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RESUMO

A linhaca (Linum usitatissimum L.) € conhecida pelo seu elevado valor nutricional,
devido, principalmente, ao seu alto conteudo de fibras, ligninas e proteinas. Apesar
de pouco conhecido, sua fragao proteica também produz efeitos benéficos a saude.
Por isso, o objetivo deste trabalho foi o estudo das proteinas de linhagca dourada
associadas aos metais Cu, Fe e Zn. Inicialmente, foi desenvolvido e validado um
método para quantificagdo destes metais na amostra utilizando a digestdo assistida
por radiagcdo micro-ondas em forno com cavidade e espectrometria de absorcéo
atbmica por chama. Visto que a digestdo foi mais eficiente na amostra sem a fragéo
oleosa, diferentes marcas de linhaga dourada sem fracéao lipidica foram analisadas e
obteve-se maior concentracado de Fe, seguido de Zn e Cu. Para garantir a extragcao
proteica, essa fase oleosa deve ser retirada e, por isso, investigou-se como solventes
de diferentes polaridades, hexano, cloroférmio e metanol, utilizados nesta etapa
podem interagir com a fase oleosa e afetar a integridade da ligagdo metal-proteina.
As concentracdes de Cu, Fe e Zn foram maiores nos sobrenadantes obtidos apds a
extracdo proteica dos residuos sem a fracao lipidica, apds a utilizacdo de hexano
como extrator. As proteinas nestes mesmos residuos também foram extraidas pelo
método sequencial e foi possivel relacionar a presenga de albuminas e globulinas com
os metais estudados. A fase oleosa da linhaga dourada foi retirada com hexano e
extraiu-se as proteinas do residuo sem lipidios com a solugdo tampao em Tris-HCI
para serem fracionadas em uma coluna cromatografica por exclusdo molecular. A
fracdo que possuia os maiores teores proteicos e altas concentracbes de metais foi
selecionada e analisada por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas sequencial. Vinte e uma proteinas foram identificadas e dentre elas, proteinas
de armazenamento. Como foram adotados procedimentos n&o desnaturantes,
possivelmente os metais estudados possuem grande afinidade pelas proteinas
identificadas. Outras cinco marcas de linhaca dourada foram submetidas a extragao
proteica e observou-se, pelo perfil eletroforético, que existem diferengcas na
composi¢cdo de subunidades entre as marcas investigadas. Os teores proteicos
obtidos variaram de 2 a 6 mg mL"' e os metais Cu, Fe e Zn também foram
quantificados nestes extratos, com concentragcbes médias de Fe em torno de 120 ug

L', de 50 ug L' para Cu e de 20 yg L' para Zn.

PALAVRAS CHAVES: linhaga, metal, proteina, GFAAS, LC-MS/MS.
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ABSTRACT

Flaxseed (Linum usitatissimum L.) is known for its high nutritional value, mainly due to
the high fiber, lignin and proteins content, which has beneficial health effects. Then,
the goal of this work was to study the golden flaxseed proteins bound to the metals Cu,
Fe and Zn. Initially, it was developed and validated a method to determinate metals in
golden flaxseed samples using an acid digestion assisted by microwave radiation in a
cavity system. The metals were quantified by flame atomic absorption spectrometry
(FAAS). Digestion procedure was more efficient in a sample without oily fraction, so
different brands of golden flaxseed without lipid fraction were analyzed. lIron obtained
the highest concentration, followed by Zn and Cu, respectively. The polarity of the
organic solvents can affected the metal-protein bound and disrupted it. In this sense,
sample preparation was evaluated with different organic solvents, as hexane,
chloroform and methanol. The content of Cu, Fe and Zn were higher in supernatants
obtained after protein extraction in the sample without the lipid fraction using hexane
as extractor. Proteins in these residues were also extracted by the sequential
procedure and it was possible to relate the presence of albumin and globulins with the
metals. After, the golden flaxseed oil phase was removed with hexane and the proteins
were extracted in the lipid-free residue with Tris-HCI buffer solution to be fractionated
in a molecular exclusion column chromatography. A protein fraction which higher
absorbance and metals concentration was selected and analyzed by liquid
chromatography-tandem mass spectrometry. Twenty-one proteins were identified
including storage proteins. As procedures used were non-denaturing it is possible to
say that the metals have a great affinity for the identified proteins. Another five golden
flaxseed brands were submitted to protein extraction and it was observed by
electrophoretic profile that they have different subunit composition. The protein levels
obtained ranged from 2 to 6 mg ml! and the metals Cu, Fe and Zn were also quantified

in these extracts, obtaining medium values of 50, 120 and 20 ug L™, respectively.

KEYWORDS: flaxseed, metal, protein, GFAAS, LC-MS/MS.
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1.1. Introducgao

A linhaga (Linum usitatissimum L.) é relatada como um alimento de elevado
valor nutricional ndo apenas pela sua fracdo de fibras (Warrand et al., 2005), mas
também pelo seu teor de lignina e acido alfa-linoleico (Hyvarinen et al., 2005) e
proteinas (Oomah e Mazza, 1993).

A maioria das proteinas ou enzimas presentes em alimentos contém algum
metal em sua estrutura, sendo responsaveis por fungdes especificas do metabolismo
(Reilly, 2002). Estas s&o as chamadas metaloproteinas. Caso o metal esteja
associado a uma proteina, a funcao desta molécula é fortemente dependente desta
interacao (Tainer, Roberts e Getzoff, 1991).

Para o sucesso da identificagao proteica e subsequente quantificacdo de
elementos inorganicos, faz-se necessario utilizar uma técnica de separagao eficiente,
um detector de sensibilidade elevada para o metal a ser quantificado e outro detector
especifico para compostos organicos, com base na espectrometria de massas
(Gomez-Ariza et al., 2004). No entanto, deve-se ressaltar que, nenhum procedimento
de preparo de amostras que desnature a proteina deve ser empregado, uma vez que
os metais estdo associados as proteinas por ligagdes covalentes e a preservagao
desta interagdo € essencial para estabelecer informacdes confiaveis (Mounicou,
Szpunar e Lobinski, 2009). Para a amostra de linhaga dourada, foco deste trabalho, é
desejavel extrair previamente a fase lipidica antes da extragao proteica, pois se trata
de uma matriz rica em gordura.

Neste sentido, um estudo sistematico foi desenvolvido para investigar como
solventes organicos polares e nao-polares podem interagir com a fase oleosa e
influenciar a quantificagcdo de metais ligados as proteinas. Os elementos estudados
neste trabalho, cobre, ferro e zinco, sdo essenciais para todos os organismos vivos,
com excecao de certas bactérias. Grande parte destes metais estdo fortemente
ligados a proteinas, na grande maioria enzimas, tendo a fungdo de um co-fator
catalitico em uma gama de atividades celular e extracelular (Davidson, Ke e Costa,
2007).

Neste capitulo, inicialmente determinou-se o teor total de gordura na
linhaca dourada, empregando-se a extragdo pelo método Soxhlet utilizando solventes

organicos de diferentes polaridades, como hexano e a mistura de metanol e
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cloroférmio, uma vez que a facilidade de manuseio da amostra e a eficiéncia da
extragao proteica dependem da extracédo da fase oleosa.

Posteriormente, a presenga de cobre, ferro e zinco ligados a matriz ndo
oleosa da linhaga foi avaliada por comparag¢ao aos valores obtidos apos a digestéo
assistida por radiagdo micro-ondas em forno com cavidade da amostra in natura e das
amostras sem a fracao lipidica. Para realizar tal procedimento de digestdo, o método
foi desenvolvido e validado conforme as recomendacgdes do INMETRO (2011).

Finalmente, foi investigada a influéncia dos solventes hexano, metanol e
cloroférmio na remocgao da fase lipidica antes da etapa de extragdo proteica em
amostras de linhaga para quantificar o teor proteico pelo método proposto por Bradford
(1976). Nesta etapa também foi realizada a quantificacdo dos metais estudados por

espectrometria de absorgéo atomica.
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1.2. Revisao Bibliografica

1.2.1. Linhaga: um alimento funcional

A alimentagdo equilibrada com quantidades suficientes de calorias e
nutrientes é essencial para o bem-estar e a qualidade de vida (Szakaly et al., 2012).
Os alimentos deixam de ser abordados simplesmente do ponto de vista nutricional e
passam a ser vistos também pela sua composi¢cao quimica. A partir da relacido entre
nutricdo e saude, surge o conceito de “alimento funcional” (Betoret et al., 2011), que
podem ser classificados como substancias capazes de induzir respostas metabdlicas
ao individuo, resultando em maior protecédo e estimulo a saude. Sao alimentos que
aumentam a longevidade com qualidade de vida, uma vez que atuam promovendo o
bem-estar dos individuos e previnem doengas (Roberfroid, 2002).

A legislagcao brasileira ndo define os alimentos como funcionais, mas
emprega as terminologias de alegacao de propriedade funcional e alegacédo de
propriedade de saude para caracterizar estes alimentos. A Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (1999) dita que propriedade funcional € aquela relativa
ao papel metabdlico ou fisiolégico do componente presente no alimento que atua no
crescimento, desenvolvimento, na manutencdo e outras fungdes normais do
organismo humano. Alega-se que propriedade de saude é vinculada pela existéncia
de uma relagao entre o alimento ou o ingrediente nele presente com uma doenga ou
condigdo relacionada a saude. Os alimentos que apresentarem alegacbes de
propriedade funcional e/ou de saude, devem ser, obrigatoriamente, registrados junto
ao orgao competente.

Um dos alimentos considerados como funcional devido ao seu perfil unico
de nutrientes € a linhaga (Linum usitatissimum L.). Os principais produtores da
semente sdo: Canada, Argentina, Uruguai e Brasil. No Brasil, este cultivo é feito
somente em uma parte do pais, no municipio de Guarani de Missées, Rio Grande do
Sul, por apresentar condigdes climaticas favoraveis. A regido apresenta um clima frio,
onde as temperaturas no inverno oscilam entre 0 e 2 °C, necessarias para a floragao
do linho. O plantio comercial em outros estados brasileiros € desconhecido, no

entanto, pode existir também o cultivo doméstico deste produto (Perassoli, 2007;
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IBGE, 2015).

O linho é uma planta pertence a familia das Linaceas, ilustrado na Figura
1.1, cuja planta pode atingir até 120 cm de altura. Os caules sédo finos e eretos. As
folhas de cor verde claro, possuem 2 a 4 cm de comprimento e 3 mm de largura. As
flores sdo azuis claras ou brancas, de 1,5 a 2,0 cm de didmetro, com cinco pétalas. O
fruto € uma capsula seca, de 5 a 9 cm de didmetro, contendo 7 a 11 sementes planas
e ovaladas com bordas pontiagudas. As sementes medem, tipicamente, cerca 2,5 x
5,0 x 1,5 mm, s&o planas, lisas, brilhantes e ovaladas com bordas pontiagudas. A cor
das sementes depende da variedade da planta podendo ser marrom avermelhada ou

amarela dourada (Flax Council of Canada, 2015).

Figura 1.1. O linho e suas partes: 1 e 2) planta inteira, 3 e 4) fruta jovem vista por
diferentes angulos, 5) fruta jovem vista por uma secgao transversal, 6) fruta madura,
7 e 8) semente marrom e dourada madura vistas por diferentes angulos (adaptado de
Hermann Adolph Kohler, 1887; Kohler, 1887).

A cultura do linho é antiga, sendo desenvolvido principalmente para fins
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industriais e ndo alimentares. A fibra é usada tradicionalmente na industria téxtil,
podendo ser adicionadas fibras sintéticas para obter um material diferenciado
(Harwood et al., 2008). A industria automobilistica, por exemplo, esta utilizando o linho
e a linhaga combinados com biopolimeros para gerar materiais biodegradaveis
(Barkoula, Garkhail e Peijs, 2010).

Somente nos ultimos anos é que se observou um crescente interesse do
uso de linhaga como alimento funcional (lvanov, Rashevskaya e Makhonina, 2011).
Além da semente inteira, outros subprodutos também sdo consumidos: farelo, éleo,
extrato e cascas. O uso de cada um destes alimentos esta associado a diferentes
beneficios para a saude (Shim et al., 2014).

Quanto ao dleo da linhacga, seu teor varia entre 38 a 44% m m™' na semente
(Oomah e Mazza, 1998). E composto de acidos graxos contendo tipicamente acido
linolénico (52%), linoleico (17%), oleico (20%), palmitico (6%), e estearico (4%).
Também estdo presentes lipidios menores e compostos lipossoluveis, como
monoacilglicerideos, diacilglicerideos, tocoferdis, esterois, fosfolipidios, ceras, acidos
graxos livres, carotendides, clorofila, dentre outros (Green, 1986a).

No passado, este 6leo foi usado principalmente para fins industriais, tais
como a producéo de tintas, lindleo, vernizes e cosméticos (Acikgoz, Onay e Kockar,
2004). Nao é utilizado como déleo de cozinha pela sua baixa estabilidade oxidativa, ou
seja, suas propriedades fisico-quimicas como acidez, densidade, viscosidade, teor de
ésteres e indice de perdéxido ndo sdo mantidas em longos periodos de estocagens
(Choo, Birch e Dufour, 2007).

Como alimento funcional, o éleo de linhaga é consumido pela presencga dos
acidos linoleico e a-linolénico. Cientistas australianos selecionaram uma nova variante
genética, Linola™, com o teor de acido linoleico acima de 65% e de acido a-linolénico
inferior a 2%, indices que melhoram a estabilidade oxidativa do produto em relagao
ao 6leo convencional (Green, 1986b).

Os acidos linoleico e a-linolénico sao precursores do 6mega-3 e dmega-6,
respectivamente, importantes para o desenvolvimento do sistema nervoso central e
auxiliam na prevengéao de doengas cardiovasculares (Rodriguez-Leyva et al., 2010) e
determinados tipos de cancer (Caughey et al., 1996). Atuam ainda na redugao de
processos inflamatdrios e também doengas auto-imunes (Thies et al., 2001).

Uma das partes da linhaga bastante utilizada é a semente. Ela contém,
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aproximadamente, 1% m m™ de lignina secoisolariciresinol diglucosideo (SDG),
proporcionando efeitos antioxidantes (Hu, Yuan e Kitts, 2007) e sendo eficiente na
inibicdo do desenvolvimento de diabetes (Hano et al., 2013).

A semente também contém de 20 a 25% de fibras soluveis e insoluveis
(Rabetafika et al., 2011). A fibra soluvel, também conhecida como mucilagem, esta
presente no endosperma e é facilmente extraida com agua quente (Cui et al., 1994).
Esta fibra soluvel inclui polissacarrideos acidos [L-ramnose (25%), L-galactose (12%),
L-frutose (8,4%), e D-xilose (29%)] e neutros [L-arabinose (20%) e D-xilose/D-
galactose (76%)] (Anderson e Lowe, 1947). A fibra insoluvel é composta por celulose
(7-11%), lignina (2-7%) e a fibra em detergente acido (10-14%), que € a porgcao de
menor digestibilidade da parede celular (Cui et al., 1994).

Idealmente, a proteina e/ou fibra resultante do fracionamento da semente
de linhaga pode ser aplicada como um aditivo alimentar ou um ingrediente em
alimentos processados (Mueller et al., 2010). Kristensen e colaboradores (2013)
compararam a ingestdo da mucilagem com agua com a ingestdo da mesma
quantidade de mucilagem misturada em massa de paes ao administrar em ratos. Os
pesquisadores verificaram que, quando em jejum, ambas as formas de uso abaixaram
os niveis do colesterol pelas lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e, apds sete dias,
o teor do colesterol total no sangue foi reduzido. Além disso, verificaram a reducao de
peso depois de alguns dias. Ao servir maiores quantidades de fibras nas refei¢oes, a
saciedade aumentou e os niveis de triglicerideos no sangue reduziram. Ja em seres
humanos, segundo Bierenbaum, Reichstein e Watkins (1993) o consumo de 15 g de
semente de linhaga por dia durante trés meses resultou na reducgéo de triglicerideos
e colesterol LDL, sem qualquer alteragcdo no colesterol pelas lipoproteinas de alta
densidade (HDL).

Ainda nas sementes, o teor proteico € influenciado por fatores genéticos e
ambientais, podendo variar entre 21 a 48% m m-' (Oomah, 2001). Os aminoacidos
essenciais encontrados sao semelhantes em concentragcdo e composicao aqueles da
soja (Oomah e Mazza, 1993), com maiores quantidades de arginina, acido aspartico
e acido glutdmico (Oomah e Mazza, 1993).

A arginina, em especial, quando presente no endotélio vascular pode
diminuir a pressdo sanguinea. Marambe, Shand e Wanasundara (2008) avaliaram a

administracao de 200 mg de proteinas isoladas da linhaga em ratos hipertensos. Apos
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quatro horas de administragdo, os autores puderam observar que a pressao arterial
foi efetivamente reduzida.

Recentemente, os peptideos gerados da hidrolise das proteinas da linhaga
estdo sendo utilizados como ingredientes potenciais de formulagdes terapéuticas
pelas suas propriedades funcionais e fisico-quimicas (Singh et al., 2011).

Omoni e Aluko (2006) recuperaram os peptideos das proteinas contidas na
linhaca e demonstraram em um experimento in vitro alguns efeitos destas fragbes
sobre a estrutura da calmodulina, proteina encontrada principalmente no encéfalo e
coragcdo. A calmodulina atua intermediando varios processos importantes, como
metabolismo, contracdo do musculo liso, resposta a imunidade e movimento
intracelular de curta e longa duracdo. Os autores verificaram a reducao de atividade
da enzima éxido nitrico sintetase, que € dependente da calmodulina.

Marambe, Shand e Wanasundara (2008) hidrolisaram as proteinas de
semente de linhaga com a enzima Flavourzyme® e demonstraram a eliminagcao de
radicais hidroxila e inibicdo da enzima conversora de angiotensina (ECA), sugerindo
que os peptideos fracionados podem atuar como agentes anti-oxidantes e anti-
hipertensivos. A diminuicdo da atividade da ECA reduz o metabolismo da bradicinina,
um polipeptideo que dilata artérias e veias, diminuindo a pressao arterial. Udenigwe e
colaboradores (2009) também confirmaram as atividades dos peptideos produzidos
como agentes antioxidantes, mas também demonstraram a potencialidade destas
fracdes em processos anti-inflamatorios.

