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Protedlise com a-quimotripsina do isolado protéico de soja maleilado

Resumo

Os efeitos da reag@o de maleilagdo no isolado protéico de soja (IPS) tém sido muito
pouco investigados. O presente trabalho consistiu em estudar a modificacdo do IPS
usando anidrido maléico, acompanhando seu efeito na concentracdo de lisina
disponivel, atividade dos inibidores de tripsina, grau de hidrofobicidade superficial e
comportamento do IPS maleilado quando submetido & hidrolise enzimatica com c-
quimotripsina. O IPS foi tratado com anidrido maléico nas concentragdes molares de
0,0170 (IPSM1); 0,0505 (IPSM2); 0,0809 (IPSM3) e 0,1535 (IPSM4). Via de
comparagdo, uma amostra do IPS foi desnaturada termicamente a 80°C, por 10
minutos. A concentragio de reagente de 0,0809M foi suficiente para atingir um grau
de maleilagdo de 86,7%. O uso de benzoila-DL-arginina-p-nitroanilida (BAPNA)
indicou que os niveis de atividade do inibidor correlacionaram inversamente com os
graus de maleilagdo e que, excetuando o nivel mais baixo de maleilagio, a
modificagdo quimica foi mais efetiva em eliminar a atividade inibitéria do que
tratamento térmico. A hidrofobicidade superficial, determinada pelo método do
ANS (4cido l-anilino-8-naftaleno sulfénico), mostrou decréscimo linear ([A=464
nm] 136.6. 135,9, 78,1, 52,6 e 34,7, para o IPS, IPSM1, IPSM2, IPSM3 e IPSM4,
respectivamente). O IPSM3, devidamente dialisado e liofilizado, foi escolhido,
devido principalmente a seu alto grau de maleilagdo, para ser hidrolisado com o-
quimotripsina tipo-II por 2 horas nas seguintes condigdes: concentragio de substrato
7.75% (N x 6,25), razdo enzima/substrato de 1/460, temperatura de 40 + 1°C e pH
8.0. O grau de hidrdlise (GH), determinado pelos métodos do pH-stat e do acido

trinitrobenzenosulfénico (TNBS), deu valores muito préximos entre si, de 4,46 +
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0,01 e 4,25 + 0,07, respectivamente. O IPS modificado e hidrolisado (IPSM3H) foi
homogeneizado, novamente liofilizado e desmaleilado (IPSM3HD) para verificar a
reversibilidade da modificagdo. As determinagdes de composi¢do centesimal,
atividade dos inibidores de tripsina (BAPNA), lisina disponivel, hidrofobicidade
superficial (ANS), aminodcidos, eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE),
propostas neste trabalho, indicaram que a concentra¢ao dos inibidores de tripsina foi
inversamente proporcional ao grau de maleilagdo, demonstrando a eficiéncia da
modificacdo quimica sobre a atividade dos inibidores de tripsina. Houve também
grande reducdo da hidrofobicidade superficial observada, tanto com relacdo a
maleilagdo quanto ao processo de hidrélise enzimatica. Esse comportamento foi
atribuido ao aumento da polaridade da molécula modificada, a reassociacdo ou a
formacdo de novas interagdes hidrofobicas dos fragmentos de peptideos, levou a
formacdo de agregados soluveis. Os resultados nos levaram a concluir que a
maleilacdo do IPS, na extensdo que modifica 86,7% dos grupos lisila, produz
profundas alteragdes estruturais, inibe 74,5% da atividade anti-triptica e
provavelmente também anti-quimotriptica, resultando em produtos diferenciados,
como peptideos de baixo a médio PM, grau de hidrdlise superior a 4% e utilizando
baixa relagdo enzima:substrato. Esta alternativa pode ser empregada em substituicio

do tratamento térmico em casos especiais.

Palavras chave: hidrélise enzimdtica, acilagdo, anidrido maléico, hidrofobicidade,
ANS, isolados, glycine max, a-quimotripsina, inativagdo quimica,

kunitz, bowman-birk.
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Proteolysis of maleylated soy protein isolate with a-chymotrypsin

Abstract

Chemical modification of soybean protein isolates (SPI) with maleic anhydride has
not been studied to any great extent. The objective of the present work was to
investigate the effect of maleylation of SPI on the total trypsin inhibitory activity,
available lysine content, polyacrylamide-gel electrophoretic (SDS-PAGE) mobility,
surface hydrophobicity of the SPI components and the effect on proteolysis of the
isolate with o-chymotrypsin. The SPI suspension was reacted with maleic anhydride
in the concentrations of (mole/L) 0.017 (SPIM1), 0.0505 (SPIM2), 0.0809 (SPIM3)
and 0.1535 (SPIM4). For comparison, a sample of the isolate was thermally
denatured at 80°C for 10 minutes. The SPI treatments showed corresponding lysine
modification (maleylation) extents of (%) 3.2, 50.7, 86.7 and 92.4. Use of benzoyl-
DL-arginine-p-nitroanylide (BAPNA) indicated that the levels of active inhibitor
varied inversely with respect to the degree of maleylation and that, except for the
least modified product, all of the chemical treatments were more effective at
removing the antitryptic activity than thermal treatment. Surface hydrophobicity, as
determined by the fluorescence emitted by the hydrophobic probe 1-anilino-8-
naphthalene sulphonic acid (ANS) bound to the protein’s surface, showed
substantial gradual decreases with the degree of maleylation ([A=464 nm] 136.6,
135.9, 78.1, 52.6 and 34.7, for the SPI, SPIM1, SPIM2, SPIM3 and SPIM4,
respectively), which were consistent with the loss of fluorescence and indicative of
the reduced ability of hydrophobic amino acid residues on the protein’s surface to
bind the probe. The modified isolate SPIM3 was chosen for hydrolysis considering
mainly the high degree of maleylation. Dialyzed and lyophilized SPIM3 was
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hvdrolyzed with type II a-chymotrypsin for two hours (substrate concentration
7.75% [Nx6.25], enzyme:substrate ratio 1:460, 40 + 1°C and pH 8.0). Values of
degree of hydrolysis (DH), as determined by both the pH-star and the
trinitrobenzene sulphonic acid (TNBS) methods, were 4.46 £ 0.01 and 4.25 + 0.07%
of hydrolysis, respectively. The modified and hydrolyzed SPI (SPIM3H, of light
appearance) was homogenized, once again Ilyophilized and demaleylized
(SPIM3HD) in order to verify the reversibility of the reaction, the effect of
hydrolysis upon the trypsin inhibitors and the changes on surface hydrophobicity.
Under the conditions chosen for demaleylation, it was observed that 1) maleylation
was partially reversed (available lysine varied from 0.86 + 0.01 to 1.86 + 0.02 mg of
protein, for the SPIM3H and the SPIM3HD, respectively), 2) a minor recovery of
the inhibitors activity occurred, from 0.56 + 0.01 to 0.69 + 0.01 mg/g of protein, for
the same products accordingly, and 3) surface hydrophobicity increased also
slightly, as determined from the increase in fluorescence intensity from 42.48 + 0.04
to 50.61 £ 0.02. It is concluded that maleylation of the SPI proteins to the extent of
86.7%, lowering trypsin inhibitor activity by 74.5%, can be performed in
substitution of thermal inactivation of the trypsin and, most likely, chymotrypsin
inhibitors, thus permitting the production of hydrolyzates for special applications,
with a range of low-to-medium molecular weight peptides, degree of hydrolysis

higher than 4% and employing exceedingly low a-Chymotrypsin-to-substrate ratios.

Key-words: kunitz, bowman-birk, glycine max, peptides, solubility, denaturation,
acylation, proteolyzate, denaturation, functional properties, vegetable

protein.
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A soja € uma planta oriunda da China e sua semente
constitui importante componente da alimentagdio animal e humana,
tradicionalmente utilizada nos paises orientais devido seu valor nutricional e
baixo custo. Nos paises ocidentais a soja foi introduzida inicialmente na
alimentagdo animal, mas seus produtos derivados estdo sendo cada vez mais
utilizados na alimenta¢do humana. A expansao do uso da soja como alimento
ou ingrediente alimentar decorre ndo s6 por ser excelente fonte protéica, mas
pelas outras propriedades fisioldgicas relacionadas a saude que lhe tém sido

atribuidas.

Os seguintes nutrientes, classicamente procurados no grio
de soja, possuem concentracdo expressiva: proteina (38-40%), além de
lipideos (20%); os minerais ferro, cobre, manganés, calcio, zinco, cobalto e

potassio e as vitaminas: tiamina (B,) e riboflavina (B,).

Recentemente, as isoflavonas, genisteina e daidzeina,
ganharam destaque nas pesquisas sobre a soja. Estdo presentes também, outros
componentes considerados antinutricionais, 0s quais exercem impacto
negativo sobre a qualidade biologica da proteina, especialmente no campo da
alimentagdo animal. Estes s@o: os inibidores de proteases, compostos

fendlicos, lectinas, saponinas e fitatos (GARCIA et al., 1997).

O isolado protéico de soja (IPS) ¢ um dos produtos derivado
da soja, disponivel no mercado, para uso em formulagdes. Apresenta teor de

proteina superior a 90%, e teores variados de outros compostos como, o acido
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fitico, saponinas, isoflavonas e os inibidores de tripsina (ANDERSON &
WOLF, 1995; LIENER et al., 1981). O calor ¢ o meio mais utilizado na
inativacdo dos inibidores (JOHNSON et al., 1980; LIENER, 1981; DiPIETRO
& LIENER, 1989; SAVAGE et al., 1995), apesar de técnicas de modificacéo
quimica também ter sido utilizadas (SESSA & NELSEN, 1991; FRIEDMAN
et al., 1986; LIENER, 1994). A inativacdo se faz necessaria principalmente
antes de processos proteoliticos, os quais sdo responsaveis por alterar ou
induzir novas propriedades funcionais, bem como produzir pequenos
peptideos e aminoacidos livres destinados a compor formulacdes dietéticas,
enriquecer nutricionalmente alimentos especials € atuar como agentes

saborizantes (ADLER-NISSEN, 1986; FROKJAER, 1994).

Dentro deste contexto, o presente trabalho consistiu em
estudar alguns dos efeitos da modificacdo quimica da lisina no isolado
protéico de soja (IPS) usando como reagente o anidrido maléico. Foi
investigada a atividade dos inibidores de tripsina antes e depois da maleilagdo,
o efeito da modificagdo na hidrofobicidade superficial e mobilidade

eletroforética, assim como o comportamento do IPS maleilado quando

submetido a hidrolise enzimatica com o-quimotripsina.

sl

Introducdo



2. Revisdo Bibliogridfica

Revisdo Bibliogrdfica 4






2.1. Isolado protéico de soja

O 1solado protéico de soja (IPS) é preparado pela extracdo
da proteina a partir da farinha desengordurada. Durante o processo de
extracdo, a farinha recebe o minimo de tratamento térmico necessirio para
inativar os compostos de a¢@o antinutricional, para ndo afetar drasticamente a
solubilidade das proteinas. O processo consiste na extracdo da farinha ou
flocos desengordurados com solugéo alcalina diluida (pH 9,0), centrifugacio
para eliminar o residuo insolivel e obter um extrato alcalino, o qual é entdo
acidificado até o pH isoelétrico (pH 4,5), centrifugado novamente para obter o
precipitado (isolado isoelétrico). Este ¢ lavado com édgua fria para eliminar o
acido residual, tratado com dalcali (pH 7-8) para dispersdo do precipitado, e
entdo seco em “spray-dryer” (OHREN, 1981; SGARBIERI, 1996).

