspondem. às 

teínas metabólicas enquanto que as globulinas de sementes 

representadas principalmente pelas proteínas de reserva. 

• 8.

pro-

sao 

As proteínas do feijão foram uma das primei-

ras a serem estudadas por OSBORNE (1894a e b). Duas frações pro

teicas solúveis em solução salina foram separadas, e _a princi 

pal fração, que representou 85% da proteí�a extraida �oi deno 

minada phaseolina e a fração secundária (12%) phaselina. Subse 

quentemente, WATERMAN et alii (192 3) e JONES et alii(l937-1938) 

demonstraram a ocorrência de uma terceira fração solúvel em 

\so 1 ução sa 1 ina que eles designaram , conphas eo 1 ina. 

Usando-se procedimentos bioquímicos mais refi-

nadas, PUSZTAI (1966; 1970) isolou e purificou uma glicopro

teína de fei1ão com propriedades globulínicas .e a designou 

de glicoprofeina II. Esta proteína foi mostrada eventualmen-

te (RACUSEN e FOOTE, 1971) representar pelo menos 46% da pr� 

teína extraída e portanto ela provavelmente correspondia a 

Estados Unidos, principal fração proteica de OSBORNE. Nos 

McLEESTER et alii (197 3) relataram o isolamento de duas fra-

ç�es de globulina d� feijão, denominando a prirtcipal fração de 

legumina e a outra de vicilina, termos usados por OSBORNE e 

CAMPBELL (1896) para as principais proteínas de P.L&u.m .õa;tivu.m 

e subsequentemente aplicados de maneira generalizada por DA-
\ . 

NIELSON (1949) para as principais globulinas de diversas esp� 
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cies de leguminosas. Em contraposição ao trabalho de Me LEES 

TER et aZii (1973) a principal proteína do feijão tem sido 

confirmada como sendo· a glicoproteína II p�rificada por PUSZ 

TAI e que é uma vicilina tipo globulina(BARKER et alii,1976),

enquanto que uma proteina tipo legumina representou somente 

15% da fração globulínica (DERBYSHIRE e BOULTER, 1976).

Análises de aminoácidos·da principal proteina 

globulÍnica mostram que ela possue som�nte baixos teores de 

aminoácidos sulfurados e portanto. ela é a principal responsável 

pelos teores relativamente baixos de aminoácidos sulfurados do 

\feijã; (PUSZTAI e WATT, 1970; RACUSEN e FOOTE, 1971; 

aZiii 1974 e BARKER et aZii, 1976).

SUN et

Estas duas principais proteínas globulínicas 

estao localizadas em partículas membran<?/i.as chamadas corpos 

protéicos,i�mbem �onhecidos como grãos de aleurona. Diversos 

pesquisadores têm usado esta localização como base para a de

finição de proteínas ·de reserva (ALTSCHUL et aZii, 1961; TOMBS, 

1967; ERICSON e CHR�SPEELS, 1973), Estas proteínas são sint� 

tizadas nas membranas dos polissomas e então canalizadas atra 

vês do retículo endoplasmático para os corpos protéicos 
. .. 

(BAILEY e BOULTER, 1970; DIECKERT e DIECKERT, 1976).

Ao contrário dessas duas principais proteínas 

globulínicas, uma,outra que se apresenta em concentração rel� 

tivamente alta em extratos salinos é encontrada depois do fra 
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cionamento desses extratos, em ambas fraç;es albumínica e gl� 

bulÍnica (MANEN, 
0

1978; CARVALHO, 1981). Esta proteína e a

lectina do feijão que será considerada nos tópicos seguintes. 

2.3. Lectinas 

A primeira descrição do que hoje nos conhece-

mos por lectiúa, foi dada por STILLMARK (1888),quando investi 

gava o efeito tóxico de "castor bean" (Ric.in.u.f.i c.ommu.n.if.i ), e v� 

rificou que as cêlul�s vermelhas do .sangue eram aglutinadas. 

LANDSTEINER e RAUBTSCHECK (1908) mostraram. que 

as sementes de espécies comestíveis de algumas leguminosas c� 

muns como feijão, lentilha e ervilha também contêm hemaglúti-

ninas. Eles mostraram atividad�- hemaglutinante, de va-

rios extratos de sementes totalmente diferentes quando testa 

dos com eritrócitos de diferentes animais e compararam esta 

especificidade com anticorpos do soro do sangue dos animais; 

Em 1936, SUMNER e HOWELL id�ntificaram que a 

concanavalina A (con A), uma proteína isolada por eles em 1919 

de Canavalia en.6i6o�mi6 era uma fitohemaglutinina, que agluti 

nava eritrôcitos de cavalos, numa concentração tão baixa como 

O, 1 µg/ml. 

RENKONEN em 1948 e BOYD e REGUERA em 1949 rela 
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taram que lectinas de várias sementes mostraram um alto grau 

de especificidade contra antígenos humanos de vários grupos 

sanguíneos, o que foi demonstrado pelo extrato de "lima bean" 

(Pha-0eofu-0 limen-0i-0) que ê virtualmente específico para o an

tígeno do grup6 A, ainda que quando concentrado reaja fraca-

mente com células do tipo B, Semelhantement�, sementes de 

Viela enaeea contêm lectinas poderosas _que atacam mais forte 

mente células do grupo A do que B ou O. De fato, esta especi 

ficidade de aglutinar célula� de tipos especificas de �angue, 

levou BOYD e SHAPLEIGH (1954) a criar a palavra lectina (leg� 

re em latim significa escolher), um termo que e hoje usado c� 

mo sinônimo de fitohemaglutininas (entretanto ver CARVALHO, 

1981). 

Vários grupos de pesquisadores, têm trabalhado 

com um gran1e número de espécies procurando encontrar especi-

ficidade. Hoje já são conhecidas lectinas específicas para 

os grupos sanguíneos humanos A, O, M e N e o sub-grupo A1, por 

isso têm sidó usadas para tipagem sanguínea e em 

ções de base química da especificidade de grupos 

investiga-

sanguineos 

(KRUPE, 1956; TICGELMAN -VAN KRUGT-EN et alii, 1956; BIRD,1959; 

ALLEN'e BRILLIANTINE, 1969; TOMS e WESTERM, 1971; SHARON e 

LIS, 1972). Uma das maiores investigações sobre aglutini-

nas de sementes foi feita por ALLEN e BRILLIANTINE(1969). 

Esses autores investigaram 2,663 amostras de sementes, destas 



711 foram nao específicas e 90 foram específicas para 

outro grupo sanguíneo 

. 12 .-

um ou 

Durante este período também GOLDSTEIN 

(1967) mostrou que a interação de lectinas com células, po-

de, em muitos casos ser inibida especificamente por açucares 

simples. Os resultados desses estudos levaram a conclusão de 

que as lectinas se unem especificamente a sacarídeos, na su-

perfÍcie das células. Essa propriedade tem sido usada para 

isolar e purificar polímeros de carbohidratos, e para o estu

do de sua estrutura·química, e também, ajudou o desenvolvime� 

�to de uma nova técnica de purificação das pr5prias lectinas, a 

cromatografia de afinidade. 

Muitos dos resultados entre espécies sobre a

ocorrencia de lectinas específicas foram sumarizados por TO-

BISKA (1964) em sua revisão do período de 1885-1960. No gen� 

ro Phaheoluh, dois principais grupos podem ser distinguidos, de 

acordo com a especificidade de eritroaglutinação. ·o· primei

ro grupo, representado pelo Phahi�luh llme�hl�, contêm ativi

dade eritroaglutinante específica, o outro grupo contêm lect! 

nas não específicas e ê representado pelo Pha�eoluh 

e suas numerosas variedades. As lectinas do primeiro grupo 

sio inibidas por N-acetil-D-galactosamina, as do segundo gru� 

po nao são inibidas por açúcares simples. 
\ 

TOMS e WESTERM 

(1971) enfatizaram que também já são conhecidas lectinas esp� 
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cificas para eri.t.rôcitos de diferentes animais, como· por exem 

plo, algumas lectinas de Pha-0eolu-0 vulganl-0 especificas para 

eritrôcitos de frango, cobaia, coelho e carneiro, JAFF� et 

alii (1972) fizeram um estudo sistemático da atividade eri-

troaglutinante de um grande numero de cultivares e varieda-

des de Pha-0eolu-0. vulganl-0 em relaçio i ação sobre eritrôcitos 

humanos e de diferentes animais. �les ut.ilizaram eritrÕcitos 

de nove animais diferentes e eritrÕcitos humanos do grupo A, 

B e O. Alguns eritrôc.itos foram tratados com tripsina au pro-

nase e agruparam as �ariedades e cultivares em quatro grupos: 

Grupo A - Aglutinou todos os eritrÕcitos com exceção aos 

de vaca não tratados com tripsina. 

Grupo B

Grupo e

Aglutinou todos os eritrõcitos,com exceção 

de vaca, tratados ou nao com tripsina. 

aos 

Aglutinou unicamente eritr�citos de vaca trata

dos com tripsina. 

G�upo D - Aglutinou unicamente os eritrõcitos de hams ter, 

tratados com pronase. 

Enquanto o trabalho experimental descrito nas 

sessoes seguintes estava em andamento, outros estudos 

variações nas capacidades aglutinantes de extratos de 

sobre 

feijão 
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foram relatados (FELSTED et aZii, 1�81; BROWN et aZii, 1982). 

