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RESUMO

O objetivo principal deste trabalho foi determinar metais (Cu, Fe, Mn e Zn)
ligados a estrutura das proteinas das amostras de aveia, linhaca, trigo e soja,
empregando diferentes procedimentos de extracdo da fracéo proteica. Para tanto,
as amostras estudadas foram submetidas a trés procedimentos de extragéo (1, 2 e
3) utilizando diferentes solugbes extratoras.

Inicialmente, foi feita a quantificacdo dos elementos Cu, Fe, Mn e Zn por
FAAS ou GF AAS em cada fracdo proteica e posterior dosagem de proteinas
totais pelo método Bradford. Foi possivel verificar a presenca dos elementos Cu,
Fe, Mn e Zn nas fracdes proteicas da aveia, linhaca, trigo e soja obtidas apos
aplicacéo dos procedimentos de extragao.

O procedimento de extracdo 1 baseia-se na extracdo preferencial das
proteinas do grupo da albumina, globulina, prolamina e glutelina, utilizando como
extratores: Agua, NaCl, Etanol e NaOH, respectivamente. Os resultados
mostraram que, de modo geral, os elementos Cu, Fe, Mn e Zn estdo associados
as proteinas do grupo globulina para as matrizes avaliadas. Elevada concentracao
de proteinas totais foi determinada nas fracdes extraidas com NaOH.

O procedimento de extracéo 2 utiliza como solugdes extratoras: NaOH, HCI,
tampéo Tris-HCI, tampéo Tris-HCI contendo SDS 1% e agua. Este procedimento
extrai grupos proteicos que diferenciam entre si, basicamente, pela sua
solubilidade em agua e peso molecular. Desta forma, foi realizada a associacéo de
Cu, Fe, Mn e Zn as diferentes fracdes proteicas das amostras de aveia, linhaca,
trigo e soja, sendo possivel concluir que, de modo geral, a fragdo com maior
concentracdo do metal apresentava elevado teor de proteinas totais.

O procedimento de extracdo 3 fundamenta-se na extracdo preferencial de
proteinas sollveis em &gua, utilizando solu¢do tampéo Tris-HCl para esta
finalidade. Os resultados indicaram que o elemento Mn pode estar associado as
proteinas sollveis extraidas das amostras de aveia e trigo. Para as amostras de
linhaca e soja, verificou-se que as proteinas extraidas podem estar ligadas,

preferencialmente, aos elementos Zn e Fe, respectivamente. De acordo com 0s
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resultados apresentados, a amostra de soja apresenta maior teor de proteinas
totais, comparando-a as demais amostras estudadas.

Neste trabalho também foi realizado um estudo comparativo entre o0s
métodos de quantificacdo de proteinas totais: Bradford e &cido bicinconinico
(BCA). Os resultados indicaram, de modo geral, maiores concentragdes de
proteinas totais nas determinacdes realizadas pelo o método BCA. Este método
foi o mais indicado para as quantificacdes de proteinas totais nas fracdes das
amostras de trigo e soja, baseado nos resultados de sensibilidade e linearidade da
curva analitica.

Finalmente, foi realizado o estudo dos metais ligados as proteinas das
amostras de aveia, linhaca, trigo e soja. Para tanto, as amostras foram submetidas
aos procedimentos de extracdo 2 e 3 foram submetidas a separacéo eletroforética
(gel) e cromatografica para separacdo proteica. As bandas (eletroforese em gel) e
fracbes (HPLC) proteicas foram devidamente tratadas, os metais determinados
por GF AAS e as proteinas identificadas por MALDI-TOF-MS/MS. Diversas
proteinas presentes nas amostras de aveia, linhaca, trigo e soja foram
identificadas e associadas aos metais Cu, Fe, Mn e Zn, cuja presenca €
imprescindivel para a funcdo das proteinas em organismos de origem vegetal e
animal.

Neste trabalho, as técnicas de separacéo eletroforética (1D SDS-PAGE) e
cromatografica (HPLC-UV) foram empregadas de forma complementar em
estudos metaloprote6micos, tornando possivel a identificacdo de proteinas ligadas
a Cu, Fe, Mn e Zn.



ABSTRACT

The main objective of this study was to determine metals (Cu, Fe, Mn and
Zn) associated to proteins from oats, flaxseed, wheat and soybeans, using different
extraction procedures. For this purpose, the samples were subjected to three
extraction procedures named 1, 2 and 3, using different extraction solutions.

Initially, Cu, Fe, Mn and Zn were determined by FAAS or GFAAS in each
protein fraction. Total protein measurement was made by Bradford method. It was
possible to verify the presence of Cu, Fe, Mn and Zn in protein fractions of oats,
flaxseed, wheat and soybeans samples.

The extraction procedure 1 is based on the protein extraction of the group
albumin, globulin, prolamin and glutelin, using water, NaCl, NaOH and ethanol as
extraction solution, respectively. The results showed that generally, the elements
Cu, Fe, Mn and Zn were associated with globulin proteins group. High
concentration of total protein was determined in the extracted fraction with NaOH
solution.

The extraction procedure 2 was realized using NaOH, HCI, Tris-HCI buffer,
Tris-HCI buffer containing 1% SDS and water as extractant solutions. This
procedure allowed extraction of proteins water soluble The combination of Cu, Fe,
Mn and Zn with different protein fractions of oats, linseed, wheat and soybeans
samples was observed. It was possible to conclude that, in general, the fraction
with high protein concentration showed high metal content total protein.

The extraction procedure 3 is based on the extraction of water soluble
proteins using Tris-HCI buffer solution. The results indicated that the Mn was the
major element associated to soluble proteins extracted from wheat and oats
samples. For flaxseed and soybean, it was found that the extracted proteins could
be associated to Zn and Fe, respectively. According to the results soybean sample
presented the highest content of total protein, when compared to other samples.

In this work it was also carried out a comparative study to measure total

protein by Bradford and bicinchoninic acid (BCA) methods. BCA method presented
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higher concentrations of total protein in comparison with Bradford. . This method is
suitable for total protein quantification in all fractions of wheat and soybean
samples.

Finally, we performed the study of protein-bound to metal in oats, flaxseed,
wheat and soybeans samples. For this purpose, the samples were subjected to
extraction procedures 2 and 3 and the fractions were submitted to gel
electrophoretic analysis (GE) and chromatographic separation. The metals were
guantified in the bands (gel electrophoresis) and protein fractions (HPLC) after
adequate treatment by GF AAS. In addition, the proteins were identified by MALDI-
TOF-MS/MS. Thus, we identified several proteins present in all samples and we
associate them with the metals Cu, Fe, Mn and Zn, whose presence is essential for
adequate function of proteins in vegetable and animal organisms.

In this paper, techniques of electrophoretic separation (1D SDS-PAGE) or
chromatographic (HPLC-UV) were used in studies of complementary shape
metaloprotedmicos, making it possible to identify bound proteins Cu, Fe, Mn and
Zn.
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CAPITULO 1
Introducao



1. INTRODUCAO

A identificacdo, separacdo e quantificacdo das formas quimicas sob as
guais um elemento pode estar presente em uma determinada matriz sdo cruciais
para o entendimento do impacto desse elemento no ambiente e na saude
humana. Atualmente, a demanda por informac¢des especificas € cada vez maior e,
esse tipo de exigéncia refere-se a forma quimica do elemento presente nos
alimentos e a qual proteina ele se encontra ligado. Contudo, até o momento,
informacgdes relacionadas as ligacdes entre metais e proteinas sdo escassas,
tornando o estudo bastante atrativo. Sendo assim, a investigacdo dessas espécies
metéalicas em alimentos é essencial para o entendimento de sua essencialidade,
toxicidade e impacto bioquimico em sistemas bioldgicos.

A maioria dos ions metalicos presente em alimentos encontra-se ligado a
proteinas ou enzimas especificas e exerce seu papel como centros estruturais ou
de ativacdo, comandando processos como catalise, transporte e armazenamento
[1].

Alguns estudos tém sido realizados a fim de entender as interacfes entre
0S metais e as proteinas e enzimas presentes em alimentos [1-3]. Nessas
espécies, o metal se liga as proteinas por meio de interacbes de alta afinidade;
como exemplo, os ions de metais de transicdo, Cu(ll), Fe(ll), Mn(ll), Mo(ll), e
Zn(ll). Elementos nao-metalicos como Se(lV), apresentam as mais fortes
interacdes coordenadas, por serem incorporados a estrutura proteica que
contenha cisteinas e metioninas, formando metaloproteinas classificadas como
selenocisteinas e selenometioninas [4, 5].

Nestes estudos, inicialmente, deve-se aplicar um procedimento eficiente
para a extracdo das metaloproteinas. A extracdo sequencial sélido-liquido tem
sido empregada por alguns autores para este fim [1,6]. A amostra é tratada com
diferentes agentes extratores, aumentando a extensdo e a capacidade de
interacdo com a matriz organica. A amostra sélida pode ser dividida nas fracdes
especificas que podem ser extraidas seletivamente usando reagentes

apropriados. Ja a extragcdo em fase Unica pode ser utilizada como estratégia



guando se pretende extrair um grupo especifico de metaloproteinas, minimizando
as etapas de preparo de amostra, empregando-se comumente neste tipo de
extracdo, o tampao Tris [7-10].

Geralmente, a determinacdo dos elementos nas diferentes fragcbes do
procedimento de extracdo € realizada por técnicas como a espectrometria de
absorcédo e/ou emissao atdomica [11-13], a separacao das proteinas é realizada por
SEC-UV-ICP-MS, RP-HPLC-UV e/ou eletroforese [14-16] e a sua identificacao por
MALDI-TOF-MS/MS e ESI-MS/MS [17,18].

Neste trabalho, as amostras de aveia, linhaga, trigo e soja foram
submetidas aos procedimentos de extracdo sequencial e em fase Unica. De
acordko com a literatura, solucbes extratoras especificas extraem,
preferencialmente, um grupo de proteinas. Desta maneira, em cada fracdo obtida
apos os procedimentos de extracdo foram determinadas as concentragdes de Cu,
Fe, Mn e Zn e os possiveis grupos proteicos extraidos com a solugéo extratora.
Posteriormente, para estudar especificamente os metais ligados as proteinas, as
fracOes obtidas apds os procedimentos de extracdo foram analisadas por RP-
HPLC-UV e 1D SDS-PAGE, obtendo-se a separacdo proteica. As fracoes e
bandas proteicas obtidas por cromatografia e eletroforese, respectivamente, foram
analisadas por GF AAS para determinacao dos constituintes inorganicos e MALDI-
TOF-MS para identificacdo das proteinas. Deste modo, pode-se quantificar os
metais ligados as proteinas identificadas, podendo-se inferir as possiveis

metaloproteinas existentes nas amostras avaliadas.
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2.1. Amostras: aveia, linhacga, trigo e soja

A aveia (Avena sativa L.) é uma planta originaria da Europa oriental que
atualmente € cultivada em todo o mundo devido & sua ampla utilizagdo na
culinéria [1].

A aveia é um cereal nutritivo, que possui elevadas quantidades de
proteinas, vitaminas, carboidratos, fibras, calcio, ferro, zinco, manganés e em
menores quantidades, cobre. Atualmente, ela estd em evidéncia pelo alto poder
benéfico de suas fibras soluveis relacionadas a um bom funcionamento intestinal.
Além disso, vem sendo relacionada a manutencdo do colesterol em niveis
adequados.

Os graos de aveia possuem elevados teores proteicos, com valores médios
entre 15 e 20% [1, 2] e boa qualidade proteica quando comparada com outros
cereais [3]. Possuem, geralmente, 50 a 90 g de gordura por quilo do grao,
destacando-se altas quantidades de acidos oléicos e linoléicos, que aumentam
seu valor nutricional [4].

A linhaca é uma semente oleaginosa, proveniente da planta linho (Linum
usitatissimim L.). Atualmente, grande parte da demanda mundial da linhaca esta
voltada para o aproveitamento industrial do 6leo, que é utilizado como agente de
secagem em tintas e vernizes [5].

A semente de linhaca vem se popularizando ao longo dos ultimos anos com
a divulgacdo de informacdes sobre seus efeitos curativos em casos de
inflamacdes do estbmago e intestinos, nas inflamacdes da bexiga e nas doencas
respiratorias [6]. E considerada um dos melhores remédios naturais na
regularizacdo das funcdes intestinais, além de seu efeito sobre a flora intestinal [7,
8]. Além disso, contém ligninas em sua composicdo, as quais se associam as
propriedades anticancerigenas, principalmente em relacdo ao cancer de mama e
colon.

A linhaga é rica em gordura, com composi¢ao nutricional aproximada de 30-
40% [8]. Sua composicao lipidica apresenta baixa concentracdo de acidos graxos

saturados (9%), moderada quantidade de monoinsaturados (18%) e elevado teor



de acidos graxos poliinsaturados (73%), destacando-se o acido a-linolénico que ao
ser ingerido diminui o risco de doencas cardiovasculares em humanos [6, 9, 10].

As sementes de linhaca contém de 20-25% de proteina [8, 11] e de 20-28%
de fibra [8]. A composicdo de aminoacidos da linhaga é comparavel a da soja
(apresentam altas taxas de acido aspéartico, glutamina, leucina e arginina),
caracterizando uma proteina completa e com efeito sobre as fun¢des imunolégicas
do organismo [5]. Contém também vitaminas B1, B2, C, E e caroteno, além de Ca,
Fe, K, Mg, P e Zn [7]. No Brasil, vem crescendo o consumo da linhaca e as
informacdes sobre 0s seus beneficios.

O trigo (Triticum aestivum L.), originério do sudoeste asiatico, € considerado
a segunda maior cultura de cereais, perdendo apenas para o cultivo de milho. No
Brasil, a producdo anual oscila entre 5 e 6 milhdes de toneladas, sendo o
rendimento mundial total de 550-600 milh6es de toneladas por ano [12]. O trigo
apresenta  propriedades antioxidante, calmante, neurotbnica, nutritiva,
reconstituinte e vitaminizante [1]. Além de ser uma fonte de energia, o cereal é um
fornecedor preliminar de proteina, o que desperta o interesse em tentar relacionar
a quantidade, composicdo ou a estrutura da proteina a qualidade do cereal e a
outras caracteristicas funcionais [12, 13].

Na composicdo do trigo, encontra-se aproximadamente 60-70% de
carboidratos, 12% de proteina (gluten), 2% de lipidios, acido ascorbico, vitamina
E, entre outros [14]. Vale ressaltar ainda que o trigo € rico em nutrientes
essenciais, como ferro e zinco [15, 16, 17].

A soja (Glycine max (L.) Merril) € uma planta pertencente a familia
leguminosae, com importancia econdmica mundial. A planta é originaria da China,
constituindo-se na base alimentar do povo chinés a mais de 5 mil anos [18].

Atualmente, a soja € cultivada em todos os estados brasileiros, fazendo
com gue o Brasil seja 0 segundo maior produtor mundial, produzindo cerca de 57
milhdes de toneladas na safra 2006/2007, ficando atras somente dos EUA. Com
estes numeros, o Brasil representa 38% do comércio mundial de soja [19, 20].

A soja tem sido relacionada a diversos efeitos benéficos sobre a saude

humana, incluindo a redugdo do risco a doencas cardiovasculares, cancer,



osteoporose e derrames [21]. Além disso, uma dieta a base de soja tem efeito
sobre a perda de peso, devido a presenca de fibras dietéticas em sua composicao
nutricional [22].

O grédo de soja € considerado uma fonte de proteina completa, isto &,
contém quantidades significativas de todos 0os aminoacidos essenciais que devem
ser providos ao corpo humano [20, 23], além de ser uma fonte rica de sais
minerais e de Ca, Cu, Fe, K, Mg, P e Zn [24, 25].

Em virtude do crescente consumo de aveia, linhaca, trigo e soja pela
populacdo mundial € de extrema importancia determinar a concentragdo total dos
constituintes inorganicos nessas amostras e suas diferentes formas, assim como

avaliar a qual proteina estes metais estéo ligados.

2.2. Constituintes Inorganicos

O metabolismo, crescimento e bem estar humano e animal depende da
ingestdo apropriada e equilibrada de nutrientes. Atualmente, 49 componentes
nutritivos sdo conhecidos por sua essencialidade no sustento da vida humana [26].

Elementos que ocorrem geralmente em baixas concentracfes em tecidos
vivos sdo designados elementos traco ou micro minerais. Embora a
essencialidade de alguns elementos traco tenha sido questionada, ainda séo
considerados essenciais e benéficos a espécie mamifera [27].

Elementos metalicos, presentes em baixas concentracbes, tém funcéo
importante, pois estdo ligados a proteinas ou enzimas especificas, exercendo
papel efetivo nas suas atividades bioldgicas. Porém, o intervalo de concentracao
gue determina a essencialidade €, geralmente, muito estreito, com implicacdes
graves quando esses limites ndo sdo respeitados. Os elementos téxicos afetam
negativamente varios processos metabdlicos e, quando presentes em
concentracdes relativamente altas, podem causar danos irreversiveis e até levar a

morte do individuo [27].


http://pt.wikipedia.org/wiki/Amino%C3%A1cidos

Uma das fontes naturais de elementos essenciais ao N0SSO organismo sao
os alimentos. Informacdes sobre sua distribuicdo nos alimentos é importante para
estimar a absorcao de elementos essenciais e para avaliar 0s potenciais riscos a
salde causados pela exposi¢cao a elementos toxicos.

O organismo humano adulto contém de 3 a 5 g de ferro; aproximadamente
2000 mg como hemoglobina e 8 mg como enzimas. O Fe é bem conservado pelo
organismo e 90% s&o intensivamente recuperados e reutilizados. A absorcéo
deste mineral depende de varios fatores, como a fonte alimentar, o estoque
corporal e o contetdo fornecido pela dieta, além de receber influéncia dos outros
alimentos ingeridos na mesma refeicdo [28]. Sabe-se que a absor¢cdo do ferro-
heme € mais eficiente (15%) do que a do ferro ndo-heme (< 5%). O Fe ndo-heme
pode ser encontrado em alimentos como Fe(ll) ou Fe(lll), sendo a disponibilidade
do Fe(ll) maior que a do Fe(lll), porque este ultimo é menos solavel no limen
intestinal [29].

A deficiéncia de Fe € um dos maiores problemas nutricionais no mundo,
particularmente nos paises em desenvolvimento, provocando varias perturbacoes,
como taquicardia, fadiga, reducédo da funcdo leucocitaria, sendo a mais comum a
anemia [30, 31]. O excesso de Fe pode provocar cefaléia, convulsdes, febre,
choque anafilatico além de produzir espécies reativas de oxigénio levando ao
estresse oxidativo, sendo acumulado principalmente no figado, baco e coracéo,
causando perda das funcdes conhecidas como hemocromatose [32].

O cobre é essencial para diversas fungbes no organismo, como a
mobilizacdo do ferro para a sintese de hemoglobina, producédo de colageno,
problemas no sistema reprodutor, além de ser componente de varias enzimas [28,
33].

A absorcéo do cobre ocorre por transporte ativo e por difusdo duodenal. Em
média, 40 a 50% do total ingerido s&do absorvidos. Uma vez absorvido é
transportado para o figado ligado a albumina e transcupreina, incorporando-se
entdo a ceruloplasmina e varias metaloenzimas, que permitem o transporte do
cobre para os tecidos extra-hepéticos. A excre¢do é por via fecal e, em maior teor,

pela bile, assim como na urina e suor [28].
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Sua toxicidade provoca diarréia, nausea, cirrose, anemia e bronquite [28]. O
envenenamento crénico de cobre pela ingestdo em alimentos é pouco comum,
pois o figado possui uma grande capacidade para excretar cobre [33].

O zinco é o segundo microelemento mais abundante no corpo (cerca 3 ¢
em um adulto), presente nos tecidos, érgaos e fluidos corporais [32]. Possui
funcdes semelhantes as do cobre, como a constituicdo de enzimas, mas também
apresenta outras especificas como a mobilizacdo hepatica da vitamina A, atuacao
no crescimento e maturacao sexual, fun¢des imunolégicas, dentre outras [28].

O zinco é absorvido mais eficientemente do que o ferro ndo-heme, porém,
ao contrario do ferro, 0 Zn ndo € armazenado em nosso organismo [34]; portanto é
de total importancia a ingestéo diaria desse elemento.

A deficiéencia deste elemento provoca retardo no crescimento, falta de
apetite, lesdes cutaneas e alteracdes de comportamento, enquanto sua toxicidade
provoca nausea, vomitos, cefaléia e deficiéncia de cobre [28].

O manganés é um elemento traco conhecido por ativar algumas enzimas
envolvidas em processos metabdlicos, sendo necessario também para o
metabolismo de proteinas e gorduras. Atua na regulacdo de acucar no sangue, na
diminuicao de radicais livres e na utilizacdo de vitaminas Bl e E [35].

O Mn é aparentemente absorvido em toda a extensao do intestino delgado,
sendo mais absorvido em mulheres que em homens. A excrecdo ocorre
principalmente pelas fezes. Sua deficiéncia causa perda de peso, dermatite, afeta
a capacidade reprodutora, a funcdo pancreatica e o metabolismo dos carboidratos.
O excesso deste elemento produz os sintomas do tipo Parkinson, alteracdes de
humor, depresséo e agitacao [36].

As técnicas de emissdo e/ou absorcdo atbmica sao descritas na literatura
com a finalidade de se determinar macro e micronutrientes presentes em amostras
de origem vegetal e/ou animal.