A producdo do IPS em escala industrial iniciou-se nos
Estados Unidos na década de 30 e, na década 50, foi implantada a primeira
fiabrica destinada ao consumo humano. No Brasil, a primeira unidade
industrial surgiu em 1969, em Esteio — RS, com capacidade de 1000

toneladas/ano.

O IPS ¢é empregado na industria de alimentos com diversas
finalidades, como enriquecimento protéico de alguns produtos e o
desenvolvimento de algumas propriedades funcionais como gelatinizagdo e

emulsifica¢do. Devido sua caracteristicas tensoativas proporciona aumento da
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estabilidade da estabilidade da emulsdo em embutidos; bolos, sorvetes, entre

outros (KNIES, 1981).

O IPS contém 90% ou mais de proteina, compreendendo
fracdes que se diferenciam pelo peso molecular e coeficiente de sedimentagédo
(“S”). A fracdo 2S (22% do total) apresenta os seguintes componentes:
inibidor de tripsina de Bowman-Birk, inibidor de tripsina de Kunitz,
citocromo C, globulina 2,3S, globulina 2,88S, alantoinase. A fragao 7S (37%)
apresenta ©0s seguintes componentes: beta-amilase, hemaglutininas,
lipoxigenase e globulina 7S, enquanto que a fracdo 11S (31%) consiste da
denominada globulina 11S. Por ultimo, existe a fracdo de maior peso

molecular, chamada de 15S (11%) (WOLF, 1972).

A globulina 7S (B-conglicinina) pode ser isolada como um
mondmero de PM 180 a 210 kDa, em pH 7,6 e for¢a i6nica 0,5 pu, ou como
dimero (9S) PM 370 kDa, em forga ionica 0.1pn. A globulina 7S € uma
proteina polimérica cuja estrutura podera ser rompida de diversas maneiras.
Em solu¢do 8M de uréia ou 4M de hidrocloreto de guanidinio, o peso
molecular de 180.000 Da, reduz-se para 22.500-24.000 Da. Em soluc¢do de
dodecil sulfato de sédio (SDS) o peso molecular do monomero da globulina

7S é aumentado para 34.000 Da, devido a ligagdo aproximada de 40 moléculas

do detergente por subunidade (WOLF, 1972).
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A globulina 118 (glicinina) revela a existéncia de 18 bandas
em condigdes alcalinas e 10 bandas em géis acidos. Uma caracteristica muito
interessante da globulina 118 € a existéncia de subunidades 4cidas e basicas na
mesma molécula, estas subunidades se alteram formando anéis com seis
subunidades. Os pontos isoelétricos para as subunidades &cidas foram
estabelecidos em: 4,75; 5,15 e 5,40; e para as subunidades bésicas 8,00; 8,25;
e 8,50. Cada uma destas subunidades ocorre em duplicata na molécula de
globulina 118 na qual foram encontrados 12 residuos N-terminais, ou seja,
seis glicinas, duas leucinas, duas isoleucinas e duas fenilalaninas. As
subunidades basicas possuem glicinina como aminoacido N-terminal (WOLF,

1972).

2.2. Inibidores de tripsina

Os inibidores de tripsina estdo presentes no isolado protéico
de soja, em concentragdo que variam entre 1-30 mg/g, sendo que o
aquecimento do IPS desnatura os inibidores de tripsina e conseqiientemente
melhora as propriedades nutricionais do produto (ANDERSON & WOLF,
1995; LIENER et al., 1981).

O inibidor de Kunitz (ITK), descoberto pelo pesquisador de
mesmo nome em 1946, apresenta peso molecular 21.500 Da e ponto
isoelétrico a pH 4,50, € formado de 181 residuos de aminoacidos, com duas

pontes dissulfeto e 2% de cisteina na molécula. Estudos de refracdo de raios-X

Revisdo Bibliogrdfica



confirmaram as determinagdes feitas com dispersd@o Optico-rotatoria e
dicroismo circular, que indicavam a auséncia de a-hélice na molécula desse
inibidor. A conformacdo se aproxima da esférica, com cerca de 35A° de
diametro, enovelado por al¢as que protegem um ntcleo de cadeias laterais
hidrofébicas. A estruturagdo secundaria predominante € a folha pregueada e f3-
configurac@o. O centro de ligagdo com a tripsina esta localizado nos residuos
de ARG-63 e ILE-64. O inibidor combina-se estequiometricamente com a

tripsina formando um complexo 1:1 (LIENER, 1994; SGARBIERI, 1996).

O segundo inibidor é o de Bowman-Birk (IBB), com 71
residuos de aminoacidos, peso molecular 7.975 Da e 7 pontes dissulfeto. Este
inibe estequiometricamente 1 mole de tripsina e 1 mole de quimotripsina, de
maneira independente e simultanea. O centro da ligagao de tripsina envolve os
residuos LIS-16 e SER-17, enquanto o centro de ligagdo da quimotripsina
envolve a LEU-43 e a SER-44. As seqiiéncias de aminoacidos ao redor do
centro de ligacdo para as duas enzimas sdo muito similares. Um elevado grau
de homologia tem sido demonstrado entre o inibidor de Bowman-Birk da soja

e os inibidores de baixos pesos moleculares de outras leguminosas (LIENER,

1994: WU et al., 1994; SGARBIERI, 1996).

2.3. Inativacdo dos inibidores de tripsina

Embora os inibidores de tripsina possam causar efeitos

deletérios no animal (LIENER & KAKADE, 1980) e no homem
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(LINSCHEER et al, 1980) eles também exibem propriedades
anticarcinogénicas, devido a capacidade que eles apresentam de impedir a

a¢do proteolitica tumoral (ANDERSON & WOLF, 1995).

Muitos pesquisadores tém estudado a melhor maneira de
inativar os inibidores de tripsina, como o trabalho realizado por Wu et al.
(1994). Os autores submeteram o inibidor de Bowman-Birk (IBB) a
temperatura de 80°C por 1 hora, ndo observando diferenca conformacional em
relacdo a estrutura nativa e permanecendo com 96% da atividade. Entretanto,
quando o inibidor foi submetido as mesmas condi¢cdes e na presenga de
metassulfito, a atividade remanescente foi de 16%. Outro estudo realizado por
Hogle et al. (1973) na presenga de boroidreto de sodio, a perda das atividades
antitriptica e anti-quimotriptica do IBB se mostrou diretamente dependente do

numero de ligagdes dissulfeto.

A inativa¢do do inibidor de Kunitz purificado (ITK) e os
inibidores de tripsina no extrato de soja foram estudados por Sessa &
Ghantous (1987), utilizando metassulfito de sddio e glutaraldeido. A melhor
performance de inibi¢do do ITK foi obtida quando os reagentes estavam
combinados, enquanto que a inativacdo dos inibidores de tripsina no extrato de
soja foi mais efetiva utilizando somente metassulfito. Segundo Steiner (1966)
e Hogle & Liener (1973). O sulfito ou metassulfito de sodio € conhecido por
clivar ligacdes dissulfeto, desse modo destroi a conformagdo nativa das
proteinas, sendo este o provavel mecanismo para inativa¢do dos inibidores de

tripsina por estes agentes. Por outro lado o glutaraldeido ndo necessita de calor
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para inativar os inibidores de tripsina no extrato de soja, provavelmente por
reagir com 0s grupos o € g-amina, grupos sulfidrila da cisteina, anel imidazol
da histidina e fenol da tirosina (JANSEN et al., 1971; FRIEDMAN &
GUMBMANN, 1986).

A combinacdo do acido ascorbico com o sulfato de cobre,
especialmente em temperatura moderada, inativou efetivamente os inibidores
de Kunitz purificado e o de Bowman-Birk extraido e purificado da farinha
desengordurada de soja. Entretanto, quando a farinha de soja foi tratada com
acido ascorbico e sulfato de cobre sob as mesmas condi¢des, a atividade dos
inibidores de tripsina foi preservada apesar do tratamento térmico. Este efeito
de preservagdo pode ser conseqiiéncia da habilidade do acido ascorbico de
agir como oxidante em outro componente presente na farinha de soja. A
inativagdo dos inibidores de tripsina purificados deve ocorrer como resultado

da acdo pro-oxidante do acido ascorbico com sulfato de cobre agindo

diretamente nos inibidores (SESSA et al., 1990; SESSA & NELSEN, 1991).

2.4. Modifica¢do quimica da proteina

O objetivo da modificagdo quimica € alterar as forcas nao
covalentes que determinam a conformacgédo da proteina de maneira que resulte
na mudanga estrutural e funcional desejada. As for¢as ndo covalentes que

influem na conforma¢do da proteina sdo: Van der Waals, pontes de
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hidrogénio, interagdes eletrostaticas e hidrofébicas (KESTER &
RICHARDSON, 1984).

A acilag@o e a succinilagdo tém sido as modificacdes mais
utilizadas (KESTER & RICHARDSON, 1984). A primeira consiste na reagéo
dos grupos amino, hidroxil e nucleofilico da proteina com grupos carbonilicos
de um agente acilante, resultando na adigdo de um novo grupo funcional para
a proteina. A acilag¢@o da proteina influencia na solubilidade, hidrofobicidade
superficial, emulsificagdo e capacidade de absor¢do de gordura, além de

proteger os residuos de lisina.

Na succinilagdo ocorre a conversdo de grupos amino
catiénico para residuos anionicos na proteina. O aumento da carga negativa
produzida pelos anions succinato altera o carater fisico-quimico da proteina,
resultando no aumento da solubilidade e subseqlientes mudancas na
capacidade emulsificante e formag¢ao de espuma (SHIH, 1992). No trabalho de
Franzen & Kinsella (1976), o grau de succinilagdo de 90% dos grupos amino
disponiveis da proteina de soja, causou mudanc;as no ponto isoelétrico de 4,5

para 4,0 e aumentou a solubilidade em pH acima de 4,0.

Acetilagdo feita com anidrido acético envolve atracio
covalente de fungdes acetil neutras com grupos amino da proteina, resultando
no desdobramento da molécula de proteina, devido a redugdo da atragdo

eletrostatica entre os aminoacidos de cargas opostas da cadeia lateral

(KESTER & RICHARDSON, 1984).
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A fosforilagdo € outra modificagao que utiliza oxicloreto de
fésforo, trimetafosfato de sédio, pentoxido fosforico, fosforamidato e acido
fosforico combinado com tricloroacetonitrilo (KESTER & RICHARDSON,
1984; MATHEIS & WHITAKER, 1984). Nesta reacdo também ocorre um
aumento das cargas negativas na molécula de proteina onde o fosfato
inorganico € transferido para a proteina pela rea¢do O- e N-esterificacdo. Na
O-esterificacdo reacdo o fosfato reage com o grupo hidroxila primario e
secundario da serina e treonina, respectivamente, e com hidroxil 4acido da
tirosina, formando ligacdes carbono-oxigénio-fésforo. Na segunda reagao, N-
esterificacao o fosforo combina com o grupo €-amino da lisina, imidazol da
histidina ou guanidino da arginina, formando ligagdes carbono-nitrogénio-

fosforo.(MATHEIS & WHITAKER, 1984).