Visto a importancia do assunto, € essencial obter a composig¢ao da linhaga
em relacdo as proteinas e composicdo elementar. A relacdo dos constituintes
inorganicos com as proteinas permite analisar mais profundamente o comportamento
dessas substéncias e a suas respectivas interacdes e fun¢des no organismo (Reilly,
2002).

1.2.2. Proteinas associadas a metais

As proteinas sdo macromoléculas formadas por aminoacidos. Atualmente,
sdo conhecidos vinte tipos diferentes de aminoacidos, todos possuindo um grupo

carboxila e um grupo amino, ligados ao mesmo atomo de carbono a. Muitas proteinas
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nao contém apenas aminoacidos, consideradas mais simples, mas algumas possuem
outros componentes quimicos permanentemente associados, sendo chamadas de
proteinas conjugadas.

Esses outros constituintes, que se diferem dos aminoacidos, sdo nomeados
grupo prostético e classificam as proteinas com base na sua natureza quimica. Por
exemplo, as lipoproteinas contém lipideos; glicoproteinas, acgucares e
metaloproteinas, um metal especifico (Nelson e Cox, 2006). As metaloproteinas
caracterizam-se pela alta afinidade da interacdo metal-proteina. As proteinas ligadas
a metais constituem um grupo de proteinas em que ha uma baixa afinidade da ligagao
metal-proteina e, por isso, essa ligagao pode ser facilmente quebrada (Vallee, 1955).

Um individuo adulto contém cerca de 4 g de ferro, sendo que cercade 3 g
estdo presentes nas metaloproteinas hemoglobina e mioglobina. Este elemento é
essencial para todos os organismos vivos, com excecgao de certas bactérias. Também
€ um componente essencial de varias enzimas, como por exemplo, o citocromo c e a
catalase. Nestas enzimas, o ferro pode apresentar valéncia 2+ ou 3+, devido a
reagdes redox necessarias para fornecer a energia necessaria para catalise e sintese
celular de moléculas grandes.

Quanto ao cobre, um adulto contém cerca de 100 mg deste metal. Desta
quantidade, grande parte esta fortemente ligada em aproximadamente vinte proteinas,
na grande maioria enzimas, em que ele tem a fungao de um co-fator catalitico presente
em uma gama de atividades celular e extracelular. Dentre estas substancias, pode-se
citar o citocromo ¢ oxidase, envolvido na producdo de adenosina trifosfato (ATP); a
dismutase superoxidase, que funciona no metabolismo do oxigénio e a tirosinase,
envolvida na produgédo do pigmento melanina. As enzimas contendo cobre também
sao envolvidas nas sinteses de muitos peptideos e aminas neuroativas, como as
catecolaminas. A manutencao de todas estas enzimas e suas atividades requer uma
quantidade de cobre suficiente para que ele seja incorporado a sua estrutura.

Semelhante ao ferro em concentragdes, e cerca de 200 vezes maiores do
que o cobre, um adulto contém em seu corpo entre 1,5 e 2,5 gramas de zinco, sendo
assim o terceiro metal mais abundante no organismo, essencial para mais de 200
enzimas em que 50 delas sdo importantes no metabolismo animal, promovendo a
integridade estrutural em diversas proteinas. Proteinas contendo zinco estdo

envolvidas em processos de transcricdo, se ligando com a dupla hélice de acido
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desoxirribonucleico (ADN) para iniciar a expressao do gene. A expressao de certos
genes é conhecida por ser regulada pela quantidade de zinco absorvido a partir da
dieta alimentar. Além disso, acredita-se que o0 zinco desempenha um papel na
regulacao do crescimento e diferenciacao celular (Reilly, 2002).

Os metais realizam func¢des vitais para o funcionamento de uma série de
proteinas e a investigacao da relagdo de qualquer espécie metalica com as proteinas
e, em destaque, as da linhaga dourada torna-se indispensavel para compreender o
comportamento dessas substancias e a suas interagdes e fungdes nos organismos

Vivos.

1.2.3. Métodos analiticos para a extragao de proteinas

A compreensao das atividades proteicas e enzimaticas permite que se
esclarega um pouco mais o funcionamento de um sistema (Wilkins et al., 1996),
incentivando pesquisas com o intuito de descrever o comportamento celular em nivel
protedmico (Wright et al., 2012).

A protedmica inclui conhecimentos e técnicas capazes de identificar um
conjunto de proteinas produzidas por uma célula e também de revelar interagdes e
interdependéncia dos processos bioldgicos. Seu estudo € um grande desafio, uma
vez que a protedbmica possui um carater dinamico e sujeito as condi¢cdes especificas
e temporais do ambiente (Mir, 2005).

Como procedimento proteémico, inicialmente as proteinas sdo separadas
a partir do fracionamento de um extrato das células. Muitas técnicas estédo disponiveis
para a liberagdo do conteudo celular, podendo-se citar a homogeneizagdo mecanica,
moagem e sonicagao com ou sem tratamento de nitrogénio liquido. Dentre os métodos
quimicos destaca-se o uso de lise osmotica, detergentes e enzimas. A lise osmética
envolve a passagem de moléculas do solvente por uma membrana semipermeavel e
promove um aumento de pressdo gerada pela entrada de solvente no interior da
célula. Os detergentes solubilizam os lipideos de membrana e as enzimas degradam
a membrana celular.

Ap0s a lise celular, o proximo passo € a extracao proteica. Para isso, avalia-

se a solubilidade das proteinas que € diretamente relacionada a sequéncia primaria
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dos aminoacidos, estrutura tridimensional e presenca de grupamentos prostéticos. A
solubilidade pode ser modificada por fatores como: pH, temperatura e forga ibnica. O
pH afeta a distribuicdo das cargas, a temperatura favorece a solubilidade e a presenca
de ions em solucdo afeta as interagdes eletrostaticas intermoleculares proteina-
proteina. O importante é que o método seja compativel com a quantidade de material
a ser trabalhado e a técnica de analise que sera utilizada (Canas et al., 2007).

Posteriormente a extragao proteica, as proteinas podem ser purificadas e
separadas em fragdes por centrifugagao, didlise, cromatografia e eletroforese, para
ao final serem analisados por espectrometria de massas (Liebler, 2002).

Dentre todos as etapas descritas para o estudo protedbmico, uma atengao
especial deve ser dada quando se deseja identificar ions metalicos ligados as
proteinas. A integridade da ligagao proteina-metal deve ser mantida com um protocolo
de preparagao da amostra eficaz, seguido de um procedimento de caracterizagcao
conveniente (de Magalhdes e Arruda, 2007), pois a elucidacdo das respectivas
funcdes biolégicas e fisiologicas destas substédncias nos organismos vivos é
fortemente dependente da interagdo metal-proteina (Tainer, Roberts e Getzoff, 1991;
Haraguchi, 2004).

Essa a integridade de ligacdo metal-proteina deve ser mantida durante todo
o preparo de amostra evitando procedimentos desnaturantes. A desnaturagao
proteica € resultante do desdobramento e da desorganizagdo de sua estrutura
tridimensional sem que ocorra hidrélise das ligagdes peptidicas. O resultado é uma
mudanca de conformacéao ao perturbar as interagdes que estabilizam boa parte desta
estrutura.

Quando as proteinas estdo desnaturadas, em geral, elas se tornam menos
soluveis e, no caso das metaloproteinas, a ligagdo metal-proteina € rompida (Nelson
e Cox, 2006).

A desnaturacgao proteica pode ocorrer nos meétodos quimicos usados tanto
no rompimento celular como na solubilizagdo (Helenius e Simons, 1975). O dodecil
sulfato de sédio (SDS) ou 3-[(3-cholamidopropil)dimetilamonio]-1-propanosulfonato
(CHAPS), por vezes utilizados, rompem as membranas celulares e interagdes lipidio-
proteica. Consequentemente, estes detergentes solubilizam proteinas contendo
metais ligados e previnem interagcdes hidrofdbicas. Outros reagentes contendo

enxofre, como ditiotreitol (DTT) e B-mercaptoetanol, reduzem as ligagdes de bissulfeto
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e auxiliam o processo de desnaturagao das proteinas (Liebler, 2002).

Quarles Jr. e colaboradores (2011) comprovaram experimentalmente o
efeito de alguns reagentes no estudo das metaloproteinas. Estes pesquisadores
determinaram o teor de ferro para relacionar a desnaturagdo da holo-transferrina
humana sob diferentes condigbes: polaridade, pH, forca idnica e hidrofobicidade. A
maxima retencdo de Fe3* na proteina foi obtida em solugdo tampao Tris-HCI em pH
7,4. Com o uso de acetonitrila e metanol em meio aquoso em pH 7,4, essa retengao
diminuiu para aproximadamente 70%. Quando o pH foi reduzido para 1,8 com acido
trifluoacético (TFA) nestes mesmos meios, a porcentagem de ferro presente na
proteina foi nula. Para alterar a forga idnica e a hidrofobicidade, guanidina-HClI e uréia
foram adicionados, resultando na desnaturagdo e perda de Fe3*.

Portanto, os métodos quimicos devem ser utilizados com cautela, uma vez
que alguns reagentes nédo sao adequados para o estudo de metaloproteinas (Garcia,
Magalhaes e Arruda, 2006; Canas et al., 2007).

1.2.4. Extragao proteica pelo método sequencial e em fase unica

A extracado quimica € um processo de separacao e purificacdo de um soluto
em que se adiciona um solvente ou uma solugéo imiscivel a matriz e o soluto se
distribui entre as duas fases de acordo com sua solubilidade (Rydberg, 2004).

Para as extragdes proteicas, uma solucdo deve conter substancias que
auxiliem a solubilizagdo do soluto e mantenham o pH constante durante o
procedimento (Ahmed, 2004). Neste procedimento, diversas solu¢des tampao estao
disponiveis em diferentes faixas de pH. Dentre os mais utilizados, pode-se citar o
NaH2P0O4/Na2HPO4 em pH 5,8 a 8,0; Tris-HCl em pH 7,0 a 9,0 e HEPES-NaOH em
pH 7,2 a 8,2.

O tampao Tris-HCI é bastante utilizado por simular as condigdes fisiologicas
e pelo valor de pH ligeiramente alcalino. Além disso, o tampao Tris-HCI tem varias
outras vantagens que o tornam util na extragao proteica, como apresentar elevada
solubilidade em sistemas aquosos, ndo se ligar aos ions calcio, magnésio, manganés
ou chumbo, evitando interferéncia ou precipitacdo, ser quimicamente estavel, ser

facilmente disponivel e possuir baixa higroscopicidade. No entanto, este tamp&o tem
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um pKa dependente da temperatura, diminuindo a forga da base com o aumento da
temperatura (Ahmed, 2004).

Diferente da extracdo em fase unica, no procedimento de extragao
sequencial a amostra solida € submetida a diferentes solventes extratores, o que
favorece a extragao seletiva de fracdes especificas. Neste procedimento, utilizam-se
diferentes agentes extratores, aumentando a extenséo e a capacidade de interagao
com a matriz (Harvey, 2000). O fracionamento é influenciado por diversos fatores
como o tipo de reagente usado, tempo de extragdo, a incompleta seletividade e
readsor¢cdo, podendo ainda ser afetado por propriedades das espécies quimicas,
como tamanho, solubilidade, afinidade, hidrofobicidade e carga (Cornelis et al., 2004).

Osborne e Mendel (1914) isolaram as proteinas de milho de acordo a
solubilidade em alguns solventes e as classificaram como albuminas aquelas
extraidas pela agua, globulinas por solugdes salinas, prolaminas por solucdes
alcdolicas e gluteinas por solugdes basicas ou acidas.

Utilizando este procedimento de extragdo sequencial, Chunhieng e
colaboradores (2004) estudaram a distribuicdo de selénio nas fracées de proteina da
Castanha-do-Para (Bertholletia excelsa) coletadas pela extragdo com agua
deionizada, cloreto de sédio, etanol e hidroxido de sodio. A fragao extraida com agua
representou aproximadamente 18% m m' da proteina total e foi a fragao mais rica em
selénio, com um valor de 153 mg L.

Naozuka e Oliveira (2012) avaliaram os efeitos do cozimento doméstico de
feijdo (Phaseolus vulgaris L.) na distribuicdo de proteinas ligadas ao ferro. Os autores
utilizaram a extracdo sequencial com diferentes agentes extratores: mistura de
metanol e cloroférmio 1:2 v v'', agua, cloreto de sddio, etanol e hidréxido de sodio,
para extrair lipideos, albuminas, globulinas, prolaminas e gluteinas, respectivamente.
Os pesquisadores observaram que o ferro estava associado as altas concentragdes
de albuminas, globulinas e gluteinas encontradas em feijao cru, enquanto que em
grédos cozidos, este elemento estava presente nos altos teores de albuminas e
glutelinas. O cozimento afetou a distribuicdo de ferro nas diferentes classes de
proteinas, principalmente na fragado gluteina. O aquecimento foi capaz de promover a
desnaturacédo da proteina, associagao, dissociagdo de proteinas, inativacdo ou
destruicdo de componentes anti-nutricionais e causar alteracao da biodisponibilidade

elementar.
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1.2.5. Métodos analiticos para a determinacao da concentragdo de

proteinas

Apods os procedimentos para a extragcao proteica, muitos métodos podem
ser empregados para a determinagéo da concentracéo de proteinas totais, porém néo
existe um método considerado universal (Zaia, Zaia e Lichtig, 1998).

Os métodos mais utilizados para a determinacdo do teor proteico sao:
Biureto (Gornall, Bardawill e David, 1949), Lowry (Lowry et al., 1951), Bradford
(Bradford, 1976), BCA ou reagente de Smith (Smith et al., 1985) e de absor¢ao no
ultravioleta (Deutscher, 1990).

O método de Bradford utiliza o corante de Azul de Coomassie (CBB) para
a determinacgao de proteinas. Este corante pode ser encontrado em diferentes formas,

R250 e G250, conforme ilustrado na Figura 1.2.

CHj
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Figura 1.2. Estrutura do corante Azul de Coomassie R250 e G250

CHj

Tanto o CBB R250 como o G250 interagem com as macromoléculas de
proteinas que contenham aminoacidos de cadeias laterais basicas ou aromaticas.
Nesta reacdo, as moléculas dos corantes se alteram para a forma neutra e,
posteriormente, para a forma anibnica. Este equilibrio suprime a absor¢cdo nos
comprimentos de ondas de 465 e 645 nm e forma-se um complexo azul bastante
intenso que absorve fortemente em 595 nm, comprimento de onda no qual é realizada

a leitura espectrofotométrica (Compton e Jones, 1985).
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No método de Bradford, poucas substédncias sdo consideradas
interferentes, dentre elas a uréia, o SDS e o (3-mercaptoetanol. Estes interferentes
reagem com as proteinas impedindo a reagdo com o corante CBB ou reagem com o
corante causando aumento na absorbancia (Bradford, 1976).

O método proposto por Smith e colaboradores (Smith et al., 1985), também
conhecido por método do acido bicinconinico (BCA 4,4'-dicarboxi-2,2'-biquinolina), se
baseia na reagéo de cobre(ll) com proteinas, em meio alcalino, produzindo cobre(l) e
um complexo com o BCA, que absorve fortemente na regido de 560 nm. Neste
meétodo, tem-se a vantagem do preparo da amostra ser simples, rapido e tdo sensivel
quanto o método de Lowry e colaboradores (Zaia, Zaia e Lichtig, 1998). Porém,
algumas desvantagens podem ser citadas, como a dependéncia da temperatura de
incubacao das amostras (Jenzano et al., 1986), variagao da absortividade especifica
para diferentes proteinas e variagao da absorbancia com o tempo. Os interferentes do
método de BCA sao as substancias que reagem com os ions cobre (reagdes de 6xido-
reducdo, formacdo de complexos, precipitagdo) ou com o reativo do acido
bicinconinico (Zaia, Zaia e Lichtig, 1998).

Nesta parte do trabalho, os métodos espectrofotométricos empregando
Bradford (Capitulo 1) e BCA (Capitulo 2) foram utilizados para determinar a
concentracdo de proteinas em extratos de linhaga dourada. Estes métodos foram

selecionados por apresentarem rapidez e facilidade de aplicagao.

1.2.6. Determinagao de teor de metais em alimentos

A fim de se conhecer o teor dos metais em alimentos, além da
determinacao proteica, varios métodos analiticos de preparo de amostras vém sendo
desenvolvidos na tentativa de reduzir o tempo total dos procedimentos e torna-los
mais simples e seguros ao operador, acompanhando a evolugao na area cientifica.

A substancia de interesse deve ser transformada em uma forma apropriada
para determina-la sob a aplicacdo de uma técnica escolhida, exigindo, assim, um
tratamento da amostra (Arruda e Santelli, 1997).

Os procedimentos de preparo necessitam de otimizacao tanto para redugao

de tempo, como também para diminuir os erros vindos de cada etapa da sequéncia
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analitica (Ridgway, Lalljie € Smith, 2007).

Dentre os varios procedimentos de preparo de amostras sugeridos para
determinar o teor total de metais em alimentos, o mais recomendado refere-se a
digestdo. Porém, a maneira de se decompor uma amostra depende da sua natureza,
do analito que se quer determinar, assim como da sua concentragdao, do método de
analise e, por fim, da precisado e veracidade desejada (Arruda e Santelli, 1997).

Para a digestdo acida, os fornos com radiagdo micro-ondas vém sendo
amplamente utilizados como uma alternativa eficaz aos procedimentos de digestéo
classica (chapa de aquecimento e bloco digestor) (Bakkali et al., 2009).

O aquecimento com a energia micro-ondas ocorre pela interacéo entre as
micro-ondas e as moléculas e ions presentes na amostra. A radiacido provoca um
movimento das espécies em solugao pela migragao de ions e/ou rotagdes de dipolo,
causadas pela alternéncia do campo eletromagnético. Dessa maneira, para que haja
aquecimento € necessario que moléculas polares e ions estejam presentes em
solugdo (Kingston e Jassie, 1988).

Os procedimentos assistidos por radiagdo micro-ondas geram resultados
com melhor precisdo quando comparados aos procedimentos convencionais em
chapas de aquecimento ou blocos digestores, pois € uma técnica menos propensa a
contaminagao, minimizando perdas de analitos volateis, empregando pequenos
volumes de reagentes acidos e reduzindo o tempo total de digestdo, em relagdo aos
outros métodos (Mello et al., 2012).