Huang et al. [37] determinaram a concentracdo dos metais Hg, As, Cr, Cu,
Ni, Pb, Zn e Cd, por ICPOES, em amostras de solo e graos de trigo em diferentes
regides de Kunshan, China, e estimaram o0s riscos para a saude da populacéo,

devido a ingestao deste cereal. De acordo com os resultados, as concentragdes
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dos metais em amostras de solo superior (0-15 cm) encontram-se na ordem:
Zn>Cr>Ni>Pb>Cu>As>Hg>Cd. As concentra¢gdes de Zn, Cr, Cd, Hg e Ni estavam
acima do limite maximo permitido para solo que é de 200; 250, 0,3; 0,5 e 50 mg
kg™, respectivamente. Para amostras de grdos de trigo, as concentracdes dos
metais decresceram de acordo com a ordem: Zn>Cu>Pb>Ni>Cd>As>Hg. Algumas
amostras de trigo apresentaram concentracdes de Zn, Pb e Cd acima do permitido
pela legislacdo chinesa que é de 50; 0,4 e 0,1 mg kg™, respectivamente. Os
autores concluiram que as discrepancias nas concentracdes dos metais em
diferentes regides de Kunshan surgiram pela influéncia ambiental e climética.
Rogez e colaboradores [38] determinaram a composicdo quimica de trés
frutas tipica da Amazonia: araga-boi, bacuri e cupuacu utilizando a técnica ICP-
OES. Neste estudo foi relatada a composicdo de acordo com o teor de proteina e
gordura, indice dietético, minerais, dentre outros. O zinco apresentou niveis entre
0,18-1,04 mg/100g de amostra fresca. A concentracao de cobre nas amostras de
bacuri e cupuacu foi de 0,38 e 0,26 mg/100g, respectivamente. As trés frutas
apresentaram baixos teores de ferro e sédo consideradas pobres em manganés.
Os resultados obtidos indicam que as polpas de frutas da Amazonia sdo de
interesse nutritvo e devem ser utilizadas frequentemente, pelo menos

regionalmente.

2.3. Extracdo de metaloproteinas: Extracdo sequencial solido-liquido e

extracdo em fase Unica.

Em estudos metaloprotebmicos, o preparo da amostra é uma etapa
importante da sequencia analitica, o qual deve ser realizado de forma eficiente,
buscando manter a integridade da proteina e do metal ligado a ela. Sendo assim,
os procedimentos de extracdo devem ser criteriosamente escolhidos, de forma a
atender esta exigéncia.

O procedimento de extracdo sequencial trata a amostra com diferentes
agentes extratores, aumentando a extensao e a capacidade de interacdo com a

7

matriz organica. Conceitualmente, a amostra soélida € submetida a diferentes
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reagentes extratores, o que favorece a extracao seletiva de fracdes especificas da
amostra.

O fracionamento obtido por este procedimento é influenciado por alguns
fatores como: tipo de reagente usado, tempo de extracdo, incompleta seletividade
e readsorcdo [39], podendo ainda ser afetado por propriedades das espécies
quimicas, como tamanho, solubilidade, afinidade, hidrofobicidade e carga [40].

Chunhieng e colaboradores [33] estudaram a distribuicdo de Se nas fracoes
de proteina da Castanha-do-Para (Bertholletia excelsa). As amostras de
castanhas foram tratadas com agua deionizada, NaCl, etanol e NaOH. A extracéo
com agua, solucao salina e NaOH levou a obtencdo de espécies de Se ligadas
principalmente a trés familias de proteinas: albumina, globulina e gluteina. A
fracdo extraida com agua representou aproximadamente 18% da proteina total e
era a fragdo mais rica em selénio, com um valor de 153 ppm. A analise por HPLC-
MS mostrou que o selénio estava ligado covalentemente a dois aminoacidos para
formar a selenometionina e selenocisteina. A selenometionina representou menos
de 1% da quantidade total de metionina.

A extracdo em fase Unica vem sendo descrita por alguns autores como
estratégia para a extracdo de um grupo especifico de metaloproteinas, o que
permite a minimizacdo das etapas de preparo de amostra e a diminuicdo de
interferentes.

Pedrero et al. [41] estudaram a distribuicdo de selénio na fracdo proteica
soluvel extraida do tecido muscular do peixe bagre africano. Dois procedimentos
de extracao foram aplicados para a extracao das proteinas de tecido muscular; um
utilizando sonda ultrassénica e o outro um homogeneizador de vidro. Em ambos
as extracOes foram realizadas com Tris-HCI a partir de 1 g de amostra. Os autores
descreveram gque a extracao ultrassénica foi a mais eficiente, rapida e simples. De
acordo com os resultados obtidos, ap0s a separacdo das proteinas por 1D SDS-
PAGE, onze bandas proteicas contendo selénio foram identificadas por LA-ICP-
MS, das quais seis foram selecionadas para identificagdo. Apos a digestao triptica

e analise por nano-HPLC/ESI-MS/MS, sete proteinas foram identificadas.
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2.4. Andlise Metaloproteémica

A metaloprotedbmica engloba conhecimentos e técnicas capazes de
identificar um conjunto de metaloproteinas produzidas por uma célula e também
de revelar as interacdes e interdependéncia dos processos hioldgicos.

O estudo de proteinas ganhou impulso a partir da década de 90 com a
difusdo da espectrometria de massas (MS) nas ciéncias bioldgicas, uma vez que
se tornou possivel analisar proteinas tdo reduzidas quanto as encontradas na
natureza [42].

O reconhecimento da importancia dos metais em sistemas biolégicos e os
avancos tecnoldgicos na instrumentacao analitica levaram a emergéncia de novas
areas de pesquisas dentro da metaloproteémica [43].

O estudo metaloprotedmico divide-se basicamente em duas etapas: a
primeira consiste na separacdo das proteinas a partir do fracionamento de um
extrato celular. Para tanto, diferentes técnicas sdo utilizadas, destacando-se as
eletroforéticas [44, 45, 46, 47] e cromatograficas [48, 49, 50, 51].

A segunda etapa consiste na identificacdo dos constituintes inorganicos e
proteicos. Para a determinacao inorganica, as técnicas de fluorescéncia de raio-X
com radiacao sincroton (SRXRF), absorcdo atdbmica (FAAS e GF AAS), ablacéo a
laser (LA-MS) e emissdo atdbmica (ICP-MS) sdo comumente empregadas [45, 52,
53, 54]. As técnicas MALDI-TOF-MS/MS [55, 56, 57] e ESI-MS/MS [54, 58] sao
utilizadas para a identificacdo das proteinas.

Na primeira etapa, propriedades fundamentais como massa molecular e
estado de cargas sao utilizadas. Na segunda etapa, deve-se, em principio, obter a
sequéncia dos aminoacidos que compdem a proteina através do método de
sequenciamento, que pode ser realizado por técnicas modernas de espectrometria
de massas. O sequenciamento completo da proteina nem sempre € possivel, ou
nem sempre é necessario, podendo-se utilizar informacdes ja existentes em banco
de dados genbmicos e protedmicos, identificando a proteina apenas com dados
parciais, como, por exemplo, pelo espectro de massas dos peptideos resultantes

da digestdo enzimatica de uma proteina [59].
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Além de descrever a funcdo das proteinas, sua localizagdo celular,
modificacdo pos-traducdo, estrutura e interacdo proteina-proteina, a protedmica
vem se preocupando cada vez mais em entender as interagdes entre os metais e
as proteinas e/ou enzimas presentes em alimentos, podendo classifica-lo com um
estudo metaloprotedmico [52, 60-61].

A maioria dos metais presentes em alimentos esta ligada a determinadas
proteinas ou enzimas, responsaveis por funcdes especificas do metabolismo
corporal. A funcdo destes metais € crucial em varios processos dos organismos
vivos, pois eles atuam como reguladores da expressdo genética, cofator para
algumas enzimas, catalisadores, dentre outras. Acredita-se, que o estudo das
metaloproteinas esclarece um terco de todas as proteinas do organismo [53].

O conhecimento da composicao quimica do metal ligado a biomoléculas
(proteinas e peptideos ou acidos nucléicos) e sua forma quimica (metalémica) e a
interacdo metal-biomolécula (metaloproteémica) dentro das células ou tecido é
exigido cada vez mais para estudar os processos biologicos e avaliar a extensao e
impacto nos organismos [62, 63]. Sabe-se, por exemplo, que proteinas especificas
do plasma distribuem os elementos traco essenciais nos 6rgdos internos e que
doencas humanas genéticas estdo associadas com o0 aumento ou diminuicdo das
concentracfes das metaloproteinas no plasma sanguineo [48].

Vale destacar que a compreenséao do papel do metal e da proteina depende
da qualidade de informacéo obtida apds a andlise da metaloproteina [62]. Um
importante ponto quando se trabalha com esta analise € que as etapas de
preparacdo da amostra devem ser eficientes de forma a manter a integridade da
proteina e do metal ligado a ela.

Diante disto, alguns trabalhos que envolvem este campo de pesquisa estao
descritos na literatura.

Naozuka e colaboradores [64] avaliaram a distribuicdo de proteinas sollveis
em agua para as amostras de Castanha-do-Para, sementes de cupuacu e polpa
de coco e determinaram a concentragcdo de Cu, Fe, Mn e Zn. Para tanto, as
técnicas SEC-UV, GF AAS E MALDI-TOF-MS foram utilizadas. Os resultados da

SEC-UV mostraram a prevaléncia de espécies de elevada massa molecular,
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sendo de 79-1.7 kDa para amostra de Castanha-do-Para, 50-1.7 kDa para polpa
de coco e 34-1.7 kDa para sementes de cupuagu. Os resultados obtidos pelas
andlises utlizando SEC-UV, GF AAS E MALDI-TOF-MS confirmaram a
associacao destes metais com 0s compostos presentes em agua. Os elementos
estudados foram associados com proteinas de massa molecular de 1.2-16 kDa
para a amostra de Castanha-do-Para, 1.7-13 kDa para polpa de coco e 1.2-7.6
kDa para sementes de cupuacu. Os limites de deteccao do método para Cu, Fe,
Mn e Zn foram de 0,72; 1,40; 0,66 e 1,00 ng g™, respectivamente. Os autores
concluiram que os resultados fornecidos por SEC-UV e GF AAS mostraram que a
associacao dessas técnicas € uma alternativa para a investigacdo da especiacdo
do metal e estudo metalémico.

Becker et al. [63] estudaram a ocorréncia de metais ligados as proteinas em
amostras de rim e figado de rato. A extracdo da fracdo proteica foi feita com
tampéo Tris-HCl e o extrato obtido foi analisado pela técnica de eletroforese 1D
em gel de poliacrilamida ndo-desnaturante (BN-PAGE). Para a amostra de rim os
elementos Zn, Cu, Cd e Pb foram identificados por LA-ICP-MS em proteinas de 65
a 100 kDa. Ja para a amostra de figado, Zn, Cu, Fe, Cr foram determinados nas
bandas proteicas de 65 a 200 kDa. A identificacdo das proteinas foram feitas por
MALDI-TOF-MS, sendo possivel identificar nas amostras de figado e rim, 7 e 11
proteinas, respectivamente.

Chassaigne & Lobinski [54] utilizaram as técnicas de MS com ionizagao
eletrospray, ICP-MS e HPLC em fase reversa para caracterizacdo do complexo
metalico com biomoléculas, isto é, para a especiacdo de cadmio ligado a
metalotioneina. Amostra de figado de coelho purificada foi eluida em uma coluna
Cs com uma programacao que incluia inicialmente uma etapa de pré-concentragao
em 2 min contendo 100% da fase A (5 mmol L™ tamp&o acetato em agua pH 6,0).
Em seguida, um gradiente linear até 100% de B (5 mmol L™ tamp&o acetato em
metanol-agua 50% pH 6,0) em 48 min. A utilizacdo da espectrometria de massas
com ionizagdo eletrospray permitiu a determinacdo da massa molecular dos

compostos eluidos. A combinacdo das técnicas ESI-MS, ICP-MS e RP-HPLC foi
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descrita pelos autores como sendo uma poderosa ferramenta para a especiacao
de metais associados com biomoléculas.

Brand&o et al. [65] obtiveram imagem comparativa para o gel 2D PAGE de
sementes de soja transgénica e nao-transgénica para identificar possiveis
diferencas na expressao proteica. Desta forma, verificou-se dez spots proteicos
diferentes comparando os géis obtidos para as amostras transgénica e nao-
transgénica. Foi possivel identificar, por MALDI-TOF-MS, oito proteinas que
participam do armazenamento de substratos nutritivos.

O estudo metaloprote6mico é imprescindivel para compreender a fungéo de
um determinado elemento ligado a uma proteina, sendo assim, pesquisas devem

ser realizadas neste campo, empregando diversas técnicas analiticas.
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CAPITULO 3

PROCEDIMENTOS DE EXTRACAO PROTEICA:

Estudo da distribuicao de Cu, Fe, Mn, e Zn
nas fracoes das amostras de aveia, linhaca,
trigo e soja
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3.1. INTRODUCAO

Diferentes procedimentos de extracdo proteica sao descritos na
literatura, os quais envolvem extracdo sequencial ou extracdo em fase Unica. A
escolha do procedimento deve ser baseada na complexidade da amostra e
principalmente no objetivo do estudo proposto.

Neste trabalho, foram realizados dois procedimentos de extracéo
sequencial sélido-liquido e um procedimento de extracdo em fase Unica para a
extracao de diferentes fracdes proteicas.

O primeiro procedimento de extragcdo sequencial baseou-se em um
estudo desenvolvido por Naozuka & Oliveira [1]. Para tanto, as amostras de
aveia, linhacga, trigo e soja foram previamente moidas, peneiradas e a fragao
lipidica foi extraida utilizando uma mistura de metanol e cloroférmio 1:2 (v/v).
Em seguida, as amostras foram submetidas a extracao das fragdes proteicas
empregando diferentes solucdes extratoras: agua, NaCl 0,5 mol L™, etanol 70%
(viv) e NaOH 0,5 mol L™ para a extracdo das proteinas do grupo das
albuminas, globulinas, prolaminas e glutelinas, respectivamente. As fracdes
proteicas obtidas foram armazenadas em freezer (por 24h) para posterior
analise dos constituintes inorganicos e organicos.

O segundo procedimento de extracdo sequencial foi adaptado de
Kannamkumarath et al. [2]. As amostras de aveia, linhaca, trigo e soja (sem a
fracao lipidica) foram submetidas a cinco diferentes condi¢cdes de extracdo: (1)
NaOH 0,05 mol L, (2) HCI 0,05 mol L™, (3) tamp&o Tris-HCI 0,05 mol L™ pH
8,0, (4) tamp&o Tris-HCI 0,05 mol L™ com 1% m/v de SDS pH 8,0 e (5) 4gua a
60 °C. Apos as extracOes, foi adicionada acetona (80% v/v) as fracdes (1)—(4)
para precipitacdo proteica. Sendo assim, as amostras foram mantidas em
freezer a -14 °C por 1h. Apds este periodo, o sobrenadante foi descartado e a
proteina precipitada foi dissolvida em 4,0 mL de solucédo tampé&o Tris-HCI 0,05
mol L™ pH 8,0 e armazenadas até o momento das andlises. A fracéo proteica
extraida com agua (fracdo 5) foi armazenada (por 24h) para posterior analise,
sem ser submetida ao procedimento de precipitacdo de proteinas.

O terceiro procedimento de extracdo, em fase Unica, utilizou como

extrator uma solucado tampao Tris-HCI, reagente comumente empregado nos
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estudos proteicos [3-5]. Este procedimento foi proposto com o objetivo de
diminuir as etapas de preparo da amostra e, principalmente, extrair
preferencialmente um grupo de proteinas. As fragbes proteicas de aveia,
linhaga, trigo e soja também foram submetidas ao procedimento de

precipitacdo de proteinas utilizando acetona.
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3.2. OBJETIVOS

3.2.1. Objetivo Geral

O objetivo principal desta etapa do trabalho foi comparar diferentes
procedimentos de extracdo de metaloproteinas para as amostras de aveia,
linhaga, trigo e soja e avaliar a distribuicdo de Cu, Fe, Mn e Zn nas fracbes

proteicas.

3.2.2. Objetivos Especificos

= Otimizar as condi¢des analiticas para a quantificacao de Cu, Fe, Mn e
Zn por GF AAS.

= Aplicar o procedimento de extracdo 1 para aveia, linhaca, trigo e soja
utilizando as solugdes extratoras: agua; NaCl, Etanol; NaOH e
guantificar os elementos nessas fracbes por espectrometria de
absorgéo atomica com chama (FAAS) ou forno de grafite (GF AAS).

= Aplicar o procedimento de extracdo 2 para aveia, linhaca, trigo e soja
utilizando as solucdes extratoras: NaOH; HCI; tampéao Tris-HCI pH
8,0; tampao Tris-HCI pH 8,0 contendo SDS 1%; agua e quantificar os
elementos nessas fracdes por FAAS ou GF AAS.

= Aplicar o procedimento de extracdo 3 para aveia, linhaca, trigo e soja
utilizando solucéo tampao Tris-HCI pH 7,4 e quantificar os elementos
nessas fracdes por GF AAS.

= Determinar o teor de proteinas totais nas fracBes obtidas apds os

procedimentos de extracao.

30



3.3. PARTE EXPERIMENTAL

3.3.1 Amostras

Amostras de grdos de aveia, linhaga, trigo e soja de uma Unica marca
foram adquiridas no comércio de Belo Horizonte — MG. As amostras foram
moidas em liquidificador e passadas por uma peneira plastica (1mm). Somente
as amostras de soja, foi adicionada agua deionizada em sistema Milli-Q (Merck
Millipore) para facilitar sua moagem. Depois de moida, esta amostra foi seca
em estufa a 35° C. As amostras foram armazenadas em frascos plasticos
descontaminados e em seguida foram fechados.

3.3.2. Determinacao dos Metais

3.3.2.1. Instrumentacao

Para determinacédo de Cu, Fe, Mn e Zn foram utilizados espectrometros
de absorcéo atdémica PerkinElmer, modelo AAnalyst 200 e 400, equipados com
chama e forno de grafite, respectivamente; com correcao de fundo por lampada
de deutério (Norwalk, CT, EUA) e lampada de catodo oco para determinacao
dos metais (Norwalk, CT, EUA).

Todas as medidas seguiram as recomendacfes do fabricante. Os
parametros instrumentais utilizados para a determinacédo Cu, Fe, Mn e Zn por

FAAS e GF AAS estdo apresentados nas Tabelas 1 e 2, respectivamente.

Tabela 1. Parametros instrumentais utilizados para a determinacdo de Cu, Fe,
Mn e Zn por FAAS.

Parametros Cu Fe Mn Zn
Comprimento de onda (nm) 324,75 248,33 279,48 213,86
Fenda (nm) 2.7/0.8 1.8/1.35 1.8/0.6 2.7/1.8
Vazdo de ar (L min™) 2,5 2,5 2,5 2,5
Vazdo de acetileno (L min ™) 10,0 10,0 10,0 10,0
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Tabela 2. Parametros instrumentais utilizados para a determinacdo de Cu, Fe,
Mn e Zn por GF AAS.

Parametros Cu Fe Mn Zn
Comprimento de onda (nm) 324,75 248,33 279,48 213,86
Fenda (nm) 2.7/0.8 1.8/1.35 1.8/0.6 2.7/1.8
Corrente (mA) 12 18 18 18

Para as determinagcdes por GF AAS, fez-se uma otimizacdo univariada
avaliando: temperatura de pir6lise, temperatura de atomizacdo e modificador
permanente, a fim de se obter as melhores condi¢cdes analiticas para
guantificacéo de Cu, Fe, Mn e Zn.

Todas as medidas foram baseadas em valores de absorbancia integrada
(area do pico). O volume de amostra e padrdo injetado no tubo de grafite pelo
pipetador automatico foi de 20 pL. Argbnio de alta pureza foi utilizado em todos
0s experimentos (99,996% da White Martins, Belo Horizonte, MG, Brasil).
Tubos de grafite pirolitico com plataforma de L’'Vov inserida (PerkinElmer)
foram usados em todos as analises.

Durante as etapas de preparo da amostra foram utilizados também:
Purificador de agua Milli-Q ®, Millipore, modelo Direct-Q 3, Water Purification
System, MA, EUA; chapa aquecedora TECNAL, modelo TE-0851, Sdo Paulo,
Brasil; agitador mecanico do tipo orbital, BIOCICLO, Modelo 109, Belo
Horizonte, Brasil; balanca analitica, SHIMADZU, modelo AX 200, S&do Paulo,
Brasil; centrifuga FANEM®, Excelsal 1l, modelo BL 206, Sdo Paulo, Brasil;
Estufa TECNAL, modelo TE 394/1, estufa com circulacdo e renovacéo de ar,

Sao Paulo, Brasil.

3.3.2.2. Linearidade da Curva Analitica, Limites de Deteccdo e

Quantificacéao

Neste trabalho, algumas figuras de mérito foram avaliadas previamente
a quantificacdo dos analitos de interesse.
A linearidade é definida como a habilidade em produzir resultados que

sejam diretamente proporcionais a concentracdo do analito nas amostras, em
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uma dada faixa de concentracdo dos padrdes, denominada faixa de trabalho
[6].

Sendo assim, para quantificagcao de Cu, Fe, Mn e Zn por FAAS ou GF
AAS, foram construidas curvas analiticas, relacionando as absorbéncias com
as concentragdes dos elementos. A linearidade foi avaliada pelo coeficiente de
correlagdo linear (R) determinado pela regresséo linear, com valores aceitaveis
acima de 0,99 [7].

Segundo o guia do INMETRO [7], limite de detec¢éo é definido como a
concentracdo minima de uma substancia medida e declarada com 95% ou 99%
de confianca, na qual a concentracdo do analito € maior que zero. Ja o limite
de quantificacdo € a menor concentracao do analito que pode ser determinada
com um nivel aceitavel de exatiddo e precisao.

