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Resumo

Introducdo — Dentre os distirbios relacionados a alimentagdo, o aumento do
colesterol e, conseqiientemente, a incidéncia de doengas cardiovasculares, representa
um importante problema de Satde Publica. A proteina do amaranto reduz o
colesterol plasmadtico, possivelmente pela presenga de peptideos bioativos, liberados
durante sua digestdo parcial. Objetivo - Verificar a ocorréncia de peptideos
hipocolesterolemizantes apds digestdo in vitro do isolado protéico de amaranto.
Métodos — Proteina isolada do amaranto foi submetida a digestdo enzimatica in vitro
por duas metodologias distintas. Os peptideos menores que 3000 Da foram injetados
em espectrometro de massa para sua identificacdo. Resultados — Foi obtido isolado
protéico com grau de pureza acima de 90%. O isolado protéico e a farinha integral
apresentaram a mesma quantidade de aminodcidos essenciais e de aminodcidos
presentes nas seqii€éncias dos peptideos de interesse. O isolamento protéico também
nio promoveu alteracdes nas principais fragcdes moleculares. As estruturas tercidria e
quaternaria provavelmente foram alteradas, pois houve reducdo da solubilidade
protéica. O grupo dissulfeto é um dos responsdveis pela ocorréncia de agregados,
entretanto outras ligacdes também podem estar envolvidas. Essas forcas podem
interferir no acesso aos sitios de clivagem das ligacdes peptidicas e dificultar a acdo
enzimética. Devido ao aumento da forca idnica do meio obteve-se alto grau de
hidrélise em ambos os métodos enzimdticos. A digestdo protéica resultou em
fragmentos que, em sua maioria, apresentaram pesos moleculares inferiores a 30
kDa. O perfil peptidico, para a maior parte das amostras, mostrou-se complexo, com

dificil separacdo de picos. A amostra hidrolisada que apresentou menor grau de



hidrélise e menor quantidade de picos no cromatograma continha um dos peptideos
hipocolesterolemizantes procurados, o fragmento IAEK. Conclusoes - O isolado
protéico de amaranto apresenta pelo menos um peptideo hipocolesterolemizante
quando submetido as digestdes enzimaticas in vitro estudadas, similares a digestdo in

vivo.

Descritores: amaranto, isolado protéico, peptideos hipocolesterolemizantes, digestio

enzimatica in vitro.



Abstract

Introduction — Among the problems associated to food habits, the increase of
cholesterol levels, and thus the incidence of cardiovascular diseases represents an
important problem for Public Health. The amaranth protein reduces the blood
cholesterol levels, possibly due to the presence of peptides released during its
incomplete digestion. Objective - To verify the occurrence of hypocholesterolemic
peptides after in vitro digestion of amaranth protein isolate. Methods — Amaranth
protein isolate was submitted to in vitro enzymatic digestion by two distinct
methodologies. Peptides smaller than 3000 Da were injected in mass spectrometer
for identification. Results — Protein isolate presented a high purity degree, above
90%. The fat extraction and the protein isolation were efficient and did not modify
significantly amaranth chemical composition, preserving the quantities of essential
amino acids and amino acids present in the sequence of the investigated peptides.
Protein isolation did not promote changes in the main molecular fractions. The
tertiary and quaternary structures were probably altered, given that protein solubility
decreased. Disulfide bonds are responsible for aggregate arrangement; however,
other bonds probably occurred and were also responsible for the decrease in
solubility. These bonds may interfere in enzymatic hydrolysis, impeding the enzymes
to cleave the peptide bonds. It was obtained a great hydrolysis degree in both
enzymatic methods because ionic strength of the solution was high. Most of the
protein digestion fragments presented molecular weight lower than 30kDa,
demonstrating the efficiently of both digestion methods. Peptide mixture, for most

samples, presented a complex profile and difficulties in peaks separation. The



hydrolyzed sample that presented the lowest hydrolysis degree e the lowest quantity
of peaks in chromatogram presented one of the hypocholesterolemic peptides, the
sequence IAEK. Conclusions - The amaranth protein isolate presents at least one
hypocholesterolemic peptide when submitted to the studied in vitro enzymatic

digestion that is similar to in vivo digestion.

Keywords: amaranth, protein isolate, hypocholesterolemic peptides, in vitro

enzymatic digestion.
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1 - Introducao

1.1 Doencas cardiovasculares, colesterol e dieta

As doencgas cardiovasculares constituiram a maior de todas as endemias no
século XX e, atualmente, estdo dentre as principais causas de morte no Brasil e no
mundo. Em 2004 representaram cerca de 32,5% do total de 6bitos no pais com
285543 casos (UEMURA e PISA, 1988; RAE-ELLEN e col., 2003; MINISTERIO

DA SAUDE, 2006).

Uma das causas mais freqiientes das doencas cardiovasculares é a
aterosclerose corondria (RAE-ELLEN e col., 2003). A aterosclerose € caracterizada
pela presenca de placas de ateroma, espessamentos arteriais que apresentam um
deposito formado quase somente de ésteres de colesteril (BETTERIDGE, 1989;

MATHUR, 1961).

Existe, destarte, uma correlacdo positiva entre a aterosclerose e a
concentracdo de colesterol sérico, sendo a hipercolesterolemia um importante fator
de risco desta doenca (MCGILL, 2000; AKOSAH e col., 2000; MINISTERIO DA

SAUDE, 2003).

O organismo humano sintetiza grande parte do colesterol circulante, somente
cerca de um ter¢co deste provém da dieta (NELSON e COX, 2002). O controle da
concentracdo sérica do colesterol ocorre principalmente através da regulagdo da

captagdo das lipoproteinas de baixa densidade (LDL), que sdo as principais
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transportadoras do colesterol endégeno (BROWN e GOLDSTEIN, 1986). O
aumento da quantidade de particulas LDL, bem como o aumento da quantidade de
colesterol que estas transportam, estd dentre os principais fatores de risco para a
génese da aterosclerose (WAGNER e col., 1989; BETTERIDGE, 1989). Altas
concentracdes de lipoproteinas de alta densidade (HDL) e baixas de LDL, por sua

vez, podem significar prote¢do contra doencas cardiovasculares (YUSUF e col.,

2004; SIQUEIRA e col., 2006).

Evidéncias epidemioldgicas e clinicas estabelecem associacdo entre dieta,
dislipidemia e aumento do risco de morte. A incidéncia de coronariopatias €, em
geral, dependente da prevaléncia de seus fatores de risco, podendo a dieta ser
incluida como um dos principais fatores (MANSUR e col.,, 2001; ECKEL e
KRAUSS, 1998). Habitos alimentares inadequados afetam o metabolismo lipidico,
levando a elevacdo das concentragdes plasmdticas de LDL e a redugdo das
concentracdes de HDL (PIEGAS e col., 2003; MAGALHAES e col., 2004; YUSUF

e col., 2004).

Foi verificado, por sua vez, efeito hipolipemiante resultante da ingestdo de
alguns alimentos (TURPEINEN, 1979). Ensaios clinicos indicam que uma dieta rica
em frutas, vegetais, legumes, graos integrais, peixes e com baixa quantidade de
gordura é associada a menor incidéncia de diversas doengas cronicas nao-
transmissiveis, incluindo as doengas cardiovasculares (NCEP, 2001; PRICE e

FOWKES, 1997).

A caracterizagdo dos componentes alimentares que exercem maior impacto

sobre as concentragdes plasmadticas de colesterol ainda é objeto de discussao.
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Diversas substancias, tais como fibras soliveis, dcidos graxos monoinsaturados e
polinsaturados, a presenca de fitoquimicos como o esqualeno, agentes antioxidantes
como isoflavonas, fitoesterdis, tocotriendis, alicina, e proteinas de origem vegetal,
sdo apontados como provaveis agentes hipolipemiantes (MAHAN e ESCOTT-

STUMP, 1998; BIDLACK e col., 2000; SHIN e col., 2004).

1.2 Proteinas vegetais

1.2.1 Acao hipocolesterolemizante

Do ponto de vista epidemiolégico, estudos verificaram que populagdes que
consomem grandes quantidades de proteina vegetal possuem menores indices de
mortalidade causados por doengas cronicas ndo-transmissiveis, comparados as
populacdes com habitos ocidentais (NAGATA e col.,, 2002; WU e col., 2002;

SPECTOR e col., 2003).

A acdo de proteinas vegetais isoladas vem sendo investigada por diversos
autores, e como resultado, observa-se reducdo plasmatica de colesterol em ratos,
hamsters, coelhos e humanos por meio de intervengdo nutricional (MAHAN e
ESCOTT-STUMP, 1998; POTTER, 1995; WANG e col., 2004; AZADBAKHT e

col., 2003).

FROTA (2007) produziu isolado protéico de feijio caupi e verificou a
influéncia da proteina isolada no metabolismo lipidico de hamsters

hipercolesterolemizados. Comparada a dieta controle com caseina, a dieta contendo
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20% de isolado protéico provocou reducdo significativa no colesterol total (20%) e
colesterol ndao-HDL (22%). Em andlise histologica do figado dos animais foi

observado efeito hepatoprotetor promovido pelo isolado protéico.

A proteina vegetal mais estudada, in vitro e in vivo, é a da soja.
DAMASCENO e colaboradores (2001) verificaram que coelhos alimentados com
racdo contendo 27% de proteina de soja e 1% de colesterol apresentaram menores
concentragdes de colesterol nas particulas LDL e 3-VLDL comparados ao grupo que
foi alimentado com 27% de caseina € 1% de colesterol. Além disso, em andlise da
extensdo da lesdo aterosclerdtica, foi verificado que nao houve diferenca no volume
das lesdes dos dois grupos, mas a drea da lesdo do grupo alimentado com o isolado
protéico de soja foi menor (DAMASCENO e col., 2000). Estudo de TACHIBANA e
colaboradores (2005) em ratos demonstrou que a ingestao de isolado protéico de soja
foi capaz de propiciar a modulacdo do metabolismo lipidico e energético, incluindo a

sintese e a degradacdo do colesterol.

SIRTORI e colaboradores (1977) relataram que a substituicdo da proteina
animal pela proteina de soja na dieta de humanos hipercolesterolémicos levou a um
decréscimo na concentragdo de colesterol total e de LDL no plasma. Estudos
similares foram realizados e obtiveram resultados semelhantes (CARROLL e

KUROWSKA, 1995; SIRTORI e col., 1995).

Mediante pesquisas que evidenciam esse efeito, desde 1999 o 6rgéo Food
and Drug Administration (FDA) alega que o consumo de 25 gramas de proteina de

soja pode reduzir o risco da ocorréncia de doengas cardiovasculares, através da
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reducdo do colesterol plasmatico, quando a proteina for incluida em dieta contendo
baixa quantidade de lipidios saturados e colesterol (ANDERSON e col., 1995;

FAO/WHO, 1999).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitiria (ANVISA, 2007)
preconizou que o consumo didrio de no minimo 25 gramas de proteina de soja pode
ajudar a reduzir o colesterol, e que seu consumo deve estar associado a uma

alimentac¢@o equilibrada e habitos de vida sauddveis.

Apesar de constatado o efeito hipocolesterolemizante de proteinas vegetais,
pouco se sabe sobre 0os mecanismos bioquimicos envolvidos. Sugere-se que produtos
da digestdo protéica possam ser os responsaveis por este efeito (ARNOLDI e col.,

2001).

1.2.2 Digestao protéica e produtos resultantes

O estudo da digestdo do substrato protéico, bem como dos aminoécidos e de
outros fragmentos liberados, podem ser realizados com técnicas in vitro em
condi¢des como a utilizagdo de enzimas proteases, pH e taxas de enzima e substrato
adequadas, além de um tempo de incubag¢do controlado, a um custo muito menor que

o das técnicas in vivo (QIAO e col., 2004; MULLALLY e col., 1996).

As hidrdlises 4cida e enzimdtica sdo os dois principais métodos de digestdo in
vitro. A hidrdlise 4dcida é relativamente simples e barata, porém € mais dificil de ser
controlada e danos aos aminoacidos podem ocorrer (WALKER, 1994; LOURENCO,

2000).
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A determinag@o enzimadtica da digestibilidade da proteina tem sido observada
como correlata com estudos in vivo (HSU e col., 1977). BODWELL e colaboradores
(1980) usaram digestibilidade enzimadtica in vitro para estimar a digestibilidade
verdadeira de diversas fontes de proteinas. Para a maior parte das fontes estudadas,
houve boa correlagio quando se comparou a digestibilidade in vitro com a

digestibilidade verdadeira determinada em ratos.

A digestibilidade enzimatica in vitro se baseia em digerir a amostra com
enzimas proteoliticas em condi¢des padronizadas. E estimada com o uso de enzimas
proteoliticas que agem normalmente na digestio, procurando-se simular as condicdes
do estdmago e do intestino, onde a digestdo se processa (WALKER e col., 1994;

LOURENCO, 2000).

A enzima pepsina hidrolisa as liga¢gdes peptidicas cujos grupos carbonila sdao
fornecidos por residuos de leucina, fenilalanina, triptofano e tirosina. A enzima
tripsina hidrolisa as ligagcdes peptidicas cujos grupos carbonila sdo provenientes de
residuos de lisina ou arginina. A quimotripsina hidrolisa liga¢des peptidicas cujos
grupos carbonila sdo fornecidos por residuos de fenilalanina, tirosina ou triptofano
(Quadro 1). Os trés casos ocorrem desde que ndo haja um residuo de prolina ligado a

esses aminoacidos (SMITH e col., 1994).
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Quadro 1 - Especificidades, impedimento de clivagem da ligagc@o peptidica e outras
caracteristicas de enzimas utilizadas na digestdo enzimatica in vitro.

Peso
Enzima Especificidade* Impedimento Comentarios pH mole.cular
0timo aproximado
(Da)
Pepsina RI=L,F,W,Y R2=P inespecifica  1,8-2,2 34500
R1 = residuos
Tripsina carregados R2=P altamente 3.0 23500
positivamente: especifica ’
R, K
R1 = residuos mais
Quimotripsina hidrofébicos R2=P lentamente 7.0-9.0 25000
volumosos: F, quando R1 = T
W, Y N,H, M, L

Fonte: SMITH, 1994.
*R1 =residuo C-terminal; R2 = residuo N-terminal.

Fatores exdgenos, como interacdes de proteinas com polifendis, fitatos,
carboidratos, lipidios e inibidores de protease podem afetar a digestibilidade de
proteinas, assim como fatores enddgenos relacionados as propriedades estruturais da

proteina (DUODU e col., 2003; IKEDA e col., 1986).