Rodushkin, Engstréom e Sérlin (2008) determinaram o teor de 75 elementos
em diferentes frutos e sementes usados como alimentos e disponiveis no mercado
sueco (avelads, nozes, améndoas, améndoas amargas, nogueira-peca, castanha de
caju, castanha do Brasil, pistache, pinhdo, amendoim, coco, abdbora e girassol). O
procedimento otimizado consistiu na digestdo das amostras assistida por radiagcao
micro-ondas usando acido nitrico, seguido de quantificagdo por espectrometria de
massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS). As concentragbes obtidas
foram comparadas com dados de rétulos dos produtos (quando disponivel) e tabelas
de composicao de alimentos.

Ansari e colaboradores (2009) determinaram cadmio, chumbo e zinco por
espectrometria de absorgédo atdbmica com forno de grafite em 16 variedades de 6leo

de semente de girassol a partir da digestdo acida convencional (chapa de
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aquecimento) e com radiagdo micro-ondas. O método proposto para a digestao acida
assistida por micro-ondas ofereceu maior facilidade para a analise de um grande
numero de amostras, uma vez que o tempo de preparo foi reduzido. Além disso, os
resultados obtidos mostraram que todas as amostras apresentavam grandes
quantidades de zinco.

Em outro trabalho, Smykalova e colaboradores (2010) empregaram a
digestéo assistida por radiagdo micro-ondas com o objetivo de investigar a tolerancia
e acumulo de metais (cadmio e zinco) em amostras de linho por espectrometria de
absorgao atdbmica por chama. Para isso, aproximadamente 250 mg do material vegetal
seco foram digeridos com 5 mL de acido nitrico concentrado e 1 mL de perdxido de
hidrogénio 30% v v'. Os resultados demonstraram que o aumento da concentragéo
de cadmio e zinco estavam diretamente relacionados a concentragdo do metal no
meio de cultura e, portanto, a planta possui uma evidente capacidade de acumulacéo
destes analitos. Do ponto de vista de utilizacdo da linhaga para a nutricdo humana,
este fato destaca alguns riscos de contaminacéo alimentar pela presenga de cadmio,
mas também relata a possibilidade de enriquecimento da linhaga com zinco por
acumulagao, podendo ser utilizada nos casos de deficiéncia nutricional.

Na semente e mesocarpo de babagu, semente de sapucaia, polpa de coco,
semente e polpa de cupuacgu e castanha de caju, varios metais (Al, Ba, Ca, Cu, Fe, K,
Mg, Mn, Sr e Zn), metaldides (B e Si), e ndo-metais (Cl, P e S) foram determinados
por espectrometria de emissdo optica com plasma indutivamente acoplado (ICP-
OES). Para isso, a mistura oxidante de 2 mL de acido nitrico, 1 mL de perdxido de
hidrogénio e 3 mL de agua foi utilizada em um forno de micro-ondas com cavidade,
sendo esta eficiéncia de digestdo confirmada pela baixa concentragdo de carbono
residual. A precisdo do método proposto foi confirmada pela analise do material de
referéncia certificado de folhas de péssego (NIST 1547), mostrando concordancia com
o resultado certificado, ao nivel de confianga de 95%. Foi possivel verificar que, as
faixas de macro e micronutrientes presentes nas diferentes amostras ndo excederam
o limite maximo de ingestao diaria ideal, exceto para o manganés na polpa de coco
(Naozuka et al., 2011).

Pelos trabalhos citados, vé-se que a analise quantitativa da composi¢ao
mineral dos alimentos se torna importante tanto nos estudos basicos e aplicados sobre

a linhaca dourada.
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1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo geral

Determinar o teor lipidico e a concentragao dos metais cobre, ferro e zinco
em amostras de linhaga dourada (Linum usitatissimum L.) e empregar procedimentos
nao desnaturantes para a extragdo de proteinas pelo método em etapa unica
utilizando solugao tampao Tris-HCI e em modo sequencial em amostras de linhaca

dourada para posterior determinagao do teor proteico e concentracdo dos metais.

1.3.2. Objetivos especificos

e Desenvolver um método de digestdo acida assistida por radiagdo micro-ondas em
amostras de linhaca dourada para a determinagdo de cobre, ferro e zinco por
espectrometria de absorgédo atbmica com chama;

e Determinar o teor de fase lipidica na amostra de linhaga dourada pela extragao com
Soxhlet;

e Aplicar o procedimento de digestdo desenvolvido em amostras de linhaga in natura
e sem fracao lipidica, comparando os resultados obtidos;

e Aplicar o procedimento de digestdo em diferentes amostras de linhaga dourada.

e Aplicar o procedimento de extracao proteica pelo método sequencial utilizando
como extratores agua, cloreto de sodio, etanol e hidroxido de sodio;

¢ Avaliar a influéncia dos solventes organicos na etapa de remocgao da fase lipidica
para posterior extragao de proteinas associadas a cobre, ferro e zinco;

e Aplicar o método de digestdo de amostras de linhaga dourada nos residuos gerados
apos extragao proteica para a determinagao de cobre, ferro e zinco por espectrometria
de absorc¢ao atdbmica por chama,;

e Correlacionar as concentragdes de cobre, ferro e zinco associados as proteinas

com o teor destes elementos obtidos nos residuos gerados apos extragao proteica.
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1.4. Parte experimental

1.4.1. Reagentes

Acido nitrico e peréxido de hidrogénio utilizados foram reagentes de grau
analitico (Merck, Darmstadt, Alemanha). Agua deionizada pelo sistema Milli-Q®
(18.2 MQ cm, Millipore, Bellirica, Estados Unidos) foi usada para todas as diluigdes.

Para a construgéo de curvas analiticas, solu¢des de referéncia dos analitos
preparadas a partir de diluigbes de solugbes de referéncia de 1000,0 mg L™ (Titrisol®
Merck, Darmstadt, Alemanha) foram usadas, obedecendo a faixa linear de cada
elemento: cobre (0,1 — 0,25 mg L"), ferro (0,1 — 1,5 mg L"), e zinco (0,1 — 0,75 mg L-
") para FS FAAS e 0,05 — 100 ug L' para cobre, ferro e zinco para GFAAS, construidas
no meio extrator avaliado.

Hexano, cloroférmio e metanol (Synth, Sao Paulo, Brasil) foram utilizados
para a extragcao por Soxhlet e extragao da fase lipica. O extrato proteico em solugao
tampao Tris-HCI foi preparado com acido cloridrico (Merck, Darmstadt, Alemanha) e
tris-hidroximetilaminometano (Synth, Sdo Paulo, Brasil). Para a extragdo sequencial,
utilizaram-se cloreto de sddio, hidroxido de sédio e etanol (Synth, Sao Paulo, Brasil).

O teor proteico nos extratos foi determinado pelo método de Bradford com
o corante Azul de Coomassie (Bio Agency, Sado Paulo, Brasil) e com o padréo
albumina de soro bovino (67 kDa) (Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA).

A digestdo das amostras em forno de micro-ondas com cavidade foi
realizada com acido nitrico de grau analitico e perdxido de hidrogénio (Merck,

Darmstadt, Alemanha).

1.4.2. Instrumentacgao

As amostras foram moidas em um liquidificador e secas a 40 °C na estufa
Tecnal, modelo TE-394/I (Sao Paulo, Brasil) com renovacéo e circulagéo de ar.
A digestdo acida foi realizada em forno de micro-ondas com cavidade

Milestone Ethos 1 (Sorisole, Italia).
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O teor de carbono residual foi determinado pelo Analisador de Carbono
Organico Total SSM 5000A da Shimadzu (Kyoto, Japao). Cobre, ferro e zinco foram
quantificados no espectrometro de absorcédo atdbmica com chama em modo sequencial
Varian AA240FS (Mulgrave, Australia), equipado com sistema de corre¢ao de fundo
por lampada de deutério. Para todos os elementos analisados as medidas de
absorbancia foram obtidas por |ampadas de catodo-oco (HCL). A energia da lampada
foi verificada e o comprimento de onda adequado para a analise de cada elemento foi
selecionado. Os parametros instrumentais utilizados para os elementos estudados

estao apresentados na Tabela 1.1.

Tabela 1.1. Parametros instrumentais utilizados para determinagao de cobre, ferro e
zinco por espectrometria de absor¢ao atbmica com chama sequencial (FS FAAS)

Parametros Cu Fe Zn
Comprimento de onda (nm) 324,8 248,3 213,9
ar (L min) 13,5 13,5 13,5
Acetileno (L min ") 2,0 2,0 2,0

A agitacao foi realizada no agitador multifuncional TS-2000A VDRL Kline
da Biomixer (Norwalk, Estados Unidos).

As determinacdes de cobre, ferro e zinco nos extratos proteicos e na fase
lipidica foram realizadas no espectrometro de absorgcéo atdémica por forno de grafite
(AAnalyst 600, Perkin-Elmer, Waltham, Estados Unidos) equipado com corre¢ao
Zeeman. Foram injetados 20 uL de amostra no tudo de grafite com plataforma de L’vov
utiizando o autoamostrador AS800 (Perkin-Elmer, Waltham, Estados Unidos).
Argonio foi utilizado como gas de purga a 250 mL min-'. As medidas foram baseadas
na area de picos, obtidas utilizando lampadas de catodo oco. As energias das
lampadas foram verificadas e foram selecionados os mesmos comprimentos de onda
descritos para o FS FAAS na Tabela 1.1..

As medidas de absorbancia no ultravioleta (UV) para a aplicagdo do método
de Bradford foram conduzidas no espectrofotémetro UV-Vis Carry-100 da Varian
(Santa Clara, Estados Unidos).
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1.4.3. Amostragem

As seis diferentes marcas de linhaga dourada foram adquiridas no comércio
local de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil. As amostras foram moidas e secas em

estufa a 40 °C até atingir peso constante, observando-se perda de apenas 2% m m-™.

1.4.4. Determinacao do teor de lipidios em linhaga dourada

O teor de fase lipidica na amostra de linhaca dourada foi avaliado pelo
principio de extragdo fracionada desenvolvido por Franz von Soxhlet (1879) com
hexano. Porém, como o uso de um unico solvente ndo € recomendavel para a
extragao dos lipidios, foram utilizados cloroférmio e metanol como proposto por Bligh
e Dyer (1959).

Portanto, para a extracdo da fase lipidica foram avaliados solventes com
diferentes polaridades: hexano, mistura cloroféormio:metanol (2:1 v v') e uso
sequencial de hexano e da mistura cloroférmio:metanol (2:1 v v').

Ao empregar o método adaptado da IUPAC (Paquot e Hautfenne, 1987),
60 g de linhaga dourada moida foi adicionada ao extrator Soxhlet e acoplou-se a ele
um baldo contendo um solvente ou uma combinagao de solventes. Primeiramente, a
extragao foi realizada com a adigdo de apenas um extrator organico, hexano ou
cloroférmio:metanol (2:1 v v-'). Depois, outra estratégia avaliada foi o uso de hexano
e cloroférmio:metanol (2:1 v v'') sequencialmente a amostra. Em todos os casos, o
volume do extrator foi de 300 mL.

Ao extrator Soxhlet também se conectou um condensador de refluxo e
manteve-se o sistema sob aquecimento para extracdo continua por 12 horas (trés a
quatro gotas por segundo). Ao final, o produto sélido foi seco em estufa a 40 °C até
massa constante. A massa perdida foi considerada a quantidade de lipidios presente

na amostra.
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1.4.5. Desenvolvimento de um método para a digestdao das amostras

de linhaga em forno de micro-ondas com cavidade

De maneira semelhante a Smykalova e colaboradores (2010), inicialmente
7,0 mL de &cido nitrico concentrado (65% m m-) juntamente com 1,0 mL de peroxido
de hidrogénio 30% v v' foram empregados para a digestdo de 200 mg de material
vegetal seco. Como estudo comparativo, o uso de 7,0 mL de acido nitrico 50% v v
foi avaliado como condi¢cédo branda de oxidacdo. Em ambos os casos, as amostras de
semente de linhaga dourada foram digeridas com 7,0 mL de solug¢édo acida e 1,0 mL
de perdxido de hidrogénio, volume minimo exigido para utilizacdo do sensor de
temperatura do equipamento. O programa de aquecimento empregado para o

procedimento esta descrito na Tabela 1.2.

Tabela 1.2. Programa de aquecimento para a digestdo da amostra de linhaga dourada
em forno de micro-ondas com cavidade
Etapa Rampa (min)  Patamar (min) Temperatura (°C)

1 10 - 180
2 - 20 180
3 Ventilagao até temperatura ambiente

Ap0s a execugao do programa de aquecimento, os digeridos foram diluidos
para um volume final de 25,0 mL com agua deionizada, para posterior determinagao
de cobre, ferro e zinco por FS FAAS.

De posse dos teores obtidos para cada elemento nas digestdes com acido
concentrado e diluido, foram aplicados testes t de Student, ao nivel de 95% de
confianga, a fim de verificar se o uso de acido nitrico 50% v v foi suficiente para
digerir toda a amostra, em comparagéo ao procedimento com o acido concentrado.

Terminado este procedimento, as diferentes amostras sem fracao lipidica
geradas pela extragdo com hexano, mistura cloroférmio:metanol (2:1 v v-') e hexano
seguida da mistura cloroférmio:metanol (2:1 v v'), descritas no item 1.4.4, foram
submetidas a digestdo acida assistida por radiagdo micro-ondas em forno com
cavidade para a determinagao do teor de carbono organico total (COT) e dos metais

cobre, ferro e zinco por FS FAAS, a fim de aferir sobre a ligagdo dos elementos
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pesquisados com a parte nao-lipidica da amostra. Apds essa avaliagao, fez-se a
validagao do método desenvolvido para a digestdo de amostras de linhaga dourada
avaliando as seguintes figuras de mérito: limites de detecc¢éo e quantificagéo, preciséo
(repetividade e precisdo intermediaria) e veracidade, de acordo com as normas
estabelecidas pelo INMETRO (2011).

1.4.6. Aplicacao do método desenvolvido para a digestido em amostras

de linhaga dourada em forno de micro-ondas com cavidade

Seis diferentes marcas de linhaca dourada foram submetidas ao
procedimento de extracao da fase lipidica pelo método Soxhlet com hexano. O sdlido
sem a fragao lipidica foi digerido por radiacdo micro-ondas utilizando o método
desenvolvido e validado no item 1.4.5. A concentracdo de cobre, ferro e zinco foi
determinada por FS FAAS.

1.4.7. Preparo dos extratos proteicos

i. Extracao lipidica

Em 2,0 g de linhaga dourada moida foram adicionados 10,0 mL do solvente
organico e manteve-se agitados durante 1 minuto por vortex, procedimento de
extragdo mais versatil e eficiente quanto o método Soxhlet, adaptado pelo método
proposto por Bligh e Dyer (1959), que nao utiliza altas temperaturas. Com este
procedimento, o teor da fase lipidica obtida foi semelhante aos resultados obtidos pela
extragdo por Soxhlet. O sobrenadante foi entdo o extrato lipidico e o residuo sem
lipidios armazenados sob resfriamento.

O efeito de cada solvente organico utilizado e a sua combinagdo foi
avaliada. Para isso, este procedimento de preparagao da amostra foi primeiramente
realizado com a adigdo de apenas um solvente organico, hexano ou
cloroférmio:metanol (2:1 v v-'). Em outro ensaio, hexano e cloroférmio:metanol (2:1 v

v'1) foram adicionados sequencialmente a amostra. Os solventes orgéanicos, sozinhos
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ou em sequéncia, foram adicionados em triplicata em cada amostra e, em seguida, os
trés extratos foram combinados. Nesta etapa, foram obtidos um material sélido,

chamado residuo sem lipidios e um extrato da fase lipidica.

ii. Extragcao proteica com solugcao tampao Tris-HCI

O residuo sem lipidios e o extrato da fase lipidica obtidos no item 1.4.7 i
foram submetidos a extragao proteica utilizando como extrator a solugao tampao Tris-
HCI. Em ambas as partes, adicionaram-se 15,0 mL de solu¢ao tampéao Tris-HCI 0,50
mol L' em pH 7,2. A mistura foi mantida em contato por 1 h sob agitagdo de 200 rpm
a 25 °C. Em seguida as misturas foram centrifugadas por 10 min a 3500 rpm.

Na extragdo proteica do residuo sem lipidios, o sobrenadante foi
recuperado a fim de se determinar o teor proteico pelo método de Bradford e a
concentracdo de cobre, ferro e zinco por GFAAS. O sdlido residual, apds extragao
com tampao Tris-HCI, foi submetido a digestdo acida assistido por radiagdo micro-
ondas, seguindo o método desenvolvido e validado no item 1.4.5, para a determinagao
de cobre, ferro e zinco por FS FAAS.

Para a extragdo proteica na fase lipidica, o sobrenadante aquoso foi
coletado e foram quantificados o teor proteico pelo método de Bradford, além de
cobre, ferro e zinco por GFAAS. O residuo organico gerado foi evaporado para restar
somente a fase oleosa. Esta fase foi digerida por forno de micro-ondas com cavidade,
utilizando o método desenvolvido e validado no item 1.4.5, para a determinacao de
cobre, ferro e zinco por GFAAS.

Cobre, ferro e zinco foram quantificados por espectrometria de absorgao
atbmica com chama ou forno de grafite, pois a determinacdo dependia da

sensibilidade requerida para as medicdes dos analitos nas amostras.

iii. Extracao proteica sequencial

Apos a extragao lipidica descrita no item 1.4.7 i, uma extragao solido-liquido
sequencial adaptada da literatura (Naozuka e Oliveira, 2007) foi avaliada. Os residuos

sem lipidios gerados com hexano, cloroféormio:metanol (2:1 v v-') e hexano seguido de
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cloroférmio:metanol (2:1 v v') foram tratados sequencialmente com 10,0 mL de quatro
solugbes extratoras: agua deionizada, solugdo de cloreto de sédio 0,50 mol L,
mistura agua:etanol (30:70 v v'') e solugdo de hidréxido de sédio 0,50 mol L. A
mistura entre o sélido e cada extrator foi mantida em contato por 1 h sob agitacéo a
200 rpm a 25 °C. Ap0ds este periodo, realizou-se uma centrifugagao por 10 min a 3500
rpm e os sobrenadantes foram recuperados para a determinagao do teor proteico pelo
método de Bradford e quantificacdo de cobre, ferro e zinco por GFAAS.

O esquema a seguir, apresentado na Figura 1.3, resume as etapas

descritas no item 1.4.7.