Os célculos dos limites de deteccao (LD) e quantificacéo (LQ) para cada
elemento, nos diferentes meios extratores, foram realizados baseados nos
parametros da curva analitica [7], em que o LD e o LQ podem ser expressos

como:
LD =3,3 *b/a LQ=10*b/a
Onde:
b = estimativa do coeficiente linear da curva analitica.

a = inclinacao ou coeficiente angular da curva analitica.

Para obtencdo destes dados, curvas analiticas foram construidas em

cada meio extrator, obedecendo a faixa linear de cada elemento.

3.3.2.3. Determinacdo da Concentracdo Total de Cobre, Ferro,

Manganés e Zinco.
As digestdes das amostras de aveia, linhaca, trigo e soja foram

realizadas no forno de micro-ondas com cavidade, modelo ETHOS 1

(Milestone, Sorisole, Italia), ilustrado na Figura 1.
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Figura 1. Forno de micro-ondas com cavidade, Milestone, modelo ETHOS 1.

No procedimento de digestdo foram pesados diretamente nos frascos
reacionais de PFA® (perfluoroalcoxi) aproximadamente 200 mg de amostra de
aveia, linhaca, trigo e soja, moidas em liquidificador (digestdo total), e dos
residuos obtidos ap6s os procedimentos de extracdo (digestdo do residuo).
Foram adicionados 6,0 mL de &cido nitrico concentrado nas amostras, e ap6s
30 min, 1,0 mL de peroxido de hidrogénio (H»,O;). As amostras foram

submetidas ao programa de aquecimento mostrado na Tabela 3.

Tabela 3. Programa de aquecimento do forno de micro-ondas com cavidade.

Etapas Poténcia (W) trampa (min) T (°C) t patamar (min)
1 750 10 180 -
2 750 - 180 20
Ventilacéo 0 0 30 -

Os frascos foram deixados em repouso por 30 min apos o procedimento
de digestdo. As amostras foram transferidas para frascos de polipropileno e o

volume final ajustado para 20,0 mL com agua deionizada.

3.3.2.4. Procedimentos de Extracéo Proteica

Neste trabalho foram propostos trés procedimentos de extracdo das
fracOes proteicas para as amostras aveia, linhaca, trigo e soja.
No procedimento 1, adaptado de Naozuka & Oliveira [1], foram pesados

aproximadamente 5,0 g das amostras de aveia, linhaca, trigo e soja in natura
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(trituradas em liquidificador). Adicionou-se as amostras 10 mL de uma solucdo
de metanol:cloroférmio (1:2 v/v) que ficou em contato por 15 min sob agitacao a
200 rpm. Este procedimento foi repetido duas vezes para as amostras de aveia
e trigo e trés vezes para as amostras de linhaca e soja, baseando-se no teor de
gordura de cada matriz. Em seguida, as amostras foram submetidas ao
procedimento de extracdo 1. As solucbes extratoras utilizadas foram: (1) dgua
deionizada, (2) NaCl 0,5 mol L™?, (3) etanol 70% (v/v) e (4) NaOH 0,5 mol L™.
Em cada etapa, adicionou-se as amostras 10 mL de cada extrator e manteve-
se sob agitacdo mecanica por 30 min a 200 rpm. ApGs este tempo, as amostras
foram centrifugadas por 10 min a 1800 rpm e os sobrenadantes, de cada uma
das fracOes, recuperados, avolumados para 15,0 mL e armazenados em
geladeira (24h) até o momento da analise.

No procedimento 2, adaptado de Kannamkumarath et al [2], pesou-se
aproximadamente 2,0 g das amostras de aveia, linhaga, trigo e soja e retirou-se
a fracédo lipidica, como descrito anteriormente. As solugbes extratoras (15 mL)
utilizadas foram: (1) NaOH 0,05 mol L™, (2) HCI 0,05 mol L™, (3) tamp&o Tris-
HCI 0,05 mol L™ pH 8,0, (4) tamp&o Tris-HCI 0,05 mol L™ com 1% m/v de SDS
pH 8,0 e (5) agua a 60 °C. Os tubos com os agentes extratores de (1) a (4)
foram agitados por 1h em agitador mecanico a 200 rpm, centrifugados por 10
min a 3500 rpm e o sobrenadante recolhido. Ao residuo da amostra foi
acrescentado 15 mL de agua deionizada, mantendo-a por 30 min a 60 °C e
apos centrifugacéo, este sobrenadante foi recolhido e armazenado até andlise.
Neste procedimento, a precipitacdo das proteinas foi realizada nos
sobrenadantes de (1) a (4), ap0s adicado de acetona na concentracao final de
80% (v/v). Para tanto, essas amostras foram deixadas em freezer a -14 °C por
1h. ApoOs este periodo, as amostras foram novamente centrifugadas e o
sobrenadante foi descartado. A proteina precipitada foi dissolvida em 4,0 mL de
solucdo tampdo Tris-HCl 0,05 mol L™* pH 8,0 e armazenadas (24h) até o
momento da andlise.

Para o procedimento de extracdo 3, avaliou-se trés solucdes tampao
Tris-HCI com diferentes valores de pH: 6,0; 7,4 e 8,0. Pesou-se 2,0 g das
amostras de aveia, linhaca, trigo e soja, sem a presenca da fracdo lipidica e
adicionou-se 15 mL de solugcdo tamp&o Tris-HCI 0,05 mol L™ pH 7,4, escolhido

por apresentar maiores percentuais de extragdo. As amostras foram agitadas
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mecanicamente por 1h a 200 rpm, centrifugadas por 10 min a 3500 rpm e o
sobrenadamente recuperado em tubo falcon. A precipitacdo das proteinas
presentes em cada fracéo foi feita com a adicdo de acetona 80% (v/v), como
descrito anteriormente. A proteina precipitada foi solubilizada em 6,0 mL de
solucdo tamp&o Tris-HCl 0,05 mol L™ pH 7,4 e armazenada em freezer (até
48h).

Todos os procedimentos de extracao foram feitos em triplicata para cada
solucao extratora utilizada.

Os residuos sdlidos finais dos trés procedimentos foram submetidos a
digestdo no forno de micro-ondas, empregando o programa de aguecimento
descrito na Tabela 3. Apés a digestao, o digerido foi avolumado para 20,0 mL

com agua deionizada.

Os elementos de interesse foram determinados em todas as fracdes
obtidas apo0s os procedimentos de extracdo e nos digeridos dos residuos
(fracéo residual) por FAAS ou GF AAS.

3.3.3. Proteinas

3.3.3.1. Quantificacdo do Teor de proteinas totais

As amostras de aveia, linhaca, trigo e soja foram submetidas aos
procedimentos de extracdo descritos no item 3.3.2.4, mantendo-as em gelo,
para evitar a degradacao das proteinas pela atuacédo da enzima protease.

A quantificacdo do teor de proteinas totais em cada fracdo obtida apos
0os procedimentos de extracdo 1, 2 e 3, foi determinada pelo método de
Bradford (kit da BioAgency), utilizando-se o procedimento para microensaios
recomendado pelo fabricante.

Para a preparacdo da curva analitica, preparou-se 200,0 pL de uma
solucdo de albumina (BSA) a 1,0 ug pL™ e, a partir desta solucéo, fez-se as
diluicbes seriadas em agua (Mili-Q) para construcédo da curva analitica (0,025;
0,050; 0,125; 0,250; 0,500 pg pL™). A cada solugéo foram adicionados 40,0 pL

do reagente Bradford concentrado.
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A placa de 96 pogos contendo as amostras e os padrdes de albumina foi
agitada vagarosamente por 30 segundos e incubada por 5 min a temperatura
ambiente. Posteriormente, as amostras foram analisadas em um
espectrofotometro da marca Hach, modelo DR4000 e cada amostra teve sua

absorbancia determinada a A = 595 nm.

3.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.4.1. Otimizacdo das Condi¢cdes Analiticas para Analise de Cu, Fe, Mn
e Zn por GF AAS

Para determinacdo de Cu, Fe, Mn e Zn por GF AAS foram otimizados
alguns parametros: tipo de modificador permanente, temperatura de pirolise e
temperatura de atomizacdo. Para otimizacdo utilizou-se as fracbes extraidas
com solucdo de NaCl 0,5 mol L™ (procedimento 1) e a condicdo 6tima foi
aplicada para as demais fracdes. Foi escolhida a fracdo extraida com solucéo
de NaCl, porque a amostra apresentou-se viscosa e consequentemente, mais
susceptivel a interferéncias durante a analise.

Inicialmente, foi realizada a triagem do modificador permanente,
utilizando as condicbes recomendadas pelo fabricante para as etapas de
pirdlise e atomizacdo. De acordo com os resultados obtidos, o modificador que
apresentou uma maior intensidade do sinal analitico para Fe, Mn e Zn foi o
niébio e para Cu sem a utilizacdo de modificador permanente.

A temperatura de pirélise em que ocorre a destruicdo da matriz, e
consequentemente a eliminacdo dos concomitantes da amostra, foi otimizada
univariadamente, fixando-se a temperatura de atomizacdo em 2300, 2400,
2200 e 1800 °C para Cu, Fe, Mn e Zn, respectivamente. Uma maior
intensidade do sinal analitico foi observada utilizando as temperaturas de
pirdlise de 1000, 1400, 1200 e 700 °C, para as determinacfes de Cu, Fe, Mn e
Zn, respectivamente.

A temperatura de atomizacdo também foi otimizada univariadamente,
utilizando-se a temperatura de pirdlise e o tipo de modificador permanente

previamente escolhidos. As temperaturas de atomizagcdo em que se obteve
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uma maior absorbancia na determinacao de Cu, Fe, Mn e Zn foram de 2500,
2300, 2000 e 1800°C, respectivamente.

Desta maneira, o0s programas de aquecimento otimizados para
determinacdo de Cu, Fe, Mn e Zn nas fracOes proteicas estdo descritos nas
Tabelas 4,5,6¢e7.

Tabela 4. Programa de aquecimento otimizado para determinacdo de Cu em

sementes por GF AAS.

Temperatura Tempo de  Fluxo de argonio

Etapa Rampa (s) . 4

(°C) retencao (s) (mL min™)
Secagem 100 5 20 250
Secagem 140 15 15 250
Pirélise 1000 10 20 250

Atomizacéao 2500 0 5 0

Limpeza 2600 1 5 250
Resfriamento 20 1 10 250

Tabela 5. Programa de aquecimento otimizado para determinacdo de Fe em

sementes por GF AAS.

Temperatura Tempo de  Fluxo de argonio

Etapa Rampa (s) . .

(°C) retencao (s) (mL min™)
Secagem 100 5 20 250
Secagem 140 15 15 250
Pirdlise 1400 20 20 250

Atomizacao 2300 0 5 0

Limpeza 2600 1 5 250
Resfriamento 20 1 10 250
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Tabela 6. Programa de aquecimento otimizado para determinagdo de Mn em
sementes por GF AAS.

Temperatura Tempo de  Fluxo de argonio

Etapa Rampa (s) . 4

(°C) retencéo (s) (mL min™)
Secagem 100 5 20 250
Secagem 140 15 15 250
Pirélise 1200 10 20 250

Atomizacéao 2000 0 5 0

Limpeza 2600 1 5 250
Resfriamento 20 1 10 250

Tabela 7. Programa de aquecimento otimizado para determinacdo de Zn em
sementes por GF AAS.

Temperatura Tempo de  Fluxo de argonio

Etapa Rampa (s) . -

(°C) retengao (s) (mL min™)
Secagem 100 5 20 250
Secagem 140 15 15 250
Pirdlise 700 10 20 250

Atomizacéao 1800 0 5 0

Limpeza 2600 1 5 250
Resfriamento 20 1 10 250

3.4.2. Linearidade da Curva Analitica, Limites de Deteccéo e Quantificacao

As curvas analiticas obtidas foram avaliadas quanto a sua linearidade. A
linearidade do sinal analitico de Cu, Fe, Mn e Zn em espectrometria de
absorcao atbmica por chama e forno de grafite foi avaliada na faixa de trabalho

descrita na Tabela 8.
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Tabela 8. Faixa de trabalho aplicada para determinac&o de Cu, Fe, Mn e Zn por
FAAS e GF AAS.

Espectrometria de Absorgao Atdmica

Elementos Chama (mg L™) Forno de Grafite (ug L™)
Cu 0,1-0,6 5,0 - 100,0
Fe 0,25-3 5,0 - 100,0
Mn 0,1-0,6 5,0 - 100,0
7n 0,15-0,75 2,5-50,0

As curvas analiticas utilizadas para quantificacdo de Cu, Fe, Mn e Zn em
amostras de aveia, linhaga, trigo e soja foram preparadas em diferentes meios
extratores, de acordo com o procedimento de extracdo aplicado. Para o
procedimento de extracdo 1, os elementos foram determinados preparando-se
curvas analiticas nos meios extratores: HNO3 2,0 mol L™, 4gua, NaCl 0,25 mol
L™, EtOH 35% (v/v) e NaOH 0,25 mol L™. Para o procedimento de extracio 2 e
3 empregou-se curvas preparadas com solugdo tamp&o Tris-HCI: 0,05 mol L™
pH 8,0 e 0,05 mol L™ pH 7,4; respectivamente.

As curvas foram construidas relacionando-se o0 sinal analitico
(absorbancia) em funcdo das concentracdes de cada elemento. Os parametros
das curvas analiticas para Cu, Fe, Mn e Zn nos diferentes meios extratores
estdo descritos nas Tabelas 9 (FAAS) e 10 (GF AAS).
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Tabela 9. Parametros das curvas analiticas obtidos para quantificacdo de Cu,
Fe, Mn e Zn por FAAS.

*Tris-HCI
HNO3 H.O NaCl EtOH NaOH OH 8,0
Coef. (R) 0,9991 0,9963 0,9988 0,9979 0,9962
Cu Inclinagdo 0,1025 0,1006 0,0991 0,0702 0,0771
Intercepto 0,0003 0,0017 0,0014 0,0009 0,0037
Coef. (R) 0,9994 0,9979 0,9989 0,9963 0,9977 0,9993
Fe Inclinagdo 0,0570 0,0533 0,0511 0,0416 0,0475 0,0242
Intercepto  0,0013 0,0005 0,0026 0,0040 0,0024 0,0009
Coef. (R) 0,9990 0,9953 0,9996 0,9986 0,9944 0,9923
Mn Inclinagdo 0,1338 0,1331 0,1227 0,0958 0,0751 0,0828
Intercepto  0,0006 0,0004 0,0004 0,0006 0,0017 0,0018
Coef. (R) 0,9970 10,9983 10,9988 0,9991 0,9983 0,9974
Zn Inclinagédo 0,4146 0,4534 0,4229 0,3061 0,3759 0,2745
Intercepto  0,0035 0,0006 0,0024 0,0016 0,00112 0,0007

* Parametros das curvas analiticas para quantificacdo dos metais a partir das fracdes extraidas

pelo procedimento de extracéo 2.

Tabela 10. Parametros das curvas analiticas obtidos para quantificacdo de Cu,
Fe Mn e Zn por GF AAS.

*Tris **Tris
HNO; H,O NacCl EtOH NaOH

pH 8,0 pH 7,4

Coef. (R)  0,9959 0,9987 0,9986 0,9983 0,9984 0,9951 0,9995

Cu Inclinagdo 0,0106 0,0105 0,0094 0,0109 0,0095 0,0081 0,0117
Intercepto  0,0016 0,0157 0,0154 0,0236 0,0080 0,0221 0,0012

Coef. (R)  0,9957 0,9960 0,9902 0,9964 0,9905 0,9953 0,9991

Fe Inclinagcdo 0,0118 0,0190 0,0202 0,0142 0,0217 0,0111 0,0082
Intercepto  0,0733 0,0707 0,0928 0,0379 0,0878 0,1034 0,0085

Coef. (R)  0,9957 0,9921 0,9944 0,9979 0,9958 0,9972 0,9958

Mn Inclinagdo 0,0118 0,0125 0,0118 0,0106 0,0115 0,0222 0,0253
Intercepto  0,0733 0,1054 0,0502 0,0478 0,0585 0,0650 0,0650

Coef. (R) - - 0,9933

Zn Inclinagéo - - 0,0415
Intercepto - - 0,1656

* Pardmetros da curva analitica para quantificacdo de Cu a partir das fracdes extraidas pelo

procedimento de extracao 2.

** Parametros das curvas analiticas para quantificacdo dos metais a partir das fragGes
extraidas pelo procedimento de extracéo 3.
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A linearidade foi avaliada pelo coeficiente de correlacdo (R) determinado
pela regresséo linear. Os valores dos coeficientes estdo de acordo com as
normas estabelecidas pela ANVISA [8] que recomenda valores superiores a
0,99; indicando que existe uma resposta linear do equipamento na faixa de
concentragéo estudada para os elementos Cu, Fe, Mn e Zn.

As determinagdes foram realizadas por FAAS ou GF AAS de acordo com
a concentragcdo dos elementos presentes nas amostras e em funcdo da
sensibilidade dos equipamentos.

Os valores de LD e LQ foram calculados com base nos parametros da
curva analitica. A determinagdo do LD e LQ foi realizada considerando-se
como 3,3 e 10 vezes, respectivamente, a razdo entre a estimativa dos
coeficientes linear e angular da curva analitica de cada elemento [6].

Os valores de LD e LQ foram obtidos levando-se em consideracdo os
diferentes meios extratores dos procedimentos de extracdo 1, 2 e 3 (Tabelas
11, 12 e 13, respectivamente). Os resultados apresentados mostram o LD e
LQ, em pg g*, para os elementos determinados por espectrometria de

absorcao atdmica por chama e forno de grafite.
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Tabela 11. Limite de deteccdo e quantificacdo, em pg g™, para determinagéo

de Cu, Fe, Mn e Zn por FAAS e GF AAS, considerando os diferentes meios

extratores utilizados no procedimento de extragéo 1.

Cu Fe Mn Zn

Chama Forno Chama Forno Chama Forno | Chama
° LD 0,97 7,5 1,5 2,8
©
\g LQ 2,9 22 45 8,4
o LD 0,13 0,0091 0,062 0,033 0,020 0,57 0,0091
T LQ 0,43 0,027 0,190 0,10 0,060 0,17 0,027
o LD 0,091 0,017 0,34 0,031 0,020 0,030 0,037
‘Z" LQ 0,28 0,050 1,02 0,090 0,060 0,090 0,11
- LD 0,086 0,020 0,64 0,027 0,040 0,030 0,034
Q 0,26 0,060 1,92 0,050 0,120 0,090 0,10
o | LQ
- LD 0,32 0,0067 0,34 0,027 0,15 0,030 0,020
O
S
z LQ 0,96 0,020 1,0 0,080 0,46 0,090 0,060

Tabela 12. Limite de deteccdo e quantificacdo, em pg g, para determinacéo

de Cu, Fe, Mn e Zn por FAAS e GF AAS, considerando os diferentes meios

extratores utilizados no procedimento de extracéo 2.

Cu Fe Mn Zn
Chama Forno | Chama Forno | Chama Forno | Chama
o DT e LD 0,97 --- 7,5 --- 1,5 2,8
§ DTR LQ | 29 22 4,5 8,4
.% H.0 LD --- 0,027 0,38 0,10 0,075 0,10 0,14
= ? LQ --- 0,0080 1,1 0,31 0,23 0,31 0,42
Tris LD -—- 0,017 0,25 0,063 0,14 0,020 0,017
Fracdes
LQ -—- 0,050 0,74 0,19 0,43 0,060 0,051

DT: Digestao Total - Digestao, em MW, das amostras in natura.

DTR: Digestao total do residuo — Digestdo, em MW, do residuo das amostras obtido apés

extracao.
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Tabela 13. Limite de deteccdo e quantificacdo, em pg g™, para determinacgéo

de Cu, Fe, Mn e Zn por GF AAS, considerando os meios extratores: acido e

tampao Tris-HCI pH 7,4 utilizados no procedimento de extragéo 3.

Cu Fe Mn Zn
Chama Forno | Chama Forno | Chama Forno | Chama Forno
Meio LD | 0,97 7.5 1,5 2,8
Acido  LQ| 2,9 22 4,5 8,4
Tris LD - 0,0011 - 0,011 0,027 0,040
pH7.4 LQ - 0,0033 - 0,033 0,080 0,120

De acordo com os dados apresentados nas Tabelas 11 e 12, ao se
avaliar os LD’s e LQ’s de todos os elementos apds as determinacdes por
FAAS, verifica-se, de modo geral, que o Zn apresenta maior sensibilidade.
Desta forma, foi possivel realizar as quantificacdes de Zn em todas as fracOes
obtidas pelos procedimentos de extracdo 1 e 2 por FAAS. Observou-se ainda
qgue o Cu apresentou maior sensibilidade nas determinagdes por GF AAS
(Tabelas 11-13).

De acordo com o volume final do extrato e quantidade de amostra
utilizada para as digestbes em MW (digestdo total e residual) e para os
procedimentos de extracdo, pode-se concluir que as concentracées, em pug g,
da maioria dos elementos determinados por FAAS ou GF AAS estdo acima do
LD e LQ calculados.

3.4.3. Determinacdo da Concentracdo Total de Cu, Fe, Mn e Zn em

aveia, linhaca, trigo e soja

As tabelas 14 e 15 apresentam os resultados obtidos para Cu, Fe, Mn e
Zn nas amostras in natura de aveia, linhaca, trigo e soja (digestéo total) e nos
residuos destas amostras, apds o0s procedimentos de extracdo 1, 2 e 3
(digestéo total do residuo). As amostras foram submetidas a digestdo acida em

forno micro-ondas com cavidade (item 3.3.2.3) e determinacao por FAAS.
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Tabela 14. Concentragbes de Cu, Fe, Mn e Zn, em pg g™, encontrados nas

amostras in natura (média = desvio padréo; n = 3).