A amidacdo e esterificacdo sdo outras formas de
modificagbes da proteina. A primeira pode ser alcancada pelo reagente
carbodiimida com condensa¢do dos grupos carboxilicos com ion amoénio que
efetivamente converte residuos de aspartato e glutamato em asparagina e
glutamina, respectivamente e a esterificagao dos grupos carboxilicos acontece

em HCI alcodlico (KESTER & RICHARDSON, 1984).

O anidrido maléico € responsavel pela rea¢do de maleilacéao,
que consiste numa modificagdo reversivel dos grupos amino na proteina,
sendo um instrumento para varios tipos de estudos tais como: (a) modifica¢do
dos residuos de lisina na proteina para limitar a clivagem triptica para os

residuos arginila das cadeias COOH; (b) efeito de mascarar a proteina

Revisdo Bibliogrdfica 12



reduzindo o numero de cargas positivas ou introduzindo cargas negativas; (c)
sistemas agregados e sua dissociagdo, tais como, proteina e subunidades; (d)
solubilizagdo das proteinas ou peptideos com solubilidade limitada; (f)

protecdo dos grupos amino na modificagdo com outros reagentes.

Na maleilacdo o grupo desprotonado € evidentemente a
espécie reativa na reacdo, por essa razdo, é possivel obter algum grau de
especificidade dos grupos a-amino utilizando um pH menor (7,0-7,5). O pK,
dos grupos a-amino sdo geralmente menores que o pK, dos grupos g-amino. O
pH utilizado na maleilagdo (pH 8,5-9,0) geralmente modifica os grupos e-
amino com maior grau de modificagdo. O pH alto € efetivo no grau de
maleilagdo, que diminui pela competicdo da rea¢do, na qual o anidrido
maléico é hidrolisado a 4cido maléico. A reacao pode ser também realizada a
altas temperaturas, e o reagente pode ser adicionado em solucdo de dioxana,
outros grupos também sao modificados pelo anidrido maléico, mas os
produtos formados com o nitrogénio imidazoélico dos residuos histidila e os
grupos fenolicos dos residuos tirosila sdo instaveis e rapidamente quebrados

para regenerar estes grupos (GLAZER et al., 1975).

A proteina maleilada apresenta excesso de cargas negativas
(CHOI et al., 1982) em pH neutro, reduzindo a reagdo entre proteinas e
favorecendo a interag@o proteina-agua (BUTLER et al., 1969), resultando em
repulsdo eletrostatica e apresentando efeito dissociante e solubilizante. Este
efeito € particularmente importante para determinar o peso molecular das

subunidades das proteinas multiméricas, desde que as subunidades possam ser

Revisdo Bibliogrdfica 13



estudadas por ultracentrifugacdo ou filtragdo em gel no mesmo tampio da

proteina nativa.

A maleilacdo dos residuos da lisina permite especificar a
clivagem das liga¢des da arginina pela tripsina, o grupo amino maleilado €
muito estavel a pH alcalino, portanto é pouco improvavel que ocorra hidrolise

durante a digestdo enzimatica prolongada a pH alcalino (BUTLER &
HARTLEY, 1972).

Os anidridos bloqueiam os grupos de lisina, protegendo-os,
quando submetidos a tratamentos térmico e alcalino, conseqiientemente as
modifica¢des quimicas reversiveis das proteinas alimentares com os anidridos,
melhoram as propriedades funcionais tais como, solubilidade em a&gua,
capacidade de emulsdo e absor¢cdo de 6leo e agua (BRINEGAR et al., 1980,
1981).

A reversibilidade da proteina consiste na remoc¢do dos
grupos maleila por hidrolise em pH écido, geralmente pH 3,5 a 37°C por 11
horas, resultando o maximo de grupos desbloqueados com o minimo de reagao
em cadeia (BUTLER et al., 1972). No estdmago € possivel que estes grupos
sejam desbloqueados espontaneamente no estomago devido ao pH acido,
permitindo a digestdo completa da proteina e absorg¢ao significativa de lisina.
Conseqiientemente, a modificacdo reversivel das proteinas alimentares com

anidridos, melhora as propriedades funcionais, e diminui a reagdo em cadeia
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da lisina durante o processo, sem prejudicar a qualidade nutricional (GLAZER

etal., 1975).

2.5. Modificacao enzimatica da proteina

Um grande numero de trabalhos de hidrdlise enzimatica,
utilizando reatores com membranas de ultrafiltracdo, estdo sendo realizados
desde a década de 70. Alguns autores apontam, a otimizacdo da utilizacdo da
enzima, como a principal vantagem do emprego deste sistema. O fato de a
membrana permitir a remog¢do continua de produto da reagdo, como peptideo
de baixo peso molecular, parece ser uma das maiores vantagens, ja que sua
presen¢a € a principal causa de diminui¢do da reagdo, quando realizada em

sistema descontinuo (SGARBIERI, 1996).

Outro aspecto importante em relagdo aos reatores com
ultrafiltragdo € a possibilidade de controle, dentro dos limites de porosidade da
membrana e conseqiientemente na distribui¢do dos pesos moleculares. Este
controle é de extrema importancia, pois algumas propriedades funcionais e
nutritivas estdo estreitamente relacionadas aos pesos moleculares. A
solubilizag¢do da proteina de pescado em reatores de membrana tem sido muito
estudada, bem como a obten¢do de hidrolisados de proteinas de soja e de
proteinas de soro de queijo. Apesar das vantagens oferecidas pelos reatores
com membranas, como menores gastos de enzima, controle dos pesos

moleculares, auséncia de inibi¢do pelo produto e a nio contaminacdo do
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produto pela enzima, a grande maioria dos processos de hidrdlise enzimatica

de proteina sdo feitos em sistemas descontinuos (SGARBIERI, 1996).

Os processos proteoliticos para obteng¢do de alimentos de
melhor palatabilidade e estabilidade durante a estocagem, de fontes protéicas
variadas tem sido estudados por pesquisadores através dos séculos (ADLER-
NISSEN, 1986). As industrias estdao produzindo fermentados a base de soja
em grande escala, empregando tecnologia moderna (FUKUSHIMA, 1979). A
tendéncia da industria de alimentos € procurar fonte protéica alternativa para
substituir ou complementar as proteinas de origem animal, nas formulagdes de

seus produtos (FERREIRA & SERPE, 1991).

Devido a excelente absor¢@o dos peptideos de baixos pesos
moleculares em relacdo a mistura de aminoacidos, muitos autores estdo
interessados em desenvolver hidrolisados para fins clinicos (INFANTE et al.,
1992; SALADOQO, 1997). Os hidrolisados podem ser utilizados tanto para suprir
as necessidades de individuos com problemas alimentares ao consumir
proteinas intactas, assim como, para os portadores de doengas como: colite
ulcerativa, sindrome do intestino curto, fistulas, pancreatite (KNIGHTS, 1985;
ENA et al., 1995).

Outros grupos de pesquisadores estudam a elaboragdo de
hidrolisados para criangas que apresentam problemas metabdlicos
hereditarios, como os fenilcetonturicos (NAKHOST et al., 1982; ADACHI et
al., 1991, MOSZCZYNKI & IDZIAK, 1993; BAUTISTA et al.,, 1996).
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Criangas com este distirbio, ndo conseguem degradar os excessos do
aminoacido fenilalanina, devido a atividade insuficiente da enzima
fenilalanina hidroxilase, sendo que o excesso deste aminoacido causa

retardamento mental grave (LOPEZ-BAJONERO et al., 1991).

Os hidrolisados também estdo sendo utilizados como
ingrediente funcional em bebidas, em dietas para grupos especiais como
controle de peso, idosos (ADLER-NISSEN, 1986; FROKJAER, 1994) e de
atletas que necessitam desempenho no exercicio fisico (TASSI et al., 1998).
Os peptideos, além do seu alto valor biolégico, apresentam um metabolismo
“suis generis” que os diferenciam das proteinas inteiras ou dos aminoacidos

livres.

O conceito dos peptideos bioativos, resultantes da hidrdlise
das proteinas alimentares, tem trazido novo interesse pelos peptideos com
propriedades fisioldgicas, inclusive os opidides como as B-casomorfinas

(DANIEL et al., 1990).

2.6. Proteases empregadas na producdo de hidrolisados

As proteases mais utilizadas nos processamentos de
alimentos sdo as endopeptidases, as quais clivam as cadeias polipeptidicas. As
quatro maiores classes de endopeptidases sdo as serino-proteases, cistino-

proteases, aspartico-proteases e metalo-proteases (ADLER-NISSEN, 1993).
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A quimotripsina € uma enzima proteolitica que pertence as
serino-proteases, apresenta peso molecular 25 kDa, sendo constituida de trés
cadeias polipeptidicas conectadas por duas pontes dissulfeto intercadeias. Seu
precursor inativo € o quimotripnogénio, o qual é sintetizado no pancreas. Este
¢ formado por uma cadeia polipeptidica constituida de 245 aminoacidos,
interligados por cinco pontes dissulfeto, e ndo apresenta atividade enzimatica,
a ndo ser quando a tripsina quebra a ligac@o peptidica entre os aminoacidos
ARG-15 e ILE-16. A enzima resultante da clivagem ¢ denominada m-
quimotripsina, a qual age com outras moléculas de m-quimotripsina. As trés

cadeias resultantes na o-quimotripsina permanecem interligadas por duas

pontes dissulfeto. Portanto, a o.-quimotripsina ¢ uma enzima digestiva com
fungado bioldgica de catalisar a hidrolise de proteinas no intestino delgado, mas
sem clivar todas as ligagdes peptidicas com velocidades significativas.
Apresenta seletividade para ligagdes peptidicas do lado carboxilico das
cadeias laterais aromaticas dos aminoacidos tirosina, triptofano e fenilalanina,

e radicais hidrofobicos como a metionina (STRYER, 1995).

2.7. Hidrofobicidade superficial

Hidrofobicidade superficial (H,) é a medida dos residuos
hidrofobicos expostos de uma proteina ou peptideo, além de ser um sensivel
indicador de mudancgas conformacionais, da estrutura da molécula. Este indice
tem sido usado para correlacionar estrutura da proteina & sua funcionalidade

(KATO et al., 1980).

Revisdo Bibliogrdfica



A hidrofobicidade da caseina e da proteina de soja utilizando
isopropanol através de medidas cromatografica foi realizada em 1985 por
Hayakawa e colaboradores. Este solvente mostrou-se mais apropriado, quando
comparado ao metanol ou a acetonitrila e os autores subclassificaram a
hidrofobicidade da proteina em hidrofobicidade alifatica e hidrofobicidade
aromatica. Kato et al. (1985) fizeram a mesma classificagdo, considerando o
CPA (4cido cis-parinérico) mais eficiente na determinacdo da hidrofobicidade
aliftica e o ANS (4cido 1-anilino-8-naftalenosulfénico) na determina¢io da

hidrofobicidade aromatica.