Por testes de aglutinação usando eritrõcitos humano e de coe

lho, FELSTED e colaboradores separaram três grupos de cultiva 

res entre as 62 examinadas. Em contraposição, BROWN et aZii

relataram que oito grupos de cultivares puderam ser detecta-

dos entre as 100 cultivares que eles examinaram através de 

eletroforese bi-�imensional e aglutinação contra eritrócitos 

de coelho e vaca, 

Em estudos de localização celular, as lectinas 

foram encontradas essencialmente no citoplasma de células de 

cotilédones e do embrião de Pha.óeolu.ó uulgani-0, a traves. da 

técnica de imunodifusão, imunoeletroforese e imunoperoxidase 

por MIALONIER et aZii (1973), CLARKE et aZii (1975) usando 

imunoglobulina fluorescente confirmaram a localização _predomi:_ 

nantemente-�citoplasmitica de Con A de Canaualia en-0i6onme.ó e 

de lectinas de Pha.óeolu.ó vulgani.ó que foram detectadas ao re-

dor de grãos de amido e dos corpos protéicos. PUS Z TAI et aZii

(1977) usando sedimentação diferencial localizaram a lectina 

de Pha.óeolu.ó uulgani.ó na fração cotiledonar que era composta 

de corpos prot:icos. HAMBLIN e KENT (1973) mostraram agluti-

nação nos pelos absorverites e primórdios de raízes de Phc-L-

.ó e.olu.ó. uulg ani.ó. CLARKE et aZii (1975) localizaram uma lecti 

na nos espaços intercelulares, bem corno nas paredes celulares 

e no citoplasma periférico das celulas do parênquima cotile-

donar de Pha.óeolu.ó vulgani.ó e Canavalia en.ói6onmi.ó. 
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Para purificar lectinas de Pha.óe.olu.6 vulg ani.6 

RIGAS e· OSGOOb (1955); JAFFÉ e GAEDE (1959) usaram a preci-

pitação com sulfato de amônio. Sub se q uen temeu te, técnicas b i o-

químicas mais refinadas foram emprega_das no isolamento de agl� 

tininas, como por exemplo cromatografia de troca iônica em 

DEAE e CM-Celulose, como o fizeram para purificar lectinas de 

Pha.óe.olu.6 vulgan,l.6, TAKAHASHI et alii (1967), DAHLGREN et alii

(1970), MONSIGNY et alii (1972), SELA et alii (1973); ROSANEN 

et alii (1973); ANDREWS (1974); MOREIRA e PERRONE (1977); 
.. 

eletroforese de fluxo livre como o fizeram JAFFÊ e HANNIGS 

�1965), PUSZTAI e WATT (1973), GALBRAITH e GOLDSTEIN (1972) 

purificaram lectinas de Pha.óe.olu.6 li.me.n.1.,,{:.t, ("lima bean") por 

adsorção específica a uma coluna de polileucil, uma substân-

eia insolúvel do sangue humano tipo A. Como um resultado do 

melhoramenfQ nas tecnicai empregadas na purificação de lecti 

nas, tornou-se possível determinar mais precisamente as confi 

guraçÕes químicas específicas com as quais as aglutininas se 

combinam. Esse conhecimento e o desenvolvimento de procedi-

mentas relativamente simples para a ativação de suportes ins� 

lúveis comercialmente disponíveis (como Sepharose) e para o 

acoplamento d� ligantes apropriados a estes suportes, levaram 

ao emprego muito mais variado das colunas de afinidade. Uma 

glicoproteina que vem sendo empregada com sucesso como ligan

te para a lectina 1 de Pha.6e.olu.6 vulg ani.6 e a tiroglobulina de 

porco (MATSUMOTO e OSAWA, 1972; FELSTED et alii, 1975); Tiro-
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globulina ê precipitada pelas lectinas de Pha-0eolu-0 vulga�l-0 

e e um forte iniliidor de suas atividades aglutinantes (MATS� 

MOTO e-OSAWA, 1972). Ela possui um glicopeptÍdeo com estru-

tura e propriedades semelhantes àquelas do receptor eritroci-

târio de lectinas de Pha-0eolu-0 vulgQ�l-0 (KORNFELD e KORNFELD, 

1970; TOYOSHIMA et alii., 
1972). Esses glicopeptídios foram, 

em bases moleculares, inibidores mais potentes_ pa�a as lecti-

nas do feijão do que os açúcares simples (LESENEY et alii .,

1972; PUSZTAI e WATT, 1974) por isso tem sido sugerido que as 

lectinas de·Pha-0eolu-0 vulga�l-0 possuem um sítio de ligação 

que "reconhece" não um monossacarideo, mas um oligossacarídeo 

numa conformação bastante precisa, (KAUSS, 1976). Portant6,as 

lectinas são eficientemente purificáveis' por cromatografia de 

afinidade e podem ser estudadas em detalhes (MANEN e MIÉGE, 

1977; MANEN, 1978).

O trabalho _de alguns grupos de pesquisadores 

(WEBER et alii; 1972; YACHN IN e S VENSON, 1972; ALLEN et alii.,

1973; LEAV ITT et alii ., 1975) demonstrou que o PM das lectinas 

de feijão ê 120,000 e elas são compostas de dois tipos de 

subunidades com PM pr�ximo de 29.000 e 32.000, Todavia a fra 

ção le�tinica e heteroginea e dois tipos de moléculas que di

ferem em suas atividades fisiol5gicas tem sido separada�. Um 

tipo com atividade aglutinante (tipo A) e o outro sem ativida 

de aglutinante mas\ com atividade mitogênica (tipo B). Pelo 

uso de eletroforese, YACHNIN e SVENSON (1972) e MILLER et alii(l973) -, 
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demonstraram cinco tipos de moléculas designadas "isolectinas11 

em suas preparações le�tínicas. MILLER et alii (1973) .::propuzeram 

que as cinco isolectinas são moléculas tetramêricas compostas 

de diferentes combinações dos d ois í. tipos de subunidades: 

AAAA ;· AAAB; AABB; ABBB; BBBB. A existência de uma situação 

mais complexa fol sugerida por PUSZTAI e WAT� (1974),que sep� 

raram uma preparação lectínica por focalização isoelêtrica em 

no minimo doze frações albumínicas com diferent�s pontos isoe 
' 

létricos � uma globulínica. Com respeito a composição quími-

ca, MILLER et alii (Í973) mostraram que os dois tipos de.•·, subuni 

'dades lectínicas tem o mesmo amino ácido N-terminal, serina, e 

o mesmo amin�-âcido e-terminal, leucina , e suas composições em

carbohidratos sao semelhantes. MILLER et alii (1975) mostra-

raro também que as duas subunidades diferem em suas sequências 

de aminoácidos atê o resíduo número sete , as sequencias dos 

resíduos número oito atê o número vinte e quatro foram as mes 

mas para ambos os tipos de subunidades como também foram os 

três Últimos resíduos. Cada subunidaâe conteve dois resí-

duas de glicosamina e seis ou sete resíduos de manose ligados 

a cadeia polipeptÍdica através de asparagina na posição doze. 

Recentemente FORIERS et alii (1977) confirma-

ram os resultados de sequência de aminoácidos relatados por 

MILLER et alii (1975) e· foram ainda mais alim� mostrando as 

semelhanças entre as sequências das lectinâs de feijão com 

lectinas de outroa gêneros de leguminosas. 
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Com a disponibilidade de métodos para isolar 

lectinàs foi p9ssivel investigar sua� atividades, inicialmen

te par� explicar observações feitas usando-se extrato brutos 

como por exemplo a toxidade e,subsequentemente 

novas na agricultura e na medicina. 

em 

Quando 

eritroaglutinante são 

lectinas de feijões com alta 

purificadas, a atividade do 

situações 

atividade 

inibidor 

de tripsina ê eliminada. se são administradas na dieta, 

inibição definitiva de crescimento, e em niveis altos 

causam 

apres-

sam a morte de ratos, galinhas e outros animais experimentais. 

\(JAFFÉ, 1960; LIENER, 1974). JAFFÊ demonstrou que o modo de 

ação das lectinas ê resultante de uma combinação com as célu

las do epitélio intestinal e sugeriu que isso pode interferir 

na absorção dos nutrientes. 

JAFFÊ et alii (1972) observaram que apenas os 

tratados com extratos que aglutinaram eritrõcitos· de vacà 

tripsina foram tóxicos, e os testes alimentares confirmaram 

o fato de que feijões de variédades CUJOS extratos apresenta-

ram atividade aglutinante contra eritrõcitos de vaca tratados

com tr.ipsina foram tóxicos e proporcionaram muito pouco cres-

cimento quando administrados a ratos. As variedades que nao

aglutinaram eritrócitos de vaca, ou aglutinaram apenas eritri

citas de coelhos nfo foram to;icas quando testadas como ali-



• 1 9 •

mente, por isso, o uso de eritrõcitos de vaca tratados com 

tripsina é muito Útil para detectar a potencialidade tóxica de 

feijões. 

Como jã foi dito anteriormente algumas lecti-

nas purificadas de feijão possuem tanto atividade eritroaglu

tinante quanto mitogênica. (JAFFÊ et alii, 1965; TAKAHASHI et

alii, 1967; DAHLGREEN et alii, 1970; WEBER et alii, 1972; 

YACHNIN e SVENSON, 1972; ALLEN et alii, 1973; LEAVITT et aZii,

1975). Não sÕ as lectinas eritroaglutinantes são importantes 

como também as mitogê�icas, uma vez que podem estimular linfÓ 

citas a crescer e se dividir, desprezando a especificidade a� 

tigênica dos receptores dos linfócitos, então, uma grande pr� 

porção de linfÕcitos numa preparação pode ser estimulada e a

nalisada (NOWELL, 1960), e as grandes mudanças no tamanho,fo� 

ma e eventos bioquímicos observados nos linfócitos estimula-
·,. 

dos por lectina em laboratório parecem se assemelhar muito às 

induções pelo antígeno nas reações imunológicas da vida dos 

animais. 

Tem sido feito extensivos-estudos sobre a ati-

vidade de lectinas em sistemas animais. Uma recente observa 

çao sobre a especificidade de lectinas sobre células de turno 

res (o que interessou especialmente a cientistas ligados a pe� 

quisa d6 cincer) foi que algumas lectinas aglutinaram prefe-

rencialmente células de cultura de tecido 
- .mamaria, que foram
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transformados por viroses oncogenicas, por carcinogenicos qu! 

micos ou mesmo por transformações espontineas. A lguns resul-

tados indicaram que existe diferença nas superfícies de celu-

las normais e células transformadas. E ntão, estao sendo fei-

tas investigações para o uso de lectinas como inibidoras de 

crescimento de células malignas "in vitro" e "in vivo", alem 

da ligação da lectina com polimeros sintéticos para 

ratos contra tumores (BOURRILLON, 197 3). 

imunizar 

O s  estudos sobre o papel das lectinas nas pla� 

tas sao mais escassos, KRUPE (1956), ENSGRABER (1958). e LI E -

fER (1964), demonstraram que as lectinas servem como apreen-

soras de carbohidratos e possivelmente elas poderiam funcio-

nar no transporte dos carbohidratos, ou na sua deposição nas 

sementes. �s l�ctinas representam uma forte porcentagem das 

proteínas �atais das sementes de leguminosas: em Pha1.> e.alui.> 

vulga11,,[1.i cerca de 12% · das proteínas ê lectina (MANEN, 197 8), e� 

quanto que BAGUE (1975) calculou para três variedades·de Ca

navalia e.n1.>i6011,mi1.> porcentagens de Con A entre 23 e 28%. Por 

causa disso, tem sido sugerido que as lectinas possam ter uma 

função de proteína de reserva (LI ENER, !'96.4; MANEN, 1978; HAGUE, 

1975) .. Concanavalina A ,  lectina de soja, de ."castor bean" e 

de . amendoim são capazes de ag 1 u·t ina r pro top las tos preparados de 

vârias esp'êcies de plantas, embora outras lectinas nao te-

nham essa capacidade (LARKIN, 1978). 
' 