Cu Fe Mn Zn
Aveia 4,6 +0,1 39,0+0,7 29,6 +0,3 31,1+0,1
Linhaca 13,6%0,1 48 £ 2 14,7+£0,4 51, 7x04
Trigo 4,3+0,6 325+0,3 30,6 +0,2 28,5+0,7
Soja 10,6 +0,1 794 38,0+0,8 39,8+0,2

Tabela 15. Concentracdes de Cu, Fe, Mn e Zn, em pg g™, encontrados nas
fracOes residuais das amostras apds procedimentos de extracdo 1, 2 e 3
(média * desvio padrao; n = 3).

Cu Fe Mn Zn

. Aveia 3,0+06 41+2 26,0+ 0,2 26,9+ 0,2

§ ‘_g,“ Linhaca  13,7+0,1 59 + 2 15,9+ 0,1 60 + 2
E S Trigo  435:005 281%02 1890l 27,0+0,1
b Soja 9,3+0,8 83+5 47,2 +0,9 31,2+0,1
~ _ Aveia  1,30+0,08 50 + 1 30,32 0,2 29,5 0,1

§ ‘fcij Linhaca  9,6+0,4 63+2 25,2+ 0,1 67 +2
E S Trigo 3,5+0,3 30+2 31,9+0,3 30,9+ 0,3
b Soja 9,3+0,7 76 +3 42 +1 24,6+ 0,1
Aveia  3,80+0,09 39,1%+09  30,1%0,1 30,12 0,7

;% Linhaca  13,0+0,3 5312 17,4 £0,6 51+1
g Trigo 41+0,3 312+08  290+06 26,6 0,3
i Soja 8,9+0,6 78+3 42 +1 34,6+ 0,3

A concentracdo de Cu, Fe, Mn e Zn nas amostras de aveia, linhaca, trigo
e soja in natura também foram apresentadas na forma de grafico (Figura 2)

para melhor visualizacao.
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Figura 2. Concentracdo, em ug g, de Cu, Fe, Mn e Zn nas amostras de aveia,

linhaca, trigo e soja in natura.

Comparando-se os dados das Tabelas 14 e 15, observa-se que as
concentracbes de alguns elementos nas amostras de aveia, linhaga, trigo e
soja estdo maiores nas fracdes residuais obtidas apds os procedimentos de
extracdo do que nas amostras in natura. Este fato pode ter ocorrido por se
tratar de um procedimento de extracdo no qual ha manipulacdo exaustiva das
amostras com diferentes reagentes, e consequentemente, possiveis
contaminacdes durante o procedimento, elevando a concentracdo dos
elementos nas fracdes residuais.

Elevadas concentracdes de Cu, Fe, Mn e Zn foram determinadas nas
fracOes residuais obtidas apds aplicacdo dos procedimentos de extracdo 1, 2 e
3 para aveia, linhaca, trigo e soja (Tabela 15). Este fato indica que os
elementos podem estar ligados a substancias organicas ou biomoléculas nao
extraidas com o0s extratores selecionados e que permaneceram retidas na
fracao residual [1].

Pode-se concluir que, de modo geral, as amostras avaliadas sao ricas

em Fe e apresentaram menores concentracdes de Cu (Figura 2).

3.4.3.1. Comparacao da Concentracdo Total de Cu, Fe, Mn e Zn com

Valores Nutricionais das Amostras de Aveia, Linhaca e Soja

As concentracfes de Cu, Fe, Mn e Zn determinadas nas amostras in
natura foram comparadas aos valores nutricionais apresentados na Tabela

Brasileira de Composi¢cdo de Alimentos (TACO), como mostra a Tabela 16.
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Este estudo foi realizado pelo Nucleo de Estudos e Pesquisas em Alimentacao
(NEPA) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) [9].

Tabela 16. Concentracdes de Cu, Fe, Mn e Zn, em pg g™, nas amostras de
aveia, linhaca e soja submetidas a digestdo em MW e comparadas aos valores

nutricionais da TACO (média + desvio padrdo; n = 3).

Cu Fe Mn Zn
S Aveia 460,11 39,0 +0,7 29,6 +0,3 31,1+0,1
o g Linhaca 13,6 0,1 48 + 2 14,7 +0,4 51,7 +0,4
= Soja 10,6 0,1 79 +4 38,0+0,8 39,8+ 0,2
= Aveia 4,4 44,0 26,0
§ é Linhaca 10,9 47,0 28,1 44,0
3 E Soja 11,9 70,0 26,8 58,0

Os resultados de valores nutricionais mostrados na Tabela 16
comprovam que as amostras avaliadas sao ricas em Fe e que as mesmas
possuem menor concentracdo de Cu em sua composicao.

Os dados da tabela TACO para a amostra de trigo estéo relacionados a
uma mistura de cereais contendo trigo, por isso, ndo possivel fazer a
correlacdo com a amostra estudada neste trabalho.

Vale destacar que os valores nutricionais (TACO) mostrados na Tabela
16 séo referentes a aveia em flocos crua, semente de linhaca e extrato soluvel
de soja em pd e os valores apresentados neste trabalho sdo referentes aos
graos destas amostras adquiridas no comércio. Sendo assim, estas
divergéncias nos valores nutricionais sdo esperadas, pois as amostras
comparadas apresentam forma de plantio diferente, o que envolve o tipo de
solo, adubacédo, colheita, secagem, armazenamento [10], fisiologia da planta,
uso de fertilizantes e pesticidas nas plantacGes, condi¢des climaticas, dentre

outros fatores que podem afetar a concentracdo de macro e micronutrientes.
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3.4.4. Procedimentos de Extragdo Proteica

3.4.4.1. Procedimento de Extracéao 1

As amostras de aveia, linhaga, trigo e soja foram submetidas ao
procedimento de extracdo 1, utilizando os extratores: agua deionizada, solucéo
de cloreto de sédio 0,5 mol L™, solucdo de etanol 70% (v/v) e solucdo de
hidroxido de sédio 0,5 mol L™ (item 3.3.2.4).

As concentracdoes de Cu, Fe, Mn e Zn encontrados nas fracdes das

amostras estéo apresentados nas Tabelas 17 a 20 e Figuras 3 a 6.

Tabela 17. Concentracdes de Cu, Fe, Mn e Zn, em pg g™, nas fracdes da

amostra de aveia submetida ao procedimento de extracdo 1 (média + desvio

padréo; n = 3).

Aveia Cu Fe Mn Zn
H.O 0,16 + 0,01 0,35+0,04 4,20 + 0,05 0,87 £0,04
NaCl 0,31 +0,03 1,70 +0,08 21+0,1 0,49 +£ 0,04
EtOH 0,14 + 0,01 <LQ <LQ 0,23+0,01

NaOH 0,15+0,01 0,8+0,1 0,61 + 0,07 <LQ

* <L.Q = valores abaixo do limite de quantificagdo

100% -
X m NaOH
§ cou - m EtOH
=14
£ W NaCl
Q
g mH20
n- O% T T T 1
Cu Fe Mn Zn
Elementos

Figura 3. Porcentagem de Cu, Fe, Mn e Zn nas fracdes da amostra de aveia

submetida ao procedimento de extracéo 1.
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Tabela 18. Concentracdes de Cu, Fe, Mn e Zn, em pg g™, nas fracbes da

amostra de linhaca submetida ao procedimento de extracdo 1 (média + desvio

padrao; n = 3).

Linhaga Cu Fe Mn Zn
H20 0,13 +0,00 1,1+0,1 0,5+0,1 0,46 + 0,03
NacCl 0,31 +0,03 1,71 + 0,08 21+0,1 0,29 + 0,02
EtOH 0,89 £ 0,06 0,15+ 0,02 <LQ 0,53+ 0,05
NaOH 0,69 + 0,08 0,50 £ 0,08 0,36 £ 0,01 0,29 £ 0,02

*<LQ = valores abaixo do limite de quantificagao
100% -
EEQ 80% - m NaOH
& °0% B EtOH
£ 40% 1 = NaCl
5 20% - B H20
0% T T T 1
Cu Fe Mn Zn
Elementos

Figura 4. Porcentagem de Cu, Fe, Mn e Zn nas fra¢cdes da amostra de linhaca

submetida ao procedimento de extracéo 1.

Tabela 19. Concentracdes de Cu, Fe, Mn e Zn, em pg g™, nas fracdes da

amostra de trigo submetida ao procedimento de extracdo 1 (média + desvio

padrao; n = 3).
Trigo Cu Fe Mn Zn
H.O 0,20 £ 0,02 0,53 +0,02 3,50 £ 0,09 0,32 £ 0,03
NaCl 0,55 + 0,06 1,90+0,01 2,1+0,2 0,42 £ 0,05
EtOH 0,11 +0,01 0,36 + 0,01 0,08 + 0,01 0,11+£0,01
NaOH 0,13+0,01 0,64 £ 0,04 0,70 £ 0,02 <LQ

* <L.Q = valores abaixo do limite de quantificagdo
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Figura 5. Porcentagem de Cu, Fe, Mn e Zn nas fragbes da amostra de trigo
submetida ao procedimento de extracéo 1.

Tabela 20. Concentracdes de Cu, Fe, Mn e Zn, em pg g™, nas fracdes da

amostra de soja submetida ao procedimento de extracdo 1 (média *+ desvio

padréo; n = 3).
Soja Cu Fe Mn Zn
H.O 0,87 £ 0,01 0,8+0,1 0,39 +0,01 1,8+0,2
NaCl 0,95 + 0,05 1,7+0,1 0,46 + 0,08 25+0,3
EtOH 0,96 + 0,07 <LQ 0,30 + 0,09 3,00 £ 0,04
NaOH 0,64 + 0,02 <LQ 1,0+£0,1 1,2+0,2

* <L.Q = valores abaixo do limite de quantificagédo

100% -
X 80% - m NaOH
€ o |
% 60% m EtOH
wd 0, -
£ 40% B NaCl
[&)
5 20% -
S 0 EH20

O% T T T 1
Cu Fe Mn Zn
Elementos

Figura 6. Porcentagem de Cu, Fe, Mn e Zn nas fracbes da amostra de soja

submetida ao procedimento de extracao 1.
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As concentragdes de cada elemento nas fragbes das amostras de aveia,
linhaca, trigo e soja, somadas a concentracdo na fracdo residual (Tabela 15),
foram comparadas ao valor da concentragdo do metal na amostra in natura
(Tabela 14). Sendo assim, para o0 procedimento de extracdo 1, as
porcentagens de recuperagédo de Cu, Fe, Mn e Zn foram de 127, 112, 111 e
91% para aveia; 115, 128, 128 e 121% para linhaca; 123, 97, 83, 98% para
trigo e de 120, 108, 129, 99% para soja, respectivamente.

Segundo Naozuka & Oliveira [1] e Agboola et al. [11], as proteinas
podem ser classificadas de acordo com sua solubilidade em diferentes
extratores, sendo que as solucdes extratores agua, NaCl, etanol e NaOH
extraem, preferencialmente, as proteinas albumina, globulina, prolamina e
glutelina, respectivamente. Sendo assim, ap0s a determinagdo da
concentragédo de Cu, Fe, Mn e Zn em cada uma das fragbes das amostras de
aveia, linhaca, trigo e soja (Tabelas 17-20), pode-se inferir a distribuicdo de
cada elemento nas fragcbes proteicas, como apresentado na Tabela 21.

Os dados da Tabela 17 e Figura 3 mostram uma maior concentracao de
Cu e Fe na fracdo extraida com solucdo de NaCl para a amostra aveia,
indicando que esses elementos podem estar preferencialmente ligados as
proteinas globulinas. Ja os elementos Mn e Zn estdo presentes em maiores
guantidades na fracdo aquosa; responsavel pela extracdo das proteinas
albuminas. Essa associacao pode ser feita para as demais amostras avaliadas
(Tabela 21).

Tabela 21. Distribuicdo de Cu, Fe, Mn e Zn nas fracGes proteicas das amostras

de aveia, linhaca, trigo e soja extraidas pelo procedimento de extracao 1.

Cu Fe Mn Zn
Aveia Globulina Globulina Albumina Albumina
Linhaca Prolamina Globulina Globulina Prolamina
Trigo Globulina Globulina Albumina Globulina
Soja Globulina/ Prolamina Globulina Glutelina Prolamina

De acordo com os dados da Tabela 21, de maneira geral, as proteinas

do grupo globulina prevalecem nas fragcbes das amostras de aveia, linhaca,
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trigo e soja, com uma porcentagem de aproximadamente 56%, seguida das
proteinas prolaminas, albuminas e glutelinas com 23, 18 e 6%,

respectivamente.
3.4.4.2. Procedimento de Extracéo 2

As amostras de aveia, linhaga, trigo e soja foram submetidas ao
procedimento de extragdo 2, utilizando os extratores: (1) NaOH 0,05 mol L™, (2)
HCI 0,05 mol L™, (3) tamp&o Tris-HCI 0,05 mol L™ pH 8,0, (4) tamp&o Tris-HCI
0,05 mol L™ com 1% de SDS pH 8,0 e (5) 4gua a 60° C. Adicionou-se acetona
80% (v/iv) em cada extrato recuperado, com 0 objetivo de precipitar as
proteinas presentes nestas amostras. A adicdo da solucdo de acetona 80%
(viv) nas fracbes das amostras promove a purificacdo da proteina por
precipitacdo [11], porém, segundo Tastet et al. [12] perdas de metais podem
ocorrer durante o procedimento.

As concentragdes de Cu, Fe, Mn e Zn foram determinadas nas fragbes
das amostras submetidas ao procedimento de extracdo 2 e os valores estao

descritos nas Tabelas 22 a 25 e Figuras 7 a 10.

Tabela 22. Concentracdes de Cu, Fe, Mn e Zn, em pg g™, nas fracbes da

amostra de aveia submetida ao procedimento de extracdo 2 (média + desvio

padrao; n = 3).
Aveia Cu Fe Mn Zn
NaOH 0,58 + 0,03 1,40 £ 0,07 1,2+0,2 19+0,1
HCI 0,07 £0,01 6,0+0,6 3,90 £ 0,05 1,90 £ 0,02
Tris 0,07 +0,01 1,8+0,1 1,1+0,1 0,60 £ 0,01
SDS 0,18 +0,03 3,5+0,3 1,7+0,1 1,90 £ 0,05
H.O 0,090 + 0,001 1,1+0,1 0,62 + 0,06 <LQ

* <L.Q = valores abaixo do limite de quantificagdo
Tris: extracdo com tampdo Tris-HCI 0,05 mol Lt pH 8,0
SDS: extracdo com tampdo Tris-HCI 0,05 mol Lt com 1% de SDS, pH 8,0
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Figura 7. Porcentagem de Cu, Fe, Mn e Zn nas fracdes da amostra de aveia

submetida ao procedimento de extragéo 2.

Tabela 23. Concentracdes de Cu, Fe, Mn e Zn, em pg g™, nas fracdes da

amostra de linhaca submetida ao procedimento de extracdo 2 (média + desvio

padréo; n = 3).
Linhaga Cu Fe Mn Zn
NaOH 0,76 £ 0,06 1,3+£0,1 0,25+ 0,01 2,1+0,2
HCI 0,59 £0,01 3,9+0,2 0,46 £ 0,03 1,1+0,1
Tris 0,75 £ 0,07 1,2+0,1 0,16 £ 0,02 0,51 £ 0,05
SDS 0,54 £0,02 14+0,1 0,12 £0,01 0,53+0,03
H.O 0,83 +0,03 0,57 £ 0,03 <LQ <LQ

* <LQ = valores abaixo do limite de quantificagdo
Tris: extracdo com tampdo Tris-HCI 0,05 mol LY pH 8,0
SDS: extracdo com tampdo Tris-HCI 0,05 mol L com 1% de SDS, pH 8,0
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Figura 8. Porcentagem de Cu, Fe, Mn e Zn nas fra¢cdes da amostra de linhaca

submetida ao procedimento de extracao 2.

Tabela 24. Concentracdes de Cu, Fe, Mn e Zn, em pg g™, nas fracdes da

amostra de trigo submetida ao procedimento de extragcdo 2 (média + desvio

padréo; n = 3).
Trigo Cu Fe Mn Zn
NaOH 0,21 +£0,01 0,54 £ 0,03 0,08 £ 0,01 0,26 £ 0,01
HCI <LQ 0,54 £ 0,03 0,79 £0,09 0,37 £ 0,05
Tris 0,11 £0,01 0,68 £ 0,01 0,36 £ 0,04 0,33+0,01
SDS 0,25+ 0,02 0,75+ 0,05 1,1+£0,1 0,8+0,1
H,O 0,05+0,01 <LQ 1,2+£0,1 <LQ

* <LQ = valores abaixo do limite de quantificagdo
Tris: extracdo com tampdo Tris-HCI 0,05 mol LY pH 8,0

SDS: extracdo com tampdo Tris-HCI 0,05 mol L com 1% de SDS, pH 8,0
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Figura 9. Porcentagem de Cu, Fe, Mn e Zn, nas fracbes da amostra de trigo

submetida ao procedimento de extracéo 2.

Tabela 25. Concentracdes de Cu, Fe, Mn e Zn, em pg g™, nas fracdes da

amostra de soja submetida ao procedimento de extracdo 2 (média * desvio

padréo; n = 3).
Soja Cu Fe Mn Zn
NaOH 0,90 + 0,09 1,0+£0,1 0,71 +0,04 1,10 + 0,08
HCI 0,15+0,01 2,10+0,01 0,37 £ 0,01 1,5+0,2
Tris 0,07 +0,01 1,10 £ 0,02 0,26 + 0,01 0,24 + 0,03
SDS 0,092 + 0,001 3,0£0,2 0,69 + 0,04 0,67 + 0,06
H,O 0,16 + 0,01 34+0,1 0,8+0,1 1,8+0,1

* <LQ = valores abaixo do limite de quantificacdo

Tris: extracdo com tampdo Tris-HCI 0,05 mol LY pH 8,0

SDS: extracdo com tampdo Tris-HCI 0,05 mol L com 1% de SDS, pH 8,0
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Figura 10. Porcentagem de Cu, Fe, Mn e Zn, nas fracdes da amostra de soja

submetida ao procedimento de extracao 2.

As concentracdes de cada elemento nas fracbes das amostras de aveia,
linhaga, trigo e soja, somadas a concentracao na fracao residual (Tabela 15),
foram comparadas ao valor da concentragdo do metal na amostra in natura
(Tabela 14). Sendo assim, para 0 procedimento de extracdo 2, as
porcentagens de recuperacdo de Cu, Fe, Mn e Zn foram de 50, 163, 132 e
115% para aveia; 96, 148, 178 e 137% para linhaca; 96, 100, 116 e 115% para
trigo e 101, 110, 118 e 75% para soja, respectivamente.

A utilizacdo de diferentes solucdes extratoras pode remover,
preferencialmente, grupos de proteinas especificos, conforme comentado
anteriormente. Sendo assim, para o procedimento de extracdo 2, as fracdes
proteicas extraidas com agua e solucdo de NaOH podem ser relacionada as
proteinas albumina e glutelina, respectivamente, segundo Naozuka & Oliveira
[1] e Agboola et al. [11].

Kannamkumarath et al. [13] relataram que proteinas de elevada e baixa
massa molecular foram encontradas em amostra de castanha do Brasil,
guando solucdo de NaOH e HCI foram utilizadas, respectivamente, como
extratores. Os autores concluiram ainda que a agua quente, na maioria dos
casos, extraem proteinas de baixa massa molecular. Sabe-se ainda que
proteinas solUveis e insollveis em agua séo extraidas ao se utilizar solucao
tampdo Tris-HCI e tampéo Tris-HClI com 1% SDS, respectivamente. Ja a
solucdo tampao Tris-HCI pH 8,0 pode extrair, preferencialmente, as proteinas

globulinas [14].
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Na Tabela 26 estdo descritos, resumidamente, oS grupos proteicos

preferencialmente extraidos com cada solucdo utilizada no procedimento de
extracao 2.

Tabela 26. Grupos proteicos extraidos, preferencialmente, com diferentes
solucdes extratoras.

Solucgbes i _ .
Proteinas Preferencialmente Extraidas
Extratoras
NaOH Glutelinas e proteinas de elevada massa molecular
HCI Proteinas de baixa massa molecular
Tris Globulina e proteinas soluveis
SDS Proteinas InsolUveis
H,O Proteinas sollveis e de baixa massa molecular

Tris: extracdo com tampdo Tris-HCI.
SDS: extracdo com tampdo Tris-HCI contendo SDS.

Desta maneira, pode-se associar 0os metais determinados em cada
fracdo das amostras com a presenca de determinados grupos de proteinas,
como descrito na Tabela 27.

Tabela 27. Distribuicdo de Cu, Fe, Mn e Zn nas fra¢cOes proteicas das amostras

de aveia, linhaca, trigo e soja extraidas pelo procedimento de extracao 2.

Cu Fe Mn Zn
Glutelinas Glutelinas,
Aveia MM | MM | MM Te | MM
! Insollveis
Globulinas/

. Glutelinas Glutelinas

Linhaga Solaveis, 1 MM L MM L MM 1T MM
Trigo Insoluveis Insolaveis Insolaveis Insoluveis

Soltveis Glutelinas, 1
Soja Glutelinas, 1 MM | MM MM, Sollveis e | MM
Insollveis

1 MM = Proteinas de elevada massa molecular
| MM = Proteinas de baixa massa molecular
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Os dados da Tabela 22 e Figura 7 mostram uma maior concentracao de
Fe e Mn na fragdo extraida com solucdo de HCI para a amostra aveia,
indicando que estes elementos podem estar ligados as proteinas de baixa
massa molecular. O Cu esté presente em maior concentracao na fracdo NaOH,
demonstrando sua possivel interacdo com as glutelinas e/ou proteinas de
elevada massa. J4 0 Zn esta presente em maiores quantidades nas fracfes
extraidas com NaOH, HCI e SDS, demonstrando que este elemento pode estar
associado as proteinas glutelinas, insollveis e de elevada ou baixa massa
molecular. Esta associacdo pode ser feita para as demais amostras avaliadas
(Tabela 27).