Para isolado o protéico sem aquecimento, a elevag¢io do pH
conduz ao aumento da hidrofobicidade. A combinacio de pH 10-11 e
tratamento térmico a 65°C provoca varias alteragdes, inclusive a exposicdo
dos grupos hidrofébicos, os quais podera resultar em isolados com alta
capacidade emulsificante. Contudo, a desnaturacdo térmica nestes valores de
pH induz a destrui¢@o de aminoacidos (WHITAKER, 1980) e a agregacdo de
proteinas, resultando na diminuigdo da H,, pois esta ndo depende somente do
processo de desnaturacdo, o qual tende a aumenta-la, mas também do
fenomeno de agregagdo o qual tende a diminui-la (PETRUCCELLI et al.,
1996).

Quando se procede a desnatura¢do da proteina, 0s grupos
hidrofobicos podem apresentar diferentes comportamentos de acordo com a
natureza da proteina e as condi¢des de desnaturagdo. Segundo Kato et al.

(1980), muitos residuos hidrofébicos que estio ocultos no interior das
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proteinas nativas, poderdo ficar expostos. Alguns grupos hidrofébicos podem
continuar expostos na superficie das moléculas ou nas fendas, principalmente

nas regides onde as proteinas se associam com lipideos.

Na proteina intacta ou com baixo grau de hidrdlise, a
maioria das cadeias hidrofébicas estdo escondidas e indisponiveis e sendo
portanto incapazes de causar amargor. Com aumento do grau de hidrolise, se
formardo peptideos menores, expondo os grupos hidrofébicos, causando sabor
amargo. Esta hidrofobicidade quando, determinada com ANS, apresenta

correlacdo significativa com a solubilidade da proteina (NAKAI et al., 1988).

Geralmente quando a proteina é extensivamente hidrolisada
com proteases produzem-se peptideos amargos, 0s quais apresentam uma
leucina no residuo c-terminal e uma composicdo predominantemente
hidrofobica. A extracdo do hidrolisado enzimatico de proteinas com solugéo
azeotropica de alcool butil secundério, etanol ou isopropanol aquosos sao
eficientes na remog¢do dos compostos amargos. Os peptideos amargos sdo
concentrados na fase alcoolica atingindo entre 40 e 70% de aminoacidos
essenciais. Na fase alcoodlica, a leucina, isoleucina, fenilalanina e triptofano,
aumentam o amargor da fragdo solivel, o que podera ser reduzido aplicando

interacdo hidrofobica cromatografica (LALASIDIS, 1978).

A interacido hidrofobica, leva a diminuigdo do numero de
residuos hidrofébicos expostos, e a reagdo de troca dos grupos sulfidrila pode

ser responsavel pela diminui¢do da hidrofobicidade superficial. Com a
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hidrolise ocorre quebra das ligagdes peptidicas, e exposi¢cao dos grupos
hidrofobicos previamente envolvidos na agregacdo das moléculas, sendo que a
hidrofobicidade superficial aumenta linearmente com o grau de hidrélise
(KATO et al., 1980). Isto foi observado na hidrélise do isolado protéico de
soro com «-quimotripsina, indicando o envolvimento de aminoacidos
hidrofébicos, como a fenilalanina, tirosina, triptofano e leucina. A liberagdo e
exposi¢do destes residuos contribuiram para aumentar os valores da

hidrofobicidade superficial dos hidrolisados (MUTILANGI et al., 1995).

A clivagem das ligagdes dissulfeto provoca aumento na
solubilidade da glicinina, diminuigdo da hidrofobicidade superficial e
disgestibilidade. Quando estas ligagcdes dissulfeto clivadas estio em
polipeptideos &cidos, hd um aumento na hidrofobicidade superficial e
disgestibilidade da glicinina, apresentando efeitos opostos nos polipeptideos
basicos. Julgando pela composi¢do aminoacidica e pelos altos valores
hidrofébicos, estes sdo mais hidrofébicos em relagdo aos 4cidos. A clivagem
das ligagdes dissulfeto podera expor muitos grupos nio polares que estdo
escondidos no interior da proteina. Os grupos ndo polares expostos sdo
favoraveis a interagdes proteina-proteina, especialmente a altas temperaturas e
concentragdes de sais, condi¢des utilizadas nos estudos da digestibilidade. As
interagbes envolvendo polipeptideos basicos devem contribuir para um
aumento total da hidrofobicidade superficial e digestibilidade da glicinina

(KELLA et al., 1986).
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O isolado protéico de soja apresenta capacidade de absor¢@o
de dgua em conseqiiéncia da diminui¢@o dos grupos sulfidrila e aumento da
hidrofobicidade superficial, entretanto, com o aumento dos grupos sulfidrila
essa absorcdo d’agua é perdida (WAGNER & ANON, 1990). As diferencas
nesses grupos sulfidrila bem como a hidrofobicidade superficial podem
resultar em diferentes composi¢cdes aminoacidicas (associadas a proteolise)
e/ou outras modificagdes da estrutura protéica, tal como a clivagem das

ligacdes dissulfeto (GENOVESE et al., 1993).

Dentro desta revisdo bibliografica segue-se a proposta do

presente trabalho com os objetivos a serem cumpridos.
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3. Objetivos
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3.1. Geral

 Estudo da protedlise limitada do isolado protéico de soja (IPS) apos

modificagdo quimica com anidrido maléico.

3.2. Especificos

* Avaliagdo da inativagdo do inibidor de tripsina em fun¢do do grau de
maleilagdo das proteinas, mediante ao uso do substrato sintético

benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida (BAPNA).

e Determinacdo da extensdo da hidrofobicidade superficial do IPS em
fun¢do da modificagdo quimica com anidrido maléico e da hidrélise

enzimatica.

e Estudo da eficiéncia da o-quimotripsina na protedlise do substrato IPS,
prévia inativagdo dos inibidores de tripsina mediante modificacio

quimica.
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Efeito da maleilacdo do isolado protéico de soja na atividade dos

inibidores de tripsina

V.S. Nunes-Silva, J. Amaya-Farfdn
Departamento de Planejamento Alimentar e Nutri¢do

Faculdade de Engenharia de Alimentos, Universidade Estadual de Campinas

Resumo

O calor € o meio mais utilizado na inativagdo dos inibidores de tripsina em
alimentos e ingredientes protéicos, embora seu uso possa causar
escurecimento e sabor desagradavel ao produto. Para reduzir esses defeitos e
estudar os efeitos bioquimicos da modifica¢do do substrato, meios alternativos
de inativagdo dos inibidores de tripsina, podem ser empregados, os quais
dispensam as altas temperaturas. Dentro deste contexto, a proposta do presente
trabalho consistiu em estudar o efeito da acilacdo com anidrido maléico sobre
a atividade dos inibidores de tripsina do isolado protéico de soja (IPS). Este
agente, ndo toxico, se liga reversivelmente a lisina das proteinas, inclusive aos
fatores anti-triptico e anti-quimotriptico. O IPS foi tratado com anidrido
maléico nas concentragdes molares 0,0170 (IPSM1), 0,0505 (IPSM2), 0,0809
(IPSM3) e 0,1535 (IPSM4). Via de comparagdo, uma amostra de IPS foi
aquecida na temperatura de 80°C por 10 minutos (IPSTT). A quantificagdo
dos inibidores foi realizada pela inibi¢ao da atividade de tripsina, utilizando o
benzoila-DL-arginina-p-nitroanilida (BAPNA) como substrato. Os resultados

demonstraram que a atividade dos inibidores variou inversamente ao grau de
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maleilacdo. Excetuando o grau mais baixo de modificagdo, qualquer um dos
tratamentos quimicos, foi mais efetivo do que o tratamento térmico na

inativa¢do dos inibidores de tripsina.

Palavras chave: lisina disponivel, kunitz, bowman-birk, glycine max,

hidrolisado.
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Effect of maleylation on the activity of the trypsin inhibitors of

soy protein isolate

V.S. Nunes-Silva, J. Amaya-Farfdn
Departamento de Planejamento Alimentar e Nutri¢io

Faculdade de Engenharia de Alimentos, Universidade Estadual de Campinas
Abstract

Heat is the most common means of inactivating the trypsin inhibitors in
protein foods and ingredients, despite the occasionally undesirable
discoloration and odor imparted to the products. In order to minimize such
effects and to study the biochemical effects of substrate modification, alternate
means could be employed, which will avoid the use of high temperatures.
Within this context, the objective of the present work was to investigate the
effect of acylating a soy protein isolate (SPI) with maleic anhydride on the
total trypsin inhibitory activity. This non-toxic reagent reversibly binds the
lysine residues of proteins, including the antitryptic and antichymotryptic
factors. The SPI suspension was reacted with maleic anhydride in the
concentrations (mol/L) of 0.017 (SPIM1), 0.0505 (SPIM2), 0.0809 (SPIM3)
and 0.1535 (SPIM4). For comparison, a sample of the isolate was heated at
80°C for 10 minutes. The extent of inhibition was quantified using the
synthetic substrate benzoyl-DL-arginin-p-nitroanylide (BAPNA). The active

inhibitor varied inversely with relation to the degree of maleylation. With the
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exception of the least modified product, all of the chemical treatments were

more effective than the thermal treatment in removing antitryptic activity.

Key-words: available lysine, kunitz, bowman-birk, glycine max, hydrolyzate
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4.3. Introducdo

Embora o calor seja um dos meios mais usados para inativar
os inibidores de proteases em soja (JOHNSON et al., 1980: LIENER, 1981;
DIPIETRO & LIENER, 1989; SAVAGE et al., 1995; RAMAMANI et al.,
1996; OSELLA et al, 1997), o aquecimento pode provocar alteracdes
indesejaveis nas caracteristicas funcionais da proteina. Visando reduzir estes
danos e explorando o efeito de métodos alternativos, modificadores quimicos
tém sido utilizados para atingir a inativagdo em baixas temperaturas (SESSA
& NELSEN, 1991). Virios tidis como a L-cisteina; N-acetil cisteina,
glutationa reduzida e mercaptopropionilglicina, apresentaram-se efetivos na
inativac¢@o dos inibidores de tripsina da farinha de soja (FRIEDMAN et al.,
1982; LIENER, 1994).

A inativagdo do inibidor de Kunitz purificado (ITK) e os
inibidores de tripsina no extrato de soja foram estudados por Sessa &
Ghantous (1987), utilizando metassulfito de sédio e glutaraldeido. A melhor
performance de inibigdo do ITK foi obtida quando os reagentes estavam
combinados, enquanto que a inativagdo dos inibidores de tripsina no extrato de
soja foi mais efetiva utilizando somente metassulfito. Segundo Steiner (1966)
e Hogle & Liener (1973), o sulfito ou metassulfito de sédio € conhecido por
clivar ligages dissulfeto, desse modo destréi a conformagdo nativa das
proteinas, sendo este o provavel mecanismo para inativa¢do dos inibidores de
tripsina por estes agentes. Por outro lado o glutaraldeido nio necessita de calor

para inativar os inibidores de tripsina no extrato de soja, provavelmente por
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reagir com os grupos o. € g-amina, grupos sulfidrila da cisteina, anel imidazol
da histidina e fenol da tirosina (JANSEN et al., 1971; FRIEDMAN &
GUMBMANN, 1986).