1.4.8. Determinagao do teor proteico pelo método de Bradford

Inicialmente, seis solugcbes padrdao de albumina de soro bovino de
concentragdes entre 0,004 a 1,0 mg mL™' foram preparadas para obter a curva
analitica que relacionasse absorbancia e concentragao proteica. Em seguida, retirou-
se 100 yL de cada solucido padrao e dos extratos proteicos, adicionando-se 5,0 mL
da solugéo contendo o corante de Bradford. As misturas foram agitadas em um vortex

e analisados em UV-Vis a 595 nm.
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Figura 1.3. Resumo das etapas descritas no item 1.4.7
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1.5. Resultados e discussao

1.5.1. Teor de lipidios e dos metais cobre, ferro e zinco em linhaca

dourada ligada a fragao nao-oleosa

Com o objetivo de determinar o teor de lipidios, a linhaga dourada moida
foi submetida a extracédo por Soxhlet usando trés combinacdes de solvente: hexano,
cloroférmio:metanol (2:1 v v-') e hexano seguido de cloroférmio:metanol (2:1 v v'). Os
residuos sélidos gerados foram secos em uma estufa a 40 °C até peso constante e,
por subtracdo das massas iniciais, foi possivel calcular o teor de lipidios na amostra.

Ao utilizar somente hexano pode-se extrair lipidios, polifenois, alcaldides,
alguns peptideos lipossoluveis, e obteve-se um teor de 33,2% m m' destes
compostos na amostra, valor semelhante ao teor de gordura total descrito no rétulo
do alimento (32% m m'). Na extragdo usando somente cloroférmio:metanol (2:1
v v'!) o teor obtido foi de 42,2% m m', enquanto que, utilizando os solventes hexano
e cloroférmio:metanol (2:1 v v'') sequencialmente, o resultado foi de 45,4% m m™'. A
maior eficiéncia da extragao sequencial € devido ao uso de solventes com polaridades
diferentes. Com hexano, cloroférmio e metanol tornou-se possivel extrair ainda
aquelas substancias associados as membranas celulares ou lipoproteinas de certa
polaridade.

Os resultados obtidos com o uso de metanol e cloroférmio foram
semelhantes aos descritos por Molena-Fernandez e colaboradores (2010), que
avaliaram os efeitos do uso da farinha de linhaga dourada como suplemento alimentar
sobre o perfil lipidico e a evolugdo ponderal em ratos. Ao utilizar estes mesmos
solventes para a extragao lipidica os autores encontram um teor total de 42% m m-'.

Ap0s avaliar o teor de lipidios, foi desenvolvido um método para a digestao
das amostras de linhaga em forno de micro-ondas com cavidade e posterior
determinacdo de Cu, Fe e Zn por FAAS. Para isto, cerca de 200 mg de linhaga
dourada in natura moida foram digeridas com 7,0 mL de solugéo acida e 1,0 mL de

peréxido de hidrogénio em forno de micro-ondas com cavidade, sendo avaliado o uso
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de acido nitrico concentrado (65% m v') e diluido (50% v v''). Sob as duas condigdes,
as amostras foram totalmente digeridas, mas, o estudo foi direcionado para que, além
de permitir melhor digestdo, também fossem obtidas maiores concentragdes dos
metais analisados. As concentracdes médias dos experimentos estdo apresentadas
na Tabela 1.3.

Tabela 1.3. Concentragdes médias (mg kg') e desvios padrao das digestdes de
amostras de linhaga in natura realizadas em acido nitrico concentrado e diluido para
cobre, ferro e zinco (n=3)

Metal HNOs concentrado HNO:3 diluido
Cobre 16,7 £ 0,5 17,7+0,5
Ferro 755+2,0 81,56+2,6
Zinco 41,2+1,2 50,0+ 0,8

Ao aplicar o teste t de Student nos valores médios obtidos para cobre, ferro
e zinco, a 95% de confianga, observou-se que os resultados obtidos para o acido
concentrado ou diluido n&o foram estatisticamente diferentes para ferro e zinco, mas
foram para cobre. Para ferro e zinco, os teores obtidos foram maiores quando se
utilizou o acido diluido. Portanto, optou-se pelo uso de acido nitrico diluido por ser
uma condigcdo mais branda, de menor consumo de reagente e, consequentemente,
de melhores brancos analiticos.

A utilizagdo de uma solugédo diluida do acido nitrico leva a digestdes
eficientes, pois maiores quantidades de agua estdo presentes, uma molécula de
momento de dipolo diferente de zero, que proporciona uma conversao eficiente de
energia micro-ondas para um melhor aquecimento. O uso de solug¢des diluidas
implicaria em uma melhor eficiéncia do aquecimento por micro-ondas, o que justifica
os bons resultados obtidos (Kingston e Jassie, 1988). O uso de acido nitrico diluido
também promove digestdes eficientes, devido ao processo de regeneragao do HNO3
a partir de NO e a sua conversdo em NO2 por agado do Oz, exercendo um efeito
importante na oxidagao da matéria organica (Flores, 2014).

Desta forma, foi estabelecida uma condigao unica de digestao para todos
os elementos de interesse, que consistiu da utilizagdo de 7,0 mL de acido nitrico 50%
v v'! acrescido de 1,0 mL de perdxido de hidrogénio 30% v v', tempo de irradiagéo de

30 min e temperatura de 180 °C.
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Uma vez que a concentracdo da mistura oxidante a ser utilizada no
procedimento de digestao foi definida, pdde-se avaliar a presenga dos metais ligados
a matriz ndo oleosa da linhaga por comparagao aos valores obtidos apds a digestao
da amostra in natura e amostras sem a fragao lipidica geradas pela extragcdo com
hexano, cloroférmio:metanol (2:1 v v') e hexano seguido de cloroférmio:metanol (2:1
v v'). Todas as amostras foram submetidas a digestdo acida sob as mesmas

condigdes experimentais e os resultados estéo ilustrados graficamente na Figura 1.4.
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Figura 1.4. Concentragéo (mg kg™') e desvio padrao de cobre, ferro e zinco obtida apos
digestao acida assistida por radiacdo micro-ondas da amostra de linhaga dourada in
natura e sem fragao lipidica apos extracdo com hexano, cloroférmio:metanol (2:1 v v-
) e hexano seguido de cloroférmio:metanol (2:1 v v'') (n = 3)

Pela Figura 1.4, pode-se observar que as maiores concentragdes foram
obtidas pela digestdo acida assistida por radiagdo micro-ondas em amostras de
linhaca dourada sem a fragao lipidica. Dentre as amostras que a fragao oleosa foi
retirada com cloroférmio:metanol (2:1 v v-') ou hexano seguido de cloroférmio:metanol
(2:1 v v'") os resultados foram préximos.

A retirada da fase lipidica pode concentrar os metais na fase residual e
diminuir o efeito de matriz na quantificacdo predominante na amostra in natura. Como
houve uma diferenca de concentragdo dos metais em relagao aos tipos de matrizes
digeridas, in natura e sem fragado oleosa, determinou-se o teor de carbono residual

nestas mesmas amostras. Os resultados obtidos estdo ilustrados na Figura 1.5.
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Figura 1.5. Teor de carbono organico residual (COT) (%) e desvio padrdo obtido nos
digeridos da amostra de linhaga dourada in natura e sem fragéo lipidica apds extragéo
com hexano, cloroférmio:metanol (2:1 v v-') e hexano seguido de cloroférmio:metanol
(21vvh (n=3)

O maior valor de carbono residual encontrado foi no digerido de linhaga
dourada in natura, enquanto que para as amostras sem fragao lipidica, o teor foi
menor, como ilustrado na Figura 1.5. Desta forma, pode-se inferir que a retirada prévia
da fase lipidica, independente do extrator utilizado, resultou em digeridos com baixos
teores de carbono organico residual.

Segundo Warfels, Jackwerth e Stoeppler (1989), amostras que contenham
altos teores de proteinas e gorduras produzem residuos organicos que nao sao
atacados pelo acido nitrico caso a temperatura seja de até 180 °C, sendo necessario
ao menos 300 °C. Porém, essa temperatura € inviavel no sistema de radiagdo por
micro-ondas, pois o frasco de perfluoroalcoxi (PFA) utilizado para a digestao se funde
a 260 °C.

No caso da linhacga, ela possui gorduras contendo acido linoleico (Begum
et al, 2004) que reage com o acido nitrico e produzem o acido
1,2-ciclopropanodicarboxilico, estavel neste meio e permanecendo como residuo ou
carbono residual. A presenca destes residuos ainda pode ser justificada pelos outros
produtos da decomposicdo de aminoacidos, que também podem permanecer nos
digeridos (Wiirfels, Jackwerth e Stoeppler, 1989).

Por estas razdes, o procedimento de digestao assistida por radiagdo micro-

ondas torna-se mais eficiente quando realizado na amostra sem um alto teor de
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lipidios. A retirada da fase oleosa, seja pelo uso de hexano ou cloroférmio:metanol,
permite  uma melhor decomposicdo da amostra para posterior quantificacao
elementar.

ApOs essa avaliagao, estabeleceu-se que para a digestao acida assistida
por radiacdo micro-ondas seguida da determinagcdo de cobre, ferro e zinco em
amostras de linhaca dourada, inicialmente seria retirada a fase lipidica com hexano
ou cloroférmio:metanol, para depois, o solido sem lipidios ser submetido a digestao
Este método desenvolvido foi entdo validado.

Os limites de deteccdo (LD) e de quantificagcdo (LQ) foram determinados
através da analise de 7 replicatas de brancos analiticos, analisados no mesmo dia. O
LD e o LQ foram calculados de acordo com as Equagdes 1.1 e 1.2 (INMETRO, 2011).

LD=X+ts (Equagéao 1.1)
LQ=X+10.s (Equacao 1.2)

Onde

X = média das concentragdes dos brancos

S = desvio das concentragdes dos brancos

t = valor de t de Student tabelado para 95% de confianca

Os valores obtidos estao apresentados na Tabela 1.4.

Tabela 1.4. Limites de deteccéo e quantificagdo (ug g') de cobre, ferro e zinco por FS
FAAS obtidos para a amostra de linhaga dourada digerida

Elemento LD LQ
Cobre 0,072 0,17
Ferro 0,051 0,15
Zinco 0,058 0,19

Os limites de deteccao e quantificagdo variaram dependendo do metal
analisado e estes resultados demonstram que a sensibilidade é satisfatéria para este
trabalho.

O grau de concordancia mutua entre os resultados ao aplicar o método em
uma série de medidas foi avaliado pela precisao por meio da repetividade e precisao

intermediaria, sendo expressas pelo coeficiente de variacdo (INMETRO, 2011).
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A repetividade e precisdo intermediaria foram avaliadas pela analise de 7
replicatas de digeridos de linhagca dourada sem a fase lipidica pelo mesmo analista,
no mesmo equipamento, sob as mesmas condigdes de uso. A repetividade foi
determinada em um unico dia, enquanto que a precisao intermediaria em trés dias
diferentes. Os valores dos coeficientes de variagdo obtidos na avaliagdo da precisao
para as amostras digeridas de linhaga dourada foram entre 1,6 a 3,2% para cobre,
ferro e zinco. De acordo com as normas estabelecidas pelo INMETRO (2010) sao
aceitaveis coeficientes de variacdo de até 10% para concentragdes superiores a 100
ng g' e, portanto, a precisdio do método desenvolvido pode ser considerada
satisfatoria.

A veracidade do método desenvolvido foi confirmada por duas formas, uma
pela utilizagcdo do material de referéncia certificado: farinha de trigo (NIST 1567a), uma
semente, e a outra por ensaios de adicdo/recuperacdo em trés niveis de concentracao
dentro da faixa linear adotada.

O material de referéncia certificado foi digerido pelo mesmo procedimento
otimizado para as amostras de linhaga dourada. Ao determinar o teor de cobre, ferro
e zinco por este método, os valores obtidos foram comparados aos certificados
através dos testes F e t de Student, ao nivel de 95% de confianca e pode-se verificar
que nao houve diferengas significativas.

O ensaio de adicao/recuperagao foi conduzido pela determinacdo dos
teores de cobre, ferro e zinco em amostras de linhaga dourada sem a fase lipidica em
que se adicionaram padrdes antes do procedimento de digestdo acida otimizado. Os
resultados obtidos nestas amostras foram comparados aquelas nao fortificadas. Para
todos os metais analisados, a porcentagem de recuperacao alcangada foi maior que
90%, resultado que traduz a concordancia com o valor verdadeiro da amostra e

que comprovou a eficiéncia de digestdo proposto para amostras de linhaga dourada.

1.5.2. Aplicagao do método desenvolvido para a digestdao em amostras

de linhaga dourada em forno de micro-ondas com cavidade

Cerca de 200 mg de cada uma das seis marcas diferentes de linhacga
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dourada sem fragao lipidica gerada apds extragdo com hexano foram digeridas para
a determinacao de cobre, ferro e zinco por FS FAAS. Este procedimento foi realizado

em triplicata e os resultados estao ilustrados graficamente na Figura 1.6.
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Figura 1.6. Concentragdo (mg kg') e desvio padrdo de cobre, ferro e zinco obtidas
pela digestao acida assistida com radiagao por micro-ondas de seis marcas de linhaga
dourada sem a fracao lipidica (n = 3)

Para os digeridos das amostras de linhaga dourada sem a fragao lipidica,
pode-se perceber pelos dados ilustrados na Figura 1.6 que, a maior concentragao foi
de ferro, seguido de zinco e a menor de cobre.

Ferro é o segundo elemento mais abundante e esta presente em quase
todos alimentos e vegetais (Reilly, 2002). Sabe-se que a deficiéncia deste metal da
dieta pode causar anemia principalmente na infancia, adolescéncia e gravidez,
periodos cujas necessidades nutricionais de ferro sdo altas (WHO, 2001). Segundo a
OMS (1996a; WHO, 1996b; WHO, 2004), as necessidades diarias de ingestdo desses
nutrientes variam entre 2 a 10 mg por dia e com a ingestdo de uma colher de sopa
destas marcas de linhaga (aproximadamente 15 g) podem fornecer esta quantidade.
No entanto, o grau de absorg¢ao destes elementos é altamente variavel e depende das
reservas do individuo e de outros componentes da dieta que facilitam a assimilacéao
(Bothwell et al., 1989).

Também pela Figura 1.6, nota-se que ha uma variacdo entre as

concentragdes dos metais obtidas nas diferentes marcas. Possivelmente, estes
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valores podem ser diferentes devido as condi¢cdes de plantio, relacionadas ao solo e

condigdes climaticas (Reilly, 2002).

1.5.3. Teor proteico nos extratos de linhaga dourada

ApoOs a avaliagéo do teor total de cobre, ferro e zinco na linhaga dourada,
foram aplicados os procedimentos de extracdo proteica sequencial e em fase unica
com solugao tampao Tris-HCI. Porém, antes da extragcao proteica, a retirada da fase
lipidica se faz necessaria, uma vez que Bittencourt e colaboradores (2012)
observaram experimentalmente, que o elevado teor de lipidios pode reduzir a extragao
das proteinas.

Os efeitos de diferentes solventes organicos no procedimento de retirada
da fase lipidica sobre a extragao proteica e determinagao de cobre, ferro e zinco foram
investigados ao realizar trés procedimentos para a retirada da fragdo oleosa: o
primeiro utilizando hexano, o segundo utilizando cloroférmio:metanol (2:1 v v''), e o
terceiro, usando hexano seguido por cloroférmio:metanol (2:1 v v').

Logo apos a remogao da fase lipidica, o residuo sem lipidios e o extrato da
fase lipidica foram submetidos a extragao proteica com o uso de uma solugcédo tampao
de Tris-HCI. Em outra etapa, um procedimento sequencial nos residuos sem lipidios
foi aplicado em quatro etapas sucessivas para identificar grupos de proteinas, tal
como descrito por Osborne e Mendel (1914) e adaptado por Naozuka e Oliveira
(2007).

O teor de proteinas foi determinado pelo método de Bradford (1976) a partir
de uma aliquota dos sobrenadantes dos extratos proteicos em Tris-HCI e das solugdes
utilizadas no procedimento sequencial. Os resultados obtidos estdo descritos na
Figura 1.7 e Tabela 1.6.
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Figura 1.7. Teor proteico (mg g-') e desvio padrao em solugdo tampéao Tris-HCI a partir
do residuo sem lipidios e no extrato da fase lipidica obtidos apds remocgao da fragao
oleosa com hexano, cloroférmio:metanol (2:1 v v') e hexano seguido de
cloroférmio:metanol (2:1 v v'') (n = 3)

A Figura 1.7 ilustra que o teor proteico no extrato em solugao tampao Tris-
HCI do residuo sem lipidios variou entre 0,7 a 3 mg g™'. Nestas fragdes, o maior teor
proteico foi obtido quando se utilizou somente hexano, enquanto que, com o uso de
metanol e cloroférmio, os valores foram menores.

Nos extratos em solugdo tampédo Tris-HCI da fase lipidica, ocorreu o
inverso: o teor foi menor com o uso de somente hexano, ao passo que, os valores
foram maiores quando foram utilizados metanol e cloroférmio.

Sabe-se que os solventes organicos podem ser utilizados para proteger ou
desnaturar proteinas. Por isso, € aconselhavel escolher uma solucdo capaz de
preservar a interacdo entre metais e proteinas durante a extragao dos lipidios. De
acordo com Asakura e colaboradores (1978), a extensdo da desnaturacdo de
proteinas € fortemente afetada pelo tipo de solvente utilizado. Para um grupo de
solventes, incluindo alcoois e cetonas, a extensdo de desnaturacdo é diretamente
proporcional a concentracdo de proteina. Para outros solventes, tais como tolueno e
cloroformio foi observado apenas um efeito desnaturante, enquanto que, para
solventes como formamida e pentano, ndo houve nenhum efeito de desnaturacio em
qualquer concentracao proteica. O hexano, para estes pesquisadores, € classificado

como um solvente organico adequado para preservar a ligagcao metal-proteina, nao
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trazendo efeitos de desnaturacao.

Como a desnaturacao proteica expde regides hidrofobicas e aumentam a
concentracao de proteina nas fragdes organicas, os teores obtidos na extragao de
proteinas do residuo sem lipidios com metanol e cloroférmio foram menores quando
comparado com o hexano, porque tanto metanol e cloroférmio sido solventes
desnaturantes. Por outro lado, o hexano € um solvente nao-desnaturante que
promoveu maior eficiéncia de extragao proteica na solugao aquosa de Tris-HCI.