No procedimento de extracdo 2, as proteinas extraidas em cada fracédo
foram precipitadas com acetona 80% (v/v). As Figuras 11 e 12 ilustram a
precipitacdo das proteinas nas amostras de aveia e linhaca, respectivamente.
Para estas amostras, a precipitacdo proteica foi visualizada instantaneamente
ao se adicionar acetona 80% (v/v). Para as amostras de trigo e soja este fato
foi observado somente apdés a permanéncia das amostras em freezer. Isto
pode ser devido ao alto teor de fibras nas amostras de aveia e linhaca, que

podem ter precipitado junto as proteinas.

Figura 11. Precipitacdo das proteinas presentes em aveia.
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Figura 12. Precipitacao das proteinas presentes em linhaca.

3.4.4.3. Procedimento de extracdo 3

Inicialmente, foi otimizado o pH da solucdo extratora a ser utilizada
durante as extracdes. Para tanto, a amostra de trigo foi submetida a extracéao
proteica utilizando solu¢cdes tampéao Tris-HCI com diferentes valores de pH: 6,0;
7,4 e 8,0. Estes valores de pH foram escolhidos baseados em procedimentos
descritos na literatura. Foram realizadas as determinacdes de Cu, Fe, Mn e Zn
e quantificacdo do teor de proteinas totais nas frac6es de trigo obtidas apds as
extracdes. De acordo com os resultados, a solucdo tampéao Tris-HCI com pH
7,4 foi mais eficiente para a extracdo dos metais e proteinas.

Sendo assim, as amostras de aveia, linhaca, trigo e soja foram
submetidas ao procedimento de extracdo 3, utilizando-se como extrator
soluc&o tamp&o Tris-HCI 0,05 mol L™ pH 7,4 (item 3.3.2.4).

As concentra¢cdes de Cu, Fe, Mn e Zn determinadas na fracdo proteica

de cada amostra estdo apresentados na Tabela 28 e Figura 13.
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Tabela 28. Concentracdes de Cu, Fe, Mn e Zn, em ug g*, na fracdo das
amostras de aveia, linhaga, trigo e soja submetidas ao procedimento de

extracdo 3 (média £ desvio padréo; n = 3).

Cu Fe Mn Zn
Aveia 0,26 £ 0,03 0,68 + 0,05 1,10+ 0,01 0,62 + 0,03
Linhaca 0,57 +0,03 0,9+0,1 0,45 + 0,04 1,40 + 0,03
Trigo 0,43 +0,01 0,57 +0,08 0,84 + 0,04 0,55 + 0,06
Soja 15+0,1 3,8+0,2 1,40 £ 0,04 0,60 + 0,07
4 -
—_ ECu
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e
=
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Figura 13. Concentracédo Cu, Fe, Mn e Zn na fracdo proteica das amostras de

aveia, linhaca, trigo e soja submetidas ao procedimento de extracéo 3.

A concentracdo de cada elemento na fracdo das amostras de aveia,
linhaca, trigo e soja, somada a concentracdo na fracéo residual (Tabela 15),
foram comparadas ao valor da concentracdo do metal na amostra in natura
(Tabela 14). Sendo assim, para o0 procedimento de extracdo 3, as
porcentagens de recuperacao de Cu, Fe, Mn e Zn foram de 88, 102, 106 e 99%
para aveia; 100, 112, 122 e 102% para linhaca; 105, 98, 97 e 95% para trigo e
99, 103, 114 e 88% para soja, respectivamente.

De acordo com os dados mostrados na tabela 28 e Figura 13, de modo
geral, a fracdo proteica de soja apresentou as maiores concentracfes dos
metais, com excec¢ao do Zn com maior teor na fracdo extraida da linhaca.

O procedimento de extracdo 3, baseou-se em uma extracdo em fase

Gnica com solugdo tampao Tris-HCI no intuito de extrair preferencialmente as
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proteinas sollveis em agua. Desta forma, conclui-se que as proteinas extraidas
da aveia e trigo podem estar preferencialmente ligadas ao Mn, ja as proteinas
das amostras linhaca e soja podem estar associadas ao Zn e Fe,
respectivamente.

Vale ressaltar que para os procedimentos de extracdo 1, 2 e 3 baixas
concentragbes de Cu, Fe, Mn e Zn foram determinadas nas fragcbes proteicas
extraidas das amostras de aveia, linhaca, trigo e soja. Este fato indica que
parte destes elementos permaneceram ligados as fracfes residuais.

Vale ressaltar que o fracionamento de proteinas baseado em sua
solubilidade em diferentes reagentes extratores € uma estimativa da
composicao proteica. A classificacdo de proteinas é baseada ndo somente em
sua solubilidade, mas também em sua estrutura, composi¢ao de aminoacidos e

tamanho [15].

3.4.5. Proteinas
3.4.5.1. Quantificacdo das proteinas totais

O método de Bradford foi utilizado para a determinacdo do teor de
proteinas totais em cada fragcdo das amostras de aveia, linhaca, trigo e soja,
submetidas aos procedimentos de extracdo 1, 2 e 3 e 0s resultados estdo
apresentadas nas Tabelas 29 (Figura 14), 30 (Figura 15) e 31,

respectivamente.

Tabela 29. Teor de proteinas totais, em mg g™, em aveia, linhaca, trigo e soja

submetidas ao procedimento de extracdo 1 (média + desvio padréo; n = 3).

Aveia Linhaca Trigo Soja
Agua 1,76 £ 0,06 8,0+0,1 3,80+£0,02 8,20+0,03
NaCl 48+0,1 6,8+0,1 3,81+£0,03 7,01+0,03

EtOH 248+0,03 3,52+0,04 3,20%+0,04 3,71 +0,01
NaOH 9,22+0,01 10,81+0,07 8,22+0,01 11,2+0,2
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Figura 14. Teor de proteinas totais, em mg g, em aveia, linhaca, trigo e soja

submetidas ao procedimento de extracao sequencial 1.

Tabela 30. Teor de proteinas totais, em mg g™, em aveia, linhaga, trigo e soja
submetidas ao procedimento de extracao 2 (média + desvio padrdo; n = 3).

Aveia Linhaca Trigo Soja
NaOH 6,01 +0,04 9,6 +0,1 3,64 + 0,04 10,8 +£0,1
HCI 7,21 + 0,08 8,1+0,1 7,6 £0,1 11,6 £0,1
Tris 2,24+0,07 6,82+0,03 3,1+0,2 8,4+0,2
SDS 3,04 + 0,03 9,6 +£0,1 6,2+0,1 10,4+0,1

Agua 0,96 + 0,07 52+0,1 2,76 £ 0,03 4,0+0,1

Tris: extragdo com tampdo Tris-HCI 0,05 mol LY pH 8,0
SDS: extracdo com tampdo Tris-HCI 0,05 mol L com 1% de SDS, pH 8,0
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Figura 15. Teor de proteinas totais, em mg g, em aveia, linhaca, trigo e soja

submetidas ao procedimento de extracao sequencial 2.

Tabela 31. Teor de proteinas totais, em mg g™, em aveia, linhaga, trigo e soja
submetidas ao procedimento de extracdo 3 (média + desvio padréo; n = 3).

Amostras
Aveia Linhaca Trigo Soja
Tris 4,8 £0,02 2,8 +0,08 4,2 £0,04 4,4 +£ 0,06

Tris: extragdo com tampéo Tris-HCI 0,05 mol L™, pH 7,4

Somando-se o0s teores de proteinas totais encontrados em cada fracao
das amostras submetidas aos procedimentos de extracdo 1 e 2 (Tabelas 29 e
30), observa-se um maior teor de proteina nas amostras extraidas pelo
procedimento de extracdo 2, indicando que este procedimento foi mais eficiente
para a extragao proteica.

De maneira geral, a amostra de soja apresentou elevado teor de
proteinas totais nos trés procedimentos de extracdo, o que era de se esperar
comparando-se aos dados da Tabela Nutricional de Alimentos da USP [16],
que mostra um teor de proteinas totais em grdos de soja de 405,0 mg g*. O
teor de proteinas totais nas amostras de aveia em flocos crua [10], farelo de
trigo cru [16] e semente de linhaca [9] sdo de 139,0; 174,8 e 141,0 mg g™

De acordo com os resultados apresentados nas Tabelas 29, 30 e 31 e 0
teor de proteinas totais em aveia, linhaca, trigo e soja descritos na tabela
TACO [9] elou na Tabela Nutricional de Alimentos da USP [16], os
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procedimentos de extracdo 1, 2 e 3 ndo extrairam completamente as proteinas,
as quais permaneceram na fracdo residual da amostra. Este resultado é
esperado uma vez que foram utilizadas solu¢des extratoras diluidas ou agua,
pois o objetivo do estudo € avaliar a fragdo proteica disponivel.

A Tabela 29 e Figura 14 mostra os teores de proteinas totais para as
amostras submetidas ao procedimento de extracdo sequencial 1. Observa-se
um menor e maior teor de proteinas totais nas fracées extraidas com solucdo
de etanol 70% (v/v) e NaOH 0,5 mol L, respectivamente. Naozuka & Oliveira
[1] observaram a mesma tendéncia ao quantificar proteinas totais em amostras
de Castanha-do-Para, semente de cupuacu e polpa de coco e concluiram que
o extrator hidroxido de sédio ndo é seletivo, e por esta razdo, supde-se que
outras proteinas além da albumina, globulina e prolamina ndo extraidas
anteriormente podem estar presentes nesta fracao.

Vale ressaltar ainda que, para o procedimento de extracdo 1, menores
concentracbes de Cu, Fe, Mn e Zn foram encontrados nas fracbes que
possuem o0 maior teor de proteinas totais (fracdo NaOH). Este fato foi
observado por Naozuka & Oliveira [1] e por Magalhdes & Arruda [17] ao
estudarem 11 procedimentos diferentes de extracdo de proteinas e
metaloproteinas em Castanha-da-india. Para o procedimento de extracdo 2 o
inverso foi observado, isto €, de maneira geral, maiores concentracdes de Cu,
Fe, Mn e Zn foram determinados nas fracdes com maior teor proteico. Este fato
indica que o segundo procedimento de extracdo pode ser mais eficiente na
extracdo das metaloproteinas.

Para as amostras submetidas ao procedimento de extracdo 2, de
maneira geral, observa-se um menor e maior teor de proteinas totais nas
fracOes extraidas com agua e HCI, respectivamente, evidenciando a presenca
de proteinas de baixa massa molecular nas amostras de aveia, linhaca, trigo e
soja (Tabela 26).

Segundo Klose et al. [18] e Holding & Larkins [19], as amostras de aveia
possuem em sua composicao elevado teor da proteina globulina e baixo teor
de prolamina. Pelos dados descritos na Tabela 29, comparando-se 0s
resultados das fracdes extraidas com NaCl (globulina) e etanol (prolamina),

comprova-se este fato.
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As principais proteinas da semente de linhaga sdo predominantemente
encontradas na fragdo soluvel em sal e na fragdo sollvel em 4gua, o que pode
indicar a presenca das proteinas globulinas e albuminas, respectivamente [20,
21]. Elas correspondem aproximadamente a 20-42% da proteina da linhaca
[22]. Neste trabalho, elevados teores de proteinas foram encontrados nas
fracOes extraidas com &gua (albumina) e solucdo de NaCl (globulina), como
indicado na Tabela 29.

Holding e Larkins [19] afirmam que as prolaminas representam
aproximadamente 60-70% das proteinas encontradas em milho e trigo. Em
sequéncia, encontram-se em amostras de trigo elevado teor das proteinas
pertencente as glutelinas [23]. No procedimento de extracdo sequencial 1,
Tabela 29, observa-se um maior teor de proteinas na fragdo extraida com
solucdo de NaOH, correspondente a extracao das glutelinas.

Nas leguminosas, as globulinas sdo as principais proteinas
armazenadas, representando acima de 70% do total de N da semente [24].
Desta forma, de acordo com os resultados da Tabela 29 para a amostra de
soja, 0 teor de proteinas totais na fracdo extraida com solucdo de NaCl
(globulinas) foi elevado, sendo menor apenas para a fracdo NaOH e agua.

O teor de proteinas totais indica qual fracdo da amostra apresenta uma
maior quantidade de proteina. Esta dosagem é relevante para se estimar a
guantidade de amostra que devera ser utilizada nos procedimentos de

separacao proteica.

3.5. CONCLUSOES

A extracdo soélido-liquido combinada a espectrometria de absorcéo
atbmica foi eficiente no fracionamento e na determinacdo de elementos
associados as proteinas.

O consumo de aveia, linhaca, trigo e soja favorece a dieta alimentar por
apresentar altas concentracdes de Fe, Zn e Mn e proteinas.

Pelos procedimentos de extracdo 1, 2 e 3 foi possivel verificar a
presenca dos elementos Cu, Fe, Mn e Zn nas fracbes proteicas de aveia,

linhaga, trigo e soja. Estes procedimentos apresentaram porcentagem de
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recuperacdo entre 50 e 178%, valores que evidenciam a complexidade da
amostra.

O procedimento de extracdo 1, fundamenta-se na extragéo de diferentes
grupos proteicos utilizando reagentes especificos. Desta forma, foi possivel
concluir que as proteinas do grupo globulina prevalecem nas fracbes das
amostras de aveia, linhaga, trigo e soja, podendo estar associado aos metais
Cu, Fe, Mn e Zn. Maiores concentracdes de proteinas totais foram
determinadas nas fracfes extraidas com NaOH, a qual apresentou menor
concentracao dos elementos estudados.

O procedimento de extracdo 2, baseia-se na utilizacdo de diferentes
reagentes no intuito de extrair determinados grupo proteicos que diferenciam
entre si, basicamente, pela sua solubilidade em agua e massa molecular.
Sendo assim, foi possivel associar os elementos Cu, Fe, Mn e Zn aos grupos
proteicos da aveia, linhaca, trigo e soja. As fracdes com maiores concentracdes
de proteinas totais foram extraidas pelo procedimento 2, sendo possivel
verificar, de modo geral, que a fracdo com maior teor de proteina possuia a
maior concentracédo dos elementos.

No procedimento de extracdo 3, em fase Unica, pode-se concluir que o
elemento Mn pode estar associado as proteinas extraidas das amostras de
aveia e trigo. Para as amostras de linhaca e soja, verificou-se que as proteinas
extraidas podem estar ligadas, preferencialmente, aos elementos Zn e Fe,
respectivamente.

O estudo dos metais ligados as proteinas baseado em sua solubilidade
em determinadas solucdes extratoras € apenas uma estimativa da constituicdo
proteica da amostra. Portanto, para se confirmar a presenca de
metaloproteinas deve-se realizar um estudo detalhado que envolva a
separacdo proteica, a identificacdo dos constituintes inorganicos e a

identificacdo das proteinas baseado na composicao peptidica.
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CAPITULO 4

PROCEDIMENTOS DE EXTRACAO PROTEICA:

Estudo comparativo entre os métodos
Bradford e acido bicinconinico para
guantificacao de proteinas totais



4.1. INTRODUCAO

Uma das etapas fundamentais nos estudos sobre metaloproteinas (ou
mesmo proteinas associadas a metais via ligacdes ndo-covalentes [1] envolve
a quantificacdo do teor total de proteinas nas amostras. O desenvolvimento de
metodologias para a quantificacdo de proteinas totais € de grande interesse
para os profissionais de diversas areas [2,3].

Os métodos de dosagem de proteina baseiam-se na formacdo de
compostos coloridos devido a reacdo de certos grupos ou radicais com
reagentes quimicos especificos. O método Bradford [4] baseia-se na interacao
do corante G-250 com proteinas que contenham aminoacidos de cadeias
laterais béasicas ou aromaticas, [5,6] com o complexo colorido absorvendo
fortemente em 21=595 nm. Apesar de ser um método rapido, sensivel e de estar
sujeito a um numero menor de interferentes quando comparado a outros
métodos, apresenta algumas desvantagens, tais como variacdo da
absortividade especifica para diferentes proteinas, falta de linearidade na lei de
Lambert-Beer e resultados ndo confiaveis para as amostras que possuem
proteinas de baixo peso molecular [6]. O método do acido bicinconinico (BCA)
tem sido recomendado em estudos de comparacdo de metodologias e se
baseia na reagdao de reducado Cu(ll) — Cu(l), em meio alcalino, promovida
pelas proteinas. O Cu(l), por sua vez, forma um complexo com o BCA, o qual
absorve fortemente na regido de A=562 nm. Apresenta como desvantagens a
dependéncia da temperatura na incubacdo das amostras, a variacdo da
absortividade especifica para diferentes proteinas e a variagcdo da absorbancia
com o tempo [7].

Neste trabalho, foi aplicado um procedimento de extracdo sequencial
sélido-liquido e um procedimento de extracdo em fase Unica para a extracao de
diferentes fracdes proteicas. As fracbes foram diluidas dez vezes em &agua
deionizada e a quantificacdo de proteinas totais foi realizada pelos métodos

Bradford e BCA para fins comparativos.
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4.2. OBJETIVOS
4.2.1. Objetivo Geral
Comparar os méetodos de Bradford e do acido bicinconinico (BCA) para a
quantificacdo de proteinas totais nas diferentes fracdes de trigo e soja obtidas
apos aplicacdo dos procedimentos de extracao 1 e 3.
4.2.2. Objetivos Especificos
= Utilizar o procedimento de extracdo 1 para trigo e soja utilizando as
solucBes extratoras: agua; NaCl; Etanol; NaOH e quantificar o teor de
proteinas totais pelos métodos Bradford e BCA nas fracdes obtidas.
= Utilizar o procedimento de extragcdo 3 para trigo e soja utilizando

solucdo tampéao Tris-HCIl pH 7,4 e quantificar o teor de proteinas

totais pelos métodos Bradford e BCA nas fragGes obtidas.

= Comparar os resultados obtidos para quantificacdo de proteinas totais

pelos métodos Bradford e BCA nas diferentes fracfes proteica.
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4.3. PARTE EXPERIMENTAL

4.3.1. Instrumentacao

Para as quantificacbes de proteinas totais nas fracdes proteicas foi
utilizado um espectrofotbmetro Hach, modelo DR4000 e cada amostra teve sua
absorbancia determinada a 595 e 562 nm, para os métodos de Bradford e
BCA, respectivamente.

4.3.2. Extracado das fracOes proteicas

A extracdo das fracdes proteinas foi realizada aplicando os
procedimentos de extragdo 1 e 3 descrito no item 3.3.2.4. A fim de evitar a
degradacdo das proteinas pela atuacdo da enzima protease, as amostras

foram mantidas em gelo durante o procedimento de extracao.

4.3.3. Quantificacdo do teor de proteinas totais

No estudo comparativo entre os metodos Bradford e BCA foi realizada a
guantificacdo de proteinas totais nas fracbes de trigo e soja obtidas apos
aplicacdo dos procedimentos de extracdo 1 e 3. Para tanto, as diferentes
fracOes foram diluidas dez vezes para garantir que o teor de proteinas totais
estivesse dentro da faixa linear da curva analitica (curva padrdo da proteina
albumina) e as fracdes se mantivessem limpidas.

A quantificacdo do teor de proteinas totais em cada fracdo obtida apos
os procedimentos de extracdo 1 e 3, foi determinada pelo método de Bradford
e BCA (kit da BioAgency), utilizando o procedimento para microensaios
recomendado pelo fabricante. Foram adicionados 40 pL do reagente
concentrado (etanol, acido fosférico e o corante azul brilhante de coomassie
G250) a 160 pL de cada amostra/padrdo. As concentracdes da curva analitica
por Bradford foram: 0,025; 0,050; 0,125; 0,250; 0,500 pg pL™.

Para o método BCA, adicionou-se 200 pL de uma mistura composta
pelos reagentes A (carbonato de sédio, bicarbonato de sédio, acido

bicinconinico e tartarato de sédio em hidroxido de sédio 0,1 mol L") e B
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(solucdo aquosa de sulfato de cobre 4% m/v) a 25 pL de cada amostra/padrao.
As concentragfes da curva analitica BCA foram: 0,004; 0,04, 0,25; 0,50; 1,0 ug
uL™.

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 para os métodos Bradford e BCA, respectivamente. Posteriormente, as
amostras foram analisadas no espectrofotbmetro UV-vis e cada reacao teve
sua absorbancia determinada no comprimento de onda de 595 e 562 nm para
os métodos Bradford e BCA, respectivamente. Todas as amostras e padrdes

foram preparados em triplicata.
4.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.4.1. Quantificacdo do teor de proteinas totais: comparacao entre os
métodos Bradford e BCA

Os resultados dos teores totais de proteinas obtidos pelos dois métodos

estao descritos nas Tabelas 32 e 33.

Tabela 32. Teor de proteinas totais determinada pelos métodos Bradford e
BCA, nas fracdes das amostras de trigo e soja extraidas pelo procedimento de

extracdo 1 (média + desvio padréo, n = 3).

