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ANALISE DAS KAFIRINAS DO SORGO SACARINO POR RMN
DE *C NO ESTADO SOLIDO
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Projeto Componente: PC3 e PC6

Plano de Acdo: 1 e 2

Resumo

As kafirinas, prolaminas do sorgo, sdo proteinas altamente hidrofébicas com capacidade de formagdo filmes,
0s quais podem ser destinados para revestimentos de frutas e outros alimentos. Neste trabalho, essas
proteinas foram extraidas dos graos de sorgo sacarino BR501 e foram caracterizadas pela eletroforese em gel
contendo dodecil-sulfato de s6dio (SDS/PAGE) como constituidas pelas fracdes o, y e 3. A andlise dessas
fragdes pela ressonancia magnética nuclear de *C no estado solido revelou que as estruturas secundarias
predominantes sdo do tipo a-hélice, com importante contribuicdo de folhas f.

Palavras-chave: kafirinas, filmes comestiveis, sorgo sacarino, estrutura secundaria de proteinas,

RMN.

Introducao

As kafirinas sdo proteinas depositadas no
endosperma dos graos de sorgo e sdo altamente
hidrofébicas, sendo, portanto um material de
interesse para obtencao de filmes para revestimento
de frutas e outros alimentos, por serem atéxicas e
obtidas de fontes renovaveis.

Essas proteinas representam de 68 a 70%
das proteinas totais do sorgo, e, pela SDS/PAGE
podem ser classificadas em fracdes protéicas
denominadas de kafirinas o, 3, y e 0. A fracdao a
representa de 80 a 84% das kafirinas totais e
apresentam duas bandas no gel de poliacrilamida
contendo dodecil sulfato de sdédio (SDS/PAGE)
com massas relativas (Mr) de 23 e 25 KDa. As
kafirinas y apresentam duas bandas de Mr 28 KDa e
49 KDa, representam até 20% das kafirinas totais.
As kafirinas  representam até 10% das kafirinas
totais e apresentam Mr de 15, 17 e 18 KDa. As
kafirinas & representam as fracdes de Mr em torno
de 14 e 21KDa e representam apenas tracos das
kafirinas totais [1].

Estudos estruturais sobre as kafirinas sdo escassos e
em geral elas tém sido comparadas as zeinas
(proteinas de reserva do milho) em sua
conformagcdo. Como as zeinas, as kafirinas sdo
proteinas altamente hidrofébicas capazes de formar
uma barreira contra umidade e oxigenio aumentando
o tempo de vida dos frutos. Vaérios estudos indicam
que as propor¢oes de estruturas secunddrias afetam
as propiredades mecanicas de filmes a base de
kafirinas. Assim, para melhor compreensdo das
propriedades de formacdo de filme dessas proteinas,
as kafirinas foram extraidas do sorgo sacarino e as
mesmas foram caracterizadas pela SDS/PAGE e
analisadas quanto as suas estruturas secundarias pela
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear
(RMN) de "*C no estado soélido.

Materiais e métodos

Os graos de sorgo sacarino BR501 foram
moidos e entdo extracdo do Oleo foi realizada
extrator soxlet, com hexano, por 24 horas. A seguir
a massa residual foi agitada com solucdo aquosa
NaCl a 0,5mol/L. A seguir a massa residual foi
agitada em solucao de etanol a 70% por 24 horas.
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O etanol foi evaporado em evaporador rotativo e as
kafirinas entdo precipitadas e liofilizadas. As
kafirinas foram caracterizadas pela SDS/PAGE com
gel de 15%.

O espectrometro de RMN utilizado foi um
Varian, modelo Inova 400, campo de 9,4 T. Foram
obtidos espectros de “C em estado sélido com a
técnica de polarizacdo cruzada, rotacdao da amostra
no angulo magico e desacoplamento de alta
poténcia, conhecida como CPMAS. Usou-se um
pulso de /2 de 4 ps, tempo de contato de 1ms,
1024 pontos, tempo de repeticio de 3s,
desacoplador com banda de 60 KHz e janela
espectral de 40 KHz. As amostras foram
empacotadas em rotores de zirconia de 5 mm e
submetidas a uma rotacdo no angulo magico de 7
KHz. Foram obtidos 1000 transientes e 0s espectros
foram filtrados com funcdo de decaimento
exponencial (Ib = 20).

Resultados e discussao

Com a SDS/PAGE caracterizou-se as
kafirinas extraidas, as bandas de maior concentragao
foram referentes as fracoes o e y com a presenga de
tracos da fragdo . O espectro de RMN de "C no
estado solido (Fig.1) apresenta sinais tipicos de
proteina de 172 a 176 ppm atribuido a carbonila, os
sinais das cadeias laterais de aminoacidos
aromaticos de 100 a 140 ppm e os carbonos a de 15
a 45 ppm. Os sinais em 130 e 30 ppm podem ser
artribuidos a presenca de acidos graxos livres nessas
proteinas, assim como nas zeinas [2].
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Fig.1: Espectro de RMN de 13C no estado sélido,
CPMAS, para as kafirinas.

Na Fig.1 os sinais de 185 a 165 ppm podem
ser usados para analisar as estruturas secundarias
das kafirinas. A carbonila apresenta um sinal
principal em 176 ppm e um ombro em 172 ppm que

sdo atribuidos a presencas as estruturas a—hélice e
folhas 3, respectivamente [3].

O sinal da carbnila é largo e portanto foi calculada
sua segunda derivada e o ajuste do sinal (Fig.2)
cujas éreas dos sinais em 176 e 172 ppm
respctivamente, indicaram que as kafirinas
apresentam 57% de estruturas do tipo a-hélice 43%
de folhas . Embora estes resultados estejam de
acordo com a literatura de que as kafirinas tem
estrutura predominante do tipo folhas f, tal
quantificacdo aqui apresentada ndo é definitiva pois
os sinais de RMN ndo levam em consideragdo as
estruturas secundarias menos repetitivas que sdo as
voltas e outras estruturas. Ainda assim, além do
sinal da carbonila, a presenca das estruturas do tipo
a-hélice e folhas-p também sdao confirmadas pelos
sinas do carbono-a, onde os sinais em 56 e 59 ppm
sdo tipicos de a-hélice e 53 ppm de folhas-f.

2" derivada

deslocamento quimico (ppm)

Fig.2: Expansdo do espectro da Fig.1 na regido da
carbonila (linha cheia), o ajuste do sinal
(pontilhado), as éareas individuais dos picos
calculadas (tracejadas) e a segunda derivada (acima
do espectro).

Conclusoes

Com os resultados aqui apresentados pode-
se concluir que as kafirinas do sorgo sacarino
BR501 extraidas com etanol 70% sdo constituidas
por kafirinas a, y e P, sendo as duas primeiras as
predominantes. O espectro de RMN de “C no
estado so6lido destas proteinas é tipico de estruturas
predominantes do tipo a-hélice com contribuicao
importante do tipo folhas B, considerando-se
que prolaminas ricas em a-hélice proporcionam
filmes com propriedades mecanicas mais
adequadas do que quando porbres neste tipo de
estrutura, concluindo-se que as kafirinas
extraidas pelo presente método tem alto
potencial para a obtencao de filmes flexiveis.
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