Quando ligagdes peptidicas ndo s@o hidrolisadas no processo digestivo, parte
da proteina é excretada nas fezes ou transformada em produtos do metabolismo pelos

microrganismos do intestino grosso (NELSON e COX, 2002).

A digestdo parcial das proteinas por enzimas digestivas pode ainda liberar
fragmentos de quatro a nove residuos de aminodcidos ou maiores (SGARBIERI,
1987) e a absorcdo dos fragmentos intactos pode ocorrer na membrana da borda em
escova (FREITAS, 1995; RUBAS e GRASS, 1991). BOWYER e colaboradores

(1993) sugeriram que quando houve liberacdo no duodeno da enterostatina,
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fragmento com cinco residuos de aminoécidos, este pdde ser absorvido no intestino,
uma vez que a alimentacdo foi seguida pelo aumento da concentragio de
enterostatina no limen e no sangue. Foi proposto também por MINER e
colaboradores (1994) que este é absorvido intacto, corroborando com os estudos de
BOURAS e colaboradores (1993) e ERLANSON-ALBERTSSON e LARSSON
(1988 a,b). Apds serem absorvidos, os fragmentos podem sofrer ou ndo hidrélise

intracelular (RUBAS e GRASS, 1991).

Fragmentos com diversificada seqiiéncia de aminodcidos podem apresentar
distintas atividades bioldgicas, sendo denominados peptideos biologicamente ativos
ou bioativos, e sdo dependentes das fontes protéicas iniciais, das enzimas de
clivagem e dos processamentos sofridos. Em estudos que utilizaram diferentes
enzimas para hidrolisar a proteina de soja foram encontrados agentes antioxidantes
(PENA-RAMOS e XIONG 2002), com propriedades anticancer (KIM e col., 2000)

ou com atividade hipotensiva (WU e DING, 2001).

1.3 Peptideos bioativos

Nas ultimas décadas vérios autores t€m descoberto peptideos bioativos em
proteinas dietéticas (MATSUI e col., 1993; LI e col., 2002; YOSHIKAWA e col.,
2003; SGARBIERI, 2004; DE MEJIA e DE LUMEN, 2006). Estes peptideos, uma
vez absorvidos, podem agir como reguladores, com atividades tipicamente

hormonais (KORHONEN e PIHLANTO, 2003; KITTS e WEILER, 2003), e exercer
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diversas fungdes bioldgicas por interagdo com células receptoras, regulando enzimas

ou interferindo em ciclos de células.

Peptideos dietéticos sdo fragmentos de proteinas ou pequenas cadeias de
aminodcidos produzidas pela digestao enziméatica ou pelo processamento do alimento
via fermenta¢@o ou hidrélise. Peptideos bioativos derivados de proteinas alimentares
normalmente contém de 2 a 9 residuos de aminoacidos. No entanto, essa cadeia pode

se estender a 20 ou mais unidades (KITTS e WEILER, 2003).

Na base de dados ExPASy (http://ca.expasy.org/sprot/), encontram-se mais de
3770 proteinas seqiienciadas, principalmente extraidas da base de dados Swiss-Prot
(http://ca.expasy.org/sprot//). No banco de dados Biopep
(http://www.uwm.edu.pl/biochemia) existem mais de 2200 diferentes peptideos

bioativos.

O leite e outros produtos de consumo didrio, para grande parte da populacdo
mundial, estdo dentre os mais estudados precursores desses peptideos (SGARBIERI,
2004; SCANEFF e col., 1992; HERNANDEZ-LEDESMAN e col., 2004). COSTA e
colaboradores (2007) verificaram efeito hipotensor dos peptideos do leite, extraidos
pela acdo da enzima alcalase, em ratos hipertensos alimentados com isolado protéico

denaturado a 65°C.

Diversos peptideos bioativos foram encontrados na proteina de soja, incluindo

peptideos hipocolesterolemizantes (Quadro 2).
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Quadro 2 - Exemplos de peptideos bioativos derivados de proteinas de soja.

Fonte Preparacao Peptideos Bioatividade Referéncias
1) proteases
purificadas:
e § pepsina, papaina,
g;ost?g% llf;liiiae quimotripsina  grau de hidrdlise atividade Pena-Ramos
J: 2) proteases: de 1,7a220,6%  antioxidante e Xiong, 2002
aquecida
alacalase,
Protamez e
Flavourzima
. . peptideos com regulacdo da
Concentrado porcina, pepsina e pesos formacio e
protéico de soja, tripsina moleculares 64 .
L . . degradacdo da  Arnoldi e
Crocksoy 70, pancredtica bovina diferentes foram
. LDL pelos col., 2001
extraido com ou somente separados do
.. o . receptores das
etanol 80% tripsina material digerido
. - células HepG2
por ultrafiltracdo
Proteina de soja A Kim e col.,
s termolase XMLPSYSPY anticancer 2000
Amostra
Proteina de soja . hlc'lrohsada . . Wu e Ding,
enzima alcalase fracionada em hipotensivo
desengordurada . 2001
resina de troca
catiOnica
peptideo derivado peptideo .
Glicinina de soja  da glicinina da LPYPR hipocolesterole- PUERITNEC
p ) i col., 2000
proteina da soja mizante

Fonte: WANG e DE MEIJIA, 2005.

1.3.1 Peptideos hipocolesterolemizantes

Os fragmentos peptidicos com as seqiiéncias IAEK, VPDPR, IAVP, e
LPYPR apresentam comprovada capacidade hipocolesterolemizante e podem ser
encontrados em produtos de origem vegetal como a soja, o trigo, o agrido, o arroz, a

ervilha, entre outros (DZIUBA e col., 2003).
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O peptideo TAEK (Figura 1) induz a supressdo da absorcdo do colesterol,
evidenciado por estudo com cultura de células Caco-2. Especula-se que pode
diminuir a solubilidade micelar do colesterol e inibir a absor¢do do mesmo

(NAGAOKA e col., 2001).

Figura 1- Estrutura do peptideo IAEK. Cada cor representa um aminoacido: branco
(D, lilas (A), vermelho (E), azul (K). Programa de visualizagéo: Tinker.

L.

O peptideo VPDPR (Figura 2) € anorexigénico em uma dieta rica em lipidios,

inibe a absorcdo de gordura de alimento em animais submetidos a este tipo de dieta.
Além disso, pode substituir o NADPH, forma oxidada da coenzima doadora de
elétrons, na via da enzima chave da conversdao de mevalonato em colesterol, a HMG-

CoA redutase (TAKENAKA e col., 2003).
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Figura 2 - Estrutura do peptideo VPDPR. Cada cor representa um aminodcido:
branco (V), amarelo (P), vermelho (D), amarelo (P), azul (R). Programa de
visualizagdo: Tinker.

L.

A seqiiéncia IAVP (Figura 3), isolada da proteina 11S da soja, atua como
inibidor da HMG-CoA redutase, acdo similar a uma estatina, competindo pelo

mesmo sitio ativo que a NADPH (PAK e col., 2005a).

Figura 3 - Estrutura do peptideo IAVP. Cada cor representa um aminoacido: branco
da ponta (I), lilas (A), branco do meio (V), amarelo (P). Programa de visualizacio:
Tinker.
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O Fragmento LPYPR (Figura 4 e Quadro 2) reduz o colesterol sérico em
camundongos através de dieta contendo 50 mg de peptideo/kg de animal. A
seqiiéncia LPYPR pode ocupar o sitio especifico do NADPH na sintese do colesterol
via HMG-CoA redutase, com a prolina na posi¢do 2 desempenhando um papel
importante na inibi¢do desta enzima. A presenga do anel alifdtico na prolina deixa a
conformacgdo do peptideo rigida, permitindo interacdes com o sitio especifico para o
NADPH na HMG-CoA redutase. O coeficiente de correlacdo (R) entre a média
calculada da contribui¢do das ligacdes e a atividade inibitéria é =de 0,926, o que
indica que este peptideo pode ocupar parte do sitio ligante da NADPH no centro

ativo da enzima (YOSHIKAWA e col., 1999 PAK e col., 2005b).

Figura 4 - Estrutura do peptideo LPYPR. Cada cor representa um aminodcido:
branco (L), amarelo (P), verde (Y), amarelo (P), azul (R). Programa de visualizacao:
Tinker.
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1.4 Amaranto

1.4.1 Caracterizacao do grao

O amaranto é um pseudocereal da classe das dicotiledoneas e da familia das
Amaranticeas, apresentando simultaneamente caracteristicas de cereal e de
leguminosa. Sua planta tem regime anual e é cultivada desde o periodo pré-
colombiano no México, na América Central e nos territorios andinos da América do
Sul. Trés espécies do género Amaranthus produzem os grdos mais consumidos e
estudados, o Amaranthus hypochondriacus proveniente do México, o Amaranthus
caudatus do Peru e o Amaranthus cruentus da Guatemala e do México (VALDES-

RODRIGUEZ e col., 1993; FERREIRA e col., 2007).

Apesar de haver solo e clima adequados para o plantio esse pseudocereal nao
¢ produzido em larga escala ou consumido no Brasil. Trabalhos de pesquisa e
desenvolvimento resultaram no langamento de uma variedade brasileira de
Amaranthus cruentus adaptada ao solo do Cerrado, denominada BRS-Alegria
(EMBRAPA, 2002). A Embrapa Cerrados visa a introducdo do amaranto como
cultivo secunddrio, em regides de plantio de soja (SPEHAR e col., 1998, TEIXEIRA,

2003).

Mesmo sendo pouco conhecido, o amaranto vem despertando especial
interesse por parte de grupos de pesquisa brasileiros devido as suas particularidades
agricolas; por seu potencial de aplicagdo na industria de alimentos funcionais como

alimento ou ingrediente para uma grande variedade de produtos industrializados
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(FERREIRA e col., 2007), e ainda por suas caracteristicas nutricionais, uma vez que
o grao foi considerado pelo Conselho Nacional de Pesquisas dos EUA como um dos
mais promissores alimentos para este milénio (NATIONAL RESEARCH
COUNCIL, 1989). A Academia Nacional de Ciéncias dos Estados Unidos também
estimula a exploragdo comercial do grdo de amaranto devido a sua elevada qualidade

nutricional (NATIONAL ACADEMY OF SCIENCES, 1984).

A composi¢do quimica média do grio apresenta de 13-18% de proteinas, 7-
8% de lipidios, 50-60% de amido e 8% de fibras alimentares (BECKER e col., 1981;
GORINSTEIN e col., 2001). Apresenta alto teor de fibras soldveis (4,2%) em
comparagdo a outros cereais como o trigo (2,3%), milho (2,0%) e aveia (1,9%)

(EARLY e EARLY, 1987).

Destacam-se ainda os teores de vitaminas e minerais (BRESSANI e col.,
1994). Apesar do perfil lipidico do grio de amaranto ser semelhante ao de outros
cereais, este apresenta um diferencial por sua fracdo insaponificada ser rica em

esqualeno (BERGANZA e col., 2003).

1.4.2 Acao hipocolesterolemizante

DANZ E LUPTON (1992) relataram redu¢do na concentragdo de colesterol
sérico em ratos apds a introdugdo de dieta contendo grdo de amaranto em quantidade
suficiente para prover 8% de fibra alimentar a racdo. Outras investigacdes também

demonstraram que o amaranto € um alimento hipocolesterolemizante

(CHATURVEDI e col., 1993; GRAJETA, 1997; 2002; BERGER e col., 2003ab).
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GAMEL e colaboradores (2004) investigaram o efeito hipocolesterolemizante dos
grios das espécies caudatus e cruentus em ratos cuja racdo continha amaranto
suficiente para fornecer 10% de proteina durante oito dias, observando reducio nas

concentracgdes de colesterol total em ambos os casos.

PLATE e AREAS (2002) verificaram que a fragdo lipidica do grio desempenha
um papel menos importante na redugdo do colesterol plasmitico e que os
componentes do grao livres de lipideos e, conseqiientemente, das demais substincias
lipossoldveis, respondiam por grande parte do efeito hipocolesterolemizante deste

grao.

1.4.3 Proteinas do amaranto

1.4.3.1  Caracterizacao quimica e nutricional

A proteina do amaranto é uma excelente alternativa ou complemento para o
balango nutricional. O teor protéico do amaranto € superior ao de outros cereais

(BRESSANI, 1989).

Apresenta conteddo expressivo de aminodcidos essenciais, especialmente
lisina e metionina, que sdo limitantes na maioria dos cereais (ESCUDERO e col.,
2004; SEGURA-NIETO e col., 1994). A deficiéncia dos aminoécidos limitantes do
amaranto ndo atingem valores inferiores a 80% (BRESSANI, 1989; IMERI e col.,

1987; FERREIRA e AREAS, 2004; MENDONCA, 2006).
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Nesse contexto, dentre as sementes de cereais ou leguminosas a qualidade
nutricional da proteina do amaranto foi destacada pelos 6rgéos Food and Agriculture
Organization of the United Nations (FAO) e World Health Organization (WHO)

(BEJOSANO e CORKE, 1998).

As principais fracdes sdo albuminas, globulinas e glutelinas; suas propor¢des
no conteddo total de proteinas sdo 49—65%, 22-42% e 14-18%, respectivamente. As
globulinas sdo a principal forma de proteina de estocagem no amaranto, assim como
na soja. As globulinas do amaranto sdo compostas por 11S globulina, globulina-P e
uma pequena quantidade de 7S globulina. A 11S globulina possui caracteristicas
moleculares similares as encontradas em outras globulinas 11S, com uma estrutura
quaternaria dodecamérica compreendendo subunidades 4cidas e bésicas ligadas por
ligacdes dissulfeto (SEGURA-NIETO e col., 1994; MARCONE e col.,, 1994;

MARTINEZ e col., 1997; GORINSTEIN e col., 2002).

1.4.3.2 Acao hipocolesterolemizante

Tendo em vista as caracteristicas da proteina da semente do amaranto,
MENDONCA (2006) estudou o potencial efeito do isolado protéico de amaranto na
reducdo do colesterol em hamsters hipercolesterolemizados. Em grupo cuja ragdo
continha 20% de isolado protéico verificou-se pronunciado efeito, com reducido de
48% do colesterol total e 56% do colesterol ndo-HDL, quando comparado ao grupo

controle com rag¢do contendo 20% de caseina.
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Ao utilizar como frag@o protéica da dieta uma mistura que simulava o perfil
de aminoécidos do amaranto, MENDONCA (2006) observou que os teores de
colesterol plasmdtico n@o foram alterados significantemente em animais
hipercolesterolemizados, quando comparado aos alimentados com uma mistura de
aminodcidos que simulava o perfil da caseina. Desta forma, verificou que a proteina
do amaranto possui pronunciado efeito hipocolesterolemizante, que nido pode ser
explicado pelo perfil de aminoacidos. A digestibilidade verdadeira das proteinas,

proxima a 100%, aparentemente também ndo estd relacionada a essa redugdo.