Também existe uma hipô-

tese de que as lectinas determinam a especificidade no pro-
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cesso simbi6tico entre leguminosa e RhLzobium havendo uma po� 

sibilidade de que as lectinas presentes nas raízes de legumi

nosas não sejam as mesmas acumuladas em sement'es (GATEHOUSE e 

BOULTER, 1980). Ainda que, algumas lectinas tenham sido en-

centradas se ligando a fungos, inibindo seu crescimento e re-

tardando a germinaçao de esporos, ainda não estã estabeleci-

do se as lectinas têm papel fisiológico na proteção de plan

tas contra fungos patogênicos (ETZLER, 1981). O_ isolamento de 

lectinas de paredes celulares vegetais 'ievou a proposição de 

que elas participam como "proteínas de reconhecimento" no po

sicionamento de carbohidratos na parede celular e/ou na regu

\ação do crescimento da parede celular (KAUSS e GLASER,1974). 
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3, MATERIAIS E MtTODOS 

3.1. Materiais 

Neste trabalho foram usadas sementes maduras 

de Pha-0eolu-0 vulga�i� obtidas do Centro de Energia Nuclear na 

Agricultura (CENA), do Instituto Agronômico de Campinas(IAC) 

e da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuiria (EMBRAPA) a

través do Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT), 

com data de,colheita de 1981 (Tabela 1). Foram descartadas 

as sementes danificadas, e as boas estocadas ã 4°C. 

O sangue humano, do grupo A, Rh positivo, de 

doador sadio, foi recebido em'citrato de sódio 4%. 

O sangue de um Único indivíduo sadio, de cada 

tipo: vaca, carneiro e coelho, criados no CENA, tamb�m foram 

recebidos em citrato de sódio 4%. 

As\subst�ncias químicas foram de grau analíti

co ou eletroforéticos. 
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3.2. Métodos 

3.2.l. Preparo da farinha 

As sementes foram descascadas manualmente, des-

cartando-se o tegumento e o eixo embrionário. Os cotilédones 

foram transformados em farinhas, tambim manualmente, com 

lio de almofariz com pistilo até p5 bem fin�, e depois passa

das em peneira de 0,25Ó mm e estocadas •â 4° c em dessecador. 

3.2.2. Peso seco 

Amostras individuais de aproximadamente 1 g, em 

duplicata foram colocadas em estufa a 60° C até peso constan

te. 

3.2.3. Extração de proteínas 

Cem mg do p5 da farinha foram transferidas pa-

ra 1 becker, adicionando-se 4 ml de Tampão Tris Glicina 

0,005 M com NaCl 2%, pH 8,3 (DAHLGREN et alii, 1970; FELSTED 

et alii, 1981), agitado por 36 minutos ã 4°C e, em seguida 

centrifugado ã 15l000 rpm por 20 minutos também ã 4
°C. 
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O precipitado foi descartado e o sobrenadante 

foi considerado o extrato. 

3.2.4. Dete�minação dos teores de nitrogênio total e 

proteico 

O nitrogênio total nas farinhas cotiledonares 

foi determinado, empregando-se o mêtodo de Kjeldahl, com di

gestão sulfúrica das amostras e como padrão foi usado uma so

lução de sulfato de amanio 2.359 g/100 ml de H20. (KEIL e SOR 

�OVA, 1965). 

Os teores de proteína total foram calculados 

multiplicando-se os valores de nitrogênio . pelo fator 6,25 

(BEEVERS, 1976; KEIL e SORMOVA, 1965). 

A proteína solúvel foi determinada pelo mêtodo 

de LOWRY et aZii (1951), usando soro albumina bovina(BSA) co-

mo padrã9. Uma curva típica de calibração ê representada na 

Figura 1. 

3.2.5. Anãlise de aminoãcidos 

Amostras' em duplicata foram hidrolizadas em 



\ 

ó 

º· 

0,3 

0.2 

o.to

º·ººº .,__----..--------,.-------,-------,.--------,�-000 0,04 0,08 0,(2 

CONc: B.S.A. ( mg l 
0,16 0,20 

Figura 1 - Curva padrio para �eterminaçio da pro

teína solúvel pelo método de. LOWRY et 

aZii (1951). 
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HCl 6 N durante 2 2  horas a 110° c em presença de 2-Mercaptoeta 

nol 10% num volume final de 10 ml. As quantidades das amos-

tras corresponderam ã urna concentraçao de proteínas totais 

equivalentes a 0,3 mg por ml de ácido. A composição em ami-

noãcidos foi determinada num Analizador Automático Modelo 120C 

da Beckmªn, segundo instruções do fabricante. 

3.2.6. Preparo de suspensoes er1trocitãrias 

A suspensão eritrocitãria foi obtida com tr�s 

\lavagens sucessivas do sangue, com solução s·alina O, 15M e ce� 

trifugando-se a 2 .000 rpm por 10 minutos apôs cada lavagem. 

O volume de glóbulos vermelhos obtido apôs centrifugação foi 

medido e urn·volume proporcional de tampão fosfato 0,01 M com 

NaCl 0,15 ��pH 7.0 foi adicionado para obtenção da 

eritrocitãria a 4%. 

Suspensões de eritrôcitos de vaca e de 

suspensao 

carnei-
I 

ro foram ta�bem obtidas apôs o tratamento com proteases(JAFFE 

et aZii, 1972) � Eritrôcitos obtidos de·-5 ml de sangue de vaca 

foram lavados 3 vezes como descrito acima e apôs a Última la

vagem foram incubados com 5 mt de solução de tripsina em sali 

. . ·1 .. . 
( / O O ) 1 h . 2 5 ° C •na f 1. s 1. o ô g 1. c a 1 m g 1 m 1 P .. o r ora · a · . Apôs in-
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cubação os eritró�itos foram lavados mais 3 vezes com salina 

fisiológica e preparada a suspensão eritrocitãria a 4% com 

tampão fosfato 0,01 M com NaCl 0,15 M. 

Os eritrõcitos do san�ue de carneiro, equiva

lentes a 5 ml de sangue, apos a terceira lavagem foram incub� 

dos por 1 h a 25 ° c com 3 ml de pronase em salina fisiológica 

(1 mg/10 ml). Apôs a incubação foram lavados mais três ve-

zes com a salina fisiológica e preparada uma suspensão eritr� 

citãria a 4% com tampao fosfato 0,01 M com NaCl 0,15 M. 

3.2.7. Testes de aglutinação 

A atividade aglutinante foi medida segundo o 

método semi�quantitativo'de SALK (1944),com eritrôcitos huma

nos de sangue tipo A Rh
+

, de vaca, carneiro e coelho. 

Para a anilise, os extrato.s foram diluídos em 

progressão geométrica (1/2, 1/4, 1/8 ... ) com tampão fosfato e 

um mesmo volume de suspensão eritrQcitãria foi adicionado. Sa 

lina fisiológica e duas preparações de títulos eonhecidos fo 

ram usadas como controle em todas as placas de aglutinação. 

A aglutinação ê macroscopicamente visível por

que os aglutinados aderem às paredes dos tubos e os eritrôci 

tos não aglutinados vão para o fundo do tubo. 



Tubo visto 
de perfil 

Tubo .:visto 
de cima 

aglutinação 
positiva 

V 

aglutinação 
negativa 

u 

0 
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O título de aglutinação de um extrato correspo� 

de ao inverso da maior diluição q�e produz uma aglutinação. A 
·, 

atividade aglutinante esp:cÍfica é definida pelo título de a

glutinação do extrato em relação ao seu teor protéico (LOWRY).

A atividade eritroaglutinan�e, foi também esti 

mada pelo cálculo da concentração m�nima de proteína (em 25 µ1) 

que dâ aglutinação detectâvel de 25 µ1 de suspensão eritroci

tária ã 4%. 

Todos os testes foram feitos uti.lizando-se ma 

terial de micropipetagem e microdiluição da "Cooke Engineering
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Company", Alexandria, Wisconsin. 

3.2.8. Eletroforese em gel de poliacrilamida 

As fraç�es prot�icas das cultivares de feijão 

estudadas, foram submetidas à eletroforese d�scontínua em gel 

de poliacrilamida. Tr�s sistemas foram empregados: 

a) Eletroforese em gel de poliacrilàmida, em 

condição alcalina, 
~

nao desnaturante (DAVIS, 1964).

Foram utilizados g�is com 2 tipos de porosida-

de, sendo colocados em tubos ou em placas verticais,com o gel 

de �randes poros (3% em acrilamida) polimerizado no :topo do 

gel de pequenos poros (7,5% em acrilamida). Em 1 ml dos ex-

tratos brutos das amostras foi colocado 0,25 ml de glicerol. 

O tampão de migração foi Tris-glicina 0,005 M, pH 8.3 e azul 

de bromofenol 0,1% foi incorporado como corante indicador. 

As cqrridas foram feitas com uma corrente de 

2 - 4 mA por tubo durante aproximadamenta 2 horas, e em placa 

com ,10 - 30 mA durante três horas e meia, do cãtodo para o âno 

do. O corante utilizado foi "Amido bZack" 1% em ãcido ac�ti

co 7%. O .excesso de corante f�i removido por difusão em ãci

do ac�tico 7%,co� sucessivas trocas da solução. 
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b ) E 1 e t r o fores e em g e 1 d e p o 1 ia cri 1 a mi d a em con 

dição ácida, não desnaturante (REISFELD et aZii,1962). O gel 

de pequenos poros (separador) foi 7,5% em acrilamida e o gel 

de grandes poros (espaçador) foi de 3%. O tampão de migração 

foi B-alanina-ãcido acético, 0,35 M, pH 4.5. A corrente apli 

cada foi de 3 m A  por tubo durante quatro hor�s e meia e em 

placa foi de 10-30mA por placa, durante aproximadamente seis ho 

ras e meia, sempre do ânodo para o catodo. 

