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VI Workshop da Rede de Nanotecnologia Aplicada ao Agronegécio

Emwa Nano

CARACTERIZAGCAO E AVALIACAO DAS ESTRUTURAS
SECUNDARIAS DE KAFIRINAS POR SDS/PAGE E FTIR.

Juliana Aparecida Scramin’, José Avelino Santos Rodrigues®; Odilio B. G. Assis’;

Rubens Bernardes Filho? Lucimara Aparecida Forato®.

'Aluna de doutorado em Biotecnologia, Universidade Federal de Sio Carlos, SP,

ju.biotecO8@gmail.com:
*Pesquisador, Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG;
*Pesquisadores, Embrapa Instrumentagdo, Sdo Carlos, SP.

Projeto Componente: PC3 e PC6 Plano de Acdo: 1e2

Resumo

As kafirinas foram extraidas com etanol 70% com e sem uso agente redutor, elas foram caracterizadas pela
SDS/PAGE e suas estruturas secundarias avaliadas FTIR. A SDS/PAGE revelou que as kafirinas extraidas
sem agente redutor sdo ricas em Kkafirinas o e Y com tragos da fragdo B. Na presenca de agente redutor
observou-se uma banda intensa para a fragdo o e tragos das fracdes p e 8. Com o FTIR péde-se determinar
que as kafirinas obtidas sem uso de agente redutor tém estruturas predominantemente o hélice. A diminuicdo
dessas estruturas foi observada para kafirinas extraidas com agente redutor e est3 relacionada & auséncia das
kafirnas y devido a reducio das ligagdes dissulfeto.

Palavras-chave: Kafirinas, FTIR, SDS/PAGE, Estruturas Secundérias, Agente Redutor

Introducio estruturais sobre essas proteinas sdo escassos e em
geral elas tém sido comparadas com as zefnas em
As Kafirinas, também denominadas de Su@ conformagdo. Entretanto dados encontrados na
prolaminas, s&o proteinas de reserva do sorgo assim lite.ratt'ira.indicaram um alto conteiido de estruturas
como as Zeinas do milho. Estas correspondem a  helicoidais (40%) para kaflrmf:is em so‘lu?ao de t-
aproximadamente 70% das proteinas totais do grio  butanol a (?’0% [:_3]' Sendg assum, © ObJ,ethU deste
de sorgo e podem ser classificadas, de acordo com a  trabalho foi extrau: as Kafirinas, caracteriza-las P(_ela
sua solubilidade, em Kafirinas «, B e ysendo queas SDS/PAGE e anafl}sar a5 suas Estmtu}'as sle.'cumilan‘as
primeiras sdo as mais abundantes, representam de (ES) no estado SO_lldO, p01.s~sao p'rotelnas insoliveis,
80 a 84% das Kafirinas totais e podem ser pela espectroscopia na regido do infravermelho (IV).
encontradas, através de bandas reveladas pela
SDS/PAGE, na forma de Kafirinas al que Materiais e métodos
apresentam massa relativa (Mr) de 23 a 25 KDa e
Kafirinas o2 com Mr de 19 a 22 KDa. As Kafirinas As kafirinas foram extraidas do cultivar de
Y apresentam Mr de 27 KDA e as B Mr de 15 a 18 Sorgo BR 501 fornecido pela Embrapa Milho e
KDa [1]. O interesse por essas proteinas estd  Sorgo. A metodologia de extracdo consistiu na
relacionado com a elevada percentagem de  moagem do grio e em seguida na extragdo do 6leo
aminoacidos apolares como fenilalanina, leucina e  em soxlet com hexano. Apés a extragio do éleo, a
isoleucina presentes na cadeia peptidica, tornando- farinha de sorgo foi agitada por 6 horas em solucao
as proteinas hidrofébicas [2]. Contudo, estudos aquosa de NaCl 1,25 Mol/L. para remogdo das
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albuminas e globulinas e filtrada a vacuo. A massa
residual foi agitada por 24 horas em etanol 70%
para a extracdo das Kkafirinas e filtrada a vacuo.
Apés a evaporagio do etanol em temperatura
ambiente as amostras contendo kafirinas foram
secas em estufa a 35°C. Devido & co-purificagdo de
amido juntamente com a fragdo protéica, apés a
extracdo, uma parte das amostras de Kkafirinas foi
agitada em solucdo aquosa contendo 100 mM de
Bissulfito de Sédio para romper essas ligacGes. Para
a obtengdo dos espectros de IV foi utilizado um
espectrmetro de FTIR Perkin Elmer modelo
Paragon 1000. Os espectros foram obtidos com 16
varreduras, na regido de 4000 a 400 cm™ e as
amostras foram analisadas sob a forma de pastilha
de KBr contendo 1 mg de proteina. As ES foram
calculadas por um método de reconhecimento de
padrdes, utilizando a banda de amida I (1800 a 1600
cm™). A separagdo eletroforética das proteinas foi
realizada em gel de poliacrilamida 15% na presenca
de SDS (SDS/PAGE). Em cada pogo aplicou-se
SuL de amostra e as bandas obtidas foram
comparadas com bandas de Mr ja conhecidas.

Resultados e discussio

Na fig. 1A representada pelo espectro
de Kafirinas extraidas sem adicdo de agente
redutor apés sua extragio podem-se observar
bandas tipicas de proteinas como Amida I na
regiao de 1600 — 1700 cm™, Amida II em 1450
— 1550 cm™ e também bandas, indicadas pela
seta na regido de 1050 cm™ aproximadamente,
tipicas de amido [4]. Na fig. 1B esta o espectro
de Kafirinas ap6s a lavagem com bissulfito de
sodio, agente redutor responsavel pela quebra
das ligagGes de S-S. Observou-se também
bandas tipicas de proteinas Amida L1 eIl
bem como Amida A na regido de 3100 cm™.
Contudo nota-se no espectro a auséncia do
amido.