Uma das hipéteses propostas por MENDONCA (2006) postula a digestdo
incompleta das proteinas no trato gastrintestinal, resultando na liberacdo e absor¢do

de peptideos bioativos.

1.4.4 Peptideos bioativos

SILVA-SANCHES e colaboradores (2008) buscaram peptideos bioativos nas
seqiiéncias de proteinas de amaranto conhecidas e reportadas na base de dados NCBI
Entrez Protein. H4d 66 seqiiéncias de proteinas ou peptideos de amaranto, 3 de
Amaranthus cruentus, descritas na base de dados NCBI Entrez Protein

(www.ncbi.nlm.nih.gov).

As seqiiéncias de proteinas foram confrontadas com as seqii€ncias de
peptideos bioativos da base de dados Biopep (www.uwm.edu.pl/biochemia), que

continha 1573 fragmentos reportados. Como resultado obtiveram peptideos bioativos
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com 12 atividades principais, citadas no Quadro 3. O estudo biocomputacional

demonstrou que o amaranto pode ser uma fonte potencial de peptideos bioativos.

Uma das principais atividades reportadas para o amaranto € a hipotensora. Os
produtos de hidrélise do concentrado protéico de amaranto apresentaram atividade
inibidora da enzima conversora de angiotensina (TIENGO, 2007). Peptideos anti-
hipertensivos foram encontrados no Amaranthus hypochondriacus por SILVA-
SANCHES (2008) em anlise por cromatografia liquida acoplada a espectrometro de

massa (LC-MS-MS).

O peptideo bioativo lunasina foi detectado por ELISA nos extratos protéicos
do grio de Amaranthus hypochondriacus, que continham cerca de 11,1 pg de
lunasina por grama de proteina (SILVA-SANCHES, 2008). Este peptideo com 43
aminoacidos promoveu agdo na prevencao de cincer em modelo de cultura de células

mamadrias e em cancer de pele de ratos (de LUMEN, 2005; JEONG, 2002).

Andlise por LC-MS-MS da fracdo glutelina digerida com tripsina resultou em
508 peptideos bioativos (SILVA-SANCHES, 2008). O perfil peptidico (Quadro 3)
inclui as atividades inibicdo enzimatica (WIEDEMAN, 2003), anti-hipertensiva
(AOYAGI, 2006), ativagdo da via proteolitica da Ubiquitina-Proteassoma
(TURNER, 2000), antitrombdética e antiamnéstica (ASHMARIN, 1998), opidide
(MULLALLY, 1996), imunomodulatéria (KAYSER, 1996), antioxidante (CHEN,
1998), ligante (SLEIGH, 1997), neuropeptidica (CALIENDO, 1996),
imunoestimulatéria (BERTHOU, 1987), embriotéxica (CHAMBERS, 1995),

anoréctica (ASHMARIN, 1998), e antiinflamatéria (SILVA—SANCHES, 2008).
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Ainda ndo ha relatos na literatura sobre a presenca de peptideos
hipocolesterolemizantes no amaranto e, apesar do destacado efeito, os mecanismos
que propiciam essa propriedade ainda ndo foram elucidados (DAVIGNON e col.,,

1992).
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Quadro 3 - Peptideos bioativos identificados por LC-MS-MS em produto de
digestdo com tripsina da fracdo glutelina do amaranto.

Atividade

Inibidor enzimatico

Anti-hipertensivo

Ativador da via
proteolitica da ubiquitina-
proteassoma

Regulador

Antitrombético

Antiamnéstico

Opidide
Imunomodulador

Antioxidante
Ligante

Neuropeptideo

Imunoestimulador

Embriotoxico
Anoréctico
Antiinflamatoério

Sequéncias com atividade
biologica
AP, FA, FP, GP, GPR, GQ HA, IPI,
KA, LA, LL, LP, MA, MP, PA, PP,
PPLP, PPPA, VA, VP, VPL, VV

AAP, AIP, ALPP, AVP, AY, FNQ,
FP, FQP, FY, GGY, GKP, GRP, GY,
HIR, HY, IKP, ILP, IR, IRA, IY,
LAA, LAMA, LAY, LF, LLP, LNP,
LPP, LQP, LQQ, LRP, LSP, LVL,
LVR, LW, LY, MF, MY, PLP, PQR,
PR, PRY, RF, RI, RY, TAP, VAA,
VAY, VF, VLP, VPP, VRP, VSP,
VW, VY, VYP, YG, YGGY, YL, YP

LA, RA, WA

DY, GFL, GLY, GP, LGY, PG, PGP

PPG, PG, GP

PPG, PG, GP

NAGA, GYY, PLG, YG, YL, YPF
EAE, GFL, KRP, TKPR, YG, YGG

HH, HL, LH, LHH
KK

KPS

KEEAE, LGY, LLY

RGD
PGP
DTEAR

Fonte: SILVA-SANCHEZ e col., 2008.

Descricao

inibe a dipeptidil-
aminopeptidase IV

inibe a enzima conversora de
angiotensina [

ativa a protedlise da
ubiquitina-proteassoma

estimula células fagociticas na
defesa do organismo contra
infeccoes
envolvido na homeostase da
mucosa géstrica € no potencia
anticoagulante e fibrinolitico
do plasma
potencializa o processo da
consolidagdo da memoria no
sistema nervoso central
age como analgésico
age como imunopotenciador
oferece prote¢do contra
peroxidacdo em células
age no sistema de transporte
de oligopeptideos
possui atividade
antinociceptiva
estimula células fagociticas na
defesa do organismo contra
infecgoes
possui atividade embriotdxica
inibe a secrecdo de insulina
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2 - Justificativa

Com a demonstracdo do efeito da proteina do amaranto como a fragao
responsdvel majoritariamente pelo efeito hipocolesterolemizante observado
experimentalmente torna-se fundamental o esclarecimento dos mecanismos de agdo
para futura disseminac@o do seu uso pela populacdo. Um ingrediente protéico com
capacidade hipocolesterolemizante comprovada a ser incorporado em alimentos
tradicionais € importante, ndo sé do ponto de vista nutricional, mas também do ponto
de vista de promog¢do da saude, pois poderd reduzir a exposi¢do da populagcdo a um

fator de risco de doencas cardiovasculares.

A verificacdo da ocorréncia de peptideos hipocolesterolemizantes na sua
digestdo incompleta é etapa que precede o incentivo a introdu¢do do amaranto na
alimentagdo humana e a elucidacdo dos mecanismos pelos quais 0 amaranto e o

isolado protéico promovem a reducgdo do colesterol plasmético.

Pesquisas com peptideos bioativos estdo apenas em seu inicio, € como
primeira etapa no estudo é essencial a compreensdo da relacdo entre estrutura e
funcdo. As bases de dados que estdo sendo desenvolvidas revelam a seqii€ncia de
aminodcidos e fungdo do peptideo, e podem ser preditoras dos efeitos de novas
moléculas e suas atividades bioldgicas. Considerando-se a diversidade e a
complexidade das seqii€ncias protéicas, é importante para o estudo de peptideos o
desenvolvimento de metodologias de separagdo eficientes para produtos hidrolisados,
bem como a investigacdo da atividade de fragmentos com diferentes estruturas

primaérias.
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3 - Objetivos

3.1  Objetivo geral

Verificar a ocorréncia de peptideos hipocolesterolemizantes no isolado

protéico do grdo de amaranto (Amaranthus cruentus L. BRS-Alegria).

3.2 Objetivos especificos

e  Obter o isolado protéico do grdo de amaranto;

e Avaliar a composicdo quimica e propriedade funcional das farinhas
integral e desengordurada e do isolado protéico para averiguar possiveis

modificacdes estruturais ocasionadas pelos processamentos;

e Verificar a eficicia da digestdo enzimdtica in vitro do isolado
protéico, analisar fatores interferentes na digestdo e as diferengas nos perfis

protéicos resultantes deste processo;

e Separar e identificar, se existentes, os fragmentos peptidicos IAEK,

VPDPR, IAVP e LPYPR.
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4 - Materiais e Métodos

4.1 Amostra

O grio de amaranto (Amaranthus cruentus L. BRS-Alegria) foi obtido da
Embrapa Cerrados (Planaltina — DF). Ap6s o recebimento os grios foram separados
das sujidades manualmente, moidos em moinho de martelos (MML 100 Astecma —
Brasil) e a farinha foi tamizada em peneira interna média de 1 mm (Granutest —

Brasil). Esta foi armazenada a 4 °C até posterior utilizag@o.

4.2 Desengorduramento da farinha

A farinha do grio de amaranto foi desengordurada com hexano PA na
propor¢do 1:5 (m/v), de acordo com metodologia de MARTINEZ ¢ ANON (1996).
A mistura foi agitada por 4 horas a velocidade de 1730 rpm com o auxilio de uma
haste acoplada a um motor Kohlbach. Apds decantagdo seguiu-se a filtracdo em
papel filtro qualitativo e, posteriormente, a secagem em estufa a 45°C para
evaporacdo total do solvente. A farinha desengordurada foi peneirada em tamiz

0,42 mm (Granutest — Brasil) e armazenada a 4 °C.

4.3 Obtencao do isolado protéico

A proteina do amaranto foi isolada pelo principio de precipitacdo isoelétrica

segundo MARTINEZ e ANON (1996), com modificacdes d¢ MENDONCA (2006).
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A cada parte de farinha desengordurada foram adicionadas dez partes de agua. O pH
foi elevado a 11 com NaOH 1 mol.L"'. A mistura foi agitada por 5 horas a
temperatura ambiente e permaneceu em repouso por 12 horas a 4 °C. Posteriormente

a mistura de pH 11 foi filtrada e centrifugada a 9000 g por 20 min a 10 °C (Figura 5).

Figura 5 - Fluxograma de obtencdo do isolado protéico do grdo de amaranto.

1 parte de amostra: 10 partes de dgua

NaOH 1,0 mol.L™" até pH 11,0
\ 4

Agitagdo por 5 horas e repouso por 12 horas a 4°C

v
Filtracao

\ 4

Centrifugacdo a 9000g, 10°C por 20 minutos

—

Transferéncia do sobrenadante Descarte do precipitado

Ajuste do pH para 5,7 com HCI 1,0 mol.L"
v

Floculag@o por 12 horas a 4°C

A 4

Centrifugacdo a 9000g, 10°C por 20 minutos

T

\ 4

Transferéncia do precipitado Descarte do sobrenadante

A 4

Congelamento, liofilizagdo, moagem

\ 4

2 vezes: Desengorduramento 1:5 m/v com etanol, liofilizacdo, moagem
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Ap6s novo ajuste do pH do sobrenadante a 5,7 com HCI1molL", o
homogenato permaneceu por doze horas a 4 °C. Uma nova centrifugacio a 9000 g foi
realizada e o precipitado foi congelado. As etapas de liofilizacdo, moagem e
desengorduramento com etanol 99% na propor¢do 1:5m/v por 24 horas foram
realizadas duas vezes. Apds obtencdo do isolado protéico este foi liofilizado e

triturado em moedor de café (Cadence MDR301 — Brasil).

4.4 Caracterizacao das farinhas e do isolado protéico

4.4.1 Composicao centesimal

A farinha integral, a farinha desengordurada e o isolado protéico de amaranto
foram analisados quanto ao contedido de umidade, por dissecacdo a 105 °C; de
cinzas, por incinera¢do da matéria orgnica a 550 °C; e de lipidios, por extragdo a
quente com éter de petrdleo, de acordo com metodologias descritas pela AOAC

(1995). Os carboidratos totais foram determinados por diferenga.

Para a andlise de proteinas foi utilizado o método de micro-Kjeldahl (AOAC,
1995), os fatores de conversdo de nitrogénio em proteina utilizados foram 5,85 para
as farinhas e 6,12 para o isolado protéico, valores obtidos por cilculo de acordo com
o perfil de aminoacidos das farinhas e do isolado protéico previamente analisados

(SOSULSKY e IMAFIDON, 1990; MENDONCA, 2006).

As andlises foram realizadas em triplicata.
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4.4.2 Perfil de aminoacidos totais

As andlises do perfil de aminodcidos totais e de triptofano foram realizadas

no laboratério CBO Analises, localizado na cidade de Campinas, Sao Paulo.

A preparacdo das amostras para andlise de aminodcidos totais envolveu as
etapas de hidrdlise para liberacdo dos aminoacidos, preparacdo dos hidrolisados
através de secagem e derivatizagdo e separacdo dos derivados de feniltiocarbamil por
cromatografia liquida de alta eficiéncia, de acordo com metodologia proposta por

WHITE e colaboradores (1986).

Para a realizagdo da hidrdlise foram pesados cerca de 0,2 g de proteina e
norleucina (utilizada como padréo interno), a razdo amostra/padrio interno requerida
¢ aproximadamente 15:1. A seguir foram adicionados 100 mL de acido cloridrico
6 mol.L" contendo 0.1% de fenol, a mistura foi refluxada por 20 h a 110 °C. Apés
resfriamento o volume foi completado para 200 mL e a amostra foi filtrada em filtro

de fibra de vidro.

Para remocdo de proteinas de alto peso molecular e lipidios, a amostra foi
eluida em cartucho C18 Sep-pak. Um mililitro de amostra foi adicionado a 2 mL de
solugdo 0,1% (v/v) de acido trifluoracético (TFA) em 4dgua deionizada e metanol
(70:30 v/v), sendo coletados os dois ultimos mililitros. O &cido cloridrico foi

removido de 20 uL da fracdo coletada por vicuo a temperatura ambiente, a

derivatizacdo foi entdo iniciada pela adicdo de 20 uL de solu¢do contendo etanol
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95% vlv, agua, trietilamina e fenilisotiocianato na proporcdo em volume 7:1:1:1,

resultando nos derivados feniltiocarbamil.

Os derivados foram separados por cromatografia liquida de alta eficiéncia em
coluna de fase reversa Nova-Pak C18, de 3,9 x 150 mm, com forno de coluna a
38 °C. A fase mével consistiu em dois eluentes. O eluente A era formada por 940 mL
de acetato de sodio 0,14 mol.L'l, pH 6,4, contendo 0,05% de trietilamina, e 60 mL de
acetonitrila grau HPLC. O eluente B era formado por 60% de acetonitrila grau HPLC
e 40% de agua deionizada (v/v). O gradiente linear de elui¢do utilizado foi de 0-

100% de B.