Os gêis foram corados em "Amido bZack" 1% em 

acido acético 7% e descorados por difusão em acido acético 7%, 

'ou corados em "Comassie Brilliant Blue", na -forma R 0,05% di� 

solvido em metanol: ácido acético: água (25:7:68 ml) e desco

rado por difusão no próprio solvente. 

c) Eletroforese desnaturante foi efetuada se

gundo o mêtàdo de L AEMMLI (1970) monificado_. As concentrações 

finais no gel de separação (pequenos poros) foram as segui� 

tes: gel a 1 0% de acrilamida, 0,05% de N,N'�bis-metileno acri 

lamida, em presença-de Tris-HCl 0,375 M e  dodecyl-sulfato de 

sódio (SDS) 0,1%. A concentração de acrilamida no gel espaç� 

dor foi de 3%. 

As amostras foram dissociadas em solução con-

tendo SDS 8%, Tris-glicina 0,25M pH 8.3, adicionando-se 2 -mer 

captoetanol para 0,15 M e  glicerol para 15% e 0,1% de azul 
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de bromofenol, As proteínas foram completamente dissociadas 

pela imersão das amostras em banho de água fervente por 10 mi 

nutos. O tampão de migração continha SDS 0,1% e Tris-glicina 

0,005 M, pH 8.3. A corrente aplicada foi de 2 mA por tubo,do 

cátodo para o ãnodo, até que o coran�e indicador (azul de bro 

mofenol O,�% em água) atingisse a parte infe�ior dos tubos 

(cerca de 3 h), ou das placas ( cerca de 5,30 h). As proteínas 

foram coradas com "Comassic Brilliant Blue" na forma R-0,05% 

na mistura methanol: ácido acético: água (25: 7: 68 !,tl) e descoradas por 

difusão no mesmo solyente. Os pesos moleculares dos polipeptf 

dios dissociados foram estimados posteriormente à eletrofore

�e, com referência a uma curva de calibração obtida usando-se 

proteínas de pesos moleculares conhecidos, submetidas ao mes

mo desenvolvimento eletroforético com SDS. Uma curva típica 

e representada na Figura 2.

As pro te Ínas pad rÕe s utilizadas foram: (citocromo c 

l?M 1,2 :A00, SERVA; Mioglobina de cavalo - PM 17. 800, SERVA ; 

Quimiotripsinogenio A de pâncreas bc-vino -PM 25.000, SERVA; Ovoalbu

mina - PM 45,000, SERVA ;  Albumina bovina - PM 67.000, SERVA). 

Com relação aos três sistemas, foram também  em 

pregados geis preparados a 12,5% e 15% com respeito a concen

tração em acrilamida, no gel separador, utilizando-se tubos 

e/ou placas verticais de gêis; 



Rm 

1,0 

0,9 

0,8 

0,6 

º· 

0,4 

0.2 
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(b) 
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PM X to-3
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Figura 2 - a) Curva típica obtida da eletro 
foresé de proteínas padrões 
a�5s dissociaçio, 

b) Uma fotografia de um gel típi
co.
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As mobilidades relativas (R s) dos 
m 

componen-

tes foram expressas como frações decimais calculadas a partir 

da relação: 

distância do componente ã interfase dos geis 

distância do corante indicador à interfase dos geis 

(Sistemas - DAVIS e LAEMMLI) 

distância do componente a interfase dos geis 

comprimento do gel de pequenos poros 

(Sistema REISFELD) 
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4. RESULTADOS

Os pesos dos pares de cotilédones de vinte 

amostras de feijão sao mostrados na Tabe 

la 2, 

O peso fresco das amostras variou de 121,4 mg 

para a cultivar Rico-23 a.472,6 mg para a cv, Pintado. 

O peso seco tambem mostrou uma variação aproxi 

mada de 4 vezes, indo de 104,0 mg para a cv, Rico-23 a 401,0 

para a cv. Pintado. Todavia, com base na porcentagem de peso 

seco de todas as amostras, el�s variaram de 86 ± 4%. 

O teor de umidade variou de 10,3% para a culti 

var Parrillo, a 17,7% para a cultivar Catu. Embora haja uma 

relação entre o peso fresco e o peso seco,não houve uma rela

ção simples entre os pesos e o teor de umidade,como por exem

plo, as cultivare� que apresentaram os limites minim6s e mixi 
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mos de umidade nao diferem muito em relação aos pesos por par 

de cotilédones. 

Os teores de N total das farinhas dos cotilêdo 

~ 

nes que sao mostrados na Tabela 3 variaram de 2,94% para a 

cv. Roxão a 4,14% para a cv. Pintado e os teores de proteína

dessas duas cultivares foram 18,38% e 25,88%, respectivamente 

obtidos pela multiplicação do teor do N total pelo fator 6,25. 

A proteína extraída pelo tampão tris-gli�ina com NaCl 2%, 

pH 8,3 variou de 16,56% da proteína total para a cultivar Ro-

~ 

xao, a 24,85% para a cultivar Pintado. A Tabela mostra· que 

mais de 76% (valor obtido para a cultivar Ri�o-23) da proteí

na total da farinha foi extraída. 

Depois da hidr6lise icida das farinhas de doze 

amostras, �ntre 80% e 96% do peso da proteína de cada amos-

tra foi recuperado como aminoicidos e amônia (Tabela 4a) e ne 

nhuma diferença significativa na composição foi detectada en-

tre as amostras. Aproximadamente 25% (p/p) da proteína de ca 

da amostra foi recuperada como acido aspirtico e glutâmico e 

quase 20% foi recuperada como aminoácidos bisicos com lisina 

apresentando a mais alta concentração�em contraposição, menos 

do que 3% da proteína foi recµperada como tirosina 

do que 0,5% como metionina ! 

e menos 

Em 1 bases molares (Tabela 4b) aproximadamente 
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�27% dos aminoácidos foram derivados a partir dos ácidos di-

carboxílicos ou suas amidas (asparagina e glutamina), 15% fo

ram aminoácidos básicos, 2% ou menos foi tirosina e menos do 

que 0,5% foi metionina. 

Cerca de 4% do peso total recuperado foi amo-

nia que representou aproximadamente 140 moles/100 moles de á

cidos dicarboxílicos. 

A capacidade dos extratos d� aglutinarem eri-

trôcitos de vários animais e mostrada na Tabela Sa. Uma gran 

de diferença nas capacidades de aglutinação foi detectada tan 

to entre cultivares como entre os tipos de eritrocitos. Toda 

via, nenhum dos extratos aglutinou eritrôcitos de vaca nao 

tratados e o extrato da cv. Pinto nio aglutinou nenhum dos ti 

pos de eritrôcitos testados. A menor variação dos títulos de 

aglutinação�foi obtida contra eritrôcitos humanos variando de 

16 a 64 e a maior, de 4 a 2048 foi obtidà contra 

de vaca tratados com tripsina (eritrôcitos-VTT). 

eritrôcitos 

Os títulos 

obtidos com os eritrôcitos-VT! foram usados como base para or 

denar as cultivares nas Tabelas. 

Os extratos das cultivares Pintado, Jalo e

Goiano precoce foram mais ativos contra os eritrôcitos-VTT do 

que os outros extratos e os extratos das cultivares Chumbinho 

opaco, Catu, Iguaçú, Piratã, Porrillo e a linhagem F79: 109-114 



. 42. 

Tabela 5a - Títulos de aglutinação do extrato da farinha coti 

ledon·ar das cultivar es de feijão (PhMe.olM vui.ga/Ú,6),

CULTIVARES 

Bico de Ouro 

Roxão 

Aete-3 

Carioca (1)

Carioca (2) 

Carioca precoce 

Rico-23 

Rosinha G2 

Venezuela-350 

Rosinha F79:l-6 

Chumbinho opaco 

Catu 

Iguaçú 

Piratã 

Rosinha F79:109-114 

Porrillo 

Pintado 

Jalo 

Goiano pre�oce 

Pinto 

VACA VACA HUMANO COELHO CARNEIRO CARNEIRO 

an* 

an 

an 

an 

an 

an 

an 

an 

an 

an 

an 

an 

an 

an 

an 

an 

an 

an 

an 

an 

TRIPSINA PRONASE 

4 64 32 16 256 

4 32 32 4 64 

8 64 64 8 256 

8 64 64 8 256 

8 64 64 8 236 

8 32 64 32 1024 

16 64 64 8 256 

32. 64 64 16 1024 

32 32 16 4 1024 

64 64 64 64 102.4 

128 32 64 16 1024 

128 32 64 32 1024 

128 32 64 64 512 

256 64 128 256 1024 

256 64 256 32 256 

256 16 16 8 512 

i024 32 256 32 4096 

2048 32 64 64. 4096

2048 16 64 64 4096 

an an an • an an 

0& títulos for am obtidos com o inverso da Última dilui

ção dos extratos que produz iu aglutinação. 

*Aglutinação negativa



. 43. 

da cv. Rosinha foram intermediárias nas suas atividades en

tre aquelas três cultivares e as cultivares Bico de ouro, Ro-

xão, Aetê-3,:Carioca-l, Carioca-2, Carioca precoce, Rico-23, 

Rosinha G2
; Venezuela-350 e a linhagem F79: 1-6 da cv. Rosi-

nha. Nenhuma cultivar ou grupos de cultivares pode ser sepa-

rada com base na aglutinação contra eritrõcitos humanos e de 

coelho, e apenas a cv. Piratã aparece diferente contra eritrõ 

citas de carneiro. 

Todavia, quando os extratos foram testados co� 

tra eritrÕcitos de carneiro tratados com pronase (eritrõci-

�os-CTP), os extratos das cultivares Pintado, Jalo e Goiano 

precoce deram titulos distintamente superiores (4096) do que 

os outros extratos. De fato, esses títulos foram os 

obtidos em todos os testes,sendo duas vezes maior do 

titulo mai��alto -obtido �outra eritrõcitos-VTT. 

mai�res 

que o

Entre as amostras examinadas existem duas amos 

tras de Carioca e uma amostra de Carioca precoce,que foi de

senvolvida a partir da cv, Carioca apõs tratamento por radia

ção gama, e amostras de três linhagens de Rosinha. Nenhuma di 

ferença nas atividades aglutin�ntes foi encontrada 

duas amostras da cv. Carioca e a amostra de Carioca 

entre as 

precoce 

diferiu daquelas amostras apenas contra os eritrõcitos de car 

neiro tratados e nao tràtados, mostrando atividades aglutina� 
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tes maiores. Duas das linhagens de �asinha, a G2 e a F79:l-6

tambêm mostraram·atividades aglutinantes semelhantes, exce-

to possivelmente, contra eritrôcitos de carneiro não tratados. 