Absorbancia

94 u —
4000 W00 3000 200 000 1500 M0G0 | SO0
em*

Fig. 1: Espectro de IV das Kafirinas. 1A: kafirinas
extraidas com etanol 70%, 1B: kafirinas extraidas
com etanol 70% e lavadas com solucdo aquosa de
bissulfito de sédio,

Através do padrio eletroforético para
kafirinas purificadas sem agente redutor, fig. 2A,
foram reveladas, , bandas de alta massa molecular
proximas a 50 KDa consideradas dimeros. Além
disso, bandas intensas de aproximadamente 17-18
KDa referente as Kafirinas B e um aglomerado na
regido que se estende de 20 a 28 KDa referente as
Kafirinas a + y foram também visualizadas. J4 para
as Kkafirinas purificadas na presenca de agente
redutor, fig. 2B  observou tragos  de
aproximadamente 14 KDa referentes 4 Kafirina 8, a
Kafirina B pode ser visualizada aproximadamente
em 15-17 KDa e a Kafirina a2 que apresenta maior
proporgao, revelou Mr em torno de 19 - 22 KDa. O
agente redutor age na despolimerizacio das
proteinas (ruptura das ligacies de dissulfeto S-S)ea
banda de elevada Mr 45 KDa observada no gel com
proteinas extraidas sem agente redutor desapareceu.
Como as Kafirinas B e y apresentam uma forte
tendéncia a formarem ligaces de dissulfeto com
outras proteinas ou entre si, essas ligacdes foram
quebradas revelando bandas de menor intensidade, o
desaparecimento das Kafirinas Y e 0 surgimento de
uma nova banda de baixa intensidade em
aproximadamente 14 KDa, atribuida & Kafirina 6.
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Fig.2: A: Perfil eletroforético das Kafirinas
extraidas do cultivar Br 501 sem agente redutor. B:
com agente redutor.

Embrapa Agroindiistria Tropical, Fortaleza, 16 a 18 de abril de 2012

90



VI Workshop da Rede de Nanotecnologia Aplicada ao Agronegdcio

Na tab. 1 estdo representados os valores
obtidos em porcentagem para kafirinas purificadas
com e sem agente redutor.

Tab. 1: Valores, em %, das ES de kafirinas
purificadas com e sem agente redutor.

Kafirinas Kafirinas
Estruturas  extraidas com | extraidas com
i etanol 70% etanol 70%
| sem agente com agente
redutor redutor
o Helice 45% 34%
Folha 20% 33%
Voltas I 24% 25%
|

Outras Estruturas i 11% 13%

Em geral, as kafirinas possuem estrutura
secunddria predominantemente helicoidal. Esse
resultado de 45% de a hélice esta de acordo com
dados encontrados na literatura. FEssa maior
propordo de estruturas « helice para kafirinas
extraidas sem agente redutor est4 relacionada com a
presenca de fragdes a, f e y. Entretanto, proteinas
extraidas com agente redutor apresentaram uma
diminuigdo das estruturas a helice. Isso pode estar
relacionado com a auséncia das kafirinas Y que
contribuiam para o aumento dessas estruturas [5].

Abaixo, na fig. 3, estdo representados os
espectros de IV das kafirinas extraidas com e sem
agente redutor da regido de amida I (expansdo da
regido de 1800 a 1600 cm™) e sua segunda derivada
(parte superior).

— kafinna (ETOH 70%)
.- 2* derivada

1800 1750 1700 1650 1600
(nimero de onda cm™)

— kafirinas (ETOH-+bissulfito)
-------- 2" derivada

r T T T T

1800 1750 1700

nimero de onda (cm™)

Fig. 3: Espectro das kafirinas com aumento de
resolucdo da banda de amida I e sua segunda
derivada

Através desses espectros pode-se calcular a
segunda derivada e observar picos referentes is ES.
Os picos nas regides de 1650 a 1660 cm™ sio
considerados estruturas o hélice, em maior
proporcdo na fig. 3A para proteinas extraidas com
etanol 70% e em menor proporgdo para proteinas
extraidas com agente redutor, fig. 3B. J4 os sinais
abaixo de 1645 cm™ sdo considerados estruturas do
tipo folha .

Conclusoes

Com os resultados das analises obtidas por
FTIR e SDS/PAGE pode-se notar que as fragdes
protéicas quando extraidas somente com etanol 70%
apresentam um aglomerado de elevada Mr.
(dimeros) decorrente das ligagdes (S-S) entre as
proteinas. As kafirinas y sdo protefnas soltveis
somente em aquosa ap6s redugdo das ligagdes
dissulfeto. Com isso, quando as fragdes proteicas
foram extraidas com bissulfito de sédio (agente
redutor) e analisadas por eletroforese nota-se
somente a presenca das kafirinas a, B e o surgimento
de tracos & e o desaparecimento dos dimeros. Pela
técnica de FTIR pbde-se calcular as ES das kafirinas
e os resultados obtidos nos mostram que quando as
proteinas foram extraidas com agente redutor
apresentaram uma diminuicdo as estruturas o hélice
referente ao desaparecimento das kafirinas y. Isto
condiz com resultados obtidos pela SDS/PAGE.
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