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ANALISE DA CONFORMACAO DE PROTEINAS DE RESERVA DO
SORGO SACARINO POR RMN DE “*C NO ESTADO SOLIDO

Manoel Messias P. Miranda'; Juliana Scramin’; Tatiana Santana Ribeiro’; José Avelino Santos
Rodrigues"; Rubens Bernardes Filho®, Lucimara A. Forato®

'USP, S3o Carlos, SP, messiasmpm(@usp.br; ZPés—Graduagﬁo em Biotecnologia, Universidade Federal de Sdo
Carlos, Sio Carlos, SP; *Universidade Federal de Sio Carlos -Campus Araras, SP; * Embrapa Milho e Sorgo,
Sete Lagoas, MG; 5Embrapa Instrumentac¢do, Sdo Carlos, SP.

Projeto Componente: PC3  Plano de Acao: PA 2
Resumo

A espectroscopia de Ressonincia Magnética Nuclear (RMN) no estado solido foi utilizada para analisar a
conformacgio das kafirinas (proteinas de reserva do sorgo sacarino). As kafirinas aqui estudadas foram
obtidas com e sem adi¢do de um agente redutor das ligagcdes de S-S, o bissulfito de sédio. Nos espectros de
RMN de "C das kafirinas obtidas sem adi¢io de bissulfito foram observados sinais atribuidos as estruturas
do tipo folhas-B, a- hélice e estruturas desordenadas, ao passo que, com o uso bissulfito observou-se
estruturas do tipo - hélice, uma contribui¢cdo importante do tipo folha-p, além de ndo apresentar estruturas
desordenadas. Isto ¢ atribuido a diferente composicao das fragdes protéicas obtidas pelos dois métodos.

Palavras-chave: kafirinas, RMN, agente redutor de ligagdes S-S.

Publicacoes relacionadas: Caracterizagio e avaliagdo das estruturas secundarias de kafirinas por
SDS/PAGE e FTIR.

SCRAMIN, J. A.; RODRIGUES, J. A. S.; ASSIS, O. B. G; BERNARDES FILHO, R.; FORATO, L. A.
Caracterizagdo e avaliagdo das estruturas secundarias de karifinas por SDS/PAGE e FTIR In: WORKSHOP
DA REDE DE NANOTECNOLOGIA APLICADA AO AGRONEGOCIO, 6.; 2012, Fortaleza. Anais... Sdo
Carlos: Embrapa Instrumentago; Fortaleza: Embrapa Agroindustria Tropical, p. 89-92. 2012.

Introducao totais do sorgo. Kafirinas a representam entre 80
e 84% das kafirinas totais e apresentam bandas

A espectroscopia de  Ressonancia em 23 e 25 KDa no gel de SDS/PAGE; as
Magnética Nuclear (RMN) no estado solido é kafirinas tipo y, que correspondem de 9 a 12%
uma poderosa ferramenta para obter informagdes das kafirinas totais e apresentam banda
sobre os componentes das proteinas sem a predominante em 28KDa; a fracdo [} representa
destrui¢do da amostra, enquanto as técnicas de 7 a 8% das kafirinas totais e aparece sob a
tradicionais sdo destrutivas e fornecem apenas forma de mondémeros, polimeros e oligdmeros
informacdo sobre um tipo de componente da com bandas em 15, 17 e 18 KDa no gel de
proteina. As kafirinas (ou prolaminas do sorgo) SDS/PAGE (BELTON et al., 2006). As kafirinas
sdo proteinas de reserva do sorgo sacarino e apresentam elevada porcentagem de aminoacidos
podem ser encontradas no endosperma do gréo apolares em sua cadeia peptidica, o que as
de sorgo marrom ou branco correspondendo a tornam hidrofdbicas. Scramin et al. (2008),
aproximadamente 70% das proteinas totais do analisaram as kafirinas do sorgo sacarino
grao. Elas s3o obtidas de fontes naturais marrom por SDS/PAGE com e sem o uso de
renovaveis, sdo atdxicas e  apresentam bissulfito como agente redutor. Foi concluido
caracteristicas altamente hidrofobicas, o que que as proteinas extraidas sem bissulfito sdo ricas
possibilita o seu uso na formagdo de filmes em o e vy, com tragos da fracdo B. Enquanto que
comestiveis para o recobrimento tanto de frutos as extracdes feitas com o agente redutor obteve-
como de outros alimentos. As kafirinas sfo se um banda intensa para a fragdo alfa banda de
classificadas de acordo com sua solubilidade e menor intensidade da fracdo P, notando-se a