A atividade aglutinante da linhagem Rosinha F79:109-114 con-

tra eritrôcitos-VTT e de coelho foi maior e contra eritrôci 

tos-CTP foi menor do que as atividades correspondentes as ou 

tras duas linhagens de Rosinha, todavia a atividade aglutina� 

te contra eritrôcitos-VTT foi substancialmente menor do que 

as atividades aglutinantes das cultivares Pintado,Jalo e Gaia 

no precoce �ontra eritrôcitos-VTT. 

\. Exceto para a cv, Porrillo, a distinção entre 

os três grupos de cultivares observada nos dados referentes 

aos eritrôcitos-VTT é talvez mais evidente quando os títulos 

obtidos contra eritrôcitos-VTT são relacionados com aqueles 

obtidos contra eritrôcitos humano� ou de coelho (Tabela 5b). 

Dessa forma, a cv. Porrillo parece mais semelhante às cvs. Pin 

tado, Jalo e Goiano precoce do que com as cultivares 

diárias, uma vez que as quatro cultivares mostraram 

interme 

valores 

distintamente altos. Essa semelhança tambe
0

m aparece quando a 
.. 

comparação ê feita contra eritrôcitos não.tratados de carnei 

ros. 'Entretanto, com esse tipo de eritrôcitos somente as qu� 

tro cultivares que apresentaram valores altos puderam ser se-

paradas e nenhum grupo de cultivares intermediárias 

distinguido. 

pode ser 
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Qµando a relação entre os titulas dos 

citos-VTT e erixrôcitos-CTP foi calculada, uma s;rie 

nua de valores foi obtida não 
~ 

permitindo uma separaçao 

de qualquer grupo de cultivares. 

. 46. 

eritrô

conti-

clara 

As relações entre as atividades aglutinantes 

contra eritrôcitos-VTT e as atividades aglutinantes contra os 

outros tipos de eritrôcitos foram semelhantes para as duas 

amostras _de cv. Carioca, como foram as linhagens G 2 e F79: 1-6 

de Rosinha. As relações entre eritrôcitos-VTT e humanos, car 

neiro e CTP para a linhagem F79:109-114 de Rosinha foram indi 

vidualmente bem maiores do que aquelas das outras duas linha 

gens de Rosinha. 

A Tabela 6 mostra as concentraçoes minimas de 

proteina nqs extratos qu� foram requeridas para produzir agl� 
·,

tinação detectavel. Os valores mostram que .a sensibilidade 

da proteina num extrato, de qualquer uma das cultivares,dife-

riu com o tipo dos eritrôcitos utilizados� Por exemplo, uma 

concentração minima de 1,-4 mg'de proteina por ml foi necessá

ria para aglutinação de eritrôcitos-VTT'pela proteina da cy. 

Bico de ouro enquanto que apenas 20 µg de protei�a por ·ml foi 

requerida quando eritrôcitos-CTP foram usados. Uma variação 

ainda maior·na sensibilidade foi encontrada entre as cultiva 

res quando seus e�tratos foram testados contra eritrõcitos-VTT, 
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. 4 8. 

apenas 3 µg de proteína por ml foi 
- . necessar1a quando os extra 

tos das cv. Jalo·e Goiano precoce foram examinados comparado 

com 1, 4 mg de proteína por rnl quando o extrato da cv .. Bico de 

ouro foi testada. 

Essa Tabela reflete ainda, melhor as semelhan

ças e diferenças entre as amostras vistas nas Tabelas 5. En-

tao,urna menor concentraçao de proteína para as cv. Pintado, 

ialo e Goiano precoce, foi necessária para aglutinação de er! 

trõcitos-VTT e eritrôcitos-CTP em comparaçao as concentraçoes 

de proteína das outrás cultivares. 

\ 

Os valores obtidos para as cultivares C_humb i-

nho opaco, Ca tu, I guaçú, Pira t ã, Porrillo, e a linhagem F79: 109-114 

da cv. Rosinha foram intermediários entre aquelas três culti-

vares e as restantes com relação aos eritrôcitos-VTT mas nao 

aos eritrôcitos-CTP. Tamb�m não houve diferença aparente en-

tre as duas amostras da cv. Carioca. Para duas linhagens da 

cv. Rosinha, a concentraçao mínima necessária para 

cada tipo de eritrôcito humano, éoelho, carneiro e 

aglutinar 

eritrõci-

tos-CTP não diferiu significativamente (isto �, semelhante a 

Tabela 5), todavia enquanto um valor de 19 0 µg/ml foi obti-

do para aglutinação de eritrôcitos-VTT pela linhagem G2, o v� 

lor obtido para a linhagem·F79:l-6 foi apenas 7 0  µg/ml. A co� 

centração mínima de proteína necessária para aglutinar eritrô 

citos-VTT, eritrõcitos-CTP pela terceira amostra de Rosinha, 



• 4 9 •

a linhagem F79:109.-114 foi claramente diferente daquelas cal

culadas para as outras duas linhagens desta cultivar. 

Na Tabela 7 o peso ... . m1n1mo de proteína 

ria para produzir aglutinação visível foi calculada. 

necessa 

Os valores indicam que nao mais que 35,1 µg de 

proteína de qualquer cultivar, exceto para � cv. Pinto,foi ne 

cessãria para aglutinação de qualquer um dos tipos de eritrõ 

citas usados, Apenas 30 ng de proteína da� cultivares Pinta-

do, Jalo e Goiano precoce foram necessárias para produzir a

_glutinação visivel de eritr5citos-CTP e menos que 75 ng d� pr� 
\ 

teína dessas três cultivares aglutinaram eritrõcitos-VTT. Vin 

te v�zes mais que essa quantidade de proteina foi requerida 

pa�a aglu�inar iritrõcitos-VTT pelas cultivares numeradas de 

1-10 na Ta�ela, enquanto que quantidades entre esses dois ni-
· . .

veis (75 ng e 1,5 µg) foram suficientes quando proteínas das 

outras cultivares foram testadas contra este tipo de 

cito. 

eritrõ-

As quantidades de proteinq necessárias para a

glutinar tanto eritrõcitos humanos como de coelho variaram de 

1,73 µg a 9,44 µg e 0,5 µg a 8,36 µg, respectivamente, Para 

contrastar,uma grande variação (0,4 µg a 33µt) foi encontra-

da entre as cultivares quando testadas contra eritrôcitos não 

tratados de carneiro; entretanto, essa variaçao não permitiu 



.50. 
Tabela 7 - Peso minimo (µg )  de proteina (em 25  µl) que di a

gluti�ação detectivel em 25  µl de suspe ns ão eritr© 

citiria ã 4%. 

CULTIVARES 

1- Bico de Ouro

2- Roxão

3- Aete-3

4- Carioca (1)

5;__ Carioca (2)

6- Carioca precoce

7- Rico -23

8- Rosinha G 2

9_- Venezuela -350

10- Rosinha F79:l -6

11- Chumbinho opaco

12- Catu 

13- Iguaçú

14- Piratã

15- Rosinha F79 }-109-114

16- Porrillo

17- Pintado 

18- Jalo

19- Goiano precoce

VACA HUMANO COELHO CARNEIRO CARNEIRO 
TRIPSINA PRONASE 

35,10 

25,90 

14,00 

16,20 

15,20 

14,00 

06,94 

04,85 

04,18 

01, 77 

01,01 

00,87 

01,01 

00,45 

00,50 

00
,.
51 

00,015 

00,063 

00,074 

2,21 

3,23 

1,75 

2,02 

1,90 

3, 1+9 

1,73 

2,42 

4,18 

1, 77 

4,05 

3,50 

4,05 

1,82 

1,99 

8,20 

4,85 

4,05 

9,44 

2, 2_1 

3,23 

1,75 

2,02 

1,90 

1,75 

1,73 

2,42 

8,36 

1, 77 

2,02 

1,75 

2,02 

0,91 

0,50 

8,20 

0,61 

2,02 

2,36 

8,83 

25,88 

14,00 

16,19 

15,22 

3;49 

13,8� 

9,70 

33,44 

1,77 

8,09 

3,50 

2,02 

0,46 

3, 98 

16,41 

4,85 

2,02 

2,36 

0,55 

1,62 

0,44 

0,51 

0,48 

o, 11

0,43 

0,15 

0,13 

o,n 

o, 13 

o, 11

0,25 

o, 11

0,50 

0,26 

0,04 

0,03 

0,04 
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-

uma separaçao clara para nenhum grupo de cultivares. 

A eletroforese dos extratos, sob condições 
- . aci 

das nao dissociantes, forneceu perfis protéicos compostos de 

diversas bandas. Uma fotografia de um gel típico, mostra-

da na Figura 3A, um diagrama dos quinze diferentes tipos de 

perfis obtidos das vinte amostras e o perfil de uma prepara

ção comercial de rectina de "red kidney bean" (PHA),são mostra 

dos na F i g u r a 3 B . Em cada um desses perfis, quatro grupos de 

b a n d a s p r o t __ é i c as· puder a m s e r v i s t a s , e e s s e s g r u p o s f o r a m d e -

signados de A, B, C e D na Figura 3B·. Em todos os perfis, o

�rimeiro grupo (A) foi composto de uma banda larga e intens·a 

mente corada, acompanhada de outras duaij bandas, todas com mo 

bilidades muito baixas. 

proteínas com mobilidades 

O segundo grupo (B) foi composto de 

- . comparaveis com aquelas de isolectl 

nas da PRA'·e a composição desse grupo variou entre as amos-

tras. Proteínas com mobilidades iguais a cada uma das cinco 

isolectinas observadas no perfil da PRA foram vistas apenas 

nos perfis das cultivares Pintado, Jalo e Goiano precoce. A 

banda màis proeminente nos perfis dessas cvs. e em PRA foi a 

de n9 5. Entretanto as intensidades relativas das outras qu� 

tro bandas tipo isolectinas nos perfis dessas três cultiva-

res nao foram as mesmas que na PRA. Os perfis das outras cul 

tivares não contiveram mais que quatro bandas neste grupo de 

"iso Zectinas ". A 1 banda n9 4 na Figura 3B foi proeminente em 
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todos os perf!s� exceto para as cv. Pinto, Porrillo � a li

nhagem Rosinha_F79:109-114, e ela foi acompanhada por uma se

gunda banda proeminente (n9 2) somente nos perfís da linhagem 

Rosinha G 2 e na cultivar Carioca precoce. 

O componente proeminente no grupo da linhagem 

Rosinha F79:109-114, e da cultivar Porrillo, foi a banda n9 3, 

e esta banda foi apenas ligeiramente menos proeminente nos pe� 

f!s das cultivares Pintado, Jalo, Goiano precoce e Pinto. 