A combinagdo do acido ascorbico com o sulfato de cobre,
especialmente em temperatura moderada, inativou efetivamente os inibidores
de Kunitz purificado e o Bowman-Birk extraido da farinha desengordurada de
soja e purificado. Entretanto, quando a farinha de soja foi tratada com &acido
ascorbico e sulfato de cobre sob as mesmas condi¢bes, a atividade dos
inibidores de tripsina foi preservada apesar do tratamento térmico. Este efeito
de preservacdo deve ser conseqiiéncia da habilidade do acido ascorbico agir
como oxidante em outro componente presente na farinha de soja. A inativagdo
dos inibidores de tripsina purificados deve ocorrer como resultado da agdo
pro-oxidante do acido ascorbico com sulfato de cobre agindo diretamente nos

inibidores (SESSA et al., 1990; SESSA & NELSEN, 1991).

Os anidridos tém sido considerados bons modificadores
quimicos de carater reversivel, pois protegem a lisina da formagdo de ligagdes
cruzadas em condi¢des alcalinas ou de elevada temperatura, diminuindo a
perda do valor nutricional (BRINEGAR et al., 1980 e 1981). Estes grupos s@o
facilmente desbloqueados no pH acido do estomago, permitindo assim a
digestdo completa, com liberacdo e absor¢do significativa de lisina (BUTLER
& HARTLEY, 1972). Consequentemente, as modificacdes reversiveis das

proteinas alimentares com anidridos, melhoram as propriedades funcionais
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como solubilidade em agua, capacidade emulsificante e a absorcdo de 6leo e

agua (CHOI et al., 1982).

A modificagdo quimica da proteina com anidrido maléico
resulta no excesso de cargas negativas em pH neutro, diminuindo a interacdo
proteina-proteina e favorecendo a interagdo proteina-agua. O resultado ¢ a
repulsdo eletrostitica entre os dominios internos da molécula e um efeito
dissociante entre as subunidades, ocasionando a solubilizacdo da proteina
como um todo. Este efeito tem sido utilizado para tornar especifica a clivagem
triptica nas ligagdes com arginina (BUTLER et al., 1969: BUTLER &
HARTLEY, 1972).

A escolha do anidrido maléico para o trabalho proposto
fundamentou-se no grau de estabilidade desejado ao produto, considerando
que os grupos maleila sdo mais estiveis e podem ser manipulados
seguramente em ampla faixa de temperatura e pH, especialmente neutro e
alcalino (BUTLER & HARTLEY, 1972). Adicionalmente, o isolado protéico
maleilado pode ser facilmente revertido em comparagdo aos agentes
modificadores, tais como: o sulfito de sédio e os anidridos: acético, succinico
e dimetilglutarico (CHOI et al., 1982). A proposta do presente trabalho
consistiu, sobretudo, em estudar o efeito da modificacdo quimica do IPS com
anidrido maléico, na atividade dos inibidores de tripsina, comparado ao

tratamento térmico na temperatura de 80°C, por 10 minutos.
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4.4. Material e Métodos

Matéria-prima

Isolado protéico de soja (IPS) SAMPROSOY 90-NB foi
obséquio da SANTISTA ALIMENTOS S.A. (Brasil).

Meétodos

Caracterizacdo centesimal do Isolado Protéico de Soja.
Determinou-se a umidade (A.O.A.C. 1975); lipideos totais (BLIGH & DYER,
1959); Cinzas (A.O.A.C., 1980); e proteinas pelo método semi-micro Kjeldahl
(A.O.A.C., 1975), utilizando dioxido de titanio como catalisador
(WILLIAMS, 1973), e o fator de conversdo de nitrogénio em proteinas de
6,25.

Maleilagdo. O Isolado protéico de soja (SAMPROSOY -
90NB - Santista alimentos S/A) foi disperso em 4agua desionizada na
temperatura de 5 = 1°C na concentragdo de 7,75%. A solugdo foi resfriada em
banho de gelo até atingir a temperatura de 3 + 1°C, que se manteve constante
durante toda a rea¢o, sendo monitorada pelo “pH-stat” (DL-21 METTLER-
TOLEDO). O anidrido maléico sélido foi adicionado gradativamente, sob
agitacdo e mantido a pH 9,0-9,5 pela a adigdo de NaOH 1.0 N (BUTLER &
HARTLEY, 1972; IKURA et al., 1984), o tempo estipulado para ocorrer a
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reacdo foi de 1 hora. A concentragio molar de anidrido maléico (BUTLER &
HARTLEY, 1972), foi de 0,017 (IPSM1); 0,0505 (IPSM2); 0,0809 (IPSM3) e
0,1535 (IPSM4). O excesso de reagente foi removido por dialise em agua
desionizada (pH ajustado para 8,0) durante 36 horas a 4 + 1 °C sob agitagdo e
sucessivas trocas de dgua. As amostras foram liofilizadas (VIRTIS, modelo n®

10-146MR-BA), e armazenadas sob refrigeracio.

Tratamento térmico. O Isolado protéico de soja
(SAMPROSOY-90NB - Santista alimentos S/A) foi disperso em &gua
desionizada na concentra¢do de 7,75%. Permaneceu em banho-maria na
temperatura de 80 + 1°C/10°, sob agitagdo (IPSTT). O produto foi

posteriormente congelado e liofilizado.

Atividade dos inibidores de tripsina. O método da AACC
(71-10), modificado por (HAMERSTRAND et al., 1981), onde de um grama
de amostra de IPS, foram extraidos os inibidores de tripsina com 50 mL de
NaOH 0,0IN. A amostra foi mantida sob agitagdo em suspensdo por um
periodo de 3 horas e a seguir centrifugada a 3590xg por 30 minutos.
Determinou-se a concentragdo de proteina (LOWRY, 1951) no extrato da
amostra, o qual posteriormente foi diluido para inibir de 40 a 60% da tripsina.
Aliquotas de 0,2-1,0 mL foram adicionadas aos tubos de ensaio e o volume
aferido para 1 mL com agua desionizada, adicionando 1 mL de tripsina e 7
mL de benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida (BAPNA) como substrato
(KAKADE et al., 1969; KAKADE et al., 1974). A reagdo foi interrompida

pela adi¢do de 1 mL de acido acético. No branco de amostra, foi adicionado o
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acido acético antes do BAPNA. Todos foram filtrados (papel Whatman n°3), e
a leitura efetuada em espectrofotometro (BECKMAN DU-70). As
absorbancias da amostra, obtidas em triplicata apds subtra¢do dos respectivos
brancos das amostras, foram subtraidas das médias do padrao de tripsina. Uma
unidade de tripsina (TU) foi definida como 0,01 unidade de absorbancia a 410
nm em 10 mL de mistura de reagdo e a atividade do inibidor de tripsina foi

definida como o nimero de unidades de tripsina inibida (UTTI).

Andlise de aminodcidos. Realizada através de cromatografia
de troca 10nica, com reacao pos-coluna com ninidrina (SPACKMAN et al.,
1958). A mistura dos aminoacidos totais foi obtida por hidrolise acida com
HCI 6N a 110°C por 22 horas. Utilizando o analisador de aminoacidos
automatico (Thermo Separation Products, Vacuum Membrane Degasser

P4000, reactor PCX 3100; Pickering Laboratories, UK).

Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato
de sodio (SDS-PAGE). Realizado de acordo com o método de Laemmli
(1970). Aliquotas de 8 mg de proteinas foram dissolvidas em 1,0 mL tampao
(0,5 mM Tris-HCI pH 6,8, SDS 10%, glicerol 10%, 2-mercaptoetanol 5%, e
azul de bromofenol 0,1%) e aquecidas a 90°C por 2 minutos. Depois de
resfriadas, 20 puL foram aplicados no gel SDS-Tris-glicina sistema de tampao
descontinuo. O gel de empilhamento foi de 4% para separagdo em gradiente
de gel de 7,0-15,0%. Os pesos moleculares aproximados das proteinas foram
apurados usando o kit padrdo (LMW — Pharmacia), fosforilase B (94 kDa);
albumina (43 kDa); anidrase carbonica (30 kDa); inibidor de tripsina (20,1
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kDa); a-lactoalbumina (14,4 kDa). A eletroforese foi realizada em 80 mA/gel
a temperatura ambiente por 4 horas. As bandas foram reveladas, utilizando o
corante “Comassie Brilhante Blue” G-250 (0,2%). A densitometria do gel foi
realizada com o video-densitometro da BIO-RAD modelo 620. A densidade
Optica de cada banda foi medida por absorbancia. Estes resultados foram
analisados pelo programa /-C Analyst Data Analysis Software que calculou os
pesos moleculares aparentes de cada banda comparada as mobilidades

relativas das subunidades ou polipeptideos com aquelas dos padrdes.

Anadlise estatistica. As médias dos resultados da atividade
dos inibidores de tripsina foram submetidas & anélise de varidncia e ao
apresentar diferengas entre os resultados, completou-se o estudo com o teste
de Tukey (COCKRAN & COX, 1957). Utilizou-se o programa STATISTICA

para o windows, versao 6.0 (StaSoft, Inc.).
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4.5. Resultados e Discussdo

Caracterizagio do isolado protéico de soja. Os resultados
estdo expressos em porcentagem + erro padrdo. O isolado protéico de soja,
Samprosoy 90-NB, utilizado neste estudo contém 91,75 + 0,18% de proteina.
O resultado encontra-se dentro dos valores indicados pela literatura, que varia
entre 87,9 e 94,1% (GARCIA et al., 1997), a variacdo na concentragdo da
proteina esta diretamente relacionada com as caracteristicas quimicas das
farinhas e os reagentes utilizados na extragdo das proteinas (SINGH et al.,
1994). Embora o fator de conversdo de nitrogénio em proteina para soja seja
de 5,71, utilizou-se o fator de 6,25 (GARCIA et al., 1997), o qual € utilizado
nas industrias. Este fator tem sido amplamente estudado, apesar das
dificuldades de avalia¢do devido a presenca de nitrogénio ndo protéico na soja
(MOSSE, 1990). Os teores de umidade 6,26 + 0,10%; cinzas 3,69 + 0,02%
estdo de acordo com os valores reportados (WOLF & COWAN, 1975;
MARTINS, 1994), e o lipideo 3,04 * 0,05% esta de acordo com
(BOATRIGHT & HETTIARACHCHY, 1995).
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Composicao em aminodcidos totais do IPS e do produto
maleilado. Como parte da caracterizagdo do IPS, é apresentado na Tabela 1,0
perfil aminoacidico, mostrando a queda da maioria dos aminoacidos pela
adi¢do do grupo maleila. Devido & reversibilidade da reacdo, a lisina ndo
aparece diminuida, e apresenta propor¢do superior a dos outros aminoacidos.
Ja o aumento observado para a prolina é obviamente espurio e deve ser

atribuido ao alto erro na determinacédo destes aminodacidos.
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Tabela 1 — ica INOACI
ela 1 — Composi¢do em aminoécidos totais do nativo (IPS), do modificado
com 0,0809M anidrido maléico (IPSM3) e do

termicamente (IPSTT). Os resultados

tratado
sd0 expressos em

miligramas de aminoacidos/100mg de amostra

—————————————————————————————————
Aminodcidos IPS IPSM3  IPSTT
Totais mgAA/100mg
Ac. Aspartico 10.4 9,72 928
*Treonina 3,36 3,00 4,44
Serina 4,82 4,64 5,10
Ac. Glutamico 17,05 15,88 16,05
Prolina 5.82 6,58 5,42
Glicina 3,54 3,20 3.9
Alanina 3,74 3,23 4,09
Cistina 1.04 1,07 1,42
*Valina 4,71 3,26 4,62
*Metionina 1,14 1,14 1,65
*Isoleucina 428 3,28 4,98
*]eucina 7.29 6,41 6,59
Tirosina 3,53 3,38 3,13
*Fenilalanina 6,25 5,01 6,33
*Lisina 4,11 347 4.05
Amonia 1.39 1,47 1,24
*Histidina 273 2,36 2,87
Arginina 6,82 6,63 6,25

Valores médios de andlise em duplicata.