TRIGO SOJA
Fracao Concentr?géo Fracao Concentr?géo
(mgg™) (mg g”)
H,O 3,8+0,1 H.O 8,2+0,3
-g NaCl 3,8+05 NaCl 7,0+04
:c.zu EtOH 3,2+05 EtOH 3,7+0,2
m NaOH 8,2+0,5 NaOH 11+1
H,O 5,2+0,5 H.O 40 + 2
< NaCl 16+0,1 NaCl 22+2
8 EtOH 1,20+ 0,01 EtOH 6,4+0,1
NaOH 8,2+0,1 NaOH 34+1
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Tabela 33. Teor de proteinas totais determinada pelos métodos Bradford e
BCA, na fracdo das amostras de trigo e soja extraida pelo procedimento de
extracdo 3 (média + desvio padréo, n = 3).

TRIGO SOJA
Concentracao Concentracao
(mg g™ (mg g™
Bradford 3,2+0,1 4,3+0,1
BCA 0,9+0,1 3,4+0,3

Os dados apresentados nas Tabelas 32 e 33 mostram que os teores de
proteinas totais obtidos pelos dois métodos, nas fracdes provenientes da
amostra de soja, sdo superiores aqueles da amostra de trigo, o que confirma
gue a soja € uma matriz com um elevado contetdo proteico [8].

A albumina (BSA) foi utilizada como padrdo para construcédo das curvas
analiticas. Os parametros da curva para os métodos de Bradford e BCA foram,
respectivamente: y = 0,013x + 0,1732 (R = 0,90) e y = 0,0354x + 0,1705 (R =
0,99). De acordo com estes resultados, o valor do coeficiente angular
(inclinacdo da curva) para a curva analitica construida para quantificacdo das
amostras pelo método Bradford (0,013) foi menor comparado a curva BCA
(0,0354), indicando uma menor sensibilidade do método Bradford. O valor do
coeficiente de correlacdo linear (R) foi maior para o método BCA (0,99),
indicando uma maior linearidade da curva construida para este método [9].

De maneira geral, os resultados da Tabela 32 mostram que as maiores
e menores concentracdes de proteina foram obtidas nas fragdes extraidas com
solucdo de NaOH e etanol/agua, respectivamente, tanto para as amostras de
trigo quanto de soja. Naozuka & Oliveira [10] também observaram esta
tendéncia ao quantificar proteinas totais em amostras de castanha do Brasil,
semente de cupuacu e polpa de coco. Os autores concluiram que a solucdo de
NaOH nédo é seletiva, podendo extrair proteinas de varias classes. Para as
fracbes da amostra de soja (Tabela 32), verificou-se que os valores de
concentracdo de proteinas totais obtidos pelo método Bradford foram menores
gue os encontrados pelo método BCA. Este fato também foi observado por

Miwa [7] ao comparar diferentes métodos colorimétricos para a quantificacéo de
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proteinas em lagoas de estabilizacdo e por Crossman e colaboradores [11] ao
avaliarem diferentes métodos de quantificacdo de proteina em amostras de
algas marinhas.

A menor concentracdo de proteinas totais determinada pelo método
Bradford pode ser explicada levando-se em consideracdo que peptideos
contendo menos de oito ligagdes peptidicas ndo se ligam ao corante G250 e,
portanto, ndo s&do quantificados. Outra explicacdo para a subestimacao
utilizando o método Bradford é a baixa solubilizacao das proteinas particuladas.
Ja o método BCA, além de apresentar um reagente especifico para proteinas,
€ capaz de quantificar peptideos com no minimo trés aminoacidos, ou seja,
duas ligacGes peptidicas [7].

Vale a pena destacar também que o método Bradford apresentou uma
curva analitica linear em uma faixa estreita de concentracdo (albumina), o que
pode causar erros nas determinacgdes. Isto acontece, provavelmente, devido a
uma variacdo no pH quando adiciona-se o corante G250 as amostras [7].

Diferentes métodos tém sido empregados para a quantificacdo de
proteinas totais em amostras de origem animal ou vegetal. No entanto, poucos
sdo os trabalhos que compararam os resultados de tais métodos. Diversos
fatores devem ser analisados antes da escolha de uma metodologia para a
guantificacdo de proteinas totais, porém o conhecimento da natureza dos
constituintes da amostra e de suas concentracfes aproximadas é essencial.
Isto facilita a identificacdo dos possiveis interferentes e, consequentemente,
favorece a escolha de um método mais apropriado para cada situacdo. Outros
fatores importantes sdo a sensibilidade, que € dependente da concentracédo de
proteina na amostra, o volume de amostra disponivel, a rapidez, o custo da
metodologia e, ndo menos importante, o grau de confiabilidade nos resultados
obtidos devido aos interferentes do método escolhido.

E importante enfatizar que a quantificacdo de proteinas totais pode ser
afetada pela metodologia empregada e pela composicdo da amostra e,
portanto, um determinado método deve ser empregado levando-se em
consideracao, primordialmente, sua sensibilidade, a natureza dos constituintes
da amostra e o grau de confiabilidade nos resultados obtidos devido aos

interferentes da amostra e do método escolhido.
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4.5. CONCLUSOES

O estudo comparativo entre os métodos de quantificacdo de proteinas
totais por Bradford e BCA indicou, de modo geral, maiores teores de proteina
nas determinacdes realizadas por este Ultimo. Os resultados apresentados em
termos de sensibilidade e linearidade da curva analitica mostram que o método
BCA € o mais indicado para quantificacdo de proteinas totais nas fracdes das
amostras de trigo e soja. Finalmente, a avaliacdo de metodologias de
guantificacdo de proteinas totais € imprescindivel para os trabalhos
desenvolvidos em diversas areas e que englobam diferentes matrizes e,

portanto, deve fazer parte da rotina de procedimentos analiticos.
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CAPITULO 5

ESTUDO DOS METAIS LIGADOS AS PROTEINAS
DA AVEIA, LINHACA, TRIGO E SOJA:

Determinacao dos Constituintes
Inorganicos e Identificacao Proteica



5.1. INTRODUCAO

A utilizacdo de diferentes produtos e processos tecnoldgicos na vida
moderna resulta em um numero crescente de elementos que podem ser
liberados ao ambiente e entrar na cadeia alimentar [1]. Portanto, o estudo da
espécie metélica em materiais bioldgicos tem recebido especial atencao [1-5],
uma vez que estas espécies podem ser consideradas agentes sinalizadores de
doencas, podem atuar na catélise e modificar a expressdo genética, dentre
outros efeitos [6].

A fim de compreender as vias toxicolégicas e metabdlicas de elementos
toxicos e essenciais, estratégias analiticas devem ser desenvolvidas para obter
informagdes qualitativas e quantitativas sobre os elementos, suas interagdes,
transformacdes e funcdes em sistemas biologicos [6].

A compreenséo do papel do metal e da proteina depende da qualidade
de informacé&o obtida apos a analise da metaloproteina. Para se investigar a
interacdo das biomoléculas com os ions metalicos, a integridade da ligacéo
deve ser assegurada durante o preparo da amostra [6].

O estudo metaloprotebmico engloba basicamente duas etapas: a
primeira consiste na separacdo das proteinas a partir do fracionamento de um
extrato celular e a segunda na identificacdo das espécies inorganicas e das
proteinas.

Desta forma, neste presente trabalho foi possivel identificar diversas
proteinas presentes nas amostras de aveia, linhaca, trigo e soja e associa-las

aos metais Cu, Fe, Mn e Zn.
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5.2. OBJETIVOS

5.2.1. Objetivo Geral

O objetivo principal desta parte do trabalho foi identificar algumas
metaloproteinas de Cu, Fe, Mn e Zn presentes nas amostras de aveia, linhaca,
trigo e soja.

5.2.2. Objetivos Especificos

» Realizar a separagéo proteica, por 1D SDS-PAGE, nas fracdes de trigo
extraidas pelo procedimento de extracao 2.

= Determinar Cu, Fe, Mn e Zn nas bandas proteicas da amostra de trigo.

» |dentificar as proteinas, por MALDI-TOF-MS/MS, presentes nas bandas
proteicas e nas fracdes de trigo (NaOH, HCI, Tris, SDS e H,0) obtidas apés
aplicacdo do procedimento de extracéo 2.

» Realizar a separacao proteica, por 1D SDS-PAGE, nas fracfes da aveia,
linhaca, trigo e soja extraidas pelo procedimento de extracao 3.

= Determinar os constituintes inorganicos e identificar as proteinas presentes
nas bandas proteicas das amostras avaliadas.

» Realizar a separacdo proteica, por RP-HPLC-UV, nas fracdes da aveia,
linhaca, trigo e soja extraidas pelo procedimento de extracao 3.

= Determinar os constituintes inorganicos e identificar as proteinas presentes
nas fracdes proteicas da aveia, linhaca, trigo e soja obtidas apés separacao
cromatografica.

= Correlacionar os metais as proteinas presentes nas amostras de aveia,

linhaca, trigo e soja.

82



5.3. PARTE EXPERIMENTAL

5.3.1. Amostras

As amostras de graos de aveia, linhaca, trigo e soja adquiridas no
comércio de Belo Horizonte — MG, foram moidas em liquidificador, peneiradas

e armazenadas em frascos plasticos, conforme descrito no item 3.3.1.

5.3.2. Instrumentacao

5.3.2.1. GF AAS

As determinacfes dos constituintes inorganicos foram realizadas em um
espectrometro de absorcdo atdbmica com forno de grafite, PerkinElmer
(Norwalk, CT, EUA), modelo AAnalyst 400. As condigbes de analises estédo
descritas em 3.3.2.1. As determinagdes dos constituintes inorganicos foram
realizadas no Laboratério de Espectrometria de Absorcdo Atdmica do

Departamento de Quimica da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).

5.3.2.2. 1D SDS-PAGE

As separacbes proteicas foram feitas em cuba vertical modelo mini
Protean (BIO-RAD). O gel foi preparado com 12% (v/v) e 4% (v/v) de acrilamida
e a separacao eletroforética das proteinas foi realizada com um tampao de
corrida (25 mM de Tris base, 192 mM de glicina e 0,1% (p/v) de SDS) sob uma
voltagem de 120V. Em cada canaleta foi aplicado 50 pug de amostra. Foi
utilizado um padrdo de proteina (Invitrogen) com 12 bandas de proteina na
faixa de 3.5-200 kDa.

As proteinas separadas nos géis de poliacrilamida foram visualizadas
através da coloracao coloidal com coomassie brilliant blue R-250 [7]. Os géis
foram incubados por 30 min em solucao fixadora 1 (2% (v/v) de &cido orto-
fosforico e 3% (v/v) etanol); este procedimento foi repetido trés vezes.
Posteriormente, o gel foi incubado em solucéo fixadora 2 (2% (v/v) de acido

orto-fosférico) por 10 min. O procedimento foi repetido trés vezes e, finalmente,
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o gel foi mantido por 30 min na solucdo fixadora 3 (2% (v/v) de &acido orto-
fosférico, 18% (v/v) etanol e 12% (p/v) de sulfato de aménio). O gel foi mantido
por 4 dias em solucéo de coloragéo (0,1% (p/v) coomassie brilliant blue G-250;
2% (v/v) éacido orto-fosforico; 10% (m/v) sulfato de aménio e 20 % (v/v)
metanol). Todas as etapas foram realizadas sob agitacdo. Depois de corados,
os géis foram lavados com agua deionizada até a eliminagdo completa do
excesso de corante e armazenados em solucéo de alcool etilico 20% (v/v).

A digitalizacdo das imagens dos géis foi feita em scanner modelo
ImageScanner lll, Lab Scan 6.0 (GE healthcare).

As separacbes por eletroforese foram realizadas no Laboratério de
Veneno e Toxinas Animais (LVTA) do Departamento de Biologia da UFMG.

5.3.2.3. RP-HPLC-UV

As separagOes proteicas também foram realizadas em um cromatégrafo
liquido AKTA Explorer 10 (Amersham Biosciences, Upsala, Suécia), controlado
pelo software UNICORN 4.11.

Para as analises por HPLC foi utilizado coluna de fase reversa Vydac
214 MS C4 5 pm Grace (250 mm x 4.6 mm) equilibrada com solucéo aquosa
de TFA 0,1%, ao fluxo de 1,0 mL min™®. A eluicdo foi realizada em trés
gradientes [1°: 0-20% (14 min); 2° 20-65% (83 min) e 3° 65-100% (14 min)]
com acetonitrila contendo 0,1% TFA (eluente B), em 130 min e acompanhada
pelo monitoramento da absorbancia a 214 e 280 nm. O volume de amostra
injetado foi de 2,0 mL. As fracbes proteicas obtidas foram coletadas
manualmente e armazenadas em freezer a -20 °C.

As separacdes cromatograficas foram realizadas no Laboratério de

Veneno e Toxinas Animais (LVTA) do Departamento de Biologia da UFMG.
5.3.2.4. MALDI-TOF-MS/MS
A identificacdo das proteinas foi realizada em MALDI-TOF-MS/MS

Autoflex 11l (Bruker Daltonics, Alemanha), controlado pelo programa FlexControl
3.0.
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Para as analises de MALDI-TOF-MS/MS as amostras (0,5 pL) obtidas
apos digestéo triptica foram misturadas com uma solucdo saturada de matriz
(acido a—ciano-4-hidroxinamico) (1:1) em uma placa de amostras (MTP Anchor
Chip 600/384). A incidéncia de pulsos de laser de nitrogénio (337 nm) sobre as
amostras permitiu a dessorcdo dos ions, os quais foram direcionados ao
analisador de massas (TOF). O aparelho foi calibrado com padrbes externos
(Peptide Calibration Standard Il, Bruker Daltonics, Alemanha).

Ambos o0s espectros MS e MS/MS foram obtidos em modo
positivo/refletido e a identificacdo dos espectros e correlacdo de possiveis
similaridades com proteinas presentes em banco de dados foi realizada
automaticamente pelo programa Mascot.

Quando necessario, as amostras foram secas ou concentradas em
SpeedVac (Thermo Scientific, USA) e aquecidas em banho-maria digital
modelo EVLAB:015-DTP (Londrina PR, Brasil).

As identificagOes proteicas foram realizadas no Laboratorio de Veneno e
Toxinas Animais (LVTA) do Departamento de Biologia da UFMG.

5.3.3. Procedimento de extracdo 2: Amostra de Trigo

5.3.3.1. Extracao das Frac0es Proteicas

A amostra de trigo foi submetida ao procedimento de extracdo 2 (item
3.3.2.4) e as fracbes proteicas foram analisadas por 1D SDS-PAGE, em
triplicata. As bandas proteicas foram recortadas e conduzidas a um
procedimento de digestado triptica em gel de poliacrilamida (uma repeticdo da
separacdo proteica) e analisadas por MALDI-TOF-MS/MS. Parte destas
bandas recortadas (duas repeticdes) foi digerida em meio acido e os elementos
Cu, Fe, Mn e Zn determinados por GF AAS.

As fracBes de trigo (NaOH, HCI, Tris, SDS e H,0) obtidas apds
aplicacdo do procedimento 2, foram conduzidas a digestdo proteica em

solucdo e as proteinas identificadas por MALDI-TOF-MS/MS.
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5.3.3.2. Determinagao dos Metais nas Bandas Proteicas

Apo6s o escaneamento dos géis 1D SDS-PAGE, foi possivel estimar o
peso molecular de cada banda proteica comparando-as, visualmente, ao
padrédo de proteinas (3.5-200 kDa). As bandas de interesse foram recortadas,
secas a temperatura ambiente, pesadas diretamente em vials (HPLC) e
submetidas a digestdo acida. Este procedimento também foi realizado para o
branco do gel (cinco repeticdes do branco). Adicionou-se 0,5 mL de &cido
nitrico concentrado e mantiveram-se o0s frascos em placa aquecedora
(temperatura + 80 °C) por 4 horas. Apés a digestao acida foi adicionado 1,5 mL
de &gua deionizada e as amostras analisadas por GF AAS para determinacdo
de Cu, Fe, Mn e Zn.

5.3.3.3. Identificagdo de Proteinas nas Bandas Proteicas

As bandas proteicas de interesse foram recortadas do gel, transferidas
para um frasco eppendorf (1 mL) e submetidas a um procedimento de digestado
triptica em gel de poliacrilamida [8]. Adicionou-se 350,0 UL de agua e manteve-
se por 5 min. A agua foi removida e acrescentou-se 190,0 uL de acetonitrila por
20 min. ApoOs remocao da acetonitrila, as bandas do gel foram secas em
SpeedVac por 15 min e as proteinas foram reduzidas com 100,0 pL de solucdo
de ditiotreitol (DTT) 65,0 mmol L™ (30 min, 56 °C). Apds remocéo da solucéo de
DTT, as proteinas foram alquiladas com 100,0 uL de solucédo de iodoacetamida
200,0 mmol L™ (30 min, temperatura ambiente) e esta solugcdo também foi
descartada.

As bandas proteicas foram lavadas com 200,0 pL da solucdo de
NH;HCO3 100,0 mmol L™ por 10 min. A solucéo de bicarbonato de aménio foi
removida e adicionou-se 200,0 yL acetonitrila para desidratacdo do gel. Este
procedimento foi repetido duas vezes. A acetonitrila foi removida e o gel foi
seco no SpeedVac por 15 min. Finalmente, 15,0 pL de solucdo diluida de
tripsina foi adicionada e a amostra mantida em gelo por 60 min. Apds remocéao
da tripsina, a amostra foi incubada em banho-maria por 58 °C por 30 min. A
reacao foi interrompida com adicao de 1,0 pL de solucéo de acido formico 5%

(v/v). ApOs tripsindlise, os peptideos foram purificados, concentrados e
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dessalinizados em coluna Zip-Tip (Eppendorf). As amostras foram analisadas
por MALDI-TOF-MS/MS para identificagao proteica.

5.3.3.4. Identificacdo de Proteinas nas Fracfes de Trigo

As fracdes de trigo (NaOH, HCI, Tris, SDS e H,0) obtidas apos
aplicagdo do procedimento 2, foram submetidas a um procedimento de
digestdo proteica em solucdo, seguindo o protocolo adaptado de Kinter &
Sherman [9].

Cada fracdo contendo 100 pg de proteina foi dissolvida em 20,0 pL de
solucéo composta por NH4HCO3 0,4 mol L™, uréia 8,0 mol L™ e tiouréia 2,0 mol
LY. Em seguida, 5,0 pL de solucdo 45,0 mmol L™ de ditiotreitol (DTT) foi
adicionado e as amostras incubadas por 15 min a 50 °C em banho-maria. Apés
resfriamento, 5,0 puL de solucdo 100,0 mmol L™* de iodoacetamida foi
adicionada e as amostras mantidas durante 15 min a temperatura ambiente.
Em seguida, 130 puL de agua deionizada foi acrescido com posterior adicdo de
solucéo de tripsina diluida e as amostras foram mantidas em banho-maria 37
°C durante a noite. Apoés tripsindlise, os peptideos foram purificados,
concentrados e dessalinizados em coluna Zip-Tip para analise por MALDI-TOF-

MS/MS. O esquema abaixo resume as etapas descritas no item 5.3.3.

Trigo
v

Procedimento de Extragao 2

NaOH HClI Tris-HCI Tris-HCI SDS 1% Agua

Fracoes Proteicas |

/ \

1D SDS-PAGE Digestao Proteica em solugao

’ !

Bandas Proteicas
Identificacdo Proteica
/ \ por MALDI-TOF-MS/MS
Determinacao de
Cu. Fe. Mn e Zn Identificacdo Proteica por
por GF AAS MALDI-TOF-MS/MS
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5.3.4. Procedimento de extracdo 3: Amostras de Aveia, Linhaca, Trigo e

Soja

5.3.4.1. Extrac&o da Fragao Proteica

As amostras de aveia, linhaga, trigo e soja foram submetidas ao
procedimento de extracdo 3 (item 3.3.2.4) e as fracdes proteicas foram
analisadas por 1D SDS-PAGE, em triplicata. As bandas proteicas foram
recortadas e conduzidas a um procedimento de digestao triptica em gel de
poliacrilamida e analisadas por MALDI-TOF-MS/MS. Parte destas bandas
recortadas (duas repeti¢cdes) foi digerida em meio acido e os elementos Cu, Fe,
Mn e Zn determinados por GF AAS.

As fracOes proteicas da amostra de aveia, linhaca, trigo e soja obtidas
apos aplicacdo do procedimento de extracdo 3 também foram submetidas a
analise por RP-HPLC-UV (em triplicata). As fracdes de proteinas recolhidas
foram submetidas a digestdo proteica em solucdo (uma repeticdo) e as
proteinas identificadas por MALDI-TOF-MS/MS. Parte destas fracbes (duas
repeticdes) foram analisadas por GF AAS para determinacao de Cu, Fe, Mn e
Zn.

5.3.4.2. Determinacao dos Metais nas Bandas Proteicas

As bandas proteicas selecionadas apés separacdo por 1D SDS-PAGE
para as amostras de aveia, linhaca, trigo e soja foram submetidas ao
procedimento de digestdo &cida, conforme descrito no item 5.3.3.2 e

analisadas por GF AAS para determinacéo de Cu, Fe, Mn e Zn.

5.3.4.3. Identificacédo de Proteinas nas Bandas Proteicas

As bandas proteicas selecionadas também foram submetidas a digestéao
triptica em gel de poliacrilamida, seguindo um protoloco adaptado de Havlis et

al. [8], que segue descrito no item 5.3.3.3. Posteriormente, as amostras foram

analisadas por MALDI-TOF-MS/MS e as proteinas identificadas.
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5.3.4.4. Determinacdo dos Metais nas Fracdes obtidas apoés
separacéao por RP-HPLC-UV

ApOs separagédo proteica por RP-HPLC-UV, as fragBes da aveia, linhaga,
trigo e soja recolhidas, foram concentradas em SpeedVac para um volume de
0,5 mL e analisadas por GF AAS para determinagéo de Cu, Fe, Mn e Zn. O
mesmo procedimento foi feito para o branco da amostra (trés repeticoes).