representam aproximadamente 70% das proteinas
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auséncia de kafirinas gama devido a redugao das
ligagdes dissulfeto, pelo uso do agente redutor.

Em relacdo a conformacdo Wu et al. (1971)
publicaram que tais proteinas apresentam
estruturas helicoidais (40%) em solug¢do de
butanol 60%. O objetivo deste trabalho foi
aplicar a técnica de Ressondncia Magnética
Nuclear no Estado Sdélido para estudar as
estruturas secundarias (ES) da proteina, extraida
por métodos diferentes, dos grdos de sorgo
sacarino BR5021. A diferenca desta extragdo esta
no uso ou ndo do reagente bissulfito.

Materiais e métodos

O espectrometro de RMN utilizado foi um
Varian, modelo Inova 400, campo de 9,4 T.
Foram obtidos espectros de RMN "“C no
estado solido com a técnica de polarizagdo
cruzada, rotagdo da amostra no angulo magico e
desacoplamento de alta poténcia, conhecida como
CPMAS. Usou-se um pulso de @/2 de 4 s,
tempo de contato de 1ms, 1024 pontos, tempo de
repeticdo 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 rotagdo no angulo
magico de 8 KHz. Foram obtidos 1000 transientes
e os espectros foram filtrados com funcdo de
decaimento exponencial (Ib = 20). Primeiramente
foi realizada a expansao entre os sinais, que foi de
S 165 ppm a & 200 ppm, com o objetivo de
visualizar melhor os picos tipicos das carbonilas
que sdo sensiveis as estruturas secundarias da
proteina. Como o sinal da carbonila ¢ largo, foi
calculada a sua segunda derivada e o ajuste do
sinal, para encontrar todos o0s  sinais
correspondentes a sua estrutura.

Resultados e discussao

No espectro de RMN de "“C referente a
extragdo da proteina sem bissulfito (Fig. 1)
observou-se sinais em 8172, 174 e 176 ppm,
atribuidos a carbonila de estruturas folhas-f,
estruturas desordenadas e o-hélice,
respectivamente.
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Fig. 1: Espectro expandido da carbonila das
kafirinas extraidas sem bissulfito.

A quantificagdo das ES, pelo calculo das areas
individuais das bandas na Fig.1, indicou 84% de
estrutura o-hélice, 14% de estruturas
desordenadas e 2% de estruturas folhas-f3 para as
kafirinas obtidas sem o uso de agente redutor.

Fig. 2: Espectro expandido da carbonila das
kafirinas extraidas com bissulfito. Regido da
carbonila em preto, areas individuais dos picos
calculadas em vermelho e segunda derivada acima
do espectro.