* Aminodcidos essenciais.
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Atividade dos inibidores de tripsina. Os resultados relativos
a concentracdo de inibidores de tripsina e a atividade destes podem ser
observados na Tabela 2 e na Figura 1. Analisando estes parametros verificou-
se a redu¢do da atividade do inibidor de tripsina em 28,60; 74,37; 74,55; 74,90
e 33,30% para [IPSM1, IPSM2, IPSM3, IPSM4 ¢ IPSTT, respectivamente, em
relacdo ao IPS. Como resultado do curto periodo de desnaturacdo térmica, na
temperatura de 80°C, este tratamento produziu inativacdo dos inibidores de
tripsina apenas um pouco acima da inativagdo obtida para o nivel mais baixo

de maleilacéo.

As condigdes mais efetivas para o tratamento térmico do IPS
s&o 90°C por 20 minutos, ou 121°C por 10 minutos, onde se obtém 90% de
inativag@o dos inibidores (JOHNSON et al., 1980; SAVAGE et al., 1995).
Essas condigdes, entretanto, sabe-se que levam a destruicdo da cistina,

arginina e lisina (RIOS-IRIARTE & BARNES, 1966).

O tratamento com anidrido maléico, por sua vez, mostrou
capacidade de inativar os inibidores de tripsina, provavelmente pela reagio
com 0s grupos o e g-amina, an€is imidazol das histidinas e grupos fenélicos
de tirosina expostos (JANSEN, 1971). Interagdes estruturais destes grupos sao
reconhecidamente responsaveis pela atividade dos inibidores de tripsina
(STEINER, 1966). Graficamente pode ser observado na Figura 1 que a
variagdo da atividade em fun¢do da concentracdo do anidrido maléico foi
grande para os dois primeiros niveis (IPSM1 e IPSM2); apés os quais, as

variagdes foram despreziveis.
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No nivel molecular, sabe-se que o inibidor de Bowman-Birk
(IBB), possui um residuo lisila (lisina 16) que faz parte do sitio ativo
antitriptico, o qual, além de estar exposto para reagir, comprometeria a
atividade dos inibidores uma vez maleilado. Visto que as seqiiéncias
aminoacidicas da regido do sitio antiquimotriptico ativo do IBB nio contém
lisina, embora sejam estas altamente constantes e homoélogas em varios tipos
de IBB (LIENER, 1994), nao € possivel a priori de se fazer qualquer
afirmacao quanto a perda de atividade antiquimotriptica do IPS tratado com

anidrido maléico.
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Tabela 2 - Efeito do tratamento quimico e térmico na inativa¢do dos

inibidores de tripsina no IPS

%

Tratamentos  Anidrido maléico Inibidor de tripsina UTI*/mg de
[moles/L] (mg/g proteina)** proteina**

1PS 0,0000 6,04 + 0,06° 11,47 £ 0,09°
[PSM1 0,0170 4,20 +0,06° 8,19+0,11°
[PSM2 0,0505 1,54 £ 0,63° 2,94 £ 0,04°
IPSM3 0,0809 1,53 £0,01° 2,92+ 0.02°
IPSM4 0,1535 1,52+0,11° 2,88 £ 0,08°
IPSTT 0,0000 3,80 +0,07¢ 7,65 +0,13¢

*UTI: unidade de tripsina inibida.

**Valores com letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente pelo teste de
Tukey (p<0,05).

Os valores consistem da média + erro padrdo, (IPS, n=9, demais grupos, n=6).

IPS: isolado protéico de soja, IPSM1 a M4: modificagdo com concentracées crescentes de

anidrido maléico.
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Figura — 1. Efeito da concentra¢do do anidrido maléico na atividade

residual dos inibidores de tripsina do IPS.
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Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sédio (SDS-
PAGE). O padrdo com pesos moleculares entre 14,4 e 94 kDa, apresenta-se na
coluna A, da Figura 2. Nas colunas B, C, D, E, F e G apresentam-se o IPS,
IPSMI, IPSM2, IPSM3, IPSM4 e IPSTT, respectivamente. Como os extratos
foram reduzidos com B-mercaptoetanol, as bandas sio compostas
principalmente de a’, o, e B-subunidades (80, 76 e 50 kDa) da globulina 78,
as subunidades acidas (38, 35, e 33 kDa) da globulina 118, e as subunidades
basicas (25, 22, e 18 kDa) da globulina 118 e o inibidor de tripsina de Kunitz,
conforme relataram (NIELSEN, 1985; IWABUCHI & YAMAUCHI, 1987;
SATHE et al., 1989; KIM et. al., 1990). Observa-se também na Figura 2 que
com o aumento do grau de maleilagdo, ha uma redugdo da intensidade da
banda do inibidor de tripsina de Kunitz, sugerindo que os tratamentos foram
particularmente eficientes sobre a atividade dos inibidores. A Tabela 3 mostra
os pesos moleculares (PM) aparentes das bandas determinadas na analise
densitométrica dos géis, os quais foram obtidos relacionando as mobilidades
eletroforéticas das subunidades ou polipeptideos, relativas aquelas dos
padrdes. Na Tabela 4 apresenta-se a porcentagem da area das subunidades em
relacdo a area total das globulinas 7 e 118, calculadas a partir da densitometria

dos géis de eletroforese.
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Figura — 2. Eletroforese em gradiente de gel de poliacrilamida (7-15%; SDS
e [Fmercaptoetanol) mostrando o efeito da maleilagdo no perfil.
coluna (4) — marcadores (fosforilase b [94 kDa], albumina [67
kDa]; ovalbumina [43 kDa]; anidrase carbénica [30 kDa];
inibidor de tripsina [20 kDa],; a-lactalbumina [14,4 kDa]; (B)
IPS; (C) = IPSM1; (D) = IPSM2; (E) = IPSM3; (F) = IPSM4;
(G) = IPSTT. Migragdo: do cdtodo (superior) para o dnodo
(inferior).
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Tabela 3 - Relagdo dos pesos moleculares aparentes (PM) das subunidades da

globulina 78 e dos polipeptideos da globulina 11S".

m

Globulina 7§ Globulina 118
Tratamentos (f-Conglicinina) * (Glicinina)*
o’ o B Acido Bésico
IS 761 708 512 449 389 341 202
IPSM1 73,7 68,5 50,8 ND 38,5 34,1 20,2
IPSM?2 71,4 66,3 ND ND ND 29,7 20,7
IPSM3 73,7 663 56,9 439 ND ND 20,5
IPSM4 749 63,7 54,6 457 ND 31,0 22,4
IPSTT 725 674 500 432 364 31,7 19,8

m
*valores expressos em kDa.

ND = Bandas ndo detectadas.
IPS = nativo, IPSM1=0,0170; IPSM2=0,0505; IPSM3=0,0809; IPSM4=0,1535 M de

anidrido maléico e o IPSTT = tratamento térmico de 80°C/10 minutos.
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Tabela 4 - Composicdo relativa das subunidades da globulina 7S e dos

polipeptideos da globulina 118.

“
- 0 00— —

Globulina 78 Globulina 118
Tratamentos (f-Conglicinina) * (Glicinina)*
o o B Acido Basico
IPS 3841 3574 2585 3251 2817 24,69 1463
IPSM1 38,19 3549 2632 ND 41,48 36,75 21,77
IPSM?2 36,69 34,07 ND ND ND 58,93 41,07
IPSM3 37,43 33,67 28,90 68,17 ND ND 31,83
IPSM4 38,77 32,97 28,26 46,12 ND 31,28 22,60
IPSTT 38,18 35,49 26,32 3295 27,77 24,18 15,10

.
*Os valores expressos em porcentagem.

ND = Bandas ndo detectadas.
IPS = nativo, IPSM1=0,0170; IPSM2=0,0505; IPSM3=0,0809; IPSM4=0,1535 M de

anidride maléico e o IPSTT = tratamento térmico de 80°C/10 minutos.
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4.6. Conclusoes

Conclui-se que a rea¢do do anidrido maléico com as
proteinas do isolado protéico de soja resultou na diminui¢do da lisina
disponivel e na inativagdo dos inibidores de tripsina. Isto foi confirmado pela
diminui¢do da intensidade da banda eletroforética correspondente e pelos
testes de atividade inibitéria. Nas condi¢des do experimento, o tratamento

térmico foi fator inativador menos eficiente do que a maleilacdo.
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Hidrofobicidade superficial do isolado protéico de soja

modificado com anidrido maléico

V.S. Nunes-Silva, J. Amaya-Farfan
Departamento de Planejamento Alimentar e Nutrigdo

Faculdade de Engenharia de Alimentos, Universidade Estadual de Campinas

Resumo

Os efeitos fisico-quimicos e quimicos da maleilagdo das proteinas de soja
tém sido pouco estudados. O presente trabalho visou estudar o efeito da
maleilagdo do isolado protéico de soja (IPS) no teor de lisina disponivel, na
mobilidade eletroforética e na hidrofobicidade superficial da proteina. Este
agente modificador ndo toxico se liga reversivelmente aos residuos c.-amino
terminais da lisina e aos grupos g-amino das proteinas. As proteinas do
isolado protéico de soja foram tratadas com anidrido maléico nas
concentragdes molares de 0,0170 (IPSM1); 0,0505 (IPSM2); 0,0809
(IPSM3) e 0,1535 (IPSM4), resultando em graus de modificac¢do da lisina
disponivel de 3,2; 50,7; 86,7 e 92,4% respectivamente. Analise de lisina
disponivel e eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE-SDS) indicaram
modifica¢do dos grupos lisila e aumento da carga liquida negativa das
proteinas. A hidrofobicidade superficial, determinada pela intensidade da
fluorescéncia do acido 1-anilino-8-naftaleno sulfénico (ANS) capaz de se

associar a superficie da proteina, diminuiu consideravelmente com a
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modificagdo (136,6; 135,9; 78,1; 52,6 e 34,7; para o IPS, IPSM1, IPSM2,
IPSM3 e IPSM4, respectivamente), indicando perda da capacidade das

proteinas do isolado de interagirem hidrofobicamente com a sonda.

Palavras  chave: proteinas, solubilidade, propriedades funcionais,

desnaturagdo, acilagdo, lisina disponivel.