5.3.4.5. Identificacdo das Proteinas nas Fracdes obtidas apds
separacéao por RP-HPLC-UV

As fracBes proteicas da aveia, linhaca, trigo e soja obtidas apos
aplicacdo do procedimento 3, foram analisadas por RP-HPLC-UV e as fracdes
de proteinas recolhidas foram submetidas a digestdo proteica em solucéo
[9,10].

Para este fim, as fragbes contendo as proteinas, foram concentradas em
SpeedVac até um volume de aproximadamente 10,0 pL. Em seguida,
adicionou-se 140,0 pL de solugdo contendo NH;HCO3 0,2 mol L™, uréia 6,0 mol
L e tiouréia 2,0 mol L. Foram recolhidas 18 pL de cada amostra e
transferidas para um eppendorf (1,0 mL). Posteriormente, adicionou-se a estas
amostras 5,0 pL de solucéo 45,0 mmol L™ de ditiotreitol (DTT), mantendo-as a
temperatura ambiente por 3 horas. Acrescentou-se, 5,0 yuL de solug¢do 100,0
mmol L™ de iodoacetamida (30 min a 25 °C). A cada amostra adicionou-se 140
pL de dgua deionizada. Finalmente, acrescentou-se 70,0 pL solucéo de tripsina
diluida e as amostras foram mantidas em banho-maria 37 °C durante a noite.
Apos tripsindlise, os peptideos foram purificados, concentrados e

dessalinizados em coluna Zip-Tip e analisados por MALDI-TOF-MS/MS.
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O esquema abaixo resume as etapas descritas no item 5.3.4.

Aveia, Linhaca, Trigo e soja

4

Procedimento de Extragdao 3

4

Fracao Proteica

/ \

1D SDS-PAGE RP-HPLC-UV
Bandas Proteicas Fracdes Proteicas
— J
V
Determinacdo de — .
Cu, Fe, Mn e Zn Identificagdo Proteica por
por GF AAS MALDI-TOF-MS/MS

A tabela 34 apresenta a funcdo dos principais reagentes utilizados

durante a digestao proteica em gel e em solucgéo.

Tabela 34. Reagentes utilizados durante a digestéo proteica.

REAGENTES FUNCAO
SDS Agente desnaturante, fornece carga as proteinas
Uréia Agente desnaturante
Tiouréia Agente desnaturante
Ditiotreitol (DTT) Agente redutor (romper pontes dissulfeto)
lodoacetamida Alquilar a proteina
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5.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos no estudo dos metais associados as proteinas
serdo apresentados para a amostra de trigo submetida ao procedimento de
extracdo 2 e para as amostras de aveia, linhacga, trigo e soja submetidas ao
procedimento de extragao 3.

5.4.1. Procedimento de Extracéo 2: Amostra de Trigo

5.4.1.1. Determinagao dos Metais nas Bandas Proteicas

As fracdes recolhidas da amostra de trigo apds procedimento de
extracdo 2 foram analisadas por 1D SDS-PAGE. A Figura 16 mostra o gel
obtido apOs separacéo proteica.
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Figura 16. Eletroforese em gel das fracbes da amostra de trigo obtidas apos
procedimento de extracdo 2 com: (1) padrdo de proteina; (2) NaOH; (3) HCI;
(4) Tris-HCI; (5) Tris-HCI contendo SDS; (6) H.O.

A separacdo por 1D SDS-PAGE ilustra o perfil proteico global da

amostra, indicando a sua complexidade. Pela Figura 16, verifica-se que o trigo
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€ rico em proteinas, as quais possuem peso molecular entre 6 a 200 kDa. As
fracOes proteicas extraidas com solucdo tampao Tris-HCI e solugdo Tris-HCI
com 1% SDS apresentaram a maior quantidade dessas proteinas, enquanto
que as proteinas extraidas com solucdo de NaOH 0,05 mol L™ foram
degradadas, conforme indicado na canaleta 2. Borght et al. [11] relatam que a
solucdo de NaOH foi eficiente para extracdo de proteinas em amostras de
arroz, porém, causou a sua degradacéo.

Os resultados para a determinacao de Cu, Fe, Mn e Zn nas bandas da
fracdo HCI, Tris-HCI, Tris-HCI com SDS 1% e H,O estdo descritos na Tabela
35.

Tabela 35. Determinacdo de Cu, Mn e Zn, por GF AAS, nas bandas proteicas

da amostra de trigo submetida ao procedimento de extracéo 2.

Fracdes

*kDa HCl TisHCl TSNS ho

14.4 Mn

21.5 Cu, Mn, Zn

32.5 Mn, Zn

40.0 Mn

50.0 Mn Mn Mn

55.4 Mn Cu

66.3 Cu,Mn, Zn | Cu, Mn, Zn Mn

97.4 Cu, Mn

100 Mn, Zn
*kDa = peso molecular (kDa) estimados para as proteinas da banda do gel a partir de uma amostra padrédo
(Figura 16).

N&ao foi possivel quantificar Fe nas amostras, devido ao elevado valor de
absorbancia dos brancos. Apesar disto, elevados teores de Fe foram
encontrados nas fracBes extraidas do trigo (Tabela 24), o que sugere sua
ligacéo as proteinas.

De acordo com os dados da Tabela 35, observou-se a presenca de Cu,
Mn e Zn em proteinas com peso molecular entre 14.4 e 100 kDa,

aproximadamente. Os resultados estdo descritos de forma qualitativa, pois as
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determinacées de Cu, Mn e Zn apresentaram desvios padrdo elevados,
possivelmente, devido a variacdo da concentracdo de cada elemento em
diferentes pontos do gel. De modo geral, a concentracdo de Cu, Mn e Zn nas
bandas proteicas variaram entre 0,032-55; 0,67-47 e 1,7-14 pg g
respectivamente.

Verificou-se ainda que, Cu e Zn foram identificados em 36% das bandas
proteicas de trigo. Ja o elemento Mn estd associado a 93% das proteinas,
indicando que esta matriz contém em maior quantidade metaloproteinas que
apresente 4tomos de manganés.

O grao de trigo apresenta em sua composicao proteinas que possuem
metais ligados a sua estrutura [12-14]. Estudos recentes destacam a presenca
de metalotioneinas, ricas em cisteinas, o que permite sua ligagdo com
elementos, como Cu(ll) e Zn(ll) [15,16]. As metalotioneinas podem sequestrar

ions metalicos, diminuindo a sua atividade no organismo [17].
5.4.1.2. Identificagdo de Proteinas nas Bandas Proteicas

As bandas proteicas foram recortadas (Figura 16), submetidas a um
procedimento de digestédo triptica em gel de poliacrilamida e analisadas por
MALDI-TOF-MS/MS. Nao foi possivel identificar as proteinas presentes na
amostra de trigo.

Possivelmente, o procedimento de reducdo, alquilacdo ou tripsindlise
proteica ndo ocorreu de forma eficiente e os peptideos formados nao

apresentaram similaridade com as proteinas presentes no banco de dados.
5.4.1.3. Identificacéo de Proteinas nas Fracfes de Trigo

As fracdes de trigo (NaOH, HCI, Tris, SDS e H,0) obtidas ap0s aplicacao
do procedimento 2, foram conduzidas a um procedimento de digestao proteica
em solucéo e posteriormente analisadas por MALDI-TOF-MS/MS.

Duas proteinas foram identificadas nas fracbes extraidas com solucao
tampao Tris-HCI. Nao foi possivel a identificacdo proteica nas outras fracoes.

As proteinas identificadas foram lipid transfer e grain softness. A proteina

lipid transfer (LTP) possui peso molecular igual a 10057 Da e ponto isoelétrico
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8,20. De acordo com Guerbette et al. [18], as LTPs sao solluveis, relativamente
pequenas, contendo de 91 a 95 residuos de aminoacidos e seu ponto
isoelétrico é basico. Esta proteina possui oito residuos de cisteinas localizados
em posic¢oes reservadas, formando quatro pontes dissulfetos [18-20].

A presenca das LTPs possibilita a regulacdo do catabolismo de lipideos e
sua transferéncia entre membranas. Estas proteinas possuem atividade no
crescimento e desenvolvimento das plantas, incluindo embriogénese e
germinacgdo [21, 22]. Além disso, as LTPs possuem propriedade alergénica
capaz de induzir a igE especifica (imunoglobulina E), sendo responsavel por
mais de 90% das alergias alimentares, que podem ocorrer em amendoim,
nozes, leite, ovos, crustaceos, soja e peixes [21].

Segundo Gorjanovié et al. [23], a proteina lipid transfer mostra elevada
afinidade por ions metalicos, como Cu(ll), Zn(ll), Pb(ll), Cd(ll), Hg(ll) e Ni(ll).
Isto instigou os autores a estudar a funcéo desta proteina como protetora de
plantas, ndo s6 para patdgenos, mas também contra a exposicdo aos
elementos toxicos. Verificando que o elemento Pb liga-se mais fortemente a
esta proteina.

A proteina grain softness possui peso molecular igual a 15608 Da, ponto
isoelétrico 8,07 e varias cisteinas [24]. Elas estdo geralmente presentes nas
sementes de diversas plantas, desempenhando uma funcdo importante na sua
defesa natural.

As cisteinas possuem alta afinidade por elementos metalicos, como Cd?",
Zn**, Mn*" e Cu*, portanto, quando proteinas apresentam cisteinas, supde-se
gue estes elementos estejam ligados a sua estrutura [25,26].

De acordo com os resultados da Tabela 34, o elemento Mn pode estar
presente na estrutura da proteina de aproximadamente 14.4 kDa, extraida com
solucdo tampéo Tris-HCI. Como a proteina grain softnees identificada possui
peso molecular igual a 15 kDa, sugere-se que esta proteina pode conter

atomos de Mn em sua composicao.
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5.4.2. Procedimento de extracdo 3: Amostra de Aveia, Linhacga, Trigo e

Soja

5.4.2.1. Determinagao dos Metais nas Bandas Proteicas

As amostras de aveia, linhaca, trigo e soja foram submetidas ao
procedimento de extracdo 3 e as fragcdes obtidas foram analisadas por 1D
SDS-PAGE. A Figura 17 mostra o gel obtido apds separacao proteica.
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Figura 17. Eletroforese em gel para a amostra padréo e fracdo das amostras de

aveia, linhaca, trigo e soja obtidas apds procedimento de extracao 3.

Pela andlise da Figura 17, verifica-se que as amostras de aveia, linhaca,
trigo e soja possuem varias proteinas em sua estrutura. Foi possivel comprovar
gue a soja possui maior quantidade de proteina, comparada as outras
amostras, além de conter proteinas com uma faixa de peso molecular ampla
(6.0 — 200 kDa). Krishmnan & Natarajan [27] também mostraram em seu

estudo um perfil proteico complexo para a amostra de soja. Vale destacar que
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a fracdo proteica utilizando solugcéo tampéo Tris-HCI extrai preferencialmente

proteinas sollveis em agua, como ja descrito.

As determinagbes de Cu, Fe, Mn e Zn nas bandas proteicas da aveia,

linhaca, trigo e soja foram realizadas por GF AAS e os resultados estédo

apresentados nas Tabelas 36-39.

Tabela 36. Concentracéo de Cu, Fe, Mn e Zn, em pg g, nas bandas proteicas

da amostra de aveia submetidas ao procedimento de extragéo 3.

*kDa Aveia
Cu Fe Mn Zn
6.0 5,09
22.0 0,488
30.0 30,9
33.0 1,19
61.5 1,10
66.3 26,8 12,5 11,1 27,9

*kDa = peso molecular (kDa) estimados para as proteinas da banda do gel a partir de uma amostra padrao (Figura 17).

Tabela 37. Concentracéo de Cu, Fe, Mn e Zn, em pg g, nas bandas proteicas

da amostra de linhaca submetidas ao procedimento de extracao 3.

*kDa Linhaca

Cu Fe Mn Zn
20.5 27,7 6,95
24.5 1,81 3,34
25.5 1,93 2,11
30.5 33,6 12,0 9,98 9,98
36.5 29,1 16,4 13,3 14,7

*kDa = peso molecular (kDa) estimados para as proteinas da banda do gel a partir de uma amostra padréo (Figura 17).
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Tabela 38. Concentracédo de Cu, Fe, Mn e Zn, em ug g, nas bandas proteicas

da amostra de trigo submetidas ao procedimento de extragao 3.

*kDa Trigo

Cu Fe Mn Zn
6.0 1,19
10.0 11,2 7,07
16.0 8,56
18.5 2,94
21.5 0,338
23.5 0,426 3,05 9,16
28.5 6,23 3,21 18,2
29.5 0,390 40,1 4,75 13,8
32.5 1,57 5,41 7,90
36.5 3,55
54,5 15,8 6,34
58.0 0,794 38,8 1,32
60.0 1,04 4,12 3,30
61.5
62.0 39,6 0,637 16,0

*kDa = peso molecular (kDa) estimados para as proteinas da banda do gel a partir de uma amostra padréo (Figura 17).

Tabela 39. Concentracéo de Cu, Fe, Mn e Zn, em pg g, nas bandas proteicas

da amostra de soja submetidas ao procedimento de extracao 3.

*kDa Soja

Cu Fe Mn Zn
16.0 17,2 6,62
29.5 47,2 14,2
30.0 3,21 13,2
32.0 1,40 5,62 13,3
37.5 13,4 6,85
50.0 5,10 7,43
60.0 10,2 7,82
75.0 10,6 10,9 5,74 7,58
85.0 2,86
96.0 58,6 45,1 16,2 11,7

*kDa = peso molecular (kDa) estimados para as proteinas da banda do gel a partir de uma amostra padréo (Figura 17).

Novamente desvios padréo elevados foram obtidos na determinacao dos
metais contidos nas bandas proteicas (para algumas amostras), optando-se por

apresentar nas Tabelas 36-39 a concentracao aproximada de Cu, Fe, Mn e Zn
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nestas bandas. De modo geral, a concentracdo de Cu, Fe, Mn e Zn nas bandas
proteicas das amostras estudadas variaram de: 0,39-59; 3,6-45; 0,34-16 e 3,3-
18 ug g}, respectivamente.

Os dados das Tabelas 36-39 mostram a presenca de Cu, Fe, Mn e Zn em
véarias proteinas das amostras de aveia, linhaca, trigo e soja. Verificou-se que o
Mn é o elemento mais abundante, seguido pelo Cu, indicando a presenca de
Mn como elemento majoritario na estrutura das metaloproteinas.

Apesar da amostra de soja apresentar um perfil proteico mais complexo,
guando comparado ao trigo, este Ultimo apresentou maior presenca de Cu, Fe,
Mn e Zn, sugerindo que esta amostra apresenta maior quantidade de
metaloproteinas.

As proteinas de 66.3 kDa da aveia, 30.5 e 36.5 kDa da linhaga, 29.5 kDa
do trigo e 75.0 e 96.0 kDa da soja possuem o0s quatro elementos estudados
em sua estrutura. Isto sugere que mais de uma proteina pode estar presente
na banda proteica analisada.

De acordo com os resultados apresentados no item 5.4.1.3 a proteina
grain softness (15 kDa) de trigo, identificada na fracado extraida com Tris-HCI
(Procedimento de extracdo sequencial 2), pode conter o elemento Mn em sua
estrutura. Porém, na Tabela 38 nado foi possivel a identificacdo do Mn na banda
proteica de 16 kDa da amostra de trigo (procedimento de extracdo 3). A
amostra de trigo foi submetida a diferentes procedimentos de extracdo das
fracbes proteicas e, consequentemente, a banda de 14-15 kDa néao foi

visualizada no gel da Figura 17.
5.4.2.2. Identificacédo de Proteinas nas Bandas Proteicas

As bandas proteicas obtidas apds analise por 1D SDS-PAGE foram
submetidas ao procedimento de digestdo e identificadas por MALDI-TOF-
MS/MS. Para exemplificar os espectros gerados, em seguida é apresentado
um espectro PMF e dois espectros MS/MS, obtidos manualmente para a banda

proteica da amostra de aveia (x 24 kDa).
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Figura 18. Espectro PMF e dois espectros de MS/MS obtido para banda

proteica da amostra de aveia (+ 24.0 kDa).
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A relacdo m/z e a intensidade dos picos obtidos pelo espectro de PMF,
assim como as razdes m/z e intensidades dos picos referentes a cada um dos
espectros MS/MS foram identificados pelo software Mascot.

A Tabela 40 apresenta as proteinas identificadas nas bandas proteicas da
amostra de aveia e soja, assim como 0s metais determinados nestas mesmas
bandas, os scores obtidos pelo programa Mascot, o peso molecular e ponto
isoelétrico. Para identificacdo proteica foi realizada pesquisas no banco de
dados MSDB.
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Tabela 40. Proteinas identificadas nas bandas proteicas da amostra de aveia e soja.

) . Metais Score Score
*KDa Proteina Identificada _ ) MW (Da) pl
ngados Mascot Proteina

o 24.0 11S globulin (precursor) o 53 48 61824 9.14
'a;a 24.0  12S seed storage globulin (precursor) o 53 37 58477 8.78
< 22.0 12s globulin (precursor) Mn 53 74 53395 9.36

29.5 SOYSBG7S Cu, Mn 53 24 46363 8.68

B-amylase (EC 3.2.1.2) (1,4-a-D-

P 56.2 o 53 54 56107 5.40
-U(—?)~ glucan-maltohydrolase)

56.2 trypsin (EC 3.4.21.4) (precursor) L 53 156 24394 7.00

85.0 B-conglycinin a-subunit Mn 53 56 70250 5.07

*kDa estimados para as proteinas da banda do gel

Algumas proteinas contidas no gel, principalmente referentes a amostra de linhaca e trigo ndo foram identificadas ou tiveram
identificacdo sem valor estatistico. Isto pode ter ocorrido devido a baixa concentracédo de proteinas nas bandas proteicas, incorreta
ionizacao dos peptideos e a auséncia da proteina no banco de dados utilizado.

Na Tabela 40, verifica-se que o peso molecular estimado a partir da amostra padrdo foi diferente do peso molecular
encontrado para a proteina identificada (Tabela - MW). Esta diferenca nos resultados também foi relatada por Kobayashi & de
Castro, que justificam esta variacdo devido a alguns erros que ocorrem durante o processo eletroforético [28, 29], tais como:

formacédo do gel, migracdo das particulas, potencial aplicado, dentre outros.
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O valor score indica se uma determinada proteina apresenta homologia
com proteinas de um banco de dados. Se o valor para a proteina for menor que
o gerado pelo Mascot, isto indica que o evento é randémico. Porém, se o score
atribuido a uma determinada proteina exceder o valor limite a chance da
identificacdo gerada ser um evento randémico é de apenas 5% [30].

Desta maneira, de acordo com os dados da Tabela 40, observa-se que
trés proteinas foram identificadas sem valor estatistico. Porém, como elas
foram classificadas como sendo originarias da aveia e soja, acredita-se na
veracidade deste resultado. Ainda, foi possivel verificar que o0s pesos
moleculares variaram de 53-62 e 24-70 kDa para as amostras de aveia e soja,
respectivamente. O pl das proteinas identificadas nestas matrizes variaram de
5.4-9.4.

Como comentado no item 5.4.2.1, a identificagcdo de alguns elementos
metalicos em uma banda proteica especifica, indica que esta banda pode
possuir mais de uma proteina. O que foi confirmado pelos resultados
apresentados na Tabela 40 (aveia 24 kDa e soja 56.2 kDa).

A proteina 12S globulin (precursor) identificada na banda proteica da
aveia (22.0 kDa) pode apresentar Mn em sua composicdo (Tabela 40). As
proteinas 11S e 12S globulin (precursor) séo proteinas de armazenamento, isto
€, reserva de nutrientes para planta. As globulinas da aveia sdo uma mistura de
diferentes proteinas, identificadas e separadas como 12S (o componente
principal) e fracbes 7S e 3S [31]. Estima-se que a proteina 12S da aveia
apresenta peso molecular de 54-60 kDa, confirmado pelos dados apresentados
na Tabela 40. A proteina 11S globulin (precursor) pode apresentar magneésio
ligado a sua estrutura [32]. Robert et al. [33] também relataram a presenca das
proteinas globulinas em amostras de aveia.

A proteina SOYSBGY7S identificada na banda proteica da soja (29.5 kDa)
apresenta Cu e Mn em sua composicdo (Tabela 40), sugerindo a presenca
desses metais ligados a sua estrutura. Esta proteina provavelmente
corresponde as fracfes 7S das globulinas, as quais representam as principais
proteinas de reserva da soja. As globulinas de leguminosas tém sido relatadas

entre os alergénicos alimentares mais relevantes encontrados em plantas. A
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fracdo 7S das proteinas da soja compreende aproximadamente 35% das
proteinas soluveis [29].

A B-amylase (EC 3.2.1.2) € uma enzima com funcdo no metabolismo do
amido de tecidos vegetais em sementes, pode evoluir para uma proteina de
armazenamento. Podem estimular os macréfagos, sendo potencialmente util
contra as células cancerigenas [34].

A trypsin (EC 3.4.21.4) (precursor) tem atividade contra alguns substratos
sintéticos, sendo que a forma de cadeia simples é a mais ativa. Possui
interacdo seletiva e ndo-covalente com alguns fons metalicos, como o Ca?'
[35].

A B-conglycinin a-subunit de soja possui Mn em sua constituicao,
podendo estar ligado & sua estrutura proteica. E uma proteina de
armazenamento, isto é, ela é acumulada durante o desenvolvimento da
semente e hidrolisada apdés germinacdo, sendo uma fonte de carbono e
nitrogénio, necessarios ao crescimento da planta. Brandao et al. [36] também
identificaram esta proteina em soja.