No perfil da cultivar Pinto, a banda n9 2 foi 

,o principal componente visto no grupo. 
\ 

A banda n9 1 foi de 

tectada em todos os perfÍs, embora fracamente corada, exceto 

nas cultivares Pintado, Jalo e Goiano precoce. 

No grupo de bandas designado C na Figura 3B, 

onze culti�ares apresentaram duas bandas com diferentes inten 

sidades, de acordo com a cultivar examinada. Apenas duas cul 

tivares, Goiano precoce e Carioca precoce apresentaram nesse 

grupo três bandas sendo a intermediária de maior intensidade, 

embora na cultivar Carioca precoce as outras duas tenham sido 

de muito fraca coloração. Somente uma banda neste grupo pode 

ser observada para as cvs. Carioca 1 e 2, Aete-3, Roxão, Bico 

de ouro e Porrillo e a linhagem Rosinha F79:l-6. 

Exceto para as cvs. Goiano precoce, Pinto e

Carioca precoce, três bandas foram detectadas na região assi-
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nalada D. No perfil das cvs, Goiano precoce e Pinto,quatro ban

das foram vistas ·nesta região,enquanto que na cultivar Cario

ca precoce, nenhuma banda foi visível. 

As eletroforeses dos extratos sob condições a! 

calinas não dissociantes também mostraram perfis protéicos com

postos de diversas bandas, nove diferentes perfis foram obti 

das das vinte amostras e de uma PRA, e estão mostrados em fo-

tografia na Figura 4A e em diagrama na 

pais característi�as que diferenciam os 

Figura 4B. 

perfis 

As princi-

estão resu-

midas na Tabela 8. ús nove perfis diferiram um dos outros com 

··respeito a diversas bandas situadas em quatro regiões '.dos géis.

A caracteristica mais pridominante de cada um 

dos perfis foi uma banda larga, intensivamente corada que mi

grou com mobilidade relativa média R = 0,21 ± 0,01. Entreta_n. m

tanto as mobilidades desse componente não fqram idênticas en-

tre as amostras e para as ·cvs. Pintado, Jalo e Goiano 

ce, elas foram ligeiramente maiores 

as outras cultivares (R = 0,20). m

(R = 0,22) do· que m 

preca-

para

Na região correspondente a ·R s 0,08 a 0,10 quam .-

tro bandas foram observaqas nos perfis das cultivares Catu, 

Iguaçu, Piratã e Rosinha F79:109-114, não mais que três· ban

das foram detectadas nesta região em qualquer dos perfis das 

outras amostras, ITrês bandas foram vistas claramente nas cul 
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tivares Pintado, J.alo e Goiano precoce, enquanto que ·elas não 

foram bem resolvidas nos cultivares, Carioca (1), Carioca(2), 

Carioca precdce, Rico-23, Rosinha G2, 

bandas ocuparam a mesma região do gel 

Chumbinho opaco. 

(R s 0,08 - 0,10)m 

Essas 

que 

três das quatro bandas da PRA. Para ·as outras cultivares nao 

foi possfvel- distinguir claramente perfis precisos em 

ção às bandas desta mesma região. 

rela-

Uma banda de R 0,13 foi comum em todas as am 

cultiva-mostras, mas ela foi ·menos intensamente corada nas 

res Jalo e Pintado; nessas duas cultivares e nas cultivares

Goiano precoce, Bico de ouro e Iguaçú uma outra banda de

R O, 16 foi observada embora nas cvs. Bico de ouro e m Iguaçú

ela tenha sido fracamente corada. Nos perfis das linhagens

Rosinha F79:109-114 e Rosinha G 2 e na cultivar Carioca preco-

ce foi observada uma band'a fraca de mobilidade ligeiramente

menor do que a da principal proteína e igual a do componente

mas móbil da lectina comercial.

Três grupos de -bandas com mobilidades maiores 

do que a protefna principal também foram observados. Essas 

bandas foram fracamente coradas e geralmente se apresentaram 

difusas e através delas nenhuma diferença significativa 

ser detectada entre as amostras. 

pode 

Cirico tipos de perfis com diversas bandas fo

ram obtidos quando as. proteínas dos extratos foram dissocia-
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das e examinadas por eletroforese sob condições alcalinas na 

presença de dodecil sulfato de sódio '(SDS). 

gêis típicos são apresentadas na Figura 5A e 

Fotografias de 

diagramas dos 

cinco tipos de perfis estão mostrados juntamente com o perfil 

obtido de PRA na Figura 5B. Pelo menos quinze componentes f� 

ram detectados em cada perfil e treze deles estiveram presen-

tes em todos os géis. Um componentes comum correspondeu em 

mobilidade a banda Única obtida no perfil de PRA, que e com 

posta de subunidarle de pesos moleculares (PM) 30.000 e 32.000, 

embora estas não tenham sido resolvidas no gel. 

A subunidade protéica mais intensamente corada 

nos perfis das cvs. Pintado, Jalo e Goiano precoce teve peso 

mol.ecular aparente (PMa) de 50,000; esta subunidade foi proxi 

mamente acompanhada de tr�s componentes mais fracamente cora-

dos com PM� de 52.000, 49.000 e 46.000. Em contraposição a 

principal subunidade nos perfis das outras amostras, exceto a 

cv. Pinto, teve PMa 49.000 e ela foi acompanhada pelis subuni

dades de PMa 52.000 e 46.000. Nesta região do gel, o perfil 

obtido da cv. Pinto mostrou duas subunidades proeminentes com 

PMa 52. 000 e 49. 000 e duas subunidades fracas com PMa 50. 000 

e 46.ÓOO. 

Os perfis das cvs. Pintado, Jalo e Goiano pre

coce também diferiram dos outros perfis nas intensidades rela
\ 
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tivas das duas subunidades comuns, PMa 65.000 e 62.000, e em 

apresentando uma·subunidade de PMa 17,000 que não foi detecta 

da nos outros perfis. Entretanto estas três cultivares nao 

foram idênticas desde que a subunidade de PMa 28.000, não foi 

d e t e c t a d a no p e r f i 1 d a c v • G o i ano p r. e c o c e e a s u b u n i d a d e d e 

PMa 27.000 não foi detectada nas cvs. Jalo e Pintado. O per

fil da cv, Carioca precoce diferiu do perfil 2a no diagrama 

desde que ele parece não conter o componente de PMa 28. 000. 

\ 
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5. DISCUSSAO

Frequentemente análises bioquímicas de semen-

tes são efetuadas em -amostras que nao 
~

sao identificadas preci 

�amente, aparecendo is vezes s� o nome da cultura, exemplo 

feijão, ou o nome comercial, exemplo "Kidney bean". Devido a 

variação natural que pode ocorrer dentre uma cultura,exemplo 

entre culti�ares, a identificação incompleta da amostra tem 

algumas vezes trazido confusã0 entre os dados obtidos em dife 

rentes laboratôrios (JAFFÊ, 1980). Recentemente tem sido dada 

uma maior atenção i identificação do material vegetal e, as 

fontes mais seguras de amostras bem identificadas são as cole 

çoes de germoplasmas de instituições agrícolas ou botânicas. 

Para o presente trabalho, as amostras eiaminadas foram obti-

das d� instituições agrícolas bem renomadas. Então, os dados 

obtidos deveriam ser diretamente comparáveis com dados obti-

dos no passado ou no futuro de- amostra� similares,pelo empre� 

go de procedimentqs similares. 
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O método recomendado para a determinação de ni 

trogênio de farinhas de sementes, e a partir dele proteína, 

pela Associação de Química Analítica Oficial (AOAC, 1975, 12� 

ed.) é o de Kjeldahl (KEIL e SORMOVA, 1965). Por esse método 

os teores de N e proteína de muitas amostras de feijão têm si 

do obtidos em diversos laboratórios (ver por exemplo FAO 1970, 

TULMANN NETO, 1975; CURY, 1980; CARVALHO, 1981). Os valores 

de proteína relatados nessas publicaçÜes variam de 17% a 30% 

e os valores obtidos no presente trabalho �stiveram dentro des 

te intervalo. Embora valores para a mesma cultivar nem sem-

pre sejam idênticos entre laboratórios, amostras que dão valo 

res relativamente baixos em um laboratório geralmente apresen 

tam valores baixos em outros laboratórios e o mesmo parece a

contecer para amostras com teores relativamente altos de pró-

teína. Então, a concentração �elativa de proteína em feijão 

ê provavelménte determinada geneticamente, enquanto que as va 

riaç�es observadas,provavelmente são causadas por fatores �m-

bientais. Entre as amostras examinadas nesse trabalho,as cul 

tivares Pintado, Goiaho preco�e � as linhagens Rosinha G2 e 

Rosinha F79:109..:.114 podem ser consideradas como cultivares de 

"alta protelna", enquanto que as cultivares Roxão,Carioca pr� 

coce, Catu e Aete-3 são provavelmente cultivares 

protelna ". 

de "baixa 

são, numerosos os procedimentos disponíveis pa

ra s extraçao de proteina de plantas (IOFFE et aZii, _1968; 
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DAHLGREN et alii, 1970; ROYER et alii, 1974; ISHINO e ORTEGA, 

1975; ITOH et alii, 1980; FELSTED et alii, 1981). Eles variam 

de acordo com uma finalidade pré-determinada: uns permitem 

extrair a mâxima proporção da proteína total e hã aqueles que 

visam extrair uma proteína em particular com uma quantidade 

mínima quanto possível de proteína contaminante. Para o pre

sente trabalho o procedimento escolhido foi por reterência a 

trabalhos publicados (DAHLGREN et alii, 1970, FELSTED et alii, 

1981). Assim foi feito para que os resultados obtidos pude� 

sem ser dir�tamente _comparados com dados obtidos ·por outros 

pesquisadores.· Muito frequentemente, a porcentagem de extra

tibilidade relatada em trabalhos publicados não excede a mais 

que 80% (SGARBIERI, 1979; CURY, 1980; CA,RVALHO, 1981),enqu·an

to que somente três dos valores apresentados na Tabela 3 fo-

ram menores do que 90%. Aparentemente esses valores sugerem 

que uma extratibilidade excepcionalmente al�a foi alcançada 

no presente trabalho. Entretanto, a exatidão dos valores cal 

culados na Tabela 3 não depende somente da precisãd dos valo 

res de proteína nas farinhas discutidos aci�a, mas também na 

determinação da proteína extraída. Para essa determinação foi 

empreg�do o procedimento colorimétrico de LOWRY et aZii(1951) 

que ê amplamente utilizado nas análises de proteína solúvel. 