Artigo 2 a9



Surface hydrophobicity of soy protein isolate modified with

maleic anhydride

V.S. Nunes-Silva, J. Amaya-Farfan
Departamento de Planejamento Alimentar e Nutri¢do

Faculdade de Engenharia de Alimentos, Universidade Estadual de Campinas

Abstract

The physical and chemical effects of maleylation of soybean protein isolate
(SPI) have been little studied. The purpose of the present work was to describe
the effect of maleylation on the available lysine content, polyacrylamide-gel
electrophoretic (SDS-PAGE) mobility and surface hydrophobicity of the
components of an SPI. This reagent, a non-toxic modifier, reversibly binds
most terminal o-amino and lysine €-amino groups of proteins. SPI treated
with maleic anhydride, at concentrations of 0.0170 (SPIM1), 0.0505 (SPIM2),
0.0809 (SPIM3) and 0.1535 M (SPIM4), showed corresponding lysine
modification extents of (%) 3.2, 50.7, 86.7 and 92.4. The available lysine and
SDS-PAGE data indicated modification of lysil residues and a consequent
increase of the net negative charge of the protein components. Surface
hydrophobicity, as determined by the fluorescence emitted by the hydrophobic
probe 1-anilino-8-naphthalene sulphonic acid bound to the protein’s surface,
showed a linear decrease with the degree of maleylation ([A=464 nm] 136.6,

135.9, 78.1, 52.6 and 34.7, for the SPI, SPIM1, SPIM2, SPIM3 and SPIM4,
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respectively), which were consistent with the loss of fluorescence and
indicative of the reduced ability of hydrophobic amino acid residues on the

protein’s surface to bind the probe.

Key-words: protein, solubility, functional properties, denaturation, acylation,

available lysine.
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5.3. Introducado

O grau de desnaturagdo da proteina de soja na preparagio de
isolados consiste num fator importante, pois afeta diretamente as propriedades
funcionais como solubilidade, absorg¢do de agua, viscosidade, capacidade de
formacdo de gel (ARRESE et al., 1991; SORGENTINI et al., 1995). O estado
avancado de desnaturagdo das proteinas 7S e 11S na fracdo insoluvel, leva a
formacdo de agregados, resultando no aumento da capacidade de absorcéo e
retengdo de agua. A proteina 11S € mais resistente, com tendéncia a formar
agregados insoltveis quando a desnaturagdo atinge grau avangado, sendo que

7S capaz de igualar-se a esta, num estado de desnaturacio menor

(SORGENTINI et al., 1991).

As proteinas do IPS apresentam poucos grupos sulfidrila,
embora a hidrofobicidade superficial seja elevada a capacidade de absorcdo de
agua ¢ relativamente alta. Na medida em que os grupos sulfidrila sdo
aumentados, Wagner & Afion (1990) notaram que esta propriedade torna-se
reduzida. Diferengas tais como a clivagem das ligagdes dissulfeto ou a
localizagao fisica dos grupos sulfidrila, bem como a hidrofobicidade
superficial, podem eventualmente gerar peptideos de diferentes composi¢des

aminoacidicas por ocasido da protedlise enzimatica aliada a desnaturagdo

protéica (GENOVESE et al., 1993).

A hidrofobicidade superficial é determinada pela natureza

quimica dos residuos aminoacidicos encontrados na proteina (HAYAKAWA
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et al., 1985). Portanto, o 4acido cis-parinarico (CPA) é considerado mais
eficiente na determina¢@o da hidrofobicidade alifatica, enquanto que o acido
l-anilino-8-naftalenosulfonico (ANS) na determinacdo da hidrofobicidade

aromatica (KATO et al., 1985).

O anidrido malé€ico reage reversivelmente com os grupos
amina das proteinas, consequentemente modificando os residuos lisila e
protegendo-os durante a hidrélise ou modificagdo com outros reagentes
(GLAZER et al., 1975). A acilagdo, de um modo geral, causa alteragdo das
estruturas terciaria e quaternaria, além de repercutir no conjunto das
propriedades funcionais, inclusive a acessibilidade da estrutura priméria ao
ataque de enzimas proteoliticas. Por exemplo, as proteinas succiniladas
mostram capacidade gelificante diminuida, por causa da forte repulsdo
eletrostatica, maior susceptibilidade a precipitacdo com ions calcio, entre
outras, devido aos numerosos grupos carboxilato (DAMODARAN, 1996).
Dentro deste contexto, o presente trabalho consistiu em estudar o efeito da
maleilagdo com anidrido maléico, verificando o grau de modificagdo através
da lisina disponivel, o comportamento eletroforético das fragGes protéicas e a

hidrofobicidade superficial determinada com ANS.
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5.4. Material e Métodos

Matéria-prima

O Isolado protéico de soja (IPS), SAMPROSOY 90-NB, foi
obséquio da SANTISTA ALIMENTOS S.A (Brasil).

Métodos

Caracterizacdo centesimal do isolado protéico de soja.
Determinou-se a umidade (AOAC, 1975); lipideos totais (BLIGH & DYER,
1959); Cinzas (AOAC, 1980); e proteinas pelo método semi-micro Kjeldahl
(AOAC, 1975), utilizando diéxido de titdnio como catalisador (WILLIANS,

1973), e o fator de conversao de nitrogénio em proteinas de 6,25.

Maleilacdo. O Isolado protéico de soja (SAMPROSOY -
90NB - Santista alimentos S/A) foi disperso em agua desionizada na
temperatura de S £ 1°C na concentragdo de 7,75%. A solucdo foi resfriada em
banho de gelo até atingir a temperatura de 3 = 1°C, que se manteve constante
durante toda a reagdo, sendo monitorada pelo pH-stat (DL-21 METTLER-
TOLEDO). O anidrido maléico sélido foi adicionado gradativamente, sob
agitacdo e mantido a pH 9,0-9,5 pela a adi¢do de NaOH 1,0 N (BUTLER &
HARTLEY, 1972; IKURA et al., 1984), o tempo estipulado para ocorrer a

reacdo foi de | hora. A concentragdo molar de anidrido maléico (BUTLER &
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HARTLEY, 1972), foi de 0,017 (IPSM1); 0,0505 (IPSM2); 0,0809 (IPSM3) e
0,1535 (IPSM4). O excesso de reagente foi removido por didlise em agua
desionizada (20X o volume; pH ajustado para 8,0) durante 36 horasa 4 + 1 °C

sob agitacdo e sucessivas trocas de agua. As amostras foram liofilizadas

(VIRTIS, modelo n° 10-146MR-BA), e armazenadas sob refrigeracio.

Lisina disponivel e grau de maleilagdo. A quantidade de
grupos &-NH, livres de lisina, determinada pelo acido (TNBS)
trinitrobenzenosulfonico (HALL et al., 1973), foi utilizada como indicac¢io do
grau de maleilagcdo das proteinas. Para tanto, 100 mg de amostra foram
dissolvidos em 30 mL de solugdo de NaHCOs a 4% (p/v) e aquecida a 50 +
1°C durante 10 minutos sob agitag@o ocasional. Posteriormente o volume foi
aferido para 50 mL com NaHCO; 4% (p/v) e filtrado em 13 de vidro. Uma
aliquota de 1 mL foi colocada em tubo de polipropileno com tampa rosqueavel
e acrescentado 1 mL de TNBS 0,1% (p/v) em agua desionizada. Os tubos
foram incubados por 2 h a 40 + 1°C, e a reagdo interrompida pela adi¢do de 6
mL HCI 8,0 N. Em seguida, os tubos foram autoclavados a 120°C por 1 hora.
A solugdo obtida foi transferida quantitativamente (2 lavagens com agua
destilada) para tubo de ensaio e, os subprodutos formados extraidos com 10
mL de éter etilico. O residuo de éter sobressalente foi evaporado a 80°C em
banho-maria. As absorbancias das amostras foram lidas em triplicata em
espectrofotometro (DU-70 BECKMAN) no comprimento de onda de 346 nm.
A concentrag@o de lisina disponivel foi c;alculada em relagdo a curva padrdo

realizada com hidrocloreto de lisina (SIGMA), onde o grupo o-amino do

Artigo 2 65



aminoacido livre foi previamente complexado com CuCOs; como descrito por

Ruiz (1985).

Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato
de sodio (SDS-PAGE). Realizado de acordo com o método de Laemmli
(1970), Aliquota de 8 mg de proteina foi dissolvido em 1,0 mL tampéo (0,5
mM Tris-HCI pH 6,8, SDS 10%, glicerol 10%, 2-mercaptoetanol 5%, e azul
de bromofenol 0,1%) e aquecidos a 90°C por 2 minutos. Depois de resfriadas,
20 pL foram aplicados no gel SDS-Tris-glicina sistema de tampio
descontinuo. O gel de empilhamento foi de 4% para separagdo em gradiente
de gel de 7,0-15,0%. Utilizou-se padrdo (LMW — Pharmacia), contendo
fosforilase b (94 kDa); albumina (43 kDa); anidrase carbdnica (30 kDa);
inibidor de tripsina (20,1 kDa); a-lactoalbumina (14,4 kDa). A eletroforese foi
realizada em 80 mA/gel a temperatura ambiente por 4 horas. As bandas foram
reveladas, utilizando o corante “Comassie Brilhante Blue” G-250 (0,2%). A
densitometria do gel foi realizada com o video-densitémetro da BIO-RAD
modelo 620. A densidade optica de cada banda foi medida por absorbancia.
Estes resultados foram analisados pelo programa /-C Analyst Data Analysis
Software que calculou os pesos moleculares aparentes de cada banda
comparados as mobilidades relativas das subunidades ou polipeptideos com

aquelas dos padrdes.

Hidrofobicidade superficial com ANS. Foi determinada
usando o reagente I-anilino-8-naftalenosulfonico (ANS) como sonda

hidrofobica (KATO & NAKAI, 1980). A dispersdo de 1% (p/v), em &gua
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destilada pH 7,0, foi agitada por 2 horas na temperatura ambiente, e
centrifugada a 3590xg por 30 minutos. Determinou-se a concentragio de
proteina (LOWRY, 1951) no sobrenadante. A proteina foi diluida em série em
tampao fosfato 0,01 M pH 7,0 obtendo concentra¢do na faixa de 0,05 a 3,5%.
Posteriormente 40 uL de ANS (8,0 mM em tampdo fosfato 0,01 M, pH 7,0),
foram adicionados a 3 mL da solugdo de proteina diluida. A intensidade da
fluorescéncia (IF) da proteina foi medida em espectrofluorimetro (SPF-500C
AMINCO), utilizando comprimento de onda de 365 nm de excitagdo e 484 nm
de emissdo. A IF foi padronizada ajustando a leitura de 15 uL de ANS em 3
mL de metanol para 80%. A IF liquida de cada diluicdo foi obtida pela
subtragdo da IF da proteina sem ANS. A inclinagdo inicial (S,) da IF liquida,
versus a concentragdo de proteina (calculada pela analise de regressdo linear)

foi utilizada como indice de hidrofobicidade da proteina.