Vale a pena destacar que o procedimento de extracdo de proteinas
utilizando a solugdo tampao de Tris-HCI é brando e diferente do método de Kjeldahl,
por exemplo, em que € possivel determinar o teor proteico total. Apesar disso, pela
Figura 1.7 observou-se que apds a remocao da fragdo oleosa com qualquer solvente
extrator utilizado, a soma do teor proteico do residuo sem lipidios com o do extrato da
fase lipidica é de, aproximadamente, 4 mg g de proteina na linhaga dourada.

As proteinas da linhaca dourada sem lipidios também foram extraidas de
forma sequencial para inferir sobre as fragdes albuminas, globulinas, prolaminas e

gluteinas presentes na amostra. Os resultados sao apresentados na Tabela 1.5.

Tabela 1.5. Teor proteico (mg g') e desvio padrdo em cada fragdo coletada na
extragdo sequencial apos a extragao lipidica com hexano, cloroférmio:metanol (2:1 v
v-') e hexano seguido de cloroférmio:metanol (2:1 v v-') (n = 3)

Fracao

Agua NaCl Etanol NaOH
Hexano 29+0,1 29+0,1 0,18 £ 0,01 24+0,1
Cloroférmio:Metanol 0,55+ 0,02 1,7+0,1 0,25+ 0,01 2,5+0,1

Hexano seguido de

Extragao lipidica

0,91 +0,02 1,3+0,1 0,28 + 0,01 25+01
Cloroférmio:Metanol

Pela Tabela 1.5 pode ser visto que o teor de proteina foi de
aproximadamente 3 mg g' nas fragdes extraidas com agua e NaCl quando apenas o
hexano foi usado para a extragao de fase lipidica, enquanto que quando metanol e
cloroférmio foram utilizados o valor variou entre 0,5 a 1,7 mg g-'. Os valores obtidos
com o uso de hexano seguido de cloroférmio:metanol foram semelhantes aos obtidos
com somente cloroformio:metanol, demonstrando a influéncia destes solventes no

processo de desnaturacao da proteina e, tal como descrito antes, liberando baixo teor
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de proteinas na solugédo aquosa.

Nas fragdes extraidas com etanol e NaOH os resultados foram
semelhantes entre os trés procedimentos de retirada da fase lipidica. Etanol e NaOH
também sao reagentes desnaturantes e, portanto, ndo importa se foram utilizados
hexano, metanol ou cloroférmio anteriormente para remocgao de fase oleosa, todas as
proteinas se tornam inativas e serao igualmente solubilizadas nestes extratos
proteicos.

Ao utilizar hexano para extracdo lipidica, albumina, globulina e glutelina
foram as proteinas predominantes nas fragées agua, NaCl e NaOH, respectivamente,
representando 34, 34 e 29% do conteudo total de proteina extraida pelo procedimento
sequencial, enquanto a prolamina, presentes na fragcao etanol, representou 2%.

Esta prevaléncia também foi relatada por Oomah e Mazza (1993) para
amostras de linhaca. Os autores determinaram 25% de albuminas, 30% de glutelinas
e 42% de globulinas. Para prolaminas, somente 4% foram soluveis na fragdo em
etanol, devido a maior interacéao lipofilica com a matriz (Oomah, 2001).

E quando se comparou os resultados obtidos nas fragdes em agua e NaCl
com os obtidos apds extragao de Tris-HCI (Figura 1.7), foi possivel verificar que, os
valores foram semelhantes com o uso de hexano para a extragcao de fase lipidica,

demonstrando a caracteristica ndo desnaturante do solvente.

1.5.4. Determinagcao de cobre, ferro e zinco nas fragoées e residuos
gerados da extragao proteica de linhaga dourada

A distribuicao dos metais foi avaliada nas amostras de digeridos do sélido

residual por FS FAAS, nos digeridos da fase oleosa (apos evaporagéo do solvente) e

sobrenadantes em agua, NaCl, etanol e NaOH e Tris-HCI (gerados do residuo sem
lipidios e do extrato da fragao lipidica) empregando GFAAS.

Inicialmente, os limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) foram

determinados através da analise de 7 replicatas de brancos analiticos, analisados no

mesmo dia e calculados de acordo com as Equacgdes 1.1 e 1.2 (INMETRO, 2011). Os

valores obtidos estdo apresentados na Tabela 1.6.
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Tabela 1.6. Limites de detecgdo e quantificagdo (ug g') de cobre, ferro e zinco por
GFAAS obtidos nos meios extratores avaliados: Tris-HCI, agua, NaCl, etanol e NaOH,
em brancos analiticos do procedimento de digestao

Meio Elemento LD LQ
Cobre 0,010 0,044

Tris-HCI Ferro 0,056 0,18
Zinco 0,026 0,073
Cobre 0,0086 0,034
Agua Ferro 0,015 0,052
Zinco 0,019 0,036
Cobre 0,010 0,042
NaCl Ferro 0,012 0,025
Zinco 0,024 0,048
Cobre 0,011 0,045
Etanol Ferro 0,034 0,082
Zinco 0,021 0,062
Cobre 0,011 0,048

NaOH Ferro 0,057 0,16
Zinco 0,022 0,042
Cobre 0,0081 0,032

Digeridos Ferro 0,041 0,11
Zinco 0,030 0,10

Estes resultados demonstram que a sensibilidade é satisfatoria para este
trabalho.

Posteriormente, a digestdo acida assistida por radiagdo micro-ondas foi
realizada no residuo solido sem lipidios e fase oleosa. Os resultados estdo descritos

nas Tabelas 1.7 e 1.8.
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Tabela 1.7. Concentragdo (mg kg') e desvio padrédo de cobre, ferro e zinco na fase
oleosa, no solido residual e nos sobrenadantes em Tris-HCI, apds o procedimento de
extragao lipidica (n = 3)

Sobrenadante Tris-HCI

Extragédo da fase Fase Sdlido Residuo
o Metal . Extrato fase
lipidica oleosa residual sem
lipidica
lipidios
Cobre <LQ 253+0,3 2,3+0,1 <LQ
Hexano Ferro 0,44+0,02 1764 2,7+0,1 0,44 + 0,02
Zinco 3,7+0,1 88,0+44 12101 3,9+0,1
Cobre 1,2+01 36,309 1,301 1,2+0,1
Cloroférmio:Metanol Ferro 5,8 £ 0,1 162+3 0,85+0,01 58+0,1
Zinco 4,0x0,2 112+4 0,79+ 0,01 4,0+0,2
Cobre 1,2+01 287106 1,31£01 1,2+0,1
Hexano seguido de
Ferro 4,6+0,1 165 £ 1 0,91+£0,1 46101
Cloroférmio:Metanol
Zinco 3,9%0,1 110+ 3 0,77+ 0,1 3,9+0,1

Os resultados da Tabela 1.7 demonstram que, no sobrenadante obtido
apo6s a extracao proteica com solugao tampao Tris-HCI, as concentragcdes dos metais
foram maiores nas solu¢cdes geradas depois da extragcdo lipidica com hexano,
reafirmando os beneficios do uso de um solvente organico ndo-desnaturante. Por
outro lado, para a fragao oleosa, as maiores concentragcdes foram obtidas ao utilizar
solventes organicos desnaturantes como extratores da fase lipidica. Neste caso, a
interacao metal-proteina é rompida e o metal, por também ter afinidade pelo solvente
polar, permanece nesta fragédo, o que justifica os teores obtidos nesta fase.

Também pela Tabela 1.7 € possivel observar que a solugao tampao Tris-
HCl tem uma eficiéncia limitada sobre a extragdo dos metais, uma vez que a
concentracao obtida nio foi elevada.

Como todo o procedimento de extracdo foi realizado a temperatura
ambiente na tentativa de preservar a ligagéo entre a proteina e o metal, pode-se
estimar a associagdo do metal com as proteinas em amostras de linhaga. Para isso,
os residuos sem lipidios foram submetidos a digestdo acida assistida por radiagéo
micro-ondas. Este residuo sem lipidios, a fase oleosa foi retirada e ele nao foi

submetido a extragao proteica. A concentragdo de cobre, ferro e zinco descrita na



40
CAPiTULQ 1. REMQCAO FASE LIPIDICA E QUANTIFICAGAO DOS METAIS Cu, Fe E Zn
LIGADO AS PROTEINAS DE LINHACA DOURADA

Figura 1.4 obtida apds digestédo acida assistida por radiagdo micro-ondas da amostra
de linhagca dourada sem fragdo lipidica apds extragdo com hexano pode ser
comparada a soma dos valores obtidos no sélido residual, fase oleosa e sobrenadante
em Tris-HCI apds a extragao proteica, descritos na Tabela 1.7, a fim de estudar o grau
de proximidade entre os resultados obtidos. Esta comparagao é apresentada na
Tabela 1.8.

Tabela 1.8. Concentragdo (mg kg™') e desvio padrao de cobre, ferro e zinco na amostra
de linhaga dourada e na soma do sélido residual, fase oleosa e sobrenadante em Tris-
HCI apds extragao proteica. Todos os resultados foram obtidos apds extracao lipidica
com hexano, cloroférmio:metanol (2:1 v v-') e hexano seguido de cloroférmio:metanol
(221 vv") (n=23)

Extracdo da fase lipidica Metal Amostra Soma
Cobre 31,7+0,3 276+04
Hexano Ferro 182 +1 179+ 4
Zinco 103 +1,6 96,7+4.,4
Cobre 41,7+1,0 399+1,0
Cloroférmio:Metanol Ferro 175+ 2 174 £ 3
Zinco 123+2,7 121 +4
Cobre 342+0,6 325+0,3
Hexano seguido de
Ferro 182 +1 175 £ 1
Cloroférmio:Metanol
Zinco 127 £ 2,0 119+3

Ao aplicar o teste t de Student entre os dois grupos de valores obtidos
(amostra e soma), a 95% de confianga, foi possivel inferir que os resultados nao foram
estatisticamente diferentes, demonstrando boa exatidado dos métodos propostos para
a extragao metalica.

Os teores de cobre, ferro e zinco nos extratos em Tris-HCI foram maiores
quando se utilizou hexano para a retirada da fase lipidica. Com o uso deste solvente,
tém-se a expectativa de manter a interacdo metal-proteina na extracdo lipidica,
aumentando-se a concentragdo dos metais na fase aquosa. Este fato ndo foi
observado quando se utilizou cloroférmio e metanol.

Os metais cobre, ferro e zinco também foram quantificados por GFAAS nas
solugdes obtidas apds o processo de extragdo sucessiva, utilizando a agua, solugéo

de NaCl, etanol e NaOH e os resultados s&do mostrados na Figura 1.8.
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Figura 1.8. Concentragéo (mg kg') e desvio padrao de cobre, ferro e zinco em cada
fracdo coletada na extragao sequencial apds extracao lipidica com hexano (n = 3)

Pela Figura 1.8 observou-se que os valores obtidos em agua e NaCl foram
semelhantes. A fragdo de globulina, extraida com NaOH, contém teores mais altos
dos metais, enquanto as prolaminas, extraidas com etanol, contém concentracoes
mais baixas em comparagao com as globulinas.

Uma vez que o hexano possivelmente mantém a interagéo proteina-metal,
torna-se possivel relacionar a presenca de cobre, ferro e zinco com as proteinas da

semente de linhaca dourada extraidas apds o procedimento de extragao sequencial.
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1.6. Conclusodes parciais

Neste capitulo o teor total de lipidios na linhaga dourada foi determinado na
extragao pelo método Soxhlet empregando solventes de diferentes polaridades. Os
valores dos teores de gordura obtidos foram semelhantes aos descritos pelo rétulo do
produto analisado e pela literatura.

Os teores dos metais cobre, ferro e zinco na linhaga foram determinados
por FS FAAS apods a digestdo da amostra em forno de micro-ondas com cavidade
empregando-se acido nitrico diluido. Além de produzir digeridos limpidos e com
baixos percentuais de carbono residual, os digeridos apresentam uma menor acidez
residual e podem ser introduzidos diretamente no equipamento sem diluigdes
adicionais.

A influéncia da fase lipidica no procedimento de digestao foi avaliada a
partir da decomposicdo de amostras apds retirada da fragdo oleosa. O teor de carbono
residual e as concentragbes de cobre, ferro e zinco nestes digeridos foram
comparados aos resultados da digestdo de amostras in natura e verificou-se que o
processo foi mais eficiente nas amostras sem a fragdo oleosa. As proteinas e gorduras
presentes na linhaga ndo foram eficientemente destruidas nas condi¢gbes operacionais
empregadas no forno micro-ondas, ou seja, temperatura de 180 °C na presenca de
acido nitrico diluido.

Foram analisadas seis diferentes marcas de linhaga dourada sem fracéo
lipidica. Apesar da concentragao variar entre as diferentes marcas, pode-se perceber
que a maior concentragéo foi de ferro, seguido de zinco, com o cobre alcangando
sempre a menor concentragao.

O teor total de proteinas nos extratos gerados a partir dos residuos sem
lipidios foi maior quando se retirou a fracdo oleosa com hexano, enquanto que, quando
se utilizou cloroférmio e metanol, o valor foi menor. Como cloroférmio e metanol séo
solventes desnaturantes, regides hidrofdbicas sdo expostas e aumentam assim a
concentracao de proteina nas fragdes organicas. Ja com o hexano, um solvente nao-
desnaturante, a fase lipidica foi primeiramente retirada e promoveu maior eficiéncia
de extracao proteica na solucédo tampao Tris-HCI.

Os teores de cobre, ferro e zinco nos solidos residuais obtidos apds
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extragao lipidica e proteica foram semelhantes, independente do solvente utilizado
para o procedimento de retirada da fase oleosa. As concentragdes dos metais foram
maiores nos sobrenadantes obtidos apds a extracdo de proteinas com solugao
tampao Tris-HCI dos residuos sem lipidios gerados apds o uso de hexano como
extratores da fase lipidica, reafirmando os beneficios do uso de um solvente orgénico
nao-desnaturante. Para a fragdo oleosa, as maiores concentragbes foram obtidas ao
utilizar solventes orgéanicos desnaturantes, pois a interagdo metal-proteina € rompida
e 0 metal, por ter grande afinidade pelo solvente polar, permanece nesta fragao.
Também com o uso de hexano tornou-se possivel relacionar a presenca de
albuminas e globulinas no tampao Tris-HCI com cobre, ferro e zinco. No processo

sequencial, todos os metais estudados estavam presentes nas fragcoes recolhidas.
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21. Introducao

Acredita-se que um terco de todas as proteinas que compdem o organismo
humano ndo contenham apenas aminoacidos, mas possuam algum metal associado
(Shi e Chance, 2011). Estas s&o as chamadas metaloproteinas (Andreini et al., 2008),
estruturas ainda pouco conhecidas, mesmo com a disponibilidade de sequéncias
gendmicas completas de varios organismos (Cvetkovic et al., 2010).

Para se estudar as metaloproteinas ou metais associados a proteinas,
adiciona-se uma complexidade aos desafios experimentais, pois € preciso manter a
interagdo das proteinas com os ions metalicos (Barnett et al., 2012). Uma melhor
definicdo e caracterizacdo das metaloproteinas € possivel somente quando se utiliza
métodos analitcos que mantenham as proteinas nativas em todo o processo.

Uma técnica eficiente de separagao das metaloproteinas € a cromatografia
de exclusdo molecular. Ela é baseada no efeito de peneira molecular, que separa as
espécies de acordo com o seu tamanho (Hagel, 2011) e permite uma determinagéo
aproximada da massa molecular. Dependendo do eluente utilizado, essas fracdes
podem ser analisadas diretamente por espectrometria de massas, absor¢céo e
emissao atdomica (Szpunar e Lobinski, 1999).

A espectrometria de absorgao atdmica pode ser utilizada para quantificar
os ions metalicos presentes nas proteinas (Szpunar, 2000), enquanto a
espectrometria de massas permite determinar a sequéncia de aminoacidos de uma
proteina. Uma forma de se utilizar a espectrometria de massas € submeter as
proteinas a clivagens quimica ou enzimaticas. Depois, os produtos de peptideos sédo
separados por cromatografia para serem posteriormente analisados no espectrémetro
(Chait, 2006). Neste caso, pode-se estudar a sequéncia de alguns fragmentos de
peptideos e combinar essas informagdes com uma proteina derivada de um
sequenciamento do genoma ou bibliotecas de espectros de massas disponiveis
(Chen, 2008).

Neste capitulo obteve-se a composicdo proteica e elementar da linhaca
dourada (Linum usitatissimum L.) utilizando-se a cromatografia de exclusdo molecular
nao-desnaturante seguida da caracterizacdo dos constituintes por cromatografia

liquida acoplada a espectrometria de massas sequencial (LC-MS/MS) e GFAAS.



56
CAPITULO 2. SEPARAGCAO E IDENTIFICAGAO PROTEICA POR LC-MS/MS E
DETERMINACAO ELEMENTAR POR GFAAS

2.2. Revisao Bibliografica

2.2.1. Métodos de Separacgao

i. A cromatografia de exclusao molecular

Ao se estudar metaloproteinas é preciso manter a interagao das proteinas
com os ions metalicos (Barnett, Scanlan e Blindauer, 2012) para uma melhor definigdo
e caracterizagao.

Para a separacdo das metaloproteinas, a cromatografia de exclusao
molecular € uma técnica eficiente na qual se emprega a separagdo de
macromoléculas através de uma coluna cromatografica, onde a fase mével flui pelo
interior da coluna sob uma vazao constante (Skoog, Holler e Crouch, 2007).

Quando se insere uma amostra contendo moléculas de massas
moleculares diferentes, verifica-se que as moléculas maiores emergem pela fase
movel em um curto periodo de analise. No entanto, moléculas menores migram por
dentro dos poros da coluna, aumentando o tempo de elui¢gao (Collins, Braga e Bonato,
2006).

Esta técnica se baseia no efeito de peneira molecular, onde o tempo médio
de eluicdo nos poros pode ser diretamente relacionado com a massa. Como
consequéncia disso, a massa molar de um composto pode ser caracterizada pela
construcdo de uma curva analitica que relaciona a massa com o coeficiente de
distribuicédo (Kb).

A cromatografia de exclusdo molecular € um procedimento de separacgéo
comumente aplicado em fracionamentos por nao resultar em perdas de espécies ou
alteracdes quimicas (Hagel, 2011). Na pratica, para a separagdo de proteinas os
poros da fase estacionaria variam entre 100 a 1000 A e os dois tipos de leitos mais
utilizados sédo de silica e polimeros organicos. O importante é que a eluicdo das
proteinas na coluna deve impedir sua desnaturacido, para evitar a destruicdo da
interacdo metal-proteina (Szpunar e Lobinski, 1999).