Entretanto ele foi desenvolvido especificamente para a deter

minação de proteínas purificadas e ê de se esperar que o seu 
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uso cow extratos brutos, que incluem uma variedade de compos

tos não protéicos como por exemplo carbohidratos,gordura, ici 

dos nucleicos e sais minerais trouxessem alguma inexatidão, 

Alêm disso, o cilculo do teo� prot�ico ê ou deveria ser sem-

pre efetuado por referincia a resultado obtido de ensaio si

multâneo de uma proteína padrão de pureza coRhecida. Então, a 

exatidão dos resultados pode ser afetada pela escolha da pr� 

teína padrão e do seu grau real de pureza no tempo em que ela 

i usada que pode nio ser o mesmo que o declarado pelo fabri-

cante, Desde que essas consideraç�es podem ser aplicadas tan 

-fº a dados relatados po� outros investigador�s como para os

apresentados na Tabela 3, parece provâvel que a extratibilida

de alcançada nesse trabalho em geral pelo menos não foi menor

do que aque�e alcançada por outros autores (PUSZTAI,1966; RA

CUSEN e FOQtE, 1971; SGARBIER�, 1979; CARVALHO, 1981), A rela

tiva baixa extratibilÍdade apresentada pela amostra da CV,

Rico-23 presumivelmente seja devida a uma composição muito di

fe·rente dos componentes não protéicos da amostra comparada com

a das outras amostras; talvez deva ser notado que as sementes

de Rico-23 tiveram o menor peso entre todas as amostras exami

nadas� Entretanto, não se pode excluir a possibilidade de que 

a baixa extratibilidade dessa .cultivar tenha sido resultado

de erros técnicos.

i -
Uma recuperaçao incompleta do material inicial 



é também comumente encontrada durante análises da 

em aminoácidos d� proteína da farinha. A perda 
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. 
~ 

composiçao 

aparente de 

aminoácidos resulta principalmente de uma degradação excessi

va de resíduos durante a hidrÕlise,por exemplo, serina, ácido 

glutâmico (HILL, 1965). Dados com alta precisão podem somen-

te ser obtidos através de análises de alíquotas da mesma amo� 

tra hidrolizada por diferentes tempos e isto naturalmente au-

menta consideravelmente o custo da análise. Um segundo fa� 

tor que contribue para uma perda aparente de aminoácidos e a 

determinação de apenas alguns dos resíduos presentes na pro-

teína, então, fyequentemente como e o caso no presente traba
\ 
lho, nem cisteína nem triptofano foram determinados uma ·vez 

que cada um desses aminoácidos requer u� procedimento analít! 

co diferente. Sem resultados para esses dois aminoácidos se 

torna difícil avaliar o significado nutricional de análises 

de proteína�porque ambos são aminoácidos es�enciais e de fato 

cisteína ê o aminoácido limitante em feijão. Entretanto, a 

comparaçao dos resultados apresentados nas Tabelas ·4a e 4b 

com dados relatados ei:n outros est-udos de fe.ijão (CURY, 1980; 

CARVALHO, 1981),sugere que as composições em aminoácidos das 

amostras examinadas não diferiram substancialmente entre si e 

nem por comparação com as composições de outras cultivares. 

O equipamento de microdiluição e micropipet� 

gem da Cooke Eng. \Company permite a avaliação relativamente 
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rápida e simples das atividades aglutinantes de soluções. A 

desvantagem do pr,ocedimento ê que ele emprega a 

diluição em serie com a consequência de que erros 

técnica de 

na dilui-

ção se tornam acumulativos. Por esta razao muitos pesquisa-

dores que utilizam o equipamento não consideram como signifi-

cativa a diferença de apenas uma diluição entre os títulos 

das amostras. Uma outra dificuldade nos estudos de aglutina-

ção provem de diferenças aparentes entre os eritrôcitos de di 

ferentes indiv!duos de uma mesm� espécie, exemplo vaca (JAFFÊ 

et aZii, 1974). Esta diferença foi observada neste trabalho 

durante os testes preliminares e foi solucionada pela utiliz� 

�ão de um iinico individuo de cada espécie para todas as prepa 

raçoes. Também foi notado nos estudos preliminares que amos 

tras de sangue humano obtidas de bancos de sangue locais va-

riavam em suas respostas ao mesmo extrato e portanto . sub se-

quentemente �s amostras de sangue foram tomadas 

de um Único doador sadio, 

diretamente 

Uma significante variação entre as capacidades 

aglutinantes de cultivares de feijão foi demonstrada por JAFFÊ 

e colaboradores (BRUCHER et aZii, 1969; JAFFÊ et aZii, 1972 e 

1974) e mais recentemente por FELSTED et aZii (1981) e BROWN 

et aZii (1982). Entre esses grupos somente o de Jaffe -empr� 

gou o equipamento de microtitulação da Cooke Eng. Company e 

foi o único a usar eritrôcitos de mais de duas espécies de ani 
\ 
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mais e, a relatar a ausência de atividade contra eritrõcitos 

de vaca não tratados e também variabilidade entre os eritrõci 

tos tràtados obtidos de diferentes indivíduos desta espécie. 

Os títulos por eles obtidos de seus extratos diferiram de 

acordo com a espécie de eritrõcitos�empregado e entre cultiv� 

res,de acordo com o tipo de sangue,por exemplo coelho. Esses 

dois tipos de variação e �  ausência de .atividade contra '.San-

gue de vaca nãó tratado foram também observados no presente 

trabalho. Entretanto os títulos foram geralmente menores do 

que -os correspondentes valores tabulados por JAFFÉ (1972,1974). 

,Diversos fatores, isoladamente ou em combinação, poderiam ter 
\_ 
causado_ esta atividade menor� como por exemplo, nossas amos-

tras apresentarem atividades específicas menores ou concentr� 

çÕes em lectina menores ou ainda o uso de suspens�es eritro-

cítârias e�·concentraçÕes djferentes daquelas usadas (mas nao 

relatadas) por JAFFÉ et alii. A Última explicação parece ser 

a mais provivel, uma vez que os outros dados obtidos de nos

sas amostras sugerem que elas nao diferem substancialmente de 

outras coleções de feijão, 

Através das variaçoes discutidas acima e da au 

sência de atividade em algumas cultivares, JAFFÉ et alii(l972) 

foram cap�zes de distinguir quatro gru_pos de cultivares de fei-

jão, Cultivares dos grupos A e B tiveram a capacidade de ag 1 � 
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tinar eritrõcitos humano e de coelho, aquelas dos grupos A e 

C aglutinaram eritrõcitos de vaca tratados e aquelas do grupo 

D foram inativas contra todos esses tipos de eritrõcitos. Den 

tre as amostras examinadas por BROWN et alii (1982), 

seis cultivares foram as mesmas ou similares iquelas 

dezes

estuda-

das por JAFFÊ et alii (1972). Embora os dados obtidos de so-

mente oito das dezesseis cultivares fossem concord�ntes,o re

sultado global obtido por BROWN et alii, confirmou a existên

cia dos quatro tipos de cultivares encontrados por JAFFÊ e 

colaboradores. 

Em concordância com BROWN et alii (1982), no 

presente trabalho nenhuma atividade foi ftetectada para a cv. 

Pinto, cultivar essi nã6 examinada por JAFFÊ et alii (1972, 

1974), e então ela foi confirmada como sendo uma cultivar do 

tipo D, Ad�amostras das cvs. Piniado, Jalo e Goiano precoce 

se distinguiram das outra� amostras pelas suas atividades re

lativamente altas contra eritrõcitos de vaca � ·tratados com 

tripsina (eritrôcitos VTT) e então puderam ser designadas co-

mo cultivares tipo A.de acordo com o esquema de JAFFÊ; nenhu� 

ma das outras amostras examinadas puderam ·ser consideradas co 

mo tip� A, C ou D e ê altamente provivel que pelo 

cvs. Bico de ouro, Roxão, Aete-3, Carioca e Carioca 

_menos as 

precoce 

sejam tipicamente de tipo B. A cv, Carioca foi tambêm consi-

derada de tipo B do trabalho de BROWN et alii (1982). Por ou-
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tro lado, os títulos das cvs. Chumbinho opaco, Catu, Iguaçú, 

Piratã, Porrillo ·e da linhagem 109-114 de Rosinha contra eri

trôcitos-VTT foram muito altos para permitir colocá-las no 

grupo B. Uma vez que nenhuma dessas cultivares,exceto a cv. 

�orrillo, foram examinadas por JAFFÉ. et alii, ou por BROWN et

alii, e possível que elas representem um quinto grupo de cul-

tivares. Entretanto, uma explicação mais provãve� e dada por 

·JAFFÉ et alii (1972) que declaram a observação de amostras

contendo sementes pertencentes a dois grupos. Esta possibili:_

dade não foi testada no presente trabalho,entretanto 

relevante o fato de que entre as cin�o amostras da .·cv. 

parece 

Por-

rillo que BROWN et alii examinaram, uma se co�portou como·ti-

po B, e as outras quatro, igualmente como a Única 

por JAFFÊ et alii (1974),como amostras tipo C, 

examinada 

�m- ambas publicaç�is discutidas acima, cultiva

res de tipo A foram mais abundantes do que �s do tipo B e ti-

pos C e D foram mais raras. Tipos C e D n-ao foram encontra-

dos entre as amostras brasileiras e somente três das quinze 

cultivares foram tipo A. Essa diferença _ n°a · frequência dos 

quatro tipos pode ser resultado do pequeno número de amos-

tras examinadas no presente trabalho, entretanto,ela pode al

ternativamente, indicar uma diferença real na composiçio glo

bal das amostras brasileiras. 

FELSTED et alii (1981) examinaram as ativida-
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des aglutinantes de suas amostras somente contra eritrócitos 

humano e de coelho tratados com tripsina, Embora eles tenham 

detectado variação entre as atividades especificas contra er! 

trÕcitos de coelho, eles não foram capazes de separar suas a-

most�as por meio da atividade aglutinante, Todas as amostras 

aglutinaram eritrócitos humanos, com atividades iguais e e

evidente portanto, que nenhuma amostr& _tipo C e D foi inclui

da naquele trabalho, 

O procedimento eletroforêtico .descrito por 

REISFELD et alii (1962) foi um dos primeiros pelo qual pro-

�einas puderam ser separadas sob condiç�es ácidas com alta re 

solução em gêis de poliacrilamida. Ele não tem ·sido usado 

frequentementé para a separação de proteinas de sementes pos� 

sívelmetite porque uma grande proporção dessas proteínàs prec! 

pita, ou te� mobilidade muito baixa sob estas condiç�es. Isto 

ê ilustrado pelos perfis protéicos mostrados nas Figuras 3A e 

3B, nas quais uma considerável parte da proteína 

nos gêis teve somente bàixo R . m Entretanto este 

que entrou 

procedimen-

to fornece um mêtodo rápido pelo qual as cinco isolectinas de 

feijão podem ser separadas e visualizadas -(MILLER et alii,1973). 