O tempo total de andlise foi de 25 minutos. Os derivados feniltiocarbamil
foram detectados por absor¢do no UV, com utilizacdo do comprimento de onda
254 nm. As éreas dos picos foram comparadas as da mistura padrdo de aminoacidos

Pierce (Amino Acid Standard H).

Os valores de triptofano foram determinados por espectrofotometria com
leitura a 590 nm através de método descrito por SPIES (1967), usando-se hidrolise
enzimética com pronase a 40 °C por 24 horas, uma vez que a hidrélise acida destrdi

este aminoacido.

4.4.3 Solubilidade

A solubilidade foi analisada pela preparagdo de uma suspensdo contendo

0,4 g de proteina completada para 40 mL com 4gua, tampdo A (32,5 mmol.L" de
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K,HPO, e 2,6 mmol.L" de KH,PO,4, pH 7,5, ¢ 0,4 mol.L" de NaCl) ou tampio B
(33,3 mmol.L"! de KoHPO,4 e 1,7 mmol.L! de KH,PO,, pH 8,5). As amostras foram
centrifugadas a 10000 g por 10 minutos a temperatura ambiente (SCILINGO e col.,

2002).

Dez mililitros dos sobrenadantes das farinhas e dois mililitros dos
sobrenadantes do isolado protéico foram coletados para quantificagdo das proteinas
soliveis. A concentragdo de proteina no sobrenadante foi determinada pelo método
de Kjeldahl (AOAC, 1995) e a solubilidade em cada solvente foi calculada pela

férmula:

%S = 100x mg proteina soliivel

mg proteina total

A solubilidade foi analisada em triplicata.

4.5 Digestao in vitro

A digestdo in vitro do isolado protéico foi realizada empregando-se dois
métodos enzimdticos: um contendo pepsina e tripsina em conjunto com pancreatina
(QIAOQ, 2001) e o outro com as enzimas tripsina, quimiotripsina e peptidases (HSU e

col., 1977).

Ambas as digestdes foram realizadas em triplicata.
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451 Método A

A metodologia desenvolvida por QIAO (2001) visa maximizar a hidrdlise das
ligacdes peptidicas com uma quantidade minima de enzimas. Foi realizada em duas
etapas e toda a incubac@o foi conduzida a 38 °C sob agitagdo. Na primeira etapa, em
tubos tipo Falcon de 50 mL, para 200 mg de proteina foi utilizada 120 U de
pepsina/mL (Sigma P-7012), ou 0,25% de proteina de enzima relativa ao substrato
protéico, para digerir o substrato protéico em 16 mL de solu¢do de tampio citrato

(pH 2) por 24 horas.

Na segunda etapa foi adicionada uma solucdo de tampdo fosfato, o pH foi
ajustado para 8,0 e o volume para 40 mL com adicdo de tripsina (Sigma T-0303)
enriquecida com pancreatina (Sigma P-7545) com atividade equivalente a pelo
menos trés U.S. Pharmacopeia/mL, ou 7,5% de proteina de enzima por substrato
protéico, concentracdo final de substrato 5 mg/mL. A digestdo desta etapa ocorrereu
por 96 horas. O tempo de incubagéo correspondeu ao necessario para a perda de mais
de 95% da atividade das enzimas a fim de maximizar sua eficdcia, permitindo o

minimo de uso quanto a quantidade.

452 Método B

Segundo o método de HSU e colaboradores (1977) foram adicionados, em
tubos tipo Falcon de 50 mL, 250 mg de proteina e um sistema multienzimdtico que

consiste de 5,16 mg de tripsina (Sigma T-0303) com 17600 U/mg de proteina,
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13,76 mg de a-quimotripsina (Sigma C-4129) com 54 U/mg de proteina e 1,28 mg de

peptidase (Sigma P7500) com 102 U/g de sélidos.

A solucdo multienzimética mantida em gelo no tampao pH 8,0 foi adicionada
ao isolado protéico juntamente com 20 mL de tampdo, o pH foi ajustado a 8,0, o
volume completado para 40mL e as amostras incubadas a 37 °C sob agitagdo. A

mistura foi mantida a esta temperatura por dez minutos.

Aos hidrolisados do método A (HA), hidrolisados do método B (HB), tubos
contendo somente tampao e isolado protéico do método A ou do método B (IA ou
IB) e tubos contendo somente tampao e enzima do método A ou do método B (EA
ou EB), foram adicionados 9,6 mg de azida sddica a fim de evitar a proliferacdo de
microrganismos (QIAQO, 2001). IA, IB, EA e EB sofreram as mesmas condicdes dos
dois métodos de digestao para que fossem deduzidos destes o perfil e o teor protéicos

em relacdo aos hidrolisados (Figura 6).

Ambos os métodos de digestdo enzimdtica foram interrompidos de duas
formas distintas: pela adi¢do de acido tricloroacético (TCA) na concentracdo final
19% m/v e consequente precipitacdo da proteina ndo digerida, ou resfriamento das

amostras hidrolisadas a -18 °C (LOURENCO, 2000).
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Figura 6 - Esquema de digestdo das amostras, seus controles e métodos de

interrupg¢do da digesto.

Método A Método B
HA 1A EA HB IB EB
Isolado + | Isolado+ | Enzima + Isolado + | Isolado+ | Enzima +
Enzima + Enzima +
¥
—— -

tampao fosfato
+ TCA

ou

tampao fosfato
+ resfriamento

Ap6s interrupgdo da digestdo, as amostras foram centrifugadas a 1150 g por

15 minutos, a 4 °C para a amostra resfriada e a temperatura ambiente para a

acidificada. Os sobrenadantes foram separados para posteriores andlises. Os

precipitados foram liofilizados para também serem utilizados posteriormente.

4.6 Grau de hidrolise

BUCHMANN (1979) aplicou o método de adicdo em TCA em amostras de

cevada e outros cereais. O método empregado propds uma boa correlagdo com os

valores encontrados por SAUNDERS e colaboradores (1973) em cereais e com

valores obtidos in vivo. O grau de hidrdlise obtido pelos métodos A e B foi expresso

como solubilidade da proteina em TCA de acordo com modificagdes de ADLER-

NISSEN (1986).
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As proteinas soldveis em TCA dos hidrolisados HA ou HB foram
descontadas das proteinas soliveis em TCA de IA+EA ou IB+EB. O teor protéico foi
determinado pelo método de Kjeldahl (AOAC, 1995) analisando-se 10 mL dos

sobrenadantes.

Todas as andlises foram efetuadas em triplicata. O grau de hidrdlise (%GH)

segue a seguinte equacao:

100x (TCA - (IE))
proteina total

%GH de Aou B =

Em que TCA = HA ou HB em TCA e IE = IA+EA ou IB+EB em TCA

A mesma metodologia foi realizada para HA e HB cuja digestdo foi
interrompida por resfriamento para fins de comparacdo de solubilidade dos
fragmentos protéicos em tamp@o em relacdo aos soliveis em tampao somado ao

TCA.

4.7 Teores de sulfidrilas livres e ligacoes dissulfeto

Foram determinados segundo metodologia descrita por BEVERIDGE e
colaboradores (1974) com modificacbes de HARDHAM (1981) os teores de
sulfidrilas livres e de ligagdes dissulfeto tanto do isolado protéico quanto dos
sobrenadantes e dos precipitados dos métodos A e B cuja digestdo foi interrompida

por resfriamento.
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Para a determinacio da quantidade de sulfidrilas livres contida nas amostras,
foram utilizados 50 mg de isolado protéico, 7,5 mg de proteina do precipitado HA,
5,0 mg de proteina do precipitado HB, 5 mL de sobrenadante de HA (22,2 mg de
proteina) ou 5 mL (29,6 mg de proteina). Estas foram homogeneizadas durante
3 minutos com tampdo Tris-Glicina pH 8,0 contendo uréia 8 mol.L"' e dodecil sulfato
de sédio (SDS) 0,5% em vortex (Marconi MA162 - Brasil), volume final da solucdo

10 mL.

As amostras foram deixadas em repouso por 3 horas, sendo adicionado
posteriormente 100 uL de reagente de Ellman, que contém 4 mg de 4cido 5,5'-
ditiobis-2-nitrobenzéico (DTNB) em 1 mL de tampao Tris-Glicina pH 8,0. Apds
repouso de 15 minutos, as amostras foram filtradas em membrana filtrante de
0,45 um e a leitura da absorbéncia foi realizada em espectrofotdmetro UV1650PC

(Shimadzu - Japao) a 412 nm. Foi utilizada a equagdo de Lambert-Beer, a seguir:

A =¢eb.c

Em que A= absorbancia obtida em espectrofotdometro; € = 13600, coeficiente
de absortividade molar do grupo tiol; b = 1 cm (caminho dptico percorrido, dimensdo

da cubeta); ¢ = concentra¢do em mol.L™". Peso molar de SH = 33 g.

A obtencdo dos valores de ligagdes dissulfeto foi realizada de forma indireta.

O célculo envolve a leitura da absorbancia de meia cistina, conforme descrito abaixo.
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As mesmas quantidades de amostra e tampao utilizados anteriormente foram
homogeneizadas por 3 minutos com o tampao Tris-Glicina pH 8,0 contendo uréia
8 mol.L'l, SDS 0,5 % e 2-mercaptoetanol 1 % v/v, volume final da solugdo 10 mL.
As amostras foram deixadas em repouso por 3 horas. Foram adicionados 10 mL de
TCA 16 % em cada amostra, os tubos foram deixados em repouso por 1 hora e
centrifugados por 10 minutos a 3330 g. O sobrenadante foi desprezado, e o
precipitado foi lavado duas vezes com 10 mL de TCA 8%. Apds essas etapas o

precipitado foi submetido a andlise de sulfidrilas livres descrita acima.

Para determinar o teor de ligagdes dissulfeto desconta-se o teor de sulfidrilas
livres do teor de meia cistina dividindo o resultado por dois, de acordo com equagdo

abaixo:

(meia cistina — sulfidrilas livres totais)
2

numero de ligacoes dissulfeto =

4.8 Eletroforese SDS-PAGE

O perfil eletroforético visou a comparagdo dos perfis de peso molecular da
farinha do grdo integral, da farinha desengordurada, do isolado protéico e dos
precipitados de IA, IB, HA e HB, todos contendo TCA, e do padrdo de eletroforese

Kaleidoscope Prestained (BioRad 161-0324).

A eletroforese SDS-PAGE foi realizada de acordo com metodologia proposta

por LAEMMLI (1970) em condi¢des nao redutoras e redutoras (adi¢do a amostra de
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2-mercaptoetanol). O gel concentrador contendo 4% m/v de acrilamida em tampao
TRIS-HCI pH 6,8 foi preparado sobre o gel de andlise com 10% m/v de acrilamida
em tampao TRIS-HCI pH 8,8. O equipamento utilizado para eletroforese foi do tipo
vertical, da Amersham Biosciences (Uppsala - Suécia) o modelo Hoefer miniVE
conferiu ao gel dimensdes de 8 cm x 9 cm x 1,0mm. Cingilienta microgramas de
proteina foram aplicadas em cada poco. A amperagem fixa foi 20 mA para cada gel
de 1,0 mm. Apds a corrida os géis foram corados com solugdo de azul de Comassie

R Brilhante 0,025% em metanol 40% e acido acético 7%.

Os géis foram analisados pelo software UltraQuant 6.0 (Ultralum - Estados
Unidos) para serem determinados os pesos moleculares das fracdes protéicas por
comparagdo aos padrdes de peso molecular, a similaridade entre as amostras e a

densidade Optica das bandas.

4.9 Sintese de peptideos hipocolesterolemizantes

Os peptideos hipocolesterolemizantes de interesse foram sintetizados para
servirem de padrdo de tempo de retengdo na coluna cromatogrifica bem como
padrdo de fragmentag@o no espectrometro de massas. Os peptideos com seqiiéncia
IAEK e IAVP foram sintetizados com C-terminal amidado e N-terminal livre. O
fragmento LPYPR foi sintetizado com C-terminal livre e N-terminal livre e o
fragmento VPDPR foi sintetizado nas duas formas anteriores. Isso ocorreu porque foi
requerida a sintese de todos os fragmentos com ambas as extremidades livres, porém,

devido a dificuldade em se sintetizar tais fragmentos, um deles (VPDPR) foi
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entregue nas formas para que fosse verificado se o tempo de retencdo e o padrio de

fragmentacdo eram distintos.

A sintese foi realizada pelo Departamento de Biofisica da Escola Paulista de
Medicina, Universidade Federal de Sdo Paulo; a pureza dos peptideos foi de, pelo

menos, 95%.

4.10 Separacao das fracoes peptidicas

Cingiienta microlitros dos sobrenadantes das amostras HA e HB, cuja
hidrélise foi interompida por adi¢do de TCA ou resfriamento, foram adicionados
sobre membrana hidrofilica que permite permeacio de moléculas de até 3000 Da.
Para isso as amostras foram centrifugadas a 14000 g por 100 minutos a temperatura

ambiente.

Do permeato com pesos moleculares abaixo de 3000 Da foi realizada
cromatografia liquida de alta eficiéncia para separagdo e coleta das fracdes que

poderiam conter os fragmentos peptidicos de interesse.

Foi utilizado o cromatdgrafo liquido (Shimadzu — Japdo) com controlador
LC10AT, bomba DGU-14A acoplada a injetor manual Rheodyne e detector UV/vis
com arranjo de diodos SPD-M10A VP. As liga¢Ges peptidicas foram detectadas a
220 nm e os peptideos que continham anel benzénico foram monitorados a 280 nm.

O software utilizado foi o Class VP.
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A separacdo cromatografica foi realizada em coluna de fase reversa C18
Atlantis de 250 x 0,46 mm e particulas de 5 pm (Waters — Irlanda). O volume de
injecdo foi de 20 UL, o gradiente da fase movel estabelecido foi: solvente A 98,925%
de agua, 0,075% de TFA e 1,000% de acetonitrila (v/v); solvente B 69,935% de
acetonitrila, 30,00% de agua e 0,065% de TFA (v/v). Apds equilibrio da coluna por
30 minutos com 100% de tampdo A, os peptideos foram eluidos em gradiente linear
de 0 a 100% de tampido B. O fluxo foi isocritico, em 0,5 mL.min"". O gradiente foi
selecionado baseado na solubilidade dos diferentes peptideos (SWERGOLD e

RUBIN 1983; VIJAYALAKSHMI e col.,1986).