Neste sentido, Osvald e colaboradores (2008) estudaram o teor proteico de
arroz com o objetivo de obter uma relagéo entre o local de cultivo e a composicéo da

farinha de arroz. A extragcdo das proteinas foi realizada com o uso de um tampao
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fosfato de sédio em pH 6,9. A suspensao foi agitada durante 30 min e as proteinas
solubilizadas foram recuperadas por centrifugacdo durante 10 min. Depois disso, a
cromatografia de exclusdo molecular foi aplicada a fim de se estudar a distribuicdo do
tamanho das proteinas da farinha de arroz. Foram detectadas fragdes constituidas
por glutelina, globulina e uma Uultima fracdo de albumina e prolamina. Os
pesquisadores analisaram a composicdo proteica das amostras em fungdo da
localizagdo de seu cultivo através de uma analise de agrupamento hierarquico e
observaram diferengas significativas entre elas.

Também utilizando a cromatografia de exclusdo de tamanho e detecgao
em linha dos metais em conjunto com a espectrometria de emissao Optica por plasma
indutivamente acoplado (ICP OES), Manley e colaboradores (2009) desenvolveram
um método para determinacdo de cobre, ferro e zinco em proteinas contidas em
plasma de coelho, permitindo a identificacdo de, aproximadamente, doze

metaloproteinas contendo cobre, ferro e zinco.

ii. Eletroforese em gel

Outra técnica eficiente de separacao das proteinas € a eletroforese em gel
que envolve a separagao de espécies carregadas eletricamente, sob a influéncia de
um campo elétrico aplicado.

A formacédo de espécies carregadas pode ser realizada a partir do
envolvimento das proteinas com um surfactante aniénico, tal como SDS, ou por
reacOes de dissociagdo de grupos carboxilicos ou aminos. As espécies carregadas
migram em suportes inertes, como papel-filtro, silica gel, membranas de acetato de
celulose, géis de agarose, amido ou poliacrilamida. A escolha do suporte é feita em
funcao da resolugdo de separagao requerida. Por exemplo, o numero de fragdes
observadas com o gel de poliacrilamida € muito maior do que o gel de agar. Os geis
de poliacrilamida tém porosidade rigorosamente controlavel e a resolugdo de
separagao €, em consequéncia, maior. De um modo geral, o gel de poliacrilamida é o
mais utilizado para separacgao das proteinas (Brune e Alfenas, 2006).

Os géis de poliacrilamida sao formados pela co-polimerizagdo de
acrilamida e N,N’-metileno-bis-acrilamida (Bis). O processo de polimerizagéo consiste

em uma reagao em cadeia de radicais livres, iniciada pelo persulfato de ambnio (PSA)
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e N,N,N’,N’-tetrametilinediamina (TEMED). O PSA deixa o TEMED com um elétron
desemparelhado que reage entdo com uma molécula de acrilamida, transformando-a
em um radical. Esta, por sua vez, reage com uma outra molécula de acrilamida (ou,
ocasionalmente, com a bis-acrilamida), dando origem a novo radical, e assim
sucessivamente, até se formar um polimero com ligagdes cruzadas. O numero de
ligagcbes cruzadas determina o tamanho dos poros do gel e, consequentemente, o
intervalo de massa molecular das proteinas que podem ser separadas. A porosidade
do gel é entao definida pela quantidade de bis-acrilamida. A escolha da concentracao
desta mistura é feita em funcdo de qual faixa de massa molecular ocorrera a
separagao, pois quanto maior a porcentagem, menor € o didmetro do poro. Para
separagao de moléculas maiores, usam-se géis com menor teor de bis-acrilamida
(Hames, 1998).

A eletroforese deve ser realizada em solugdes tampao apropriadas pois,
como a carga elétrica de uma molécula proteica depende do pH do meio, é
conveniente manter o pH estavel durante o processo, mediante o uso de solucdes
tampao no preparo do gel e nos tanques onde estdo os eletrodos. As substancias
presentes nestas solugdes, que estdo em contato elétrico com os polos, permitem o
fluxo da corrente elétrica e geralmente sdo inertes no processo eletroforético. O
tampdo deve ter acentuada condutividade elétrica mas, em geral, solu¢gdes mais
concentradas fornecem melhor resolucdo porém em maior tempo de separagao
(Brune e Alfenas, 2006).

Do ponto de vista da eletroforese, as propriedades mais importantes das
proteinas sdo tamanho (isto €, raio hidratato), formato e numero de carga. Séo por
essas caracteristicas que se tem diferentes velocidades de migracédo e consequente
separacgao. A eletroforese pode ser feita em uma dimensao (1D), cuja separagao pode
ser realizada pelo tamanho molecular, ou ainda em duas dimensdées (2D), que pode
ser ndo somente pelo tamanho, mas também pela carga proteica.

A eletroforese em 1D em gel de poliacrilamida é relativamente simples e
pode ser classificada como dissociante ou n&o-dissociante dependendo das
condi¢des de separacado. Nos sistemas nao-dissociantes as proteinas séo estudadas
na sua forma nativa ou in natura, de forma que nao existam alteragcdes na atividade
biolégica e conformacdo. Em sistemas dissociantes, as proteinas s&o solubilizadas

em um tampao contendo SDS na presengca de B-mercaptoetanol ou DTT por
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aquecimento a 100 °C. O B-mercaptoetanol e DTT reduzem as ligagdes dissulfidricas
por ruptura. A organizagdo da cadeia polipeptidica na estrutura terciaria € entao
deteriorada e os polipetidios adquirem a carga negativa do SDS. Com esta carga,
todas as proteinas migrarao em direcédo ao eletrodo positivo durante a eletroforese e
a separacgao sera baseada apenas no tamanho das proteinas. As proteinas de menor
massa se movem mais rapidamente através do gel do que as maiores. Este tipo de
eletroforese é geralmente conhecido como SDS-PAGE, devido a combinagao do
tratamento das proteinas com SDS e a eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE)
(Alfenas e Brune, 2006).

Depois de realizada a separagao eletroforética, € necessario fazer a
coloragdo do gel para visualizar o resultado obtido. Em geral, os métodos mais
empregados sao a coloracdo com prata e corantes organicos, como Azul de
Coomassie.

Como revisado no Capitulo 1, o Azul de Coomassie é empregado para
identificacao proteica gragas a sua intensa capacidade de coloragdo. Mas, quando se
requer uma coloragdo mais sensivel que detecte concentracbes mais baixas de
proteinas, utiliza-se a coloracido por prata. No processo de coloragao com ion prata
(Ag"), ele é reduzido a prata metalica na proteina, onde a prata se deposita formando
uma banda de cor marrom. E tal como ocorre com o Azul de Coomassie, a intensidade
da coloragao com prata esta relacionada a quantidade de aminoacidos presentes na

cadeia polipeptidica (Morrissey, 1981).

2.2.2. Metaloproteinas e a espectrometria por absor¢cao atémica e
massas

Os ions metalicos presentes nas proteinas podem ser quantificados
utilizando-se a espectrometria de absorc¢ao atdmica (Szpunar, 2000). Nesta técnica, a
determinacao das espécies metalicas é feita na fase gasosa. Quando comparada com
FAAS, a GFAAS é mais sensivel e apresenta limites de detecgdo na ordem de ng L™’
a ug L' e necessita de um volume muito menor de amostra (5 -100 pL). Tais
vantagens sdo bastante interessantes, sobretudo quando se trata de amostras com
metais presentes em baixa concentracdo, como em materiais escassos e/ou de dificil

obtencao.



60
CAPITULO 2. SEPARAGCAO E IDENTIFICAGAO PROTEICA POR LC-MS/MS E
DETERMINACAO ELEMENTAR POR GFAAS

Na GFAAS, a amostra € inicialmente dessolvatada a baixas temperaturas
em um tubo de grafite. Em seguida, € pirolisada a uma temperatura mais elevada e,
posteriormente, a temperatura se eleva um pouco mais para atomizar os analitos em
um curto periodo de tempo. Apesar de apresentar uma boa sensibilidade de detecgéo,
a técnica GFAAS mostra algumas limitagdes, como interferéncias quimicas, ser
monoelementar e requerer um tempo razoavel de analise por elemento (Welz e
Sperling, 2008).

Santos e colaboradores (2011) realizaram investigacao proteica em
amostras de plasma de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus). As proteinas foram
separadas por eletroforese em gel de poliacrimida em duas dimensbdes (2D-PAGE) e
0s metais manganés e zinco foram determinados qualitativamente e quantativamente
nos spots por fluorescéncia de radiagéo sincrotron de raios-X (SR-XRF) e GFAAS. A
identificacdo por SR-XRF mostrou que o0 manganés estava presente em quatro spots,
enquanto zinco em seis. Estes ions estavam ligados a proteinas com massas
moleculares de 19 a 70 kDa e com o ponto isoeléctrico (pl) variando de 4,7 a 6,3. Apds
digestdo acida dos spots, as concentragcbes de manganés e zinco ligados a estas
proteinas variaram entre 0,8 e 2,6 mg de manganés e de 1,0 a 6,3 mg de zinco por
grama de proteina, valores determinados por GFAAS. A sequéncia de aminoacidos
de uma proteina pode ser determinada pela espectrometria de massas (MS) com uso
de técnicas brandas de ionizagao, seja por electrospray (ESI), ou por ionizagcao e
dessorcao a laser assistida por matriz (MALDI). E uma técnica ideal para proteémica
pela alta especificidade, preciséo, velocidade e sensibilidade.

A analise de proteinas por MS pode ser realizada de duas formas: Bottom-
up e Top Down (Zhou et al., 2011). No caso do Bottom-up, as proteinas de interesse
sao isoladas para serem submetidas a clivagens quimicas ou enzimaticas em pontos
especificos. A tripsina, por exemplo, cliva as ligacbes peptidicas apdés os grupos
carbonila dos residuos de lisina e arginina (Nelson e Cox, 2006). Depois, os produtos
de peptideos sao separados por cromatografia para serem posteriormente analisados
no espectrometro de massas (Chait, 2006). Os espectros de massas de alguns
fragmentos de peptideos séo obtidos e as informacgdes ali presentes sdo combinadas
as de uma proteina derivada de um sequenciamento do genoma, ou ainda, com dados
de bibliotecas de espectros de massas disponiveis (Chen, 2008), permitindo assim a
identificacao proteica.

Na estratégia Top-Down, a proteina intacta € analisada diretamente por MS
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e, inicialmente, deve-se determinar a massa molecular da proteina em questado com
exatiddo para, posteriormente, realizar fragmentagdes da proteina no proprio
equipamento, proporcionando a identificacdo de peptideos que permitem a
subsequente identificagdo da sequéncia proteica completa. Essa estratégia requer o
uso de equipamentos de altissima resolugéo e exatiddo de massas (Zhou et al., 2011).

A conjugacéo de analisadores de massa sequenciais (MS/MS) contribuiu
ainda mais para o desenvolvimento da MS. Tal arranjo aumentou o poder de resolugéo
e a sensibilidade, tornando-o praticamente obrigatério em analises de moléculas
biolégicas. Com essa conjugacao é possivel fragmentar uma molécula ionizada pela
colisdo com um gas inerte e a analise das massas dos fragmentos obtidos permite
determinar, por exemplo, a sequéncia de aminoacidos de um peptideo ou uma
alteracao de algum residuo de aminoacido (Steen e Mann, 2004).

Portanto, a espectrometria de absorgao atdbmica em conjunto com a de
massas sequencial sdo coerentes para o estudo de metais associados as proteinas

em amostras de linhaga dourada.
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2.3. Objetivos

2.3.1. Objetivo geral

Fracionar proteinas de linhaga dourada por cromatografia de exclusao
molecular apds procedimento de extracdo nao-desnaturante com tampao Tris-HCI e
caracterizar por LC/MS-MS e GFAAS, avaliando-se o teor proteico, o perfil

eletroforético e a concentracéo de cobre, ferro e zinco.

2.3.2. Objetivos especificos

e Extrair as proteinas da linhaga dourada usando uma solugao tampao Tris-HCI;

e Isolar fragdes proteicas por filtragdo em gel;

¢ Avaliar o perfil eletroforético de fragdes proteicas coletadas pela cromatografia de
exclusdo molecular através do gel de poliacrilamida 12% m v' com SDS em uma
dimenséao (1D SDS-PAGE) e coloragéo de prata;

e Determinar cobre, ferro e zinco nas fragdes proteicas coletadas pela cromatografia
de exclusdo molecular utilizando GFAAS;

¢ Identificar as proteinas de uma das fragdes proteicas coletadas pela cromatografia
de exclusao molecular utilizando LC-MS/MS;

e Extrair as proteinas de seis diferentes amostras de linhaga dourada para avaliar o
teor proteico, perfil eletroforético por 1D SDS-PAGE e a concentragao de cobre, ferro
e zinco por GFAAS.
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2.4. Parte experimental

2.4.1. Amostra, reagentes e solugoes

As amostras foram adquiridas e tratadas conforme descrito no item 1.4.3.

Hexano (Synth, Sdo Paulo, Brasil) foi utilizado para a extracdo da fase
lipidica. A solugao tampéo Tris-HCI foi preparada com tris-hidroximetilaminometano
(Synth, Brasil) e o pH foi ajustado com &cido cloridrico diluido (Merck, Darmstadt,
Alemanha).

Para extragao e isolamento das proteinas foram utilizados Coquetel Inibidor
de Protease (Sigma Aldrich, Saint Louis, Estados Unidos), sulfato de amdnio (Synth,
Sé&o Paulo, Brasil), glicerol (Synth, Sdo Paulo, Brasil) e membrana de celulose com
corte de 12000 Da (Sigma Aldrich, Saint Louis, Estados Unidos). A dosagem das
proteinas totais das amostras foi realizada pelo método de BCA, conforme kit
comercial Pierce® BCA Protein Assay (Thermo Scientific, Waltham, Estados Unidos).

A eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS foi realizada utilizando
azul de bromofenol, SDS, glicina e um padrao contendo as seguintes proteinas com
pesos moleculares conhecidos: fosforilase b (97 kDa), albumina (66 kDa),
ovoalbumina (45 kDa), anidrase carbénica (30 kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDa) e
a-lactoalbumina (14,4 kDa) (Sigma Aldrich, Saint Louis, Estados Unidos). A coloragéo
com prata foi realizada com etanol, acido acético glacial e formaldeido (Merck,
Darmstadt, Alemanha), acetato de sodio, nitrato de prata, carbonato de sédio (Sigma
Aldrich, Saint Louis, Estados Unidos). A coloracdo com Azul de Coomassie foi
realizada com acido ortofosforico e etanol (Synth, Sdo Paulo, Brasil), sulfato de
amoénio e Azul de Coomassie (Sigma Aldrich, Saint Louis, Estados Unidos).

Para a construgao de curvas analiticas de cobre, ferro e zinco, solugdes de
referéncia dos analitos, em separado, foram preparadas a partir de diluigdes de
solugdes estoque de 1000,0 mg L' (Titrisol®, Merck, Darmstadt, Alemanha)
obedecendo a faixa linear de cada elemento (0,05 — 100 ug L-'), em separado para a
GFAAS.

A digestdo das proteinas com tripsina (Promega, Fitchburg, Estados
Unidos) e a analise dos peptideos por LC-MS/MS foram realizadas com bicarbonato

de amoénio, DTT, iodoacetamida, acido formico (Sigma Aldrich, Saint Louis, Estados
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Unidos). Para a dessalinizagao e eluicdo da amostra no equipamento LC-MS/MS, a
acetonitrila e o acido férmico utilizados foram de grau cromatografico (J.T. Baker,
Deventer, Holanda). Os peptideos foram purificados e dessalinizados em um cartucho
para extragao em fase sélida (SPE) de C18, 100 mg/1 mL (Phenomenex, Torrance,
Estados Unidos).

Todas as solugdes foram preparadas utilizando agua destilada e
deionizada (Milli-Q, 18,2 MQ cm, Millipore, Bellirica, Estados Unidos), com excegao
das que foram utilizadas na analise por LC-MS/MS que foi ultrapura (J.T. Baker,

Deventer, Holanda).

2.4.2. Instrumentacgao

A centrifuga Sorvall RC-5C Plus da Kendro Laboratories Products
(Waltham, Estados Unidos) foi utilizada para a separacdo das fases na extragao
proteica.

As medidas de absorbéncia no ultravioleta (UV) foram conduzidas no
espectrofotdmetro UV-Vis, modelo 1601 da Shimadzu (Kyoto, Japéao).

A eletroforese foi realizada em uma mini-cuba (GE Healthcare Bio-
Sciences, Uppsala, Suécia) e a agitagao no agitador multifuncional TS-2000A VDRL
(Kline) da Biomixer. As imagens dos geéis foram obtidas pelo ImageScanner Ill (GE
Healthcare Bio-Sciences, Uppsala, Suécia).

O teor de cobre, ferro e zinco nos materiais sélidos foram quantificados no
espectrometro de absorgcdo atdmica por forno de grafite também descrito no item
1.4.2.

A incubagao da amostra para a digestao com tripsina foi realizada no Banho
Dubnoff Microprocessado, modelo Q226M da Quimis (Sao Paulo, Brasil).

Os peptideos foram separados no cromatografo liquido UltiMate 3000
(Thermo Scientific, Waltham, Estados Unidos) com sistema binario de bombas modelo
RSLC nano System, detector modelo RS com comprimento de onda variavel entre
214 e 280 nm.

Foram injetados 10 uL de amostra pelo auto-injetor climatizado (modelo

RS) em uma coluna cromatografica de fase reversa modelo Acclaim® PepMap RSLC
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(75 ym x 15 cm, nano Viper, C18, 2 um, 100 A) mantida a 40 °C. A fase movel foi
eluida a 0,300 pL min-', utilizando gradiente n&o linear (iniciando em 4% v v''de B a
90% v v de B) até 280 min. A fase movel A utilizada foi uma solugdo de acido férmico
a 0,1% v v' e a fase movel B, uma solugdo de acetonitrila 80% v v! e acido formico
0,08% v v'', ambas diluidas em agua pura.