Vale ressaltar que as proteinas classificadas como precursoras consistem
em proteinas inativas, que podem tornar-se ativas ao passarem por uma
mudanca pos-traducional. Elas geralmente sdo utilizadas por um organismo
guando a proteina subsequente € potencialmente prejudicial [37].

Vale ressaltar que, a solucdo tampao Tris-HCI (procedimento de
extracdo 3) € considerada um meio ndo desnaturante, o que favorece a
permanéncia do metal ligado a proteina e , segundo os resultados, permitiu a
identificacdo de varias proteinas, 0 que ndo ocorreu quando o procedimento de

extracdo 2 foi empregado para a amostra de trigo (item 5.4.1.2).

5.4.2.3. Determinacdo dos Metais nas FracBes obtidas apos
separacéao por RP-HPLC-UV

As fracbes proteicas da amostra de aveia, linhaca, trigo e soja obtidas

apos aplicacdo do procedimento de extracdo 3 foram submetidas a analise por

RP-HPLC-UV. Os cromatogramas obtidos encontram-se nas Figuras 19-22.
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Figura 19. RP-HPLC-UV: Separacao da fracdo proteina da amostra de aveia
submetida ao procedimento de extracao 3.
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Figura 20. RP-HPLC-UV: Separacédo da fracdo proteina da amostra de linhaca

submetida ao procedimento de extracdo 3.
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Figura 21. RP-HPLC-UV: Separacédo da fracdo proteina da amostra de trigo
submetida ao procedimento de extracao 3.
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Figura 22. RP-HPLC-UV: Separac¢do da fracdo proteina da amostra de soja

submetida ao procedimento de extracdo 3.

Como o detector utilizado foi o UV, foram selecionados para andlise

alguns picos correspondentes as ligacdes peptidicas, caracteristico pelo
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comprimento de onda préoximo a 215 nm (picos marcados em azul). Os picos
destacados em vermelho, com comprimento de onda de 280 nm,
correspondem a anéis aromaticos.

Pelas Figuras 19-22, observam-se picos com melhor resolucdo e maior
intensidade para as amostras de linhaga, trigo e soja, indicando maior
guantidade de proteinas, fato comprovado pelos dados apresentados na
Tabela Brasileira de Composicao de Alimentos (TACO) e na Tabela Nutricional
de Alimentos da USP [38, 39].

As fracBes proteicas coletadas ap6s separacdo por RP-HPLC-UV foram
concentradas (0,5 mL) e analisadas por GF AAS. A Tabela 41 apresenta 0s
constituintes inorgénicos identificados nas fracdes da amostra de aveia,

linhaga, trigo e soja.

Tabela 41. Determinacdo de Cu, Fe, Mn e Zn, por GF AAS, nas fracOes
proteicas das amostras de aveia, linhaca, trigo e soja obtidas apos analise por
RP-HPLC-UV.

Proteinas Aveia Proteinas Linhaca | Proteinas Trigo Proteinas Soja

Cu, Fe,
Al L1 Zn T1 Mn S1 Cu, Mn
Mn, Zn
A2 Cu, Zn L2 Cu, Zn T2 Cu S2 Cu
Cu, Fe, Cu, Fe,
T3 S3
Mn, Zn Mn, Zn
T4 Fe, Mn S4 Zn
Cu, Mn,
S5
Zn

As fracbes A1-A2, L1-L2, T1-T4 e S1-S5 estdo indicadas nos
cromatogramas da aveia, linhaca, trigo e soja, respectivamente (Figuras 19-
22).

De acordo com os resultados mostrados na Tabela 41, os metais foram
determinados em cinco fragcbes da amostra de soja, indicando uma maior
guantidade de metaloproteinas nesta matriz, comparada a aveia, linhaca e
trigo. Cobre e Zn foram os elementos mais abundantes nas fracdes analisadas,
seguido do Mn. Isto demonstra que as proteinas das amostras avaliadas

possivelmente possuem estes elementos ligados a sua estrutura.
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Para a amostra de linhaga identificou-se apenas Cu e Zn nas fra¢des L1
e L2. Ferro e Mn néo estao presentes ou a concentracdo destes elementos
esta abaixo do limite de quantificacéo da técnica.

A maioria das fracbes proteicas analisadas possuem 2 ou mais
constituintes metélicos. Novamente, isto indica que cada fracdo pode

apresentar mais de uma proteina.

5.4.2.4. Identificacdo das Proteinas nas Fracfes obtidas apoés
separacéao por RP-HPLC-UV

As Tabelas 42-44 apresentam as proteinas identificadas nas fracbes
proteicas das amostras de aveia, linhaca, trigo e soja obtidas apos analise por
RP-HPLC-UV; assim como o metal possivelmente ligado a proteina, os scores
obtidos pelo programa Mascot, 0 peso molecular e o ponto isoelétrico. Para
identificac&o proteica foi realizada pesquisas no banco de dados MSDB.
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Tabela 42. Proteinas identificadas nas fracfes proteicas das amostras de aveia e linhaca, obtidas apds analise por RP-HPLC-UV.

. - Metal Score Score
Proteina Identificada ) . MW (Da) pl
Ligado Mascot Proteina

s A2 Glycinin chain A2Bla (precursor) Cu, Zn 53 83 54299 5.46
< A2 Glycinin A1bB2-784 Cu, Zn 53 83 54264 5.73
< L1 11S globulin seed storage protein Zn 53 59 56636 6.69
(]

5 L2 Conlinin Cu, Zn 53 105 19000 7.51

Tabela 43. Proteinas identificadas nas fracdes proteicas das amostras de trigo, obtidas apés analise por RP-HPLC-UV.

. Metal Score Score
Proteina Identificada ) i MW (Da) pl
Ligado Mascot Proteina
T2 trypsin (EC 3.4.21.4) (precursor) Cu 52 136 24394 7.00
T3 5a2 protein (Fragment) Cu, Fe, Mn, Zn 54 47 10432 8.38
Nonspecific lipid-transfer protein 2G
*TR1 o 53 48 6974 8.21
o (LTP2G)
(@]
= *TR2 a-amylase inhibitor 0.19 L 52 96 13328 7.21
*TR3  a-amylase inhibitor, tetrameric, chain
52 67 18209 7.44

CM3 (precursor)
*TR4 globulin Begl (precursor) 53 54 72209 6.80

*TR1-TR4 = fragBes proteicas em que foi identificada apenas proteina.

109



Tabela 44. Proteinas identificadas nas frages proteicas das amostras de soja, obtidas ap6s analise por RP-HPLC-UV.

Proteina Identificada Metal Score Score MW (Da) pl
Ligado Mascot Proteina
S1 B-conglycinin a-chain (precursor) Cu, Mn 51 54 70250 5.07
S1 Putative dehydrin (Fragment) Cu, Mn 52 133 20383 5.87
S2 Proteinase inhibitor (Bowman-Birk) D-I|
(precursor) Cu 53 38 11488 4.93
S2 B-conglycinin a-prime subunit Cu 52 45 72184 5.47
S2 Dehydrin Cu 52 87 23720 5.97
- S2 Glycinin G5 (precursor) Cu 53 64 57921 5.60
g S2 Glycinin A3B4 (G4) subunit Cu 52 125 58152 5.55
S2 glycinin chain A5A4B3 (precursor) Cu 51 71 63082 5.29
S2 Trypsin inhibitor A (Kunitz) (precursor) Cu 51 58 23990 4.99
S2 Glycinin chain AlaBx (precursor) Cu 51 41 55472 5.89
S3 Glycinin chain AlaBx (precursor) Cu, Fe, Mn, Zn 52 30 55472 5.89
S3 Trypsin inhibitor A (Kunitz) (precursor) Cu, Fe, Mn, Zn 52 54 23990 4.99
*Sojl Glycinin 52 125 53548 5.29

*Soj1 = fracdo proteica em que foi identificada apenas proteina.
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Como j&4 observado no item 5.4.2.2, algumas proteinas foram
identificadas, sem valor estatistico. Porém, estas proteinas foram classificadas,
pelo programa Mascot, como sendo de origem da matriz avaliada, o que torna
o resultado confiavel.

De maneira geral, as proteinas identificadas nas amostras de aveia,
linhaga, trigo e soja possuem peso molecular de: 54; 19-57; 7-72 e 11-72 kDa,
respectivamente e pl entre 4.93 — 8.38.

Para a amostra de aveia, foi possivel identificar apenas duas proteinas
na fracdo proteica A2. Provavelmente, as outras fracbes obtidas continham
baixa concentracao de proteina, como indica a Figura 19.

Uma quantidade maior de proteinas foi identificada nas fracbes da
amostra de soja, a qual possui elevado teor proteico, comparado as demais
matrizes. Ainda para a amostra de soja, observa-se que em uma unica fracéo
proteica (S2) obtida apos analise por RP-HPLC-UV identificou-se oito proteinas
diferentes. Estes resultados mostram que as proteinas ndo foram
eficientemente separadas nas condi¢cdes cromatograficas utilizadas (Figura 22).

A associacao dos constituintes inorganicos as proteinas identificadas foi
realizada apds analise por GF AAS e MALDI-TOF-MS/MS de uma determinada
fracédo coletada do HPLC (com repeti¢cdes das andlises cromatograficas).

Como exemplificacéo, as proteinas Glycinin chain A2Bla (precursor) e
Glycinin AlbB2-784 (Tabela 42 — Aveia), pertencem a um mesmo grupo
proteico e possuem Cu e Zn em sua composi¢cdo, podendo estar ligados as
suas estruturas. Esta associacdo pode ser feita para as demais proteinas
identificadas nas amostras estudadas.

Reafirmando, para a maioria das fragdes proteicas mais de um elemento
foi identificado, sugerindo a presenca de mais de uma proteina na mesma
fracdo. Para as fracbes A2 (aveia) e S1 (soja) foram identificadas duas
proteinas e dois ions metalicos. Vale ressaltar que estudos especificos devem
ser realizados para verificar a quantidade de ions metélicos ligados as
proteinas.

As duas principais proteinas de reserva de nutrientes em semente de soja
sdo as B-conglicinin (7S globulin) e glycinin (11S globulin) [40]. Sussulini [37]
identificou a proteina B-conglycinin a-chain (precursor) em amostra de soja e

observou a presenca de Fe nesta matriz, apds andalise por SR-XRF. Neste
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estudo, verificou-se que a proteina B-conglycinin a-chain (precursor) também
pode conter Cu e Mn ligado a sua estrutura (Tabela 44).

Sussulini [37] verificou a associagdo do Fe a proteina glicinin G2 de soja.
De acordo com os resultados da Tabela 44 as proteinas glicinin G3, G4 e G5
identificadas na amostra de soja possuem Cu em sua composicao.

As estruturas tridimensionais das proteinas glycinin G2 (precursor) e
glycinin G4 (precursor) ainda nao foram estabelecidas. Assim sendo, a
possibilidade destas proteinas possuirem ions metélicos, como Fe e Cu, pode
ser um objeto de estudo [37].

De acordo com os dados da literatura, ja sdo conhecidas algumas
metaloproteinas das amostras de linhaca, trigo e soja. Em amostras de soja, as
ferritinas s@o metaloproteinas de armazenamento de ferro, atendendo as
necessidades das células metabolicas durante a escassez deste elemento [41].
Bernal et al. [42] também identificaram em amostras de soja a proteina P1B-
ATPase, responsavel pelo transporte de cobre.

Para a amostra de linhaca, proteinas responsaveis pelo transporte de
Cd, Cu, Zn e Ca foram estudadas [43]. Oomah et al. [44] concluiram que
algumas proteinas de linhaca foram reconhecidas como um componente
importante desta semente e suas caracteristicas basicas nao foram explicadas,
apesar do avanco de pesquisas envolvendo proteoma, aumentando o interesse
no estudo das metaloproteinas desta matriz. Rajaesh et al. [45] relataram que a
proteina carboxipeptidase Il de trigo possui atomos de zinco ligados a sua
estrutura.

Como ja relatado anteriormente, as proteinas desempenham papéis
fundamentais nos organismos de origem animal e vegetal. Sendo assim, as
funcdes das proteinas identificadas nas amostras de aveia, linhaca, trigo e soja

estao descritas na Tabela 45.
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Tabela 45. Fungdes das proteinas identificadas nas amostras de aveia, linhaca,

trigo e soja.
Proteinas Funcao
11S globulin §e[ed storage Reserva de nutrientes
protein

Trypsin (EC 3.4.21.4)
(precursor) *°

Atividade contra alguns substratos sintéticos

B-conglycinin [“¢-*7

Reserva de nutrientes

Putative dehydrin
e Dehydrin %!

Proteinas de stress: protecao das plantas contra a desidratagcéo

Proteinase inhibitor
(Bowman-Birk) D-II
(precursor) 49!

Inibe a biossintese ou atividade da enzima protease

Glycinin #*>”

Reserva de nutrientes

Trypsin inhibitor A (Kunitz)
(precursor) ¥

Inibidor de tripsina

5a2 protein

Transporte de lipideos

Nonspecific lipid-transfer
protein 2G (LTP2G) 2

Transporte de lipideos. Pode atuar na defesa das plantas ou
biossintese das camadas de cuticula

a-amylase inhibitor 0.19 ™

Inibidor da a-amilase

a-amylase inhibitor,
tetrameric, chain CM3
(precursor) ¥

Impede ou reduz a atividade da serina do tipo endopeptidases

Globulin Begél] (precursor)

Reserva de nutrientes

Conlinin ™%

Reserva de nutrientes

Natarajan et al. [57] relataram que a grande quantidade de proteinas de
armazenamento, B-conglicina e glicinina, em sementes de soja impediam a
extragcdo, e consequentemente a caracterizagdo das proteinas menos
abundantes na amostra. Este fato explica por que as proteinas identificadas
nas amostras aveia, linhaca, trigo e soja, de forma geral, apresentam funcéo de
reserva de nutrientes para as plantas.

Neste trabalho, algumas proteinas foram identificadas nas amostras de
aveia, linhaca, trigo e soja e ainda, foi possivel verificar a presenca de Cu, Fe,
Mn e Zn nas fracGes proteicas analisadas, 0 que sugere que estes metais
podem estar diretamente relacionados a funcéo proteica.

Os espectros PMF e MS/MS das proteinas identificadas (Tabelas 40, 42-

44) estdo apresentados no anexo deste trabalho.
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5.4.3. Comparacdo dos resultados obtidos apds separacdo proteica por
1D SDS-PAGE e RP-HPLC-UV

As eletroforese e cromatografia sdo amplamente empregadas para a
separacao proteica em matrizes de origem animal e/ou vegetal e podem ser
utilizadas de modo complementar.

Neste trabalho foi possivel identificar uma maior quantidade de proteina
nas amostras avaliadas empregando a cromatografia como técnica de
separacdo. Isto jA era esperado, uma vez que a concentracao proteica nas
fracOes recolhidas por HPLC excede a encontrada nas bandas do gel.

Os resultados apresentados nas Tabelas 43 e 44 mostram varias
proteinas identificadas nas amostras de trigo e soja (7-72 kDa), o0 que pode
indicar a complexidade das mesmas, fato este confirmado ao analisar o gel de
poliacrilamida obtido para estas matrizes (Figura 17).

De modo geral, o Mn foi identificado com maior frequéncia nas bandas e
fracOes proteinas obtidas apos separacao por 1D SDS-PAGE e RP-HPLC-UV,
respectivamente, 0 que sugere que as amostras estudadas apresentam
metaloproteinas contendo o Mn como elemento prioritario.

Para algumas bandas (eletroforese) e fracdes proteicas (cromatografia) foi
possivel identificar mais de um constituinte metalico, o0 que evidencia que
diferentes proteinas podem estar presentes em uma Unica banda/fracao.

As proteinas da aveia e soja pertencentes ao grupo das globulinas (B-
conglycinin e glycinin) foram identificadas por MALDI-TOF-MS/MS apoés
separacdo proteica tanto por eletroforese quanto por cromatografia
(procedimento de extracdo 3), evidenciando a concordancia dos resultados.

Comparando os resultados obtidos para a amostra de trigo submetida ao
procedimento de extracdo 2 (separacdo eletroforética) e procedimento 3
(separacdo cromatografica) foi possivel identificar a proteina lipid transfer,
mostrando a conformidade das diferentes técnicas de separacao.

De acordo com os resultados apresentados no capitulo 3 (Tabelas 17-20),
as amostras de aveia, trigo e soja apresentam elevada concentracdo das
proteinas pertencentes ao grupo das globulinas, sendo que estas proteinas
apresentam em maior abundancia o manganés. Estes resultados séo

concordantes aos obtidos no estudo apresentado no capitulo 5 e citado
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anteriormente. Ainda comparando os resultados dos capitulos 3 e 5, os dados
da Tabela 28 e Figura 13 mostraram que a amostra de linhaca pode conter
atomos de Zn ligado as proteinas sollveis. Esta observacéao foi comprovada ao
identificar os metais e proteinas da linhaca, apds separacdo cromatogréfica
(Tabela 41). Estes fatos demonstram a importancia do estudo inicial da
distribuicdo de elementos metélicos nas fragcfes proteicas de uma determinada
amostra.

Vale ressaltar que uma fracdo significativa de proteinas conhecidas
necessita de ions metélicos para que sua funcdo bioldgica seja realizada. As
razBes para esta necessidade sdo multiplas. Os metais desempenham papel
estrutural, sendo necessarios para estabilizar a estrutura terciaria e/ou
quaternaria da proteina, além de serem indispensaveis para funcées como
catalise enzimatica, transporte de ions, dentre outros. Além disto, os metais
sd0 essenciais por se ligarem ao oxigénio e transporta-lo para dentro do
organismo, como ocorre na hemoglobina. [58].

Desta forma, o estudo metaloprotedbmico tornou-se essencial para
esclarecer diversos processos metabdlicos e o seu desenvolvimento deve ser

incentivado nas diversas areas de pesquisa.
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5.5. CONCLUSOES

A eletroforese em gel e cromatografia liquida aliadas a GF AAS e
MALDI-TOF-MS/MS foram eficientes na separacdo e na identificacdo de
possiveis metaloproteinas existentes nas amostras de aveia, linhaga, trigo e
soja.

A técnica RP-HPLC-UV utilizada na separacdo proteica foi rapida e
possibilitou a identificacdo de maior quantidade de metaloproteinas, comparada
a técnica 1D SDS-PAGE.

Foi possivel determinar maior quantidade dos metais Cu, Fe, Mn e Zn
utiizando a técnica 1D SDS-PAGE, a qual apresenta uma separacdo de
proteinas mais eficiente, além de mostrar em uma Unica analise o perfil
proteico de varias amostras. Além disso, 0 elemento Mn foi determinado na
maioria das bandas e fracdes proteicas, indicando sua interagdo com as
proteinas da aveia, linhaca, trigo e soja.

As técnicas de separacao foram eficientes para posterior identificacéo
proteica, principalmente para as proteinas do grupo das globulinas. As
proteinas B-conglycinin e glycinin pertencentes a aveia e soja foram
identificadas por MALDI-TOF-MS/MS ap0ds separacgao proteica por eletroforese
e cromatografia, resultados os quais mostram que a utilizacado simultanea das

técnicas de separacdo, em estudo metaloprotedmico, € indispensavel.
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CAPITULO 6
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Espectros PMF e MS/MS obtido para a proteina colinin identificada na banda

proteica da amostra de linhaca (L2 - Tabela 42).
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Espectros PMF e MS/MS obtido para a proteina trypsin (EC 3.4.21.4) (precursor)

identificada na banda proteica da amostra de trigo (T2 - Tabela 43).
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Espectros PMF e MS/MS obtido para a proteina 5a2
identificada na banda proteica da amostra de trigo (T3 - Tabela 43).

protein (Fragment)
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Espectros PMF e MS/MS obtido para a proteina Nonspecific lipid-transfer protein
2G (LTP2G) identificada na banda proteica da amostra de trigo (*TR1 - Tabela 43).
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Espectros PMF e MS/MS obtido para a proteina a-amylase inhibitor 0.19

identificada na banda proteica da amostra de trigo (*TR2 - Tabela 43).
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Espectros PMF e MS/MS obtido para a proteina g-amylase inhibitor, tetrameric,

chain CM3 (precursor) identificada na banda proteica da amostra de trigo (*TR3 -
Tabela 43).
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Espectros PMF e MS/MS obtido

para a proteina globulin Beqgl (precursor)

identificada na banda proteica da amostra de trigo (*TR4 - Tabela 43).
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Espectros PMF e MS/MS obtido para as proteinas B-conglycinin _a-chain

(precursor) e Putative dehydrin (Fragment) identificadas na banda proteica da
amostra de soja (S1 - Tabela 44).
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Espectros PMF e MS/MS obtido para as proteinas Proteinase inhibitor (Bowman-

Birk) D-ll (precursor), B-conglycinin a-prime subunit e Dehydrin identificadas na

banda proteica da amostra de soja (S2 - Tabela 44).
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Espectros PMF e MS/MS obtido para as proteinas Glycinin G5 (precursor),
Glycinin A3B4 (G4) subunit e Glycinin chain ASA4B3 (precursor) identificadas na

banda proteica da amostra de soja (S2 - Tabela 44).
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Espectros PMF e MS/MS obtido para as proteinas Trypsin inhibitor A (Kunitz)

(precursor) e Glycinin chain AlaBx (precursor) identificadas na banda proteica da

amostra de soja (S2 - Tabela 44).
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Espectros PMF e MS/MS obtido para a proteina Trypsin inhibitor A (Kunitz)

(precursor) identificada na banda proteica da amostra de soja (S3 - Tabela 44).
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Espectros PMF e MS/MS obtido para a proteina Glycinin identificada na banda

proteica da amostra de soja (Sojl - Tabela 44).
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