Os tempos de retencdo e de coleta das fragdes de interesse das amostras
foram baseados na resposta obtida através de injec@o dos peptideos sintetizados (item
4.9). Os peptideos foram solubilizados nas mesmas fases das amostras (tampao com
e sem TCA) e injetados, submetidos ao mesmo gradiente de fase mével das amostras.
O volume do flow cell do detector (10 uL) foi somado ao volume do cano de saida
do detector de 750 x 0,5 mm (147 uL), resultando em atraso de 18 s desde a deteccdo

até a saida para coleta das fracdes.

Os peptideos sintéticos foram coletados e reinjetados para confirmacio do
tempo de atraso de saida a partir da detecc¢do. O tempo total de coleta de cada fracdo

foi de 90 s, a fim de garantir a coleta total das substancias de interesse.
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4.11 Identificacao de peptideos por espectrometria de massas

Ap6s coleta das aliquotas de interesse tanto das amostras quanto do padrdo
estas foram evaporadas em N e redissolvidas em 200 pL de fase mével com mistura
dos solventes A e B correspondente ao tempo de retencdo de cada fracdo. A seguir,
3 uL foram adicionados a copos de vidro (DIP sample cup 119329-0001), estes
foram totalmente secos a 60°C e inseridos no detector PolarisQ (Thermo Finnigan —

Estados Unidos).

Os analitos foram introduzidos através de probe de inser¢do direta de
amostras sdlidas (Direct Probe - DIP Controller). O probe foi programado para
manter a temperatura a 60 °C por 30 s, aquecer de 60 a 250 °C a 150 °C/min, e esta
temperatura foi mantida por 30 s para total dessor¢do térmica dos analitos, resultado

em corrida de 2,7 min.

A fragmentacgdo por ionizag@o por elétrons (EI) ocorreu a energia de 70 eV
em fonte de fons a 200 °C. Os fons positivos foram conduzidos a armadilha de fons

(ion trap) a uma pressdo a cerca de 45 mTorr.

Apesar da separacdo prévia dos peptideos das amostras por cromatografia
liquida, a separag@o total de uma matriz complexa como produto de digestao protéica
requer um modo de detc¢do que, a0 mesmo tempo, seja sensivel e seletivo. Apds
injecdo dos padrdes em Full Scan com varredura de relacio m/z 100 a 800 para
verificacdo dos principais fragmentos resultantes, o modo SIM, que analisa os
espectros de acordo com as abundincias relativas das massas selecionadas, foi

escolhido para comparacdo dos fragmentos de interesse das amostras e dos padrdes,
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evitando que interferentes com m/z abundates nas amostras dificultassem a

visualizagdo das massas de interesse.

O padrio de fragmentagdo dos peptideos sintetizados foi adicionado ao banco
de aquisicao de dados XCALIBUR e a biblioteca NIST para comparacdo com os
espectros de massa das amostras. Massas com similaridades em abundancia na
relacdo m/z acima de 70% foram consideradas como contidas na substancia de

interesse.

4.12 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como médias e desvio-padrdo. As varidveis
continuas foram comparadas pelo teste t de Student para duas amostras ou Anélise de
Varidncia (ANOVA) para trés amostras. Quando ANOVA revelou diferenca
significativa, utilizou-se o teste de Tukey de comparagcdo miltipla. O nivel de
significancia estabelecido, para todos os testes estatisticos aplicados, foi de p=0,05.
O software utilizado foi o Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) versdo

13.0 para Windows.
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5 - Resultados e Discussao

5.1 Caracterizacao das farinhas integral, desengordurada e do

isolado protéico

5.1.1 Composicao centesimal

Os resultados das andlises de composicdo centesimal da farinha integral, da

farinha desengordurada e do isolado protéico encontram-se na tabela 1.

Tabela 1 - Composi¢do centesimal (em base seca) das amostras analisadas.

Amostra Umidade Cinzas Proteinas Lipideos Carboidratos*
(g/100g) (g/100g) (g/100g) (g/100g) (g/100g)

Farinha

integral 9.31(0,23) 3,09(0,07) 15,67(0,17) 8,65(0,01) 72,59
Farinha

desengordurada 11,09 (0,04) 3,38 (0,05) 16,97(0,41) 0,98 (0,01) 78,67
Isolado

protéico 3,04 (0,10) 0,95 (0,03) 92,15 (2,07) 5,35 (0,70) 1,55

Resultados das triplicatas expressos em média (desvio padrdo).
* calculados por diferencga.

Ao final do desengorduramento com hexano foi constatada a quase total
remoc¢do dos lipidios presentes na farinha integral. Apesar disso, o
desengorduramento final do isolado protéico com etanol foi etapa essencial, pois
previamente foi encontrado teor de 86,6% de proteina na amostra em base seca.
Alguns estudos consideram isolado protéico a farinha de amaranto que contém cerca

de 80 a 85% de proteinas (SALCEDO—CHAVEZ e col., 2002; SCILINGO e col.,
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2002). A concentragdo minima de proteina preconizada para o isolado protéico de

soja é 88% (ABIA, 1991).

O etanol permitiu a extracao de lipidios mais polares, ndo soliveis em hexano
a temperatura ambiente. Todavia o etanol é solvente de algumas fragdes protéicas do
amaranto, preferencialmente prolaminas (GORINSTEIN e col., 1991). Embora essa
fracdo soldvel seja pequena no amaranto comparado a outros cereais (BRESSANI e
GARCIA-VELA, 1990; GORINSTEIN e col., 1991) testes para verificacdo de
possivel extracdo de fragdes protéicas durante os processamentos foram realizados

posteriormente e estdo relatados nos itens 5.1.3, 5.1.4 e 5.4.

5.1.2 Rendimento do isolamento protéico

Foram utilizados 2000 g de farinha de amaranto desengordurada para a
obtencdo de cerca de 100 g de isolado protéico liofilizado e desengordurado. A foto
do grao integral, da farinha desengordurada e do isolado protéico encontram-se na

figura 7.

Figura 7 - Foto do grao de amaranto (1), da farinha desengordurada (2) e do isolado
protéico (3).
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O teor de proteinas encontrado no grio de amaranto integral e,
principalmente, na farinha desengordurada (tabela 1) é considerado alto em relacdo a
outros cereais (TEUTONICO e KNORR, 1985; NATIONAL RESEARCH
COUNCIL, 1989). Apesar disso, o rendimento do isolamento protéico foi de apenas
29,5%. A dificuldade no isolamento de proteinas é devida as caracteristicas

estruturais do grao de amaranto.

O método de isolamento realizado € o melhor dentre os testados por
MENDONCA (2006), que encontrou pureza protéica de cerca de 96% em base seca.
MARTINEZ ¢ ANON (1996) obtiveram, através de testes com Vvarios pHs de
solubilizacdo e precipitagdo, concentracdes protéicas em isolados de amaranto de 80
a 90%. SALCEDO-CHAVEZ e colaboradores (2002) realizaram estudo de
otimizagdo do método de precipitacio isoelétrica para obtengdo de isolados protéicos
de Amaranthus cruentus, a maior concentracio protéica foi 83,4%, obtida com pH

9,0 de extracdo e 4,5 de precipitagdo. Estes autores ndo utilizaram pH acima de 9,2.

5.1.3 Perfil de aminoacidos totais

A composi¢do de aminodcidos totais das amostras encontra-se no Gréfico 1.
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Grafico 1 - Perfil de aminoécidos totais das farinhas integral e desengordurada e do
isolado protéico. Os dados foram apresentados como grama de aminoécido por 100
gramas de proteina.
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Houve pouca variagdo na composi¢cdo aminoacidica das proteinas nas
farinhas integral e desengordurada e no isolado protéico, com reducdo de cerca de
29% do teor de glicina e aumento de prolina em 20% e de lisina em 15% no isolado

protéico em relagdo as farinhas (gréfico 1).

Destaca-se que nao houve reducdo nas concentracdes dos aminodcidos
isoleucina, alanina, dcido glutdmico, lisina, valina, prolina, dcido aspdrtico, arginina,
leucina e tirosina, que constituem os aminodcidos dos peptideos de interesse (Tabela

2).

MENDONCA (2006) encontrou valores proximos desses aminodcidos
(Tabela 2) no isolamento protéico que promoveu a redugdo do colesterol plasmético

em hamsters.
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Tabela 2 - Perfil de aminodacidos totais do isolado protéico obtido neste trabalho e no
isolado protéico de MENDONCA (2006). Os dados estdo apresentados como grama
de aminodcido por 100 gramas de proteina.

Concentracao do aminoacido Concentracao do aminoacido

Aminoacidos (g/100g de proteina) (g/100g de proteina)
MENDONCA, 2006

Isoleucina 4,6 4,1

Alanina 4,1 3,9

Acido glutdmico 17,6 17,4

Lisina 5,3 4.9

Valina 5,1 4.3

Prolina 5,2 5,0

Acido aspirtico 8,4 8,3

Arginina 10,3 11,2

Leucina 7,0 6,5

Tirosina 3.9 4,0

Os teores de aminoécidos essenciais foram comparados aos requerimentos
minimos estabelecidos para criancas de 2 a 5 anos de idade (FAO/WHO, 1991) e o
resultado da divisdo dos aminodcidos essenciais das amostras pelos valores
recomendados por FAO/WHO (1991) é denominado escore quimico de aminoacidos

(Tabela 3).
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Tabela 3 - Recomendagdo de aminodcidos essenciais da FAO/WHO e escore
quimico de aminodcidos das farinhas e do isolado protéico.

Recomendacao Escore da Escore da Escore do
Aminoacidos FAO/WHO Farinha Farinha Isolado
(1991) Integral Desengordurada protéico
Treonina 3,4 1,3 1,2 1,1
Met?or_una S 2.5 2.5 2.5 2.4
cistina
Valina 3,5 1,3 1,2 1,2
Isoleucina 2,8 1,4 1,4 1,5
Leucina 6,6 0,8 0,8 1,0
Feml.ala.mna + 6.3 1.4 1.4 1.4
Tiosina
Lisina 5,8 0,9 0,9 0,8
Histidina 1,9 1,5 1,4 1,7
Triptofano 1,1 1,4 1,4 1,3

Os teores dos aminodcidos essenciais praticamente ndo foram alterados pelo
desengorduramento e pelo isolamento. Os escores quimicos encontrados por
MENDONCA (2006) sdo proximos aos valores relatados neste trabalho, bem como a
relacdo lisina/arginina (0,6 para a farinha integral e 0,5 para o isolado protéico de

Amaranthus cruentus).

GORINSTEIN e colaboradores (2001) obtiveram o valor da relagdo de 0,5
para a farinha integral de Amaranthus hypochondriacus. Sugere-se que esse
quociente seja um indicativo na reducdo de colesterol, pois quanto menor o valor,

menor serd a colesterolemia (SANCHEZ e col., 1988).

Os dados de escore quimico apontam como aminodcidos limitantes a leucina,
nas farinhas integral e desengordurada, e a lisina, nas trés amostras analisadas. Dados

de escore quimico calculados por MENDONCA (2006) citam apenas a leucina como
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aminoacido limitante do amaranto, outros estudos corroboram com este resultado

(BECKER e col., 1981; DUARTE-CORREA e col., 1986).

Porém, GORINSTEIN e colaboradores (2002) e DRZEWIECKI e

colaboradores (2003) verificaram pelo escore quimico que a lisina era o aminoacido

limitante no amaranto. Estas diferencas provavelmente se devem as espécies

analisadas, ao clima e nutrientes presentes no solo durante o cultivo do grio, ou

ainda a metodologia utilizada pelos diversos autores.

5.1.4 Solubilidade

Os dados de solubilidade das farinhas e do isolado protéico encontram-se na

tabela 4.

Tabela 4 - Perfil de solubilidade em diferentes solventes nas farinhas integral,

desengordurada e no isolado protéico.

Solubilidade em Solubilidade no Solubilidade no
Amostra agua tampao A tampao B
(g/100g) (g/100g) (g/100g)

Farinha

T 20,50 (0,97)bx 27,57 (0,93)cy 32,92 (1,52)az
Farinha

et 21,31 (0,93)bx 34,37 (1,66)by 35,90 (1,41)by
Isolado

sisiies 3,51 (0,03)ax 20,58 (0,10)ay 30,00 (0,52)az

Resultados das triplicatas expressos como média (desvio padrdo).
Na mesma coluna letras diferentes (a,b,c) representam diferenca estatistica.
Na mesma linha letras diferentes (X, y, z) representam diferenga estatistica.
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De acordo com a tabela 4, verifica-se que a farinha integral e a farinha
desengordurada foram mais soldveis em d4gua que o isolado protéico. Isso
provavelmente ocorreu pela perda de fracdes hidrossoliiveis e, principalmente, pela

formacdo de conglomerados protéicos durante o isolamento.

Em concentrados protéicos de Amaranthus cruentus que continham de 58 a
70% de proteina, a solubilidade em &dgua variou de 15 a 60% (BEJOSANO e
CORKE, 1999). A solubilidade de isolado protéico de Amaranthus hypochondriacus
foi de cerca de 39%, utilizando-se pH 9 para solubilizacdo e 5 para precipitacio
durante o isolamento (SCILINGO e col., 2002). Verifica-se que a capacidade de
solubilizacdo da proteina em agua depende dos reagentes utilizados no isolamento
por precipitacdo isoelétrica e de suas concentragcdes. A agregacao ditada pelo balanco
de forcas entre as moléculas de proteina parcialmente denaturadas, de modo geral,
depende do pH, o qual controla a carga liquida da proteina, e da for¢a idnica, que
limita as interagOes eletrostaticas (AYMARD e col., 1999). A pH préximo ao ponto
isoelétrico da proteina e sob forca idnica alta, condicdes deste estudo, a repulsdo
eletrostitica entre as moléculas é baixa (KAVANAGH e col., 2000; IKEDA e

MORRIS, 2002).

Apesar da baixa solubilidade em &4gua, a metodologia de isolamento foi
mantida visando dar continuidade ao estudo de Mendonga (2006). Portanto, foi

averiguada a solubilidade do isolado protéico em solucgdes salinas.
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As fragdes em solucdes salinas tornaram-se mais disponiveis para a clivagem
enzimdtica apdés o desengorduramento, devido a liberacdo das moléculas
anteriormente  ligadas a  substincias lipossoliveis, indicando que o

desengorduramento a frio com hexano foi eficiente.