O espectrometro de massas utilizado foi o modelo Q-Exactive da Thermo
Scientific (Waltham, Estados Unidos) com fonte de ionizagcdo modelo nano ESI.
Utilizou-se o modo de aquisicdo FullMS na faixa de 50 a 2200m/z, seguido de MS/MS
entre 350 a 1400 m/z. Os parametros de espectrometria de massas incluiram:
voltagem do capilar de 1500 V, nitrogénio como gas de secagem a 6 L min' a 160°C,
faixa de aquisicao de 50 2200 m/z.

Os dados das analises foram obtidos pelo software Xcalibur 2.2 da Thermo
Scientific (Waltham, Estados Unidos). Para a analise dos dados foi utilizado o software
Proteome Discoverer 1.4 da Thermo Scientific (Waltham, Estados Unidos), o
MaxQuant 1.5 e a ferramenta six-frame translation do Instituto de Bioquimica de

Martinsried, Alemanha.

2.4.3. Extracao proteica

Apds moagem em liquidificador, 5,0 g da linhaga dourada moida foram
macerados com gral e pistilo. Para a remogéo da fase lipidica, adicionaram-se 20,0
mL de hexano e agitou-se em vortex. O material sélido foi recuperado por filtracédo a
vacuo. Esse procedimento foi realizado por mais uma vez.

Em seguida, adicionaram-se cerca de 25,0 mL de tampéao Tris-HCI 0,025
mol L' em pH 7,2 (volume suficiente para alcangar 5 vezes o volume do soélido obtido)
e 5 yL mL-" de Coquetel Inibidor de Protease.

Essa mistura foi mantida em agitacdo por 3 h sob resfriamento
(aproximadamente 5 °C) e, apds este periodo, realizou-se centrifugacao a 12500 rpm
a 4°C por 40 min. O sobrenadante foi retirado e adicionou-se sulfato de amdnio até
atingir 80% m v-! de saturagdo. Apos nova centrifugagao (12500 rpm 4°C por 20 min),
o precipitado foi retirado e ressolubilizado em Tris-HCI 0,025 mol L' em pH 7,2 e

glicerol 1% v v! para ser dialisado por 24 h em um envoltério de membrana de
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celulose. Posteriormente, o extrato proteico, foi retirado do interior da membrana e

armazenado para analises futuras. O volume final foi de aproximadamente 2 mL.

2.4.4. Isolamento de fragoes proteicas por filtragao em gel

O extrato proteico obtido no item 2.4.3 foi inserido em uma coluna
cromatografica por exclusdo molecular Sephacryl S-400 HR (GE Healthcare Bio-
Sciences, Suécia) de 1,2 cm x 71 cm, condicionada com Tris-HCI 0,025 mol L' e
Glicerol 10% v v'' em pH 7,5, com a vazdo de 0,2 mL min-'. Foram coletadas fragdes
de 2 mL e, em cada uma delas, as absorbancias em 280 nm foram medidas, para

monitoramento da eluicao e obtencao do grafico volume versus absorbancia.

2.4.5. Eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS e coloragao de
prata

Apods o isolamento das fracdes proteicas, a eletroforese das proteinas em
gel de poliacrilamida 12% m v-' com SDS em 1 dimensao (1D SDS-PAGE) e coloragao
com prata foi realizada de acordo com o método descrito por Laemmli (1970). As
dimensdes do gel foram 10,0 cm (altura) por 10,5 cm (largura).

Fracbes representativas coletadas pela cromatografia de exclusdo
molecular foram inseridas nas canaletas apds a diluicdo com uma solucédo, chamada
tamp&o de amostra, contendo Tris-HCI 0,125 mol L' em pH 6,8, azul de bromofenol
0,002% m v', SDS 4% m v e glicerol 20% v v-'. A mistura foi aquecida a 100 °C por
5 min. Também foi inserido em uma canaleta um padrdo contendo proteinas com
massas moleculares conhecidos, conforme descrito no item 2.4.1.

A eletroforese foi realizada utilizando-se uma solugao tampao de corrida
composta por Tris-HCI 0,025 mol L™, glicina 0,192 mol L' e SDS 0,1% m v'' em pH
8,3, adicionada nos reservatérios da cuba. A corrente e voltagem foram 20 mA e 110
V, respectivamente. Apos uma corrida de aproximadamente 3 h, as bandas proteicas
foram reveladas pelo método descrito por Wray e colaboradores (1981). O gel foi
fixado em uma solugdo aquosa de etanol 40% v v' e de acido acético glacial 7% v v-

" por 30 min. Logo em seguida, foi sensibilizado com uma solugédo aquosa de etanol
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30% v v' e acetato de sodio 68 g L' sob agitagdo por 30 min. O gel foi lavado e
reidratado com agua deionizada, e adicionou-se uma solu¢gdo aquosa de nitrato de
prata 2,5 g L' em um frasco protegido da luz, mantendo a agitagédo por 20 min. Apds
este periodo, o gel foi lavado novamente. As bandas foram reveladas com uma
solugdo aquosa de carbonato de sodio 68 g L' e formaldeido 0,02% v v

Posteriormente, os géis foram reproduzidos em scanner.

2.4.6. Determinacgao de cobre, ferro e zinco nas fragoes coletadas

Os metais cobre, ferro e zinco foram determinados por GFAAS nas
mesmas fragdes inseridas nas canaletas da eletroforese em gel.

Os parametros para quantificacdo de cobre, ferro e zinco foram avaliados
frente aos limites de deteccdo e quantificagdo, seguindo as recomendagdes do
INMETRO (2011).

2.4.7. Identificagcao proteica por LC-MS/MS

As fragbes de 2 mL eluidas da coluna foram enumeradas de 1 a 50. Como
a fragdo numero 34, separada pela cromatografia de exclusdo molecular, apresentou
0 maior teor proteico e de metais, 45 uL desta fracdo foram submetidos a um
procedimento de digestéo triptica em solugdo. Neste volume adicionaram-se 5 uL de
bicarbonato de aménio 1 mol L-'. As proteinas foram reduzidas com a adigéo de 5 L
de solugéo de ditiotreitol (DTT) 0,045 mol L', seguido de incubagdo a 56 °C por 15
min. Em seguida, as proteinas foram alquiladas com 125 puL de solugdo de
iodoacetamida 0,100 mol L' & temperatura ambiente por 15 min sem contato com luz.
Apos este tempo, adicionaram-se 125 pL de agua e 15 pL de bicarbonato de ambnio
1 mol L', Finalmente, 6 yL de solugéo diluida de tripsina foi adicionada e a amostra
foi incubada em banho-maria a 37 °C por 2 h. A clivagem foi interrompida com adigao
de 10 pL de acido acético ultra-puro. Os peptideos foram purificados e dessalinizados
por extracdo em fase solida (SPE) em uma coluna de C18 de, aproximadamente, 100

mg e solugdo aquosa de acetonitrila 50% v v-' e acido formico 0,1% v v-!. Concentrou-



68
CAPITULO 2. SEPARAGCAO E IDENTIFICAGAO PROTEICA POR LC-MS/MS E
DETERMINACAO ELEMENTAR POR GFAAS

se a amostra por speed-vacc antes da analise por LC-MS/MS para identificagao
proteica.

O esquema abaixo, apresentado na Figura 2.1, resume as etapas descritas
nos itens 2.4.3a 2.4.7.

Linhaca Dourada

Procedimento de extragao proteica

Extrato proteico

Filtracdo em gel

Coleta de fracbes

Determinacao de Analise do perfil Identificacao
Cu, Fe e Zn por eletroforético por proteica por
GFAAS 1D SDS-PAGE LC-MS/MS

Figura 2.1. Resume das etapas descritas nos itens 2.4.3 a 2.4.7

2.4.8. Extragdao proteica de amostras de linhagca dourada e
determinagdao do teor proteico, perfil eletroforético e
concentragao de cobre, ferro e zinco

Outras cinco marcas diferentes de linhaga dourada, além da utilizada no
item 2.4.3, foram submetidas a extracio proteica. Os procedimentos de extracédo da
fase lipidica e proteica foram iguais, mas metade da solugdo em Tris-HCI foi retirada

para as proteinas serem concentradas com sulfato de aménio, enquanto a outra parte
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foi armazenada sob resfriamento para ser analisada diretamente.

Para isso, 5,0 g, de cada amostra moida foram maceradas com gral e
pistilo. A fase lipidica foi removida com adigdo de 20,0 mL de hexano e agitagdo em
vortex. O material sélido foi recuperado por filtragdo a vacuo. Esse procedimento foi
realizado em triplicata. Em seguida, cerca de 25,0 mL Tris-HCI 0,025 mol L' em pH
7,2 (volume suficiente para alcancar 5 vezes o volume do solido obtido) e 5 yL mL-"
de Coquetel Inibidor de Protease foram adicionados. Essa mistura foi mantida em
agitacao por 3 h sob resfriamento. Apds este tempo, foi realizado uma centrifugacao
a 12500 rpm a 4°C por 40 min. O sobrenadante foi retirado.

O volume liquido foi dividido em duas partes. Uma metade foi armazenada
para analises futuras. Na outra metade, adicionou-se sulfato de aménio para atingir
80% m v' de saturagdo. O precipitado foi retirado apds nova centrifugagdo (12500
rom 4°C por 20 min) e ressolubilizado em Tris-HCI 0,025 mol L-' em pH 7,2 e glicerol
1% v v'! para ser dialisado por 24 h, em envoltorio de membrana de celulose. Ao final,
o extrato proteico foi retirado do interior da membrana e armazenado para analises
futuras.

Apos os procedimentos de extragdo proteica, a quantificagao do teor de
proteinas totais em cada extrato foi determinada pelo método de BCA, utilizando o kit
da Thermo Scientific e o procedimento para microensaios, conforme recomendado
pelo fabricante. Em 25 uL de cada amostra ou padrao adicionaram-se 200 uL de uma
mistura composta pelos reagentes A (carbonato de sédio, bicarbonato de sddio, acido
bicinconinico e tartarato de sodio em hidroxido de sodio 0,1 mol L-') e B (solugéo
aquosa de sulfato de cobre 4% m v').

Para a construcdo da curva analitica foram utilizadas as seguintes
concentragdes de albumina: 0,004; 0,04; 0,25; 0,50; 1,0 mg mL™". A placa de Elisa
contendo as amostras e os padrdes de albumina foram agitadas lentamente por 30 s
e incubadas por 30 min a temperatura ambiente e a 37 °C. Posteriormente, as
amostras foram analisadas no espectrofotdmetro com absorbancia determinada no
comprimento de onda de 562 nm.

O perfil dos dois extratos (com e sem precipitacdo com sulfato de aménio)
obtidos para as cinco marcas, juntamente com a amostra do item 2.4.3, foi analisado
através da eletroforese das proteinas em gel de poliacrilamida 12% com SDS e
coloragdo com Azul de Coomassie, realizada de acordo com o método descrito por

Laemmli (1970). Dimensdes e composi¢ao do gel, parametros da corrida eletroforética
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foram as mesmas descritas no item 2.4.5.

As proteinas separadas nos géis de poliacrilamida foram visualizadas por
meio da coloragéo coloidal com Azul de Coomassie. Os géis foram fixados por 24 h
em solugdo de acido fosforico 2% v v' e etanol 3% v v'. Este procedimento foi
repetido por mais duas vezes, mas com duragao de 30 min cada. Posteriormente, o
gel foi fixado em outra solugdo de acido fosforico 2% v v-' por 10 min, sendo que esta
etapa foi repetida trés vezes. Em seguida, o gel foi mantido por 30 min na solugéo
fixadora de acido fosforico 2% v v, etanol 18% v v! e sulfato de aménio 15% m v'.
O gel foi mantido por 2 dias para coloragao na solugdo de Azul de Coomassie 0,1%
m v, acido fosforico 2% v v, etanol 18% v v-! e sulfato de amdnio 15% m v-'. Depois
de corados, os géis foram lavados com solugédo de &lcool etilico 20% v v' até a
eliminagdo completa do excesso de corante e armazenados em agua. Todas as
etapas foram realizadas sob agitacao.

Cobre, ferro e zinco foram determinados nos mesmos extratos estudados
na 1D SDS-PAGE, utilizando GFAAS.
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2.5. Resultados e discussao

2.5.1. Isolamento de fragoes proteicas por filtragdao em gel

O extrato contendo as proteinas extraidas da linhaca dourada em tampao
Tris-HCI foi eluido em uma coluna cromatografica por exclusao molecular. Para cada
fragdo coletada foi medida a absorbancia em 280 nm e obteve-se o grafico fragcao

versus absorbancia ilustrado na Figura 2.2.

0 10 20 30 40 50 60
Fracao

Figura 2.2. Grafico fragdo versus absorbancia do extrato proteico de linhaga dourada
obtido das leituras de absorbancia em 280 nm de cada fracdo coletada da
cromatografia de exclusdo molecular. Os sinais de absorbancia de intensidade
maxima foram destacados em pontos em vermelho

Pelo grafico da Figura 2.2, pode-se notar que as proteinas comegaram a
eluir a partir da fragdo numero 16, finalizando na 50. O primeiro sinal de absorbancia
detectado possui intensidade maxima na fragado 20, o segundo na 26, o terceiro na 36
e o quarto na 42, pontos assinalados em vermelho. As maiores intensidades de
absorbancia de todas as fragdes coletadas foram obtidas nas fragdes 34 a 36.

Todas as proteinas que foram eluidas ndo possuem elevada massa
molecular, pois as moléculas de maior massa ndo permanecem no interior dos
espacos intersticiais por possuirem um tamanho elevado e por passarem rapidamente

por toda a coluna.
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Dentre as fragdes 18 a 50, algumas foram selecionadas e analisadas por
1D SDS-PAGE. A Figura 2.3 ilustra o perfil eletroforético obtido.

Fracdes coletadas Fracdes coletadas
18 20 22 24 26 28 30 32 34 35 36 38 40 42 44 46 48

R X S

MM

(kDa) (kDa)
66 66
45 . 45
36 36
29 29
20 20

14

Figura 2.3. Perfil eletroforético 1D SDS-PAGE corado com prata de fragdes coletadas
da cromatografia de exclusao molecular

O gel ilustrado na Figura 2.3 demonstra que o perfil eletroforético entre as
fracdes coletadas foi semelhante, apresentando maiores intensidades nas fragcdes 26
a 38. Nestas fragbes, destaca-se as bandas proximas a 14 kDa (na faixa entre 14 a
36 kDa distingue-se pelo menos 15 bandas). Percebeu-se também a presencga de
outras bandas menos intensas, entre 36 a 66 kDa e abaixo de 14 kDa.

Chung, Lei e Li-Chan (2005) extrairam as proteinas da linhaca e ao separa-
las por cromatografia de exclusdo portamanho, obtiveram trés bandas predominantes
em 20, 23 e 31 kDa e duas em 40 e 48 kDa por SDS-PAGE. Oomah e Mazza (1998)
obtiveram resultados semelhantes: bandas de menores intensidades de 14, 24, 25 e
34 kDa.

Como as bandas de maiores intensidades estdo relacionadas as fracoes
em que as absorbancias se destacaram, nas fragdes 28 a 44 foi determinado o teor
de cobre, ferro e zinco.

Para isso, inicialmente os limites de deteccao (LD) e de quantificagdo (LQ)
foram determinados pela analise de 7 replicatas de brancos analiticos, analisados no
mesmo dia. O LD e o LQ foram calculados de acordo com as Equacdes 1.1 e 1.2. Os

valores obtidos estao apresentados na Tabela 2.1.
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Tabela 2.1. Limites de detecgdo e quantificagdo (ug L") de cobre, ferro e zinco por
GFAAS obtidos para as fragbes coletadas através da cromatografia de excluséo
molecular

Elemento LD LQ
Cobre 0,0069 0,027
Ferro 0,047 0,21
Zinco 0,018 0,077

Os limites de deteccao e quantificagdo variaram dependendo do metal
analisado e os maiores valores foram os obtidos para ferro.

Posteriormente, obteve-se as concentragdes de cobre, ferro e zinco das
fragbes 28 a 44, sendo possivel assim, acompanhar a concentragdo dos metais em

conjunto com a eluigao das proteinas, resultado ilustrado na Figura 2.4.
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Figura 2.4. Concentracéo (ug L") e desvios padréo de cobre (A), ferro (B) e zinco (C)
em algumas das fragdes coletadas por cromatografia de exclusao molecular utilizando
GFAAS

Comparando-se as Figuras 2.3 e 2.4, percebe-se que a quantidade dos
metais acompanha o contetdo proteico. A medida que as proteinas foram eluidas, o

teor dos metais aumentou. Nas fragdes selecionadas, dentre os metais estudados, o
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teor de zinco foi mais elevado. Além disso, foi possivel notar que a fragdo 34 continha
altos teores de cobre, ferro e zinco.

Apoés as determinacgdes elementares, a fragdo 34 foi submetida a digestao
com tripsina a fim de identificar as proteinas por LC-MS/MS.

Os peptideos separados na cromatografia sao ionizados no espectrdmetro
de massas. A fragmentagao dos peptideos por MS induz a fragmentacao de dois ions
fragmentos que séo classificados como ions que retém a carga do préton no lado N-
terminal (gerando fragmentos —a, —b, e —c, dependendo da ligagcéo que é fragmentada)
e como ions que retém a carga do préton na regido C-terminal (gerando fragmentos —
X, =Yy, € =z, dependendo da ligagdo que é fragmentada), seguindo a nomenclatura
proposta por Roepstorff-Fohlmann-Biemann (1984), ilustrada na Figura 2.5. Observa-
se que os pares —a/-Xx, —b/-y e —c/-z serao sempre correspondentes aos fragmentos
opostos e complementares entre si. No entanto, os pares de fragmentos —b/-y séo
mais frequentes que os demais pares, pois as ligagdes peptidicas sdo as menos

energeéticas.

. y
HZN\( Q /J\ /N\ J’L _ OH

R, O Rs O

a b c a b c
Figura 2.5. Fragmentos (a, b, ¢, X, y, z) oriundos da dissociacao de um peptideo de
acordo com a nomenclatura proposta por Roepstorff-Fohlmann-Biemann (1984).

Uma vez que uma série de ions —b e —y complementares € obtida, a
diferenca de valores m/z entre dois ions consecutivos do mesmo tipo pode revelar a
identidade do residuo de aminoacido em questao. Os valores de m/z dos fragmentos
preditos sdo comparados com os fragmentos experimentais sendo que, neste caso, a
comparagao se inicia com base nos ions —b e —y mais intensos (Cantu et al., 2008).