MANEN � MIEGE (1977) e MANEN (1978) relataram que o perfil 

isolectínico não ê invariável �entro da espécie e esta varia-

ção foi também encontrada por CARVALHO (1981) e FELSTED et

alii (1981). Est� Gltimo grupo de pesquisadores encontrou p� 
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tras, incluindo dois tipos nos quais foram detectados 

do que-cinco isolectinas, 
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amos-

menos 

Pelo menos cinco tipos de perfis isolectínicos 

foram observados no presente trabalho, Esses tipos se dife-

renciaram pela isolectina mais proeminente em cadB um. deles, 

isto é: tipo 1, isolectina 5; tipo 2a, isolectina 4; tipo 2b, 

isolectinas 4 e 2; tipo 3, isolectina' 3; tipo 4, isolectina 2. 

A distribuição desses tipos de perfis entre as amostras 

resumida na Tabela 9, na qual, são também mostrados os 

estã 

tipos 

\de aglutinação das amostras de acordo com o esquema de JAFFÉ 

et aZii (1972, 1974). Esta Tabela sugere a existência de uma 

correlação relativamente boa entre tipo· de aglutinação e per

fil isol�ctfnico, uma vez ·que cultivares do grupo A deram pe� 

fÍs i s o 1 e c t.i n i c o s
·, 

tipo 1, a cv. Pinto,representante do grupo 

D teve perfil isolectínico tipo 4, cultivares do grupo B que 

pareceram mostrar variações em suas atividades forneceram pe� 

fÍs isolectínicos tipos 2a e 2b � duas das amostras (cv. Por-

rillo e Hnhagem Rosinha F79:109-114) que nao puderam ser agrup� 

das em nenh um dos quatro grupos, A, B ,, C e D, ·_deram perfís 

isoleitínicos tipo 3. 

O s i s t em a e 1 e t r o f o r ê t ic o d e s c r i to p o r DAVIS 

(1964), tem sido frequentemente utilizado para estudos de pr� 
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Tabela 9 - Tipos �e perfis isolectínicos obtidos dos .extratos 

dos c
0

otilêdones de feijão e os tipos de atividade 

aglutinante desses extrato$. 

C U L T I V A R E S TIPO GRUPO DE 
ISOLECTÍNICO AGLUTINAÇÃO 

Bico de Ouro 2.a B 

Roxão 2a B 

Aete-3 2a B 

Carioca (1) 2a B 

Carioca (2) 2a B 

Carioca precoce 2b B 

Rico-23 2a 
o 

B? 

Rosinha G2 2b B? 

Venezuela-35O 2a B? 

Rosinha F79:l-6 2a B? 

Chumbinho opaco 2a B?· 

Catu 2a n.a. *

Iguaçú 2a n.a,

Piratã 2a n. a.

Rosinha F79:109-114 3 n, a.

Porrillo 3 n. a,

Pintado 1 A 

Jalo 1 A 

Goiano precoce 1 A 

. Pinto 4 .. D 

~ 

n.a, = nao agrupada.
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teínas de semente� de leguminosas,especialmente para.as anãli 

ses de extratos brutos e para caracterização das duas 

pais proteínas: legumina e vicilina (BOULTER et aZii,

princi_ 

1967; 

JACKSON et aZii, 1969; DERBYSHIRE e BOULTER, 1976; CURY, 1980;

DERBYSHIRE et aZii, 1981). Quando aplicado em análises comp� 

rativas de c�ltivares de feijio ele tem sempre demonstrado di 

ferenças entre seus perfis proteicos (BARKER et aZii, 1976;

C URY , 1980; CARVALHO, 1981; DERBYSHIRE et aZii, 1981). Ele taro 

bem ê usado por fabricantes na especificaç;o da qualidade de 

lectinas comerciais �urificadas de feijão,entretanto,ao con

trário do sistema de REISFELD et aZii (1962), ele não resol-

ve as cinco isolectinas. 

A principal proteína tipo-vicilina de Pha.6 ea-

lu.6 uulganl.6, Glicoproteína II (PUSZTAI, 1966), migr�- nesse 

sistema como uma banda la�ga bastante proeminente (BOULTER et
·, 

aZii, 1973; BARKER et aZii, 1976; DERBYSHIRE et aZii, 1981).

Jâ foi relatado (CARVALHO, 1981; CARVALHO et aZii, 1982) que 

existe diferença de mobilidade desta prot�Ina entre a cv. Gaia 

no precoce e outras diversas cultivares� e agora, este traba

lho mostra (Figura 4B) que a mdbilidade da glicoproteína TI 

nas cv·s. Pintado e Jalo são similares àquela obtida para a cv. 

Goiano precoce, Embora essas tr�s cultivares ·:tenham tambêm 

diferido das outras em suas composições lectínicas, a exis-

t�ncia de uma cor�elação entre composição lectínica e estrutu 
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ra da glicoproteína II não e confirmada pelos dados obtidos 

por BROWN et aZii (1982), 

apre-

senta R 0,1 (DERBYSHIRE e BOULTER, 1976) ou 0,15 (BARKER etm 

aZii, 1976) quando examinada no sist�ma eletroforetico de Da-

vis, Proteínas com mobilidades similaris a estes valores fo-

ram detectadas em todas as amostras examinadas no �resente e� 

tudo,entretanto a complexidade dos perfís proteicos nesta re

gião dos gêis, impede a designação inequívoca de qualquer pr� 

teína em particular ·Como sendo legumina. 

\ 
Uma dificuldade semelhante ocorre com respeito 

ã identificação de lectina. Proteinas com mobilidades iguais 

aquela de um ou de ambos componentes mais proeminentes de PRA 

foram detectados em todas as amostras,entretanto,uma vez que 

as mobilidides dos componentes de PRA não sao muito diferen-

tes do que a da legumina, ·a interpretação dos perfis n�sta i-

rea do gel nio ê possível, Apesar d{sso e interessante,e po� 

sivelmente significante, que os perfis obtidos das cvs. Pinta 

do, Jalo e Goiano precoce tenham sido similares entre si e

diferido daqueles obtidos das outras amostras, e que quatro 

bandas foram resolvidas riesta parte do gel somente nas amos-

tras das cultivares que poderiam ser heterogêneas (pâg. 72). 

O �istema eletroforêtico dissociante (SDS) uti-
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lizado separou polipeptÍdeos com pesos moleculares (PMs) meno 

res do que 100,000 e maiores do que 10.000 e isto pode ter 

cont�ibuÍdo para a pequena variação observada entre os perfis 

polipeptÍdicos (cinco tipos) quando comparada com os perfis 

proteicos obtidos nos outros dois sistemas jã discutidos. Des 

ta forma algumas _das proteínas podem ter sido compostas de p� 

lipeptidios de PMs menores do que 10.000 ou maiores do que 

100.000 que não teriam sido resolvidos, Uma outra causa que 

poderia ter contribuíd6 para a pequena variação seria a forma 

ção de diferentes complexos de associação ou dissociação 

(DERBYSHIRE et alii, 1976) entre as proteínas devido a dife
\ 
renças entre os componentes não prot�icos das amostra�. 

Diversos grupos de pesquisadores (SUN et alii,

1974; BARKER et alii, 1976; CARVALHO et alii, 1982) relataram 

duas formai�de glicoproteína II que diferem em suas composi-

çÕes polipeptÍdicas e DERBYSHIRE e CARVALHO (não publicado) en

contraram que a glicoproteína II que ê composta principalmen

te de polipeptÍdeos de PM 50.000 tem mobilidade ligeiramente 

maior, sob condições alcalinas, do que aquela composta princi 

palmente de polipeptÍdeos menores. A diferença entre os pe� 

fÍs pdlipeptÍdicos das tr�s cultivares Pintado, Jalo e Goiano 

·.precoce e aquelas das outras cultivares exceto a cv. Pinto,na

região correspondente aos polipeptídeos com PMs entre 50.000

e 46.000 pode por0anto ser atribuída i diferenças entre as
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duas formas de glicoproteina II. O perfil obtido da cv. Pin 

to sugere que mais do que duas formas de glicoproteína II p� 

dem existir. 

Polipeptídeos lectínicos de dois tamanhos dif� 

rentes foram resolvidos por ALLAN e CRUMPTON (1971), 

CONARD (1972); PUSZTAI e WATT (1974), MANEN (1978),

OH e

CARVALHO 

(1981) e diferenças em suas quantidades relativas foram encon 

tradas entre preparações de feijão com diferentes . 
-

composiçoes 

isolectínicas (MANEN, 1978; CARVALHO, 1981), No presente tr� 

balho, bandas de polipeptídeos com PMs aparentes de 32.000 a 

�0.000 foram observadas em todas as amostras·, incluindo aqu� 

la de PHA, entretanto nenhuma diferença entre as bandas pode 

ser.relacionada com os tipos de perfis isolectínicos das amos 

tras, 

Uma vez que os polipeptÍdeos são produtos ini 

ciais da expressão gênica, as diferenças observadas entre · os 

cinco perfis polipeptídicos, provavelmente, refletem diferen 

ças genéticas significantes entre os cinco grupos 

vares que forneceram aqueles perfis, 

de culti 



6. CONCLUSOES

• 80.

- Protetnas cotiledonares du cultivares brasi

lei.ras de feijão diferem em suas atividades

aglutinantes. Estas diferenças iesultam de

variações nas composições isolectínicas das

amostras.

- Existem pelo menos duas formas da principal

-proteína de feijão, glicoproteína II,em cul-

tivares brasileiras e uma terceira pode ocor

rer entre cultivares exóticas.

- As cultivares Pintado, Jalo e Goiano precoce

representam um grupo distintamente diferen-

te das outras cultivares de feijão crescidas

no Brasil.

Testes de aglutinação e análises eletroforê

�icas sob condiç�es ácidas poderiam ser meto



• 8 1 .

dos relativamente rápidos para comparar um

grande número de amostras. Eles seriam de

especial importincia em programas de melho

ramento se eventualmente for mostrado que a

composição lectínica tem um significado agr�

� . nom1co. 
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