Porém, apds o isolamento protéico as amostras apresentaram, comparadas a
farinha integral, a mesma solubilidade em tampdo B e tornaram-se menos soldveis
em tampdo A, da mesma forma como ocorreu em solu¢do aquosa. As causas podem
ser a formacgdo de agregados protéicos insoldiveis nos tampdes ou o efeito da fragdo
lipidica residual, que dificultariam a solubilizacdo tal qual ocorre em meio aquoso.
Muito embora as proteinas sejam o principal componente em um isolado protéico,
sua natureza heterogénea pode facilitar a interacdo entre proteinas ou entre outros

componentes, modificando sua carga e hidrofobicidade (CONDE e col., 2005).

Os resultados indicam que o desengorduramento e o isolamento protéico
podem promover modificacdes nas estruturas tercidria e quaterndria das proteinas,

admitindo maior ou menor disponibilidade a hidrélise enzimaética.

Para todas as amostras analisadas, a quantidade de proteinas soliveis em dgua
foi menor que nos tampdes. Apenas a farinha desengordurada soldvel em tampédo A
ndo apresenta diferenca em relacdo a solubilidade em tampao B. Para as outras

amostras a solubilidade das proteinas no tampdo B foi maior que no tampao A.

O tampao A € o melhor solvente para a globulina 11S e albuminas e o tampao

B para algumas fracdes das globulinas-P, majoritdrias quanto a solubilidade na
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farinha integral e no isolado protéico. SCILINGO e colaboradores (2002), da mesma
forma, encontraram para o isolado protéico os maiores valores de solubilidade no
tampao B (75%), seguido pelo tampdo A (61%), e baixa solubilidade protéica em
dgua, explicado pela presenca de uma quantidade significativa de globulinas, que sdo
insoliiveis nesse meio. Desta forma, optou-se por utilizar um meio salino durante a
digestdo enzimdtica, que, além de tamponar o meio aquoso, ainda permite que as

enzimas acessem os sitios de clivagem das proteinas mais facilmente.

A solubilidade também depende, ao menos parcialmente, do peso molecular
das substancias que compdem a amostra. Desta forma, foi realizada a caracterizagdo
molecular das amostras e de uma de suas ligacdes de maior ocorréncia, os resultados

encontram-se nos itens 5.3 € 5.4.

5.2 Grau de hidrélise

Visando a utilizacdo posterior das amostras, a adicdo de TCA foi o método
escolhido para andlise do grau de hidrdlise. Precipitou-se a fracdo ndo digerida da
proteina e a frag@o solivel em TCA constituiu os aminodcidos e peptideos de baixo

peso molecular.

As triplicatas de HA apresentaram média de 71,14 + 2,18 g/100g de proteina
e as triplicata de HB foram em média 54,83 £+ 0,63 g/100g de proteina. Os menores
valores encontrados para HB ndo estdo relacionados ao tempo de digestdo, apesar

deste ser maior para HA. Testes prévios foram realizados e foi verificado que o grau
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de hidrélise ndo € alterado apds dez minutos de digestdo, corroborando com o
preconizado por HSU e colaboradores (1977). Estes autores obtiveram os valores de
digestibilidade in vitro de 92 g/100g de proteina para caseina e 78 g/100g de proteina

para o isolado protéico de soja.

Provavelmente, para o isolado protéico de amaranto, as enzimas utilizadas no
método A foram mais eficientes na clivagem de ligagdes peptidicas que as enzimas
do método B. Em estudo de SETHI e KULKARNI (1993) o isolado protéico de soja
hidrolisado com pepsina ou pancreatina apresentou digestibilidade in vitro entre 71-
76 g/100g de proteina, constatando-se que hd diferenca na liberacdo de nitrogénio
solivel em TCA dependendo da enzima utilizada. SCILINGO e colaboradores
(2002) em isolado protéico de amaranto verificaram que foi atingido maior grau de
hidrélise com a enzima papaina, mesmo esta apresentando menor atividade

enzimética que a enzima cucurbita.

Foram analisados ainda os conteddos protéicos dos sobrenadantes obtidos
pelo método do resfriamento, sem adicdo de TCA. A média das proteinas soliveis
em HA cuja digestdo foi interrompida por resfriamento foi de 89,80 + 0,96 g/100g de
proteina e a média de HB foi 95,06 = 1,17 g/100g de proteina. A divergéncia de
valores provavelmente se deve ndo s6 as enzimas envolvidas em cada método, como
também as concentracdes salinas, resultando em diferentes forcas i6nicas para cada

método (GUEGUEN e col., 1988; CASTELLANI e col., 1998).

Os resultados mais elevados dos produtos soldveis no resfriamento em

relacdo aos produtos soliveis em TCA eram esperados, ji4 que proteinas sdo mais
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insoldveis quando presentes em baixo pH, apesar do aumento da forca idnica
proporcionado pela adi¢do desse acido. Apesar disso, a solubilidade das amostras é
elevada pelo aumento da concentragdo de fracdes de baixo peso molecular (CONDE
e col., 2005), mesmo em um meio onde o pH foi reduzido pela adi¢do de TCA. A
dissociacdo de agregados protéicos insoliveis promove a exposicdo de grupos
hidrofilicos e facilita a interacio de aminodcidos hidrofilicos com o ambiente
aquoso, aumentando a solvatacdo das moléculas (MANNHEIM e CHERYAN, 1992;

QI e col., 1997).

As solubilidades de IA em TCA e IB em TCA foram cerca de 6 g/100g de
proteina e 4 g/100g de proteina, respectivamente. A solubilidade de IA resfriada foi
de 3 g/100g de proteina e de IB resfriada foi de 31 g/100g de proteina. Pelas
diferengas dos valores de solubilidade entre IA e HA e IB e HB verificou-se que
ambas as hidrdlises provavelmente promoveram redugdo no tamanho molecular de
grande parte das cadeias protéicas, de forma que elas se tornam mais soliveis (GILL

e col., 1996).

Sao diversos os agentes que influenciam na digestibilidade protéica. Algumas
proteinas, como as prolaminas, sdo hidrofébicas, e enzimas proteoliticas atuam em
ambiente aquoso. Esta caracteristica dificulta sua ac¢do nos sitios de clivagem. (GUO

e col., 2007)

Os fatores antinutricionais, grandes responsdveis pela baixa digestibilidade
protéica, sdo em grande parte eliminados durante o processo de isolamento,

aumentando o grau de digestibilidade das proteinas vegetais (PAREDES-LOPEZ e
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col., 1994). SETHI e KULKARNI (1993) verificaram que a porcentagem de protéina
digerida do isolado de soja (76%) foi maior que da amostra integral (25%). Isto pode
ser atribuido a acfo facilitada das enzimas no isolado comparado a sua forma

integral.

Além da remocdo de fatores antinutricionais, GUO e colaboradores (2007)
verificaram que o tratamento com 2-mercaptoetanol aumentou a digestibilidade in
vitro com pepsina da fracdo prolamina do trigo devido a clivagem das ligacdes
dissulfeto. Assim, essas ligagdes inter e intra-protéicas também influenciam na

digestdo e em seus produtos.

2

E importante ressaltar que, além do grau de digestibilidade, a liberacdo dos
fragmentos peptidicos de interesse provenientes de proteinas alimentares durante a
digestdo in vitro e no trato gastrointestinal é importante em se tratando do estudo de
peptideos bioativos (PELLEGRINI, 2003). Sugere-se a verificacdo de diferentes
solventes e metodologias de digestio na tentativa de liberar os peptideos
hipocolesterolemizantes investigados. Estudos devem ser realizados no sentido de

averiguar se os produtos da digestdo in vifro mimetizam, ainda, o que ocorre in vivo.

5.3 Teores de sulfidrilas livres e ligacoes dissulfeto

Pelo fato de que a andlise de ligagdes dissulfeto envolve a adi¢do de TCA

para precipitacdo de proteinas de alto peso molecular e posterior remogado deste dcido
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foi realizada andlise apenas nas amostras cuja digestdo foi interrompida por

resfriamento.

Os resultados da concentracio do grupo tiol ou sulfidrila (-SH) do
aminodcido cisteina e das ligacdes dissulfeto (-SS) resultantes da ligacdo de 2
moléculas de cisteina pela oxidagdo de seus radicais sulfidrila encontram-se nas

tabelas 5 e 6.

Tabela 5 - Teores dos grupos sulfidrila livre e liga¢des dissulfeto nos sobrenadantes
resfriados dos hidrolisados.

Amostra o o

(nmol/g de proteina) (nmol/g de proteina)
Sobrenadante 0,89 (0,04) a 1,20 (0,08) b
HA
Elcl);)renadante 527 (0,42) b 0,90 (0,07) a

Resultados das triplicatas expressos como média (desvio padrdo).
Na mesma coluna letras diferentes (a,b) representam diferenca estatistica.

Tabela 6 - Teores dos grupos sulfidrila livre e ligacdes dissulfeto nos precipitados
resfriados dos hidrolisados.

Amostra SH e

(umol/g de proteina) (nmol/g de proteina)
Precipitado 11,29 (0,36) b 29,42 (0,51) a
HA
ErEClpltadO 3,95 (0,51) a 62,78 (3,68) b

Resultados das triplicatas expressos como média (desvio padrdo).
Na mesma coluna letras diferentes (a,b) representam diferenca estatistica.
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A amostra HA, digerida pelo método que apresentou maior grau de
digestibilidade, apresenta os maiores valores de -SH e os menores valores de -SS no
precipitado. Estes resultados corroboram com a premissa de que o menor nimero de
ligacdes dissulfeto indicam um menor nimero de conformacgdes das estruturas
tercidria e quaterndria, diferenca ocasionada pela digestibilidade protéica (GUO e
col., 2007). O menor grau de protedlise, por sua vez, pode ser demosntrado pela

compactagdo da estrutura e conformagao das proteinas (ALFONSO e col., 2000).

No presente estudo foi constatado que a utilizagdo de diferentes enzimas para
digestdo protéica do amaranto resulta em diversidade de solubilidade de fragmentos
contendo os grupos sulfidrilas livres e ligacdes dissulfeto. O sobrenadante de HA
apresenta maiores valores de -SS que HB, porém ambas as concentragdes
encontradas foram pequenas. Observou-se ainda maior quantidade de -SH livre em
HB, apesar do menor grau de hidrélise. Embora HA apresente a maior quantidade
total do grupo sulfidrila livre, grande parte deste ndo estava solubilizado. Os dados
indicam que, além das ligacdes dissulfeto, outras interacdes entre moléculas que
contém grupos sulfidrila e moléculas protéicas ou ndo-protéicas formaram agregados
de alto peso molecular ap6s a hidrdlise, como observado por FISCHER e
colaboradores (2002); ou ainda que, apdés a digestdo parcial, foram conservadas

proteinas e peptideos de alto peso molecular.

Os teores de -SH e -SS encontrados no isolado protéico foram
6,91 pmol/g £ 0,25 e 2,01 pmol/g £0,17, respectivamente. Esses valores, que
representam todas as fragdes protéicas do amaranto reunidas, sdo baixos comparados

as fracdes protéicas separadas e quantificadas na literatura. Em anélise de globulina-
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P do amaranto foram encontrados 10,2 pumol de sulfidrila livre/g de proteina. A
maior quantidade, 7 pumol/g, estava inacessivel, envolvida pela molécula
(CASTELLANI e col., 1999). As globulinas soldveis em sal apresentaram valores de
sulfidrilas livres de 9,6 pmol/g em estudo de MARCONE e YADA (1997) e também

no estudo de CASTELLANI e colaboradores (1999).

Ja& a quantidade de ligacdes dissulfeto encontrada no estudo de
CASTELLANI e colaboradores (1999) para a globulina foi alta (51 umol/g) e o
conteudo das ligacdes dissulfeto da globulina-S parcialmente purificada foi
53 umol/g. O valor reportado por MARCONE e YADA (1997) para grupos

dissulfeto da globulina-S foi 33 pmol/g.

Um fator que pode ter influenciado no baixo valor de ligacdes dissulfeto em
relacdo a literatura foi o isolamento, pois a formacao ou reestruturacio das ligacdes
dissulfeto podem ser influenciadas por mudangas na estrutura tercidria da proteina
durante seu processamento (AVANZA e ANON, 2007). As diferencas de valores
podem, portanto, ser atribuidas as metodologias empregadas e a disponibilidade dos
grupos presentes nas amostras para andlise (CASTELLANI e col.,, 1999). Os
residuos de sulfidrila e dissulfeto geralmente encontram-se intensamente envolvidos
pela regido hidrofébica da proteina (YAMAGISHI e col., 1981), o que os torna
estericamente inacessiveis para reagentes analiticos, porém disponiveis para reagcdes
sulfidrila-dissulfeto (NASH e col., 1971; YAMAGISHI e col., 1981; MARCONE e

YADA, 1997; CASTELLANI e col., 1999).
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A globulina do amaranto é um agente estabilizante (KONISHI e
YOSHIMOTO, 1989), portanto concebe-se que o grupo sulfidrila enclausurado na
proteina contribui para a estabilizagdo de sua estrutura devido a sua associagio
hidrofébica com aminoacidos com cadeia lateral apolar (THORNTON, 1981). As
ligacdes inacessiveis dentro das cadeias participam da estabilizacdo do dobramento
de polipeptideos e da estrutura quaterndria da globulina (CASTELLANI e col.,

1999).

A conformacgdo ocasionada pelas ligacdes dissulfeto influencia na digestdao
enzimética do isolado protéico. GUO e colaboradores (2007) verificaram que o
tratamento redutor com mercaptoetanol causou aumento na digestibilidade final da
prolamina e maior taxa de protedlise inicial para globulina, glutelina e albumina, o

que pode estar relacionado ao aumento do acesso das enzimas aos sitios de clivagem.

A clivagem da ligacdo dissulfeto pode denaturar a estrutura quaterndria da
protéina. Se as ligacdes dissulfeto intramoleculares forem afetadas (intra-
polipeptideo) a estrutura tercidria também ¢ rompida (KIM e KINSELLA, 1986;
KORHONEN e col., 1998). Verifica-se que a redugdo de ligacdes dissulfeto inter e
intramoleculares pode causar ruptura da estrutura e aumentar a acessibilidade aos
sitios enziméticos para digestdo (GUO e col., 2007). MARCONE e YADA (1997),
porém, verificaram que pouca mudanga na estrutura secunddria das globulinas

ocorreu apos a reducdo das ligagdes dissulfeto.
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5.4  Perfil eletroforético

A anélise eletroforética das farinhas integral e desendordurada, do isolado
protéico, da mistura de enzimas utilizadas em ambas as hidrélises e dos precipitados

dos hidrolisados esté representada pela figura 8 (a, b).