Nas extragdes com bissulfito (Fig. 2)
observaram-se sinais em & 172 e 176 ppm,
atribuidos as carbonilas de estruturas folha-f e a-
hélice respectivamente e indicaram que estas
kafirinas possuem 89% de estrutura a-hélice e
11% de folha-f. Ambos os espectros de RMN de
BC no estado solido destas proteinas sdo tipicos
de estruturas predominantes do tipo a-hélice, mas
a extracdo com bissulfito apresentou uma
contribuicdo importante do tipo folha-p, além de
ndo apresentar estruturas desordenadas. Ambos os
espectros de RMN de 13C no estado sélido destas
proteinas (Fig. 3) sdo tipicos de estruturas
predominantes do tipo o-hélice, mas a extragdo
com bissulfito apresentou uma contribui¢do
importante do tipo folha-B, e nfo apresentar
estruturas desordenadas. Os resultados das
quantificacdes das ES das kafirinas com e sem o
uso de agente redutor refletem a composi¢do das
fragdes protéicas presentes em cada caso. Como ja
publicado por Scramin et al. (2012), na auséncia
do  bissulfito de sodio, hd presenca de
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praticamente todas as fragdes protéicas das
kafirinas totais, com excec¢fo das kafirinas & que
representam somente tracos destas proteinas. No
caso do uso do agente redutor ha a auséncia da
fragdo y que ¢ solubilizada apds a reducdo das
ligagdes S-S. Ou seja, com a auséncia da fragdo y
ha praticamente a manutencdo das estruturas do
tipo a-hélice e um aumento significativo das
estruturas do tipo folhas B, (Fig. 3) o que pode ser
atribuido a uma maior propor¢do das kafirinas f
na amostra contendo agente redutor. Isto pode ser
atribuido ao fato das kafirinas § se apresentarem
como mondmeros, polimeros e oligdmeros, o que
pode levar a formagao de agregados, os quais em
geral, aumentam a proporcao de estruturas do tipo
folhas -B (GAO et. al., 2005). No entanto, esta é
uma hipdtese que s6 pode ser validada com
estudos estruturais das fragdes protéicas
individuais.

8176: a-hélice  §172: folha B

200 1% 100 0

Deslocamento quimico (ppm)

Fig. 3: Espectro de RMN CP-MAS de 13C da
kafirina das folhas-
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Referéncias

Conclusoes

Nos espectros de RMN de "“C referente a
extragdo sem bissulfito observou-se sinais
atribuidos a carbonila de estruturas folhas-p, o-
hélice e estruturas desordenadas. Na extracdo com
bissulfito além das estruturas do tipo a- hélice
houve uma contribui¢do importante das estruturas
do tipo folhas-f, sem a presenca de estruturas
desordenadas. Isto pode ser atribuido a um
aumento proporcional das kafirinas B na amostra
obtida com o uso do agente redutor. A maior
proporcdo desta fragdo protéica pode levar a um
aumento na formacdo de aglomerados refletindo
numa maior propor¢do das estruturas do tipo
folhas-p.

Agradecimentos

BELTON P. S.; DELGADILLO 1.; HALFORD
N. G.; SHERY P. R.; Karafine structure and

funcionality. Journal of Cereal Science. v. 44, p.
172-286, 2006.

GAO, C., TAYLOR, J., WELLNER, N.,
BYARUHANGA, Y.B., PARKER, M.L., MILLS,
E.N.C., BELTON, P.S.; Effect of preparation
conditions on protein secondary structure and
biofilm formation of kafirin. Journal of
Agricultural and Food Chemistry 53, 306-312,
2005.

SCRAMIN, J. A.; RODRIGUES, J. A. S.; ASSIS,
O. B. G.; BERNARDES FILHO, R.; FORATO,
L. A. Caracterizagio e avaliagdo das estruturas
secundarias de karifinas por SDS/PAGE e FTIR
In: WORKSHOP DA REDE DE NANO
TECNOLOGIA APLICADA AO AGRO-
NEGOCIO, 6.; 2012, Fortaleza. Anais... S3o
Carlos: Embrapa Instrumentac?o; Fortaleza:
Embrapa Agroindustria Tropical, p. 89-92, 2012.

SCRAMIN, J. A. ; BRITTO, D. ; ASSIS, O.B.G;
COLNAGO, L.A ; FORATO, L.A . Zeins Based
Coatings to Protect Pears: A Preliminary Study.
In: International Conference of Agricultural
Engineering, Foz do Iguagu. International
Conference of Agricultural Engineering, 2008.

WU, Y. V.; CLUSKEY J. E.; JONESR. W_;
Sorghum prolamins: Their optical rotatory
dispersion, circular dichroism, and infrared

spectra. Journal Agronomic Food. Chemically.
19 (6); pages: 1139; 1971.

Embrapa Instrumentagdo, Sdo Carlos, 10 a 13 de junho de 2013