Na Figura 2.6 ¢é ilustrado um espectro MS/MS de uma das proteinas identificadas com
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os ions —b e —y utilizados para a identificacdo proteica pelo software Proteome

Discover.
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Figura 2.6. Espectro de MS/MS obtido no sequenciamento do peptideo MESEALELGFGAPAR duplamente carregado em que sao
indicadas as séries —b e —y utilizados para a identificagdo proteica pelo software Proteome Discover
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Os espectros de massas obtidos foram comparados com os do banco de
dados do site plantgbd.org. As sequéncias de peptideos encontradas foram
consultadas com a ferramenta de busca BLAST (Basic Local Alignment Sequence
Tool) do National Center for Biotechnology Information (NCBI) para identificar a
proteina. O numero de proteinas, grupo de proteinas e numero de peptideos foram
fitrados com uma taxa de detecgao de falsos positivos menor que 5%. Somente
aquelas proteinas caracterizadas por no minimo 2 peptideos foram aceitas para
identificacdo. A Tabela 2.2 descreve as proteinas identificadas e inclui o acesso do
banco de dados (AD), identidade e acesso (AB) do BLAST, numero de peptideos

unicos (PU), porcentagem de cobertura da proteina (%CP) e score.
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Tabela 2.2. Proteinas identificadas na fragdo 34 coletada através da cromatografia de exclusao molecular

AD Identidade AB e-valor %CP NU Score
gi|324935781 Predita: peptideos antimicrobianos vicilina 2-3 XP_009786980.1 4,00E-09 60,00 2 69,86
gi|324669552 Conlinina CAC94011.1 7,00E-07 52,00 24,59
gi|324737870 Proteina de armazenamento de sementes 2, parcial AIA57961.1 1,00E-27 51,75 2 2423
0i|324881065 Precursor de legumina B, putativo XP_002533465.1 6,00E-05 50,00 1 14,08
gi|324939747 Proteina hipotética B456_011G174400 KJB72367.1 2,00E-14 48,28 1 6,290
0i|324923632 Proteina de armazenamento de sementes 2, parcial AIA57961.1 3,00E-38 41,18 2 93,66
0i|324860121 Predita: legumina A XP_012085315.1 1,00E-100 39,18 1 623,8
0i|324937021 Proteina de armazenamento de sementes AAF73008.1 1,00E-80 32,37 1 384,6
0i|324923199 Conlinina CAC94010.1 1,00E-53 30,77 2 2487
0i|324863491 Conlinina CAC94010.1 1,00E-16 30,61 1 63,55
gi|324933154  Proteina de armazenamento de sementes 1, parcial AIA57960.1 4,00E-90 30,56 2 411,9
0i|324810924 Proteina da familia das leguminas XP_002307645.2 1,00E-117 29,69 1 859,6
gi|324690478 Proteina de armazenamento de sementes AAF73008.1 8,00E-88 29,57 1 375,7
gi|324816314 Embryonic abundant protein, putative XP_002528309.1 6,00E-41 28,09 2 21,52
gi|324806219 Conlinina CAC94010.1 2,00E-24 26,92 2 28,57
gi|324927633 Conlinina CAC94010.1 3,00E-20 26,09 1 10,81
0i|324786190 Proteina da familia das leguminas XP_002307645.2 1,00E-37 25,51 1 64,39
gi|324931826 Proteina hipotética B456_011G174400 KJB72367.1 4,00E-10 2549 1 3,530
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gi|324812858
gi|324875883
gi|324816428
gi|324929271
gi|324881952

gi|324824329

gi|324926241
gi|324626332

gi|324724212

gi|324842666

gi|324858712

gi|324697815

gi|324923182

gi|324622448

gi|324958732

0i|324864043

Precursor da legumina B, putativo
Conlinina

Proteina da familia das leguminas

Proteina da familia das leguminas

Proteina hipotética, parcial
Predita: proteina nao-caracterizada LOC103502173

Proteina da familia das leguminas

Proteina hipotética JCGZ 02337

Proteina hipotética POPTR _0001s31540g, parcial

Predita: Globulina 11S de armazenamento de
sementes

Proteina da familia das leguminas

Proteina hipotética EUGRSUZ_J00948

Proteina hipotética POPTR _0019s01840g

Amaranthina como lectina

Precursor da 48-kDa glicoproteina

Predita: Globulina 11S de armazenamento de

sementes

XP_002524198.1
CAC94010.1
XP_002307645.2
XP_002307645.2
WP_032688628.1
XP_008464243.1

XP_002307645.2
KDP40339.1

XP_006369779.1

XP_011025981.1

XP_002307645.2
KCW51411.1

XP_006370928.1

AlU47289.1
AAL86739.1

XP_011025981.1

5,00E-36
3,00E-112
1,00E-60
6,00E-111
4,50E+00

3,00E-19

2,00E-132
1,00E-115

2,00E-83

6,00E-75

5,00E-125

3,00E-43

1,00E-111

1,00E-39

1,00E-63

4,00E-55

25
23,03
22,45
21,97
21,05

18,67

18,24
18,01

14,62

13,29

12,12

11,5

10,51

10,08

9,76

9,47

- A A W =

63,62
322,7
479,9
584,6
3,090

10,51

525,2
579,7

378,4

110,8

326,2

44,66

205,5

6,470

13,74

204,5
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0i|324948667 Proteina de armazenamento de sementes 2, parcial AIA57961.1 6,00E-75 8,64 1 6,520
gi[324626332 Proteina hipotética JCGZ 02337 KDP40339.1 1,00E-115 857 1  160,6
gi|324779861 Predita: peptideos antimicrobianos vicilina 2-2 XP_012064865.1 2,00E-49 652 1 2566
gi|324905166 Proteina hipotética POPTR_0013s02480g XP_002319022.2 g o413 611 1 12,98
_ Predita: Globulina 11S de armazenamento de XP_011025981.1
gi|324688132 200E62 541 1 2853
sementes

gi|324883476 Nop56 proteina nucleolar, putativo XP_002524752.1 3,00E-85 5,21 1 68,23
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De acordo com a Tabela 2.2, ha vinte e uma proteinas identificadas e,
dentre elas, o peptideo “Predita: peptideos antimicrobianos vicilina 2-3”, um anti-
microbiano. Além disso, foi detectada a presenca da conlinina e da globulina,
pertences a classe de leguminas e albuminas 2 e 11 S, respectivamente. Também
foram detectadas a legumina, extraida de leguminosas, e a lectina, capaz de aglutinar
células.

As plantas produzem peptideos antimicrobianos para se defender contra
infeccao e insetos predadores. Estes peptideos sdo considerados como compostos
antibioticos promissores com aplicagbes biotecnoldgicas importantes contra virus
humanos, bactérias, fungos, parasitas protozoarios e células tumorais (Lopez-Garcia,
Segundo e Coca, 2012).

A proteina conlinina foi isolada por Madhusudhan e Singh (1985) em
linhaca e caracterizada por um coeficiente de sedimentagao de 1.6S, possuindo uma
unica cadeia polipeptidica de massa molecular entre 15 e 17 kDa. Quando comparada
a linina, outra proteina de armazenamento 12S da linhaga dourada, a conlinina
apresenta uma estrutura mais ordenada e estavel sob diferentes pH e temperaturas.
No entanto, segundo Oomah e Mazza (1993), as proteinas 11-12S s&o predominantes
na linhaga, isolada primeiramente por Vassel and Nesbitt (1945).

Dentre as proteinas identificadas na fracdo 34, somente a lectina foi
purificada de Limulus polyphetnus e associada com cobre (Gilbride e Pistole, 1981).
Para as outras encontradas, a literatura ndo descreve nenhuma interagcdo com os
metais cobre, ferro e zinco. No entanto, como os procedimentos adotados para
extragdo proteica e separagdo cromatografica por exclusdo de tamanho foram nao-
desnaturantes, pode-se afirmar que os metais estudados possuem grande afinidade

pelas trés proteinas identificadas.

2.5.2. Extracao proteica de amostras de linhagca dourada e comparagao
do perfil eletroforético

Outras cinco marcas diferentes de linhaga dourada, além da estudada no
item 2.4.3, foram submetidas a extragcdo proteica com solugcdo tampao Tris-HCI.
Metade do sobrenadante foi retirado e armazenado, enquanto na outra metade foram

adicionadas sulfato de amonio para atingir 80% m v' de saturacéo a fim de comparar
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o efeito de concentragdo da identificacdo e perfil eletroforético. O precipitado foi
retirado apos centrifugacao, ressolubilizado em Tris-HCI e glicerol para ser dialisado.
Ao final, o extrato proteico foi retirado do interior da membrana e armazenado para
analises futuras.

Os resultados dos teores totais de proteinas obtidos pelo método BCA

estao descritos na Tabela 2.3.

Tabela 2.3. Teor de proteinas totais (mg mL-') e desvio padrdo nos extratos (com e
sem precipitacdo com sulfato de amobnio) obtidos para as seis marcas de linhaga
dourada (n = 3)

Marca Extrato Teor
A Precipitado 4,42 £ 0,03
Precipitado 6,48 £ 0,06
Sem precipitar 4,37 + 0,03
Precipitado 4,59 £ 0,06

¢ Sem precipitar 3,50 + 0,04
o Precipitado 6,21 £ 0,07
Sem precipitar 4,25 + 0,05
e Precipitado 2,56 £ 0,05
Sem precipitar 2,68 + 0,07
. Precipitado 1,87 £ 0,07

Sem precipitar 1,93 + 0,08

Os dados apresentados na Tabela 2.3 mostram que os teores de proteinas
totais obtidos nos extratos com precipitacdo com sulfato de aménio foram maiores do
que quando a precipitagdo nao foi realizada. Possivelmente, o uso ou nao de
precipitacdo permite a extracdo de diferentes proteinas, confirmado pelo perfil

eletroforético obtido posteriormente e ilustrado na Figura 2.7.
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Figura 2.7. Perfil eletroforético 1D SDS-PAGE corado com azul de coomassie dos seis
extratos de linhaga dourada com precipitagao (p) e sem precipitagao (s) com sulfato
de amodnio

O gel ilustrado na Figura 2.6 demonstra que os perfis eletroforéticos entre
os extratos sem e com precipitagdo realizada e em todas as amostras, as bandas
foram predominantes na faixa entre 14 a 20 kDa. Quando foi realizada a precipitacao,
os perfis eletroforéticos das marcas C e D foram diferentes das demais. Nestas duas
marcas pode-se distinguir uma banda intensa entre 29 e 36 kDa e outra préxima a 45
kDa, enquanto que nas marcas A, B, E e F percebeu-se a presenca de bandas menos
intensas na faixa de 36 a 66 kDa. Em todas as amostras visualizou-se bandas menos
intensas, abaixo de 14 kDa.

Segundo Chung, Lei e Li-Chan (2005) os peptideos presentes na linhaga
podem variar de acordo com o local de cultivo da semente. E, neste caso, é possivel
que haja polimorfismo de composi¢ao das subunidades entre as marcas estudadas e,
desta forma, a sequéncia de aminoacidos também pode diferir. A heterogeneidade
molecular conduz a espécies moleculares diferentes em composicdo e massa
molecular, que podem ser responsaveis por diferengas nas propriedades funcionais.
Mas ainda n&o houve relatos publicados sobre este aspecto de proteinas de linhaga.

Oomah e Mazza (1998) observaram a presenca de quatro polipeptidos
predominantes nos produtos de linhaca entre 14, 24, 25, e 34 kDa, bem como um
numero de outras bandas menores. As intensidades das bandas variaram
dependendo se as proteinas foram extraidas a partir de flocos, farinha, semente in

natura ou sem a fase lipidica. Marcone e colaboradores (1998b) relataram cinco
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bandas com massa molar de 14,4, 24,6, 30,0, 35,2 e 50,9 kDa da globulina extraida
da linhaga. O peptidio de 24,6 kDa foi relatado como uma subunidade basica,
enquanto que os peptideos 30,0 e 35,2 kDa foram identificados como subunidades
acida. Estas subunidades extraidas de plantas puderam ser distinguidas através das
homologias das sequéncias de aminoacidos e reatividade imunoldgica cruzada
(Marcone, Kakuda e Yada, 1998a).

Cobre, ferro e zinco foram determinadas nos mesmos extratos utilizando

GFAAS e os resultados estdo descritos na Tabela 2.4.

Tabela 2.4. Concentracéo (ug L") e desvio padr&o de cobre, ferro e zinco nos extratos
(com e sem precipitagdo com sulfato de amonio) obtida para as seis marcas de linhaga
dourada (n = 3)

Marca Extrato Metais
Cobre Ferro Zinco
A Precipitado 40,6+23 114+4 21,0%0,2
Precipitado 364+16 910+£13 16,9+£0,1
5 Sem precipitar 356+1,2 88,0+03 159+01
Precipitado 575+16 138+5 258+0,1
¢ Sem precipitar 55,8 £ 2,1 133+3 249104
Precipitado 440+20 124+ 1 23,3+0,6
P Sem precipitar 434+14 122 + 1 229+0,5
Precipitado 49,5 + 1,1 129 + 1 241+04
= Sem precipitar 48,3 + 2,1 126 + 3 23,7+0,6
- Precipitado 59,2+22 141+3 26406

Sem precipitar 59,0 £ 1,7 13914 26,0+£0,5

De acordo com os dados da Tabela 2.4, observou-se a presenga de cobre,
ferro e zinco nos extratos proteicos das seis marcas de linhaga dourada. O ferro foi o
elemento mais abundante, seguido pelo cobre.

No entanto, como os procedimentos adotados para extragao proteica sao
nao-desnaturantes, pode-se afirmar que os metais estudados possuem grande

afinidade pelas proteinas extraidas.
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2.6. Conclusodes parciais

ApoOs extracdo proteica em tampao Tris-HCI, as fragées coletadas pela
eluicdo em uma coluna de exclusdo molecular mostraram que o perfil eletroforético
obtido foi semelhante. Nestas mesmas solugdes, pode-se notar que a concentragao
dos metais acompanha o contetido proteico. A medida que as proteinas foram eluidas,
o teor dos metais aumentou.

Além disso, percebeu-se que a fracdo 34 possuia altos teores de cobre,
ferro e zinco. Entdo, pela analise por LC-MS/MS, vinte e uma proteinas foram
identificadas e dentre elas, proteinas de armazenamento, caracteristica da amostra.

Todos os procedimentos adotados para extracdo proteica e separacao
cromatografica por exclusdo de tamanho foram n&o-desnaturantes, aumentando a
confiabilidade de inferir que os metais estudados possuem uma grande afinidade
pelas proteinas identificadas.

Outras marcas de linhaca dourada foram submetidas a extragdo proteica
com solugao tampao Tris-HCI. Pode-se observar as diferencas da composicdo de
subunidades entre as marcas investigadas. Cobre, ferro e zinco também foram
quantificados nos extratos proteicos das diferentes marcas de linhaga dourada, sendo

ferro o elemento mais abundante, seguido pelo cobre.
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Os estudos apresentados neste trabalho permitiram observar a
presenga de espécies inorganicas concomitantemente a determinadas proteinas
da linhaca dourada utilizando uma técnica de separacéao eficiente, um detector
de sensibilidade elevada para o metal quantificado e outro detector especifico
para compostos organicos.

A fim de se conhecer a composicdo quimica da linhaca dourada, os
teores de cobre, ferro e zinco na linhaga foram determinados por absorg¢ao
atbmica apods a digestdo da amostra em forno de micro-ondas com cavidade no
Capitulo 1. A digestao acida foi mais eficiente nas amostras sem a fragao oleosa,
levando a digeridos com menores teores de carbono residual.

Marcas diferentes de linhaca dourada sem fragao lipidica foram
analisadas e observou-se que a maior concentragao foi sempre de ferro, seguido
de zinco e cobre.

E notério que os metais desempenham um papel vital em funcdes
bioldgicas e caso ele esteja associado a uma proteina, a fungao desta molécula
é fortemente dependente desta interacdo. No Capitulo 1 destacou-se a
importancia da etapa de preparo da amostra na manutencéo da integridade da
ligacdo metal-proteina. Um estudo foi desenvolvido para investigar como
solventes organicos polares e nao polares podem interagir com a fase oleosa e
influenciar a quantificacdo de metais ligados as proteinas da linhaga. As
concentragdes de cobre, ferro e zinco foram maiores nos sobrenadantes obtidos
apos a extracdo de proteinas dos residuos sem lipidios gerados com hexano
como extrator da fase lipidica. Acredita-se que este solvente mantém a proteina
nativa e os metais associados as proteinas permanecem na fracdo aquosa,
aumentando a concentragdo dos metais na fase proteica.

Também com hexano foi realizado o processo de extracdo de
proteinas pelo método sequencial tornando-se possivel relacionar a presenca de
albuminas e globulinas com cobre, ferro e zinco.

No Capitulo 2, a fase oleosa da linhaga dourada foi retirada com
hexano e extraiu-se as proteinas do residuo sem lipidios. Este extrato proteico
foi eluido em uma coluna cromatografica por exclusdo molecular. Entre as

fragdes coletadas, o perfil eletroforético foi semelhante e a concentragao de
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cobre, ferro e zinco acompanhou a eluigdo proteica. Uma fragdo que possuia
altos teores proteicos e das espécies inorganicas foi selecionada e analisada por
LC-MS/MS e nela, vinte e uma proteinas foram identificadas e dentre elas, as
pertencentes a classe de albuminas S, proteinas de armazenamento. Uma vez
que os procedimentos adotados para extragdo proteica e separagao
cromatografica foram ndo desnaturantes, possivelmente os metais estudados
possuem grande afinidade pelas proteinas identificadas.

Outras marcas de linhaga dourada foram submetidas a extragao
proteica e o perfil eletroforético de todos os extratos foi analisado e observou-se
diferengcas da composi¢cdo de subunidades entre as marcas investigadas. Os
metais cobre, ferro e zinco também foram quantificados nestes extratos, sendo
ferro o elemento mais abundante, seguido do cobre.

Uma perspectiva interessante seria a separagao cromatografica por
afinidade. Neste caso, poderia ser utilizado uma coluna cuja fase estacionaria
possuisse o metal escolhido para estudo de imobilizagdo. A proteina que possui
afinidade por este metal ficaria retida na coluna enquanto que a outra, que néo
possui afinidade, seria eluida com uma solugéo tampao adequada.

Este trabalho de tese evidencia que a identificacdo de metais e
proteinas em conjunto exige aplicagdes de multiplas técnicas analiticas, como

também exige um cuidadoso preparo da amostra.