Foi possivel separar as cinco fragdes protéicas de maior peso molecular no
padrdo (miosina — 196 kDa, beta-galactosidase — 131 kDa, albumina bovina sérica —
91 kDa, anidrase carbonica — 42 kDa e inibidor de tripsina de soja — 32 kDa). A
compactagdo do gel ndo permitiu que as fracdes lisozima (17 kDa) e aprotinina

(7 kDa) pudessem ser visualizadas.

Figura 8 - (a) Foto do gel de eletroforese; (b) Perfil densiométrico e pesos
moleculares do gel. Condi¢des ndo-redutoras, amostras: (1) farinha integral, (2)
farinha desengordurada, (3) isolado protéico, (4) mistura de enzimas dos métodos
HA e HB, (5) precipitado liofilizado de HA, (6) precipitado liofilizado de HB, (7)
padrao de peso molecular.
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Comparando-se as farinhas e o isolado protéico verificou-se que pouco do
perfil foi modificado pelos processamentos. As fragdes com peso molecular 263, 118
e 53 kDa aparecem apds o isolamento, provavelmente devido a formacdo de
conglomerados de fragdes de menores pesos. Porém a intensidade Optica dessas
bandas é pequena em relacdo as outras fracdes, representando 2,5; 3,0 e 2,1% do

total, respectivamente.

Observou-se que as fragdes majoritarias foras mantidas, havendo perda
apenas da fra¢do de peso molecular de 60 kDa, que nas farinhas representam cerca de

5% da intesidade 6ptica em cada amostra.

As espécies menores que 100kDa sio formadas em sua maioria por
albuminas (SCILINGO e col., 2002). Contudo, MARCONE e YADA (1991)
encontraram pelo menos seis subunidades de globulina de massas entre 67 e 14 kDa.
A globulina-P é composta por moléculas unitdrias com massas moleculares e
composicdo polipeptidica similares as da 11S globulina, mas a globulina-P tem
tendéncia a polimerizacdo e contém alta propor¢do de subunidades monoméricas de
cerca de 56 kDa (COOKE, 1984, MARTINEZ e col., 1997; GORINSTEIN e col.,

2002).

As glutelinas também apresentam caracteristicas moleculares similares as das
globulinas 11S do amaranto (GORINSTEIN e col., 2002), o que resulta em algumas

fragdes Opticas muito densas, como ocorreu no presente estudo.
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Ap6s a hidrdlise, o perfil eletroforético foi drasticamente modificado, sendo
que fracdes acima de 30kDa ndo foram observadas, resultado similar ao encontrado

em estudo de BEJOSANO e CORKE (1999).

Polimeros de globulina-P ndo apareceram nos isolados tratados com papaina
e cucurbita, sugerindo que as enzimas podem ter quebrado ligacdes de polipetideos
envolvidos na polimerizagdo da globulina. Sabe-se que a papaina incubada com
globulina-P parcialmente purificada cliva o polipeptideo M, induzindo a ruptura

desse polimero (CASTELLANI e col., 2000).

As possiveis formagdes de conglomerados verificadas na andlise de
solubilidade e de ligacdes dissulfeto foram investigadas pelo perfil eletroforético em

condicdes denaturantes. Os resultados encontram-se na figura 9 (a, b).
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Figura 9 - (a) Foto do gel de eletroforese (b) Perfil densiométrico e pesos
moleculares do gel. Condi¢des redutoras, amostras: (1) farinha integral, (2) farinha
desengordurada, (3) isolado protéico, (4) mistura de enzimas dos métodos HA e HB,
(5) precipitado liofilizado de HA, (6) precipitado liofilizado de HB, (7) padrdo de
peso molecular.

131'

91

() (b)

As bandas eletroforéticas em condi¢des redutoras foram difusas, bem como
ocorreu em experimento de SCILINGO e colaboradores (2002). Verificou-se maior
nimero de fracdes entre 40 e 30 kDa no gel contendo amostras em condi¢des
redutoras (Figura 9) que em nao-redutoras (Figura 8). Isso se deve a quebra de
ligacdes dissulfeto, presentes nos precipitados conforme visto no item anterior,
resultando na dissociagdo de agregados e na liberag¢@o de polipeptideos monoméricos

(MARTINEZ e col., 1997).
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DRZEWIECKI e colaboradores (2003) verificaram que as albuminas eram
formadas por polipeptideos compostos por peptideos de 31 a 38 kDa e 19 a 23 kDa

unidos por ligacdes dissulfeto.

5.5 Separacao das fracoes protéicas

A figura 10 representa o cromatograma dos padrdes de peptideos sintetizados

para verificacdo dos tempos de retengao.

Figura 10 — Cromatograma dos peptideos sintéticos (1) IAEK, (2) VPDPR, (3)
IAVP, (4) LPYPR a 220 nm, linha preta, e a 280 nm, linha azul.

17 220 Q. & nm 21250 nm, & nm
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todos tampac_HzZ0_4a.dat todos_tampac_HzO_d.dat

Minutes

Os tempos de retencdo dos padrdes foram aproximadamente 21 min para

IAEK, 27,5 min para VPDPR, 33,5 min para IAVP e 35 min para LPYPR.
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Os picos dos padrdes apresentaram-se bem resolvidos. O fragmento LPYPR,
como esperado, foi o tnico peptideo que apresentou pico a 280nm devido ao anel

benzénico presente em sua cadeia.

Em injecdo de tampao fosfato contendo TCA foi verificado que este acido
absorvia intensamente, resultando em pico representativo a 220 nm (Figura 11). Isto
poderia interferir na deteccdo dos peptideos por UV, especialmente para a
visualizagdo de picos no tempo de retencdo do IAEK, primeiro fragmento de

interesse a ser eluido.

Para verificacdo da possivel influéncia do TCA na leitura em UV das ligacoes
peptidicas, foi adicionado TCA ao padrdo IAEK e realizada corrida cromatografica,

representada na figura 11.

Figura 11 — Cromatograma do peptideo sintético (1) IAEK a 220 nm, solubilizado
em: tampao fosfato e TCA, linha preta; tampao fosfato, linha rosa.

1: 220 nm, 8 nm 1: 220 nm, 8 nm
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O fragmento TAEK possui tempo de retencdo que coincide com o final da
cauda do pico do TCA. O pico que representa o TCA possui largura consideravel, se
inicia em cerca de treze minutos e seu final ocorre aos 24 minutos,
aproximadamente. Apesar disso, a drea do pico do padrdo IAEK adicionado de TCA
foi préxima aquela cujo padrdo ndo continha TCA (Figura 11), portanto o TCA ndo
interferiu na visualizagdo do pico pelo detector UV/visivel, mas ainda havia a
possibilidade de interferéncia do TCA na anélise de identificacdo desse fragmento no

espectrometro de massa.

O branco da andlise (tampao fosfato adicionado de TCA) apresentou pico
caracteristico do TCA e outro menor, que eluiu em cerca de 24 minutos. Entre os
tempos 20 e 40 minutos ndo foram visualizados outros picos em concentragdes

consideraveis.

Ap6s exclusdo das fracdes acima de 3000 Da por membrana hidrofilica que
permite permeacdo abaixo deste peso molecular, as amostras EA, EB, IA, IB,

triplicata de HA e triplicata de HB foram injetadas em cromatégrafo liquido.

A figura 12 (a,b,c,d) representa os cromatogramas das andlises de EA e EB.
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Figura 12 — Cromatogramas a 220 nm sobrepostos de: (a) EA resfriada, linha preta,
e EB TCA, linha rosa; (b) zoom de 20 a 40 minutos de (a) com EA resfriada, linha
preta, e EB TCA, linha azul; (c) EA TCA, linha preta, e EB resfriada, linha rosa; (d)
zoom de 20 a 40 minutos de (c), com EA TCA, linha preta, e EB resfriada, linha
azul.
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Os perfis de EA e EB em TCA foram semelhantes, o mesmo ocorreu entre
EA e EB resfriados, o que indica que a discrepancia entre os perfis também ¢é
dependente do solvente da amostra, o que remete a importdncia da escolha do

solvente correto para solubilizag@o das fragdes de interesse.
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A cromatografia € uma técnica muito utilizada para isolar e purificar
peptideos bioativos (MEGIAS e col., 2004). Dentre os diversos procedimentos
utilizados a cromatografia de fase reversa permite uma rapida separacdo de misturas.
A coluna apropriada pode prover informacdes uteis para a caracterizagdo de

peptideos (ZHAO e col., 1995).

Porém, destaca-se nos cromatogramas contendo TCA (Figura 12) o pico entre
27 e 28 minutos, tempo de retencdo proximo ao do fragmento VPDPR, que poderia
ser fator de confusdo caso esse fosse o Unico parAmetro a ser considerado. Como
diversos peptideos possuem tempos de retencdo similares, principalmente em se
tratando de uma mistura complexa como a de produtos digeridos, ndo é possivel
utilizar este método para identifica-los, mesmo que o peptideo alvo seja conhecido e
padrdes tenham sido injetados para comparacdo dos tempos de retencdo (ZHAO e

col., 1995).

Figura 13 — Cromatogramas a 220 nm sobrepostos de: (a) IB, linha preta, e EB,
linha azul, ambas com TCA; (b) IB, linha preta, e EB, linha azul, ambas resfriadas.
(a) e (b) representam zoom de 20 a 40 minutos.
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Nota-se na figura 13 (a) que IB e EB contendo TCA apresentam perfis
similares. O mesmo ocorreu com IA e EA. Provavelmente os picos apresentados sao
substancias presentes em TCA ou produtos deste 4dcido e semelhantes aos peptideos
de interesse quanto a hidrofilicidade. No entanto, ndo foram observadas substincias
com o mesmo tempo de retengdo dos padrdes tanto nas enzimas quanto nas amostras
ndo hidrolisadas contendo TCA. Foi possivel dissolver os padroes em TCA e
verificar eluicdo dos picos. Entretanto, deve ser levado em consideracio que a
utilizacdo do TCA € mais seletiva com peptideos de maior peso molecular, pois esses

sdo menos soldveis em meio acido.
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Figura 14 — Cromatogramas a 220 nm sobrepostos de: (a) HA resfriado, linha preta,
e HA TCA, linha azul; (b) zoom do cromatograma (a), de 20 a 40 minutos; (c) HB
TCA, linha preta, e HB resfriada, linha azul; (d) zoom do cromatograma (c), de 20 a
40 minutos.
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Verifica-se na figura 14 (a, b, c, d) que quase todas as amostras apresentaram
perfis complexos. As amotras do método A, tanto em TCA quanto resfriadas (Figura
14 ¢), apresentaram maior quantidade de picos que as amostras do método B (Figura
14 d). Esses resultados refletem o maior grau de hidrélise verificado para HA.
Especialmente em HB resfriado, conglomerados formados por ligacdes dissulfeto ou
outras ligacdes pos-hidrolise resultaram em menor quantidade de peptideos

comparados a IB (Figura 13 b).
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Foram constatados fragmentos peptidicos nos tempos de retencdo dos padrdes
em quase todas as amostras, exceto em 27-28 minutos e 33-34 minutos para a
amostra HB resfriada (Figura 14 d). Leituras a 280nm acusaram a existéncia em
todas as amostras de anéis benz€nicos que eluiram em tempo préximo ao do

fragmento LPYPR.

5.1 Identificacao de peptideos por espectrometria de massa

As fracdes coletadas em cromatdgrafo liquido referentes aos tempos de
retengdo dos padrdes, foram, conseguinte, analisadas em espectrometro de massa
com detector EI. As fra¢des das amostras coletadas nos tempos de retencdo de

interesse cujos picos ndo foram detectados por UV/visivel também foram analisadas.

Os equipamentos mais utilizados para deteccdo de peptideos sdo os detectores
de eletrospray (conhecido como ESI) ou Dessor¢do de Matriz Assistida por Laser
(conhecido como MALDI). Isto porque ESI retine as técnicas cromatografia liquida e
espectrometria de massa em uma s6 corrida, o que faz com que o tempo de andlise
seja reduzido, e MALDI torna desnecessdria a derivatizagdo da amostra. A escolha
da utilizagdo de um ou outro equipamento depende, além da disponibilidade, do

tamanho da molécula a ser analisada e do tipo de anélise requerida.

Pelo fato do laboratério de Bioquimica e Propriedades Funcionais dos
Alimentos possuir um espectrometro de massa com EI, este foi o método de deteccdo

utilizado, apesar de pouco difundido para esta aplica¢do. Este ainda ¢ um método util
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para detectar moléculas pequenas e volateis. Para a andlise de peptideos sintéticos, o
El pode prover informagdo util em presenca de voldteis como TFA

(HETTIARACHCHI € col., 2001).

Nos alimentos, grande parte das proteinas encontra-se com o N-terminal
bloqueado, geralmente acilado, o que permite que as moléculas possuam maior
estabilidade. Com relacdo a digestdo e absor¢cdo destes fragmentos, hd remog¢do do
grupo acila pela acdo de endopeptidases, capazes de liberar peptideos N-terminal
com acetilados, seguida pela enzima N-acilpeptideo hidrolase, que catalisa a
liberagdo de acetato e do aminodcido ou peptideo livres (BRACHET e col., 1991),
motivo pelo qual havido sido requerida a sintese dos padrées com extremidades
livres. Entretanto, foi constatado por andlise do padrio VPDPR que o C-terminal
amidado e o C-terminal livre, quando em equilibrio em solu¢do aquosa dcida (com
TFA), resultam em espécies com 0s mesmos tempos de retencdo, relacio m/z e

abundincia das massas.

Considerou-se derivatizar os peptideos no C-terminal ou no N-terminal, da
mesma forma como foi realizado por outros autores (MORRIS e WILLIAMS, 1971;
ORLOV e VARSHAVSKY, 1972; DELL e MORRIS, 1974;), uma vez que esses
grupos em sua forma livre podem conferir estabilidade aos compostos, impedindo

sua volatilizacdo. Os anidridos acético e succinico sdo os acilantes mais utilizados.

Porém, a derivatizacdio pode acarretar na geracdo de subprodutos,
especialmente quando ndo hé pureza elevada no meio reacional, como é o caso das

amostras analisadas (FERJANCIC-BIAGINI e col., 1998). Alguns peptideos, por sua
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vez, aparecem de forma mais intensa apds a esterificacdo enquanto outros espectros

sdo diminuidos (KIM e col., 2005).

Testes com os padrdes mostraram que, por se tratarem de fragmentos de
tamanho relativamente pequeno e devido as condigdes estabelecidas (temperatura e
pressdo de insercdo), as moléculas atingiam o estado gasoso e podiam ser analisadas

sem que houvesse necessidade de tratamentos prévios.

As massas moleculares obtidas nos espectros dos padrdes e as abundéncias
relativas do padrido e do branco estdo relatadas na tabela 7 e a comparag@o entre as
massas encontradas e as massas dos residuos de peptideos e dos aminoécidos que os

formam encontram-se na tabela 8.

Tabela 7 — Rela¢des m/z obtidas a 70 eV do padrio em MS-EI Full Scan para os
peptideos sintéticos e valores de abundéncia relativa do padrdo e do branco em modo
SIM.

Eeptlen] Bl anse e dran Abundancia relativa Abundancia relativa

no padrao * no branco**
172 156 419
173 999 999
174 90 185
240 10 219
241 35 396
242 6 122
TAEK 262 6 i
263 5 -
264 - 160
265 - 208
266 - 54

373 - 31
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M fates | mof e dlo il Abundancia relativa Abundancia relativa

no padrao * no branco**
124 167 -
125 212 232
136 - 257
137 - 324
153 303 529
154 999 999
WVEIDIHE 155 82 332
164 79 270
165 418 546
166 82 273
212 127 -
213 302 485
212 112 386
213 225 999
214 26 97
238 26 43
239 999 76
240 19 -
Lt 255 - 80
282 3 63
283 3 62
379 4 45
380 38 -
396 - 46
152 51 999
153 35 727
154 999 745
155 6 -
248 2 267
LPYPR 249 28 815
250 - 330
296 - 196
297 - 207
353 - 295
354 - 589

— Proporcdo m/z menor ou igual a 1.

* Abundancias do peptideo VPDPR com C-terminal livre e amidado.

** Branco = insercao dos solventes evaporados sem a presencga de padrio.

Valores em negrito e itdlico na coluna “m/z obtidas do padrdo” indicam que os
valores sdo encontrados em outro peptideo citado na tabela.
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Tabela 8 — Massas monoisotopicas dos fragmentos peptidicos e massas observadas a
70 eV.

Residuo Massas monoisotopicas Massas observadas
IAEK [M]* 459 -
[TAEK - H,O] " 441 -
[IAE]* 331 -
[AEK]" 346 -
[1A] 202 -
[AE]* 218 -
[EK]* 275 -
I 131 -
A" 89 -
E* 147 -
K* 146 -
VPDPR [M]* 582 -
[VPDPR - H,0]* 564 -
[VPDP]* 426 -
[PDPR]* 483 -
[VPD]* 329 -
[PDP]* 327 -
[DPR]* 386 -
[VP] 214 213
[PD]* 230 -
[DP]* 230 -
[PR] 271 -
v* 117 -
P* 115 -
D* 133 -
P* 115 -
R* 174 -
IAVP [M]* 398 =
[IAVP - H,0] * 380 380
[TAV] 301 -
[AVP]* 285 -
[TA] 202 -
[AV] 188 -
[VP] 214 214
I 131 -
A" 89 -
v* 117 -

p* 115 -



5 - Resultados e Discussao 88

Residuo Massas monoisotépicas esperadas Massas observadas
LPYPR [M]+ 644 -
[LPYPR - H20] + 626 -
[LPYP]+ 488 -
[PYPR]+ 531 -
[LPY]+ 391 -
[PYP]+ 375 -
[YPR]+ 434 -
[LP]+ 228 -
[PY]+ 278 -
[YP]+ 278 -
[PR]+ 271 -
L+ 131 -
P+ 115 -
Y+ 181 -
P+ 115 -
R+ 174 -

Na tabela 7 pode ser verificado que os valores de massa encontrados no Full
Scan ndo refletem a totalidade das massas obtidas no modo SIM para 0 mesmo
padrdo. Isso porque o Full Scan é mais suscetivel a detec¢io de impurezas, e por isso

presta-se a andlise principalmente de substincias provenientes de coluna

cromatogréfica capilar.

2

E possivel perceber que as abundancias relativas dadas pela insercdo dos
padrdes foram diferentes das do branco da andlise, alguns peptideos contam inclusive
com fons principais distintos. A diferenci¢do é essencial na caracterizagdo correta
dos peptideos. Esta discussdo serd aprofundada na andlise dos possiveis fragmentos

VPDPR das amostras.

A energia de ligacdo entre dois dipeptideos modelo é cerca de 0,85eV e a
energia de molécula deve variar entre 8 e 15eV (TANABE, 2004), por isso tentativas
de utilizacdo de 30 eV e 15 eV foram realizadas a fim de clivar apenas as ligacdes

peptidicas ou o menor nimero possivel de ligacdes. Porém, os peptideos em fase
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gasosa s@0 muito instdveis, mesmo com menor energia sendo fornecida. Apenas o
peptideo IAVP apresentou m/z de fon molecular menos a massa de uma molécula de
dgua (Tabela 8). O fragmento LPYPR apresenta anel aromatico, que deveria conferir

maior estabilidade a fragmentacdo, porém esta molécula nfo exibiu ion molecular.

O padrio de fragmentacdo dos peptideos ndo apresenta as massas
monoisotdpicas esperadas com a perda de aminodcidos (Tabela 7), provavelmente
devido a ocorréncia ndo sé da clivagem de ligacdes peptidicas e de outras ligacdes
covalentes, como também de dissociacdo sigma dos compostos ciclicos e rearranjo
de McLafferty em aminas (SIGSBY e col., 1979; MCLAFFERTY e TURECEK,
1993). Na biblioteca NIST, uma das mais completas para esse tipo de detector, ndo
constam padrdes de fragmentacdo de peptideos bioativos. Assim, ndo foi possivel

analisar a maior parte dos fragmentos presentes na digesto.

Mesmo sem um perfil aminoacidico definido, as massas coincidentes dos
padrdes (valores em negrito e itdlico na Tabela 7) permitem que algumas

informagdes sejam obtidas dos espectros.

A massa 240 presente em [AEK e IAVP ¢ indicativa da massa do residuo 1A
somada a massa 38, que por sua vez sugere a presenca de dois dtomos de flior
provenientes do TFA. O EI de andlise de bifalina exibiu os picos de m/z 50, 51, 69 e
97 que correspondem aos fragmentos CF,, CHF,, CF; and CF;CO, respectivamnte. A
influéncia do TFA nas amostras pode ser evidenciada por estes resultados

(HETTIARACHCHI e col., 2001).
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A massa 154 proveniente dos padroes VPDPR e LPYPR pode indicar um
residuo de arginina subtraido de uma molécula de dgua. As massas 212 e 213
presentes nos espectros dos padroes IAVP e VPDPR indicam a presenca do residuo

VP.

Os valores decimais nio foram considerados neste trabalho, pois o defeito de
massa ocasionado pelas moléculas contendo cloro, fldor e oxigénio diminui cerca de
0,1 Da a massa do composto por dtomo citado, enquanto cada dtomo de hidrogénio

eleva 0,1 Da. Assim, desvios de massa de + 1 Da foram admitidos neste trabalho.

Como resultado das fragdes das amostras coletadas apds corrida
cromatografica, obteve-se 79% de probabilidade de ocorréncia do peptideo IAEK na
amostra HB resfriada (Figura 15). Esta amostra apresentou o menor grau de hidrdlise

e menor quantidade de peptideos em seu perfil (Figura 14 d, linha azul).
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Figura 15 - Espectros em modo SIM a 70 eV da amostra HB resfriada (acima) e do
padrdo IAEK (abaixo). A barra azul acima dos espectros indica a probabilidade dessa

ocorréncia.
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Verifica-se na figura 16 que o branco da andlise (solvente evaporado sem a

presenca do padrio e inserido no MS) apresentou perfil bem diferente dos espectros

anteriores, o que suporta a idéia da existéncia deste fragmento na amostra.
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Figura 16 - Espectros em modo SIM a 70 eV do branco (solvente evaporado sem a
presenca do padrao e inserido no MS).

vazio_SIMIAEK #1113 RT: 023080 Av.3 NL 443E2
T+ o &M ms [171.50-174.50, 230.50-242 50, 263 50-260 40, 372.50-375.50, 436.50-430 50, 457 50-450.50]

17284
0L

» 7 24052
o
e ]
n o
T 60
3 7|1
i THE 26434
3] 24208
© 4
iy 604
1 = a8
] 225 2671 | 438”94
D\|||\|||||||||\|\|\||||||||\|||\|\|\|\|||||\||\|||\|\|
10 200 70 240 20 280 300 320 340 30 30 4 41 440

miz

A amostra HA contendo TCA apresentou probabilidade de 50% da
ocorréncia do fragmento IAEK, por isso ndo foi considerada existente na amostra
(Figura 17). Ha a possibilidade deste peptideo estar presente na amostra, porém
massas semelhantes podem ter interferido na andlise qualitativa ou podem ter
ocorrido ligacdes de parte dos fragmentos com TFA ou TCA, resultando em {ons

com diferentes massas moleculares.
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Figura 17 - Espectros em modo SIM a 70 eV da amostra HA contendo TCA (acima)
e do padrdo IAEK (abaixo). A barra azul acima dos espectros indica a probabilidade
dessa ocorréncia.
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As demais amostras apresentaram perfis semelhantes ao branco e baixa
similaridade com o padréo.

A figura 18 apresenta o perfil da amostra HA com TCA e o perfil do padrio
VPDPR. A figura 19 mostra o perfil da amostra HA com TCA comparada ao perfil
do branco da andlise (solvente evaporado sem a presenca do padrdo e inserido no

MS) do VPDPR em modo SIM.
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Figura 18 - Espectros em modo SIM a 70 eV da amostra HA contendo TCA (acima)
e do padrio VPDPR (abaixo). A barra azul acima dos espectros indica a
probabilidade dessa ocorréncia.
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Figura 19 - Espectros em modo SIM a 70 eV da amostra HA contendo TCA (acima)
e do branco - solvente evaporado sem a presenca do padrio e inserido no MS
(abaixo). A barra azul acima dos espectros indica a probabilidade dessa ocorréncia.
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Os espectros do padrdo de fragmentagdo do peptideo VPDPR e da amostra
HA contendo TCA (Figura 18) poderiam ser considerados similares, ja que a
probabilidade foi de 75%. Porém, observou-se que o espectro da amostra é ainda
mais semelhante, com 95% de probabilidade de ocorréncia. Esta verificagdo reflete a
importancia do estudo do branco da andlise a fim de evitar equivocos qualitativos.

Os demais espectros apresentaram perfis semelhantes ao da amostra HA
contendo TCA, as similaridades com o padrdo foram em torno de 65-73% e com o
branco de 92-96%.

Os espectros dos padroes IAVP e LPYPR e de algumas amostras encontram-
se nos anexo IV e VI. Para estes dois peptideos e todas as amostras foi verificada
similaridade abaixo de 30%, enquanto a similaridade entre amostras e respectivos

brancos foi acima de 70%.
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Mesmo com a comprovada existéncia de fragmentos peptidicos bioativos em
alimentos, e embora alguns autores sugiram que pequenos peptideos possam
atravessar a parede do intestino permanecendo intactos (SCANFF e col., 1992;
CHABANCE e col., 1998; HAUPT e col., 2002) estudos s@o necessdrios para a
verificacdo da possibilidade de absor¢do dos fragmentos ou ainda de possiveis

reacdes ou transformacdes in vivo que podem alterar ou impedir a a¢@o bioldgica.

Outro fator a ser averiguado sdo as quantidades de peptideos que devem ser

ingeridas para que haja eficicia em sua atuacdo bioldgica.



6 - Conclusoes 97

6 - Conclusoes

O isolado protéico foi obtido com grau de pureza acima de 90%.

O desengorduramento e o isolamento protéico foram eficientes e nao
modificaram de forma significativa a quantidade de aminoécidos essenciais e dos
aminodcidos presentes nas seqiiéncias dos peptideos de interesse. O isolado protéico
ndo apresentou suas principais fracdes moleculares alteradas em relacdo as farinhas

integral e desengordurada.

As estruturas tercidria e quaterndria provavelmente foram alteradas, poia a
solubilidade protéica diminuiu apés o isolamento pela formacdo de agregados
durante a precipitagdo isoelétrica. O grupo dissulfeto é um dos responsdveis pela
ocorréncia de agregados, entretanto outras forcas atrativas provavelmente atuaram. A
conformagdo conferida pode interferir no acesso aos sitios de clivagem das ligagcdes
peptidicas e dificultar a acdo enzimdtica. Um agente facilitador de solubilizacdo ¢é a

solugdo salina, que aumenta a for¢a idnica do meio.

Apesar da formacdo de agregados, obteve-se alto grau de hidrélise em ambos

os métodos enzimdticos. O maior grau de hidrélise foi obtido no método A.

A digestdo protéica resultou em fragmentos que, em sua maioria,
apresentaram pesos moleculares inferiores a 30 kDa, o que demonstra a efetividade

de ambos os métodos de digestdo.
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O perfil peptidico, para a maior parte das amostras, mostrou-se complexo,
com dificil separacdo de picos. Este é dependente nio somente das enzimas
utilizadas na digestdo como também do solvente e concentragdo utilizados na
solubilizacdo dos fragmentos. As amotras hidrolisadas pelo método A, tanto em TCA
quanto resfriadas, apresentaram maior quantidade de picos que as amostras do

método B.

A amostra hidrolisada pelo método B e cuja digestdo foi interrompida por
resfriamento, que apresentou menor grau de hidrélise e menor quantidade de picos
no cromatograma, continha um dos peptideos hipocolesterolemizantes procurados, o

fragmento IAEK.
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Anexo I - Espectros em MS-EI em modo SIM a 70 eV do peptideo sintético IAVP
(acima), de uma das fracdes da amostra HB (no meio) e de uma das fracdes da
amostra HA. (abaixo).

SIM_IAVP teste2 #1612 RT: 1.13-1.40 Av: 4 NL: 2.08E5
T:+ ¢ SIM ms [ 211.50-214.50, 237 50-280.50, 253 50-258 50, 2841 50-284.50, 373.50-381 50, 395 50-308 40]
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Anexo II - Espectros em MS-EI em modo SIM a 70 eV do peptideo sintético LPYPR
(acima), de uma das fracdes da amostra HA resfriada (no meio) e de uma das fracdes
da amostra HB com TCA. (abaixo).

ZIM_LPYPR #18-20 RT: 132146 AV 3 ML 1.45E7
To+ ¢ 8IM ms [ 151.50-154.50, 247 50-250.50, 205.50-202 50, 352 50-255.50, 504.50-557 50, 643 50646 40
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SIM_3A4RIT-20 RT: 1.28-1.81 AV 4 NL: 140E4
T+ ¢ SIM ms [ 151.50-154.50, 247 50-250 .50, 205.50-208 50, 352 50-355.50, 564.50-567 50, 643.60-546.50]
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