Andlise estatistica. As médias dos resultados da lisina
disponivel e intensidade de fluorescéncia foram submetidas a andlise de
variancia e ao apresentar diferengas entre os resultados, completou-se o estudo
com o teste de Tukey (COCKRAN & COX, 1957). Utilizou-se o programa
STATISTICA para o windows, versdo 6.0 (StaSoft, Inc.).
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5.5. Resultados e Discussdo

Caracterizacdo do isolado protéico de soja. Os resultados
estdo expressos em porcentagem * erro padrdo. O isolado protéico de soja,
Samprosoy 90-NB, utilizado neste estudo contém 91,75 + 0,18% de proteina.
O resultado encontra-se dentro dos valores indicados pela literatura, que varia
entre 87,9 e 94,1% (GARCIA et al.,, 1997), a variacdo na concentracdo da
proteina esta diretamente relacionada com as caracteristicas quimicas das
farinhas e os reagentes utilizados na extragdo das proteinas (SINGH et al.,
1994). Embora o fator de conversdo de nitrogénio em proteina para soja seja
de 5,71, utilizou-se o fator de 6,25 (GARCIA et al., 1997), o qual ¢ utilizado
nas industrias. Este fator tem sido amplamente estudado, apesar das
dificuldades de avaliagdo devido a presenga de nitrogénio ndo protéico na soja
(MOSSE, 1990). Os teores de umidade 6,26 + 0,10%; cinzas 3,69 + 0,02%
estdo de acordo com os valores reportados (WOLF & COWAN, 1975;
MARTINS, 1994), e o lipideo 3,04 + 0;05% esta de acordo com
(BOATRIGHT & HETTIARACHCHY, 1995).

Lisina disponivel. As concentragdes de lisina disponivel
encontradas para os diversos niveis de modificagdo estdo representadas na
Tabela 1 e Figura 1. Como era de se esperar, aumentos sucessivos na
concentracdo do agente maleilante resultaram em maiores graus de
modificacdo protéica, embora ndao de forma linear. Para concentracdes
superiores a 0,1535 molar, o grau de maleilagdo pode se considerar como

tendo atingido um plateau. A concentrag@o da lisina disponivel, usada como
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indicador indireto do grau de maleilacdo, mostrou sua queda mais pronunciada
na faixa de 0,0170 a 0,0505 molar do anidrido, ou seja, entre os niveis de
modificagdo M1 e M2. Tal comportamento pode ser indicativo da relativa
maior acessibilidade ou facilidade com que certos grupos €-NH, disponiveis
sdo atingidos pelo agente modificador. Mais do que o estado de transi¢do de
uma estrutura terciaria, no processo de acilag@o, deve se considerar o fato que
no IPS predomina uma populag¢do heterogénea de moléculas protéicas, as
quais serdo atingidas pelo reagente com susceptibilidades caracteristicas de
maleilagdo, dependendo da estrutura tercidria de cada uma. Sendo assim,
saltos na taxa de maleilagdo podem ser observados quando moléculas

numericamente predominantes tiverem sido maleiladas.
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Tabela I - Concentragdo de lisina disponivel nas proteinas do IPS em funcdo

do grau de maleilacdo nos respectivos tratamentos.

Tratamentos  Anidrido maléico  Lisina disponivel* Modifica¢ao™
(moles/L) (mg/100mg proteina) (%)
IPS 0,0000 4,08 +0,01° 0,00°
[PSM1 0,0170 3,95 +0,01° 3,43°
[PSM2 0,0505 2.02+0,02° 50,49¢
IPSM3 0,0809 0,54 +0,01¢ 86,76
IPSM4 0,1535 0,31 :£0,01° 92,40°

Os valores representam a média * erro padrdo, (n=6). (IPS: isolado protéico de soja,
IPSM1 a M4. modificagdo com as concentragdes crescentes de anidrido maléico).
* Valores com letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente pelo teste de

Tukey (p=0,05).
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Figura — 1. Efeito da concentragdo de anidrido maléico na porcentagem de
modificacdo dos grupos gamino do isolado protéico de soja

(IPS).
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Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato
de sodio (SDS-PAGE). O padrdo, com peso molecular (PM) entre 14,4 e 94
kDa, apresenta-se na coluna A, e nas colunas B, C, D, E, F e G apresentam-se
o IPS, IPSM1, IPSM2, TPSM3, IPSM4 ¢ o IPSTT (IPS aquecido a 80°C/10°),
respectivamente. Devido a reducdo com [-mercaptoetanol, as bandas sdo
compostas principalmente das subunidades o’, o, e B (80, 76 e 50 kDa) da
globulina 78S, as subunidades acidas (38, 35 e 33 kDa) da globulina 118, e as
subunidades basicas (25, 22 e 18 kDa) da globulina 118, conforme relataram
(NIELSEN, 1985; IWABUCHI & YAMAUCHI, 1987; SATHE et al., 1989;
KIM et al., 1990). No comportamento eletroforético do IPS (Figura 2), nota-se
a diminui¢do em mobilidade devida ao aumento progressivo das cargas
negativas dos grupos maleato, apesar do efeito oposto causado pelo aumento
do raio efetivo da molécula acilada e, ainda, a ligagdo de um numero
expressivo de moléculas de SDS & proteina. E sabido que 40 moléculas de
SDS, ligadas hidrofobicamente a fracdo 7S, aumenta o seu peso molecular em
aproximadamente 11.500 Da. O aumento aparente do PM se soma ao aumento
da carga negativa efetiva das fragGes protéicas, atenuando o efeito

eletroforético da maleilagio.

A Tabela 2 mostra os pesos moleculares (PM) aparentes das
bandas determinadas na analise densitométrica dos géis, os quais foram
obtidos relacionando as mobilidades eletroforéticas das subunidades ou
polipeptideos, relativas aquelas dos padrdes. Na Tabela 3 apresenta-se a
porcentagem da area das subunidades em relag@o a area total das globulinas 7

e 118, calculadas a partir da densitometria dos géis de eletroforese. Observa-
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se que as subunidades 4cidas tendem a coalescer ou a migrar de forma
semelhante. Tal comportamento néo tem sido relatado na literatura, mas pode
ser entendido como um efeito compensatdério as cargas positivas naturais,
causado pelos grupos maleila adicionados. Nao foi encontrada explicacdo ao
fato de a coluna D sempre mostrar bandas mais ténues do que, por exemplo, as
colunas E e F, mesmo quando foi confirmado que todas as amostras

continham quantidades equivalentes de proteina.
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Figura — 2. Eletroforese em gradiente de gel de poliacrilamida (7-15%; SDS
e B-mercaptoetanol) mostrando o efeito da maleila¢do no perfil.
coluna (A) — marcadores (fosforilase b [94 kDa]; albumina [67
kDa]; ovalbumina [43 kDa]; anidrase carbonica [30 kDaj;
inibidor de tripsina [20 kDa]; a-lactalbumina [14,4 kDa],; (B)
IPS; (C) = IPSM1; (D) = IPSM2; (E) = IPSM3; (F) = IPSM4;
(G) = IPSTT. Migragdo: do cdtodo (superior) para o dnodo
(inferior).
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Tabela 2 - Pesos moleculares aparentes (PM) das subunidades da globulina 7S

e dos polipeptideos da globulina 118.

~ Globulina7S  Globulina11S
Tratamentos (p-Conglicinina)* (Glicinina)*
o o B Acido Basico
IPS 76,1 70,8 51,2 449 38,9 34,1 20,2
IPSM1 73,7 68,5 50,8 ND 38,5 34,1 20,2
IPSM?2 71,4 66,3 ND ND ND 29.7 20,7
IPSM3 73,7 66,3 56,9 43,9 ND ND 20,5
IPSM4 74,9 63,7 54,6 45,7 ND 31,0 22,4
IPSTT 72,5 674 50,0 432 36,4 31.7 19,8

*valores expressos em kDa.
ND = Bandas ndo detectadas.
IPS = native, IPSM1=0,0170, IPSM2=0,0505; IPSM3=0,0809; IPSM4=0,1535 M de

anidrido maléico e o IPSTT = tratamento térmico de 80°C/10 minutos.
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Tabela 3 - Composi¢do relativa das subunidades da globulina 7S e dos

polipeptideos da globulina 118.

Globulina 78

Globulina 118

Tratamentos (p-Conglicinina) * (Glicinina) *

o’ o B Acido Basico
IPS 38,41 35,74 25,85 32,51 28,17 24,69 14,63
IPSM1 38,19 35,49 26,32 ND 41,48 36,75 21,77
IPSM?2 36,69 34,07 ND ND ND 58,93 41,07
IPSM3 37,43 33,67 2890 68,17 ND ND 31,83
IPSM4 38,77 32,97 28,26 46,12 ND 31,28 22,60
IPSTT 38,18 35,49 26,32 32,95 27,77 24,18 15,10

*alores expressos em porcentagem.

ND = Bandas ndo detectadas.
IPS = nativo, IPSMI=0,0170, IPSM2=0,0505; IPSM3=0,0809; IPSM4=0.1535 M de

anidrido maleico e o IPSTT = tratamento térmico de 80°C/10 minutos.
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Hidrofobicidade superficial com ANS. Os espectros de
emissdo de fluorescéncia, mostrando a alteragdo da hidrofobicidade em fun¢do
da modificagdo quimica, aparecem na Figura 3. O maximo de intensidade da
fluorescéncia emitida no comprimento de onda de 464 nm, e os graus de
maleilacdo do IPS nativo e modificado com anidrido maléico estdo
apresentados na Tabela 4, enquanto que a hidrofobicidade superficial, em
funcdo da maleilagdo, aparece na Figura 4. Apesar de os valores de
hidrofobicidade terem mostrado similaridade, a andlise estatistica revelou
diferengas significativas entre eles. Nota-se também que a diminui¢do da
hidrofobicidade variou de forma quase linear, mesmo que o grau de

maleilag¢do tenha mostrado um salto entre 0,0170 e 0,0505 M de anidrido.

Na Figura 4 aparece também o espectro de emissdo
correspondente ao IPS tratado termicamente. A sua hidrofobicidade se situou
entre aquela dos produtos IPSM1 e [PSM2, mostrando que a alteragdo foi
relativamente pequena e sendo consistente com a proposta de outros autores
quanto a formacdo de agregados que limitam a ligagdo da sonda. Foi
interessante observar que, em trabalhos tanto de acetilagdo como succinilagdo
de IPSs, a hidrofobicidade superficial variou de forma muito diferente. No
primeiro caso, Kim e Rhee (1989) obtiveram primeiro um aumento e, depois
diminui¢do, os dois de pequena magnitude. Ja Kim e Kinsella (1986),
observaram que a succinilagdo resultava em um aumento inicial e, com
maiores graus de modifica¢do, a fluorescéncia retornava a valor préximo do
inicial. Até o momento, ndo temos uma interpretacdo exata para este

comportamento suis generis da proteina maleilada. Todavia, € compreensivel
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que a forma #rans do acido dicarboxilico seja responsavel pela criacdo de
microambiente conducente a constante diminui¢io da hidrofobicidade ligada
pela estrutura global das proteinas, o qual foi bem diferente dos casos de

acilagdo ou tratamento térmico.

O conjunto destes resultados mostra a diminuicdo da
intensidade de fluorescéncia como conseqiiéncia do aumento do grau de
maleilagdo. Wagner et al. (1996) tém sugerido que a diminuicdo da
hidrofobicidade superficial nesses casos pode ser causada pela prépria
interac@o hidrofobica da proteina 11S durante o processo de dilise em baixa
temperatura. Entretanto, na medida em que a maleilagdo converte cargas
positivas, ou eventualmente positivas, em negativas, a proteina modificada
adquire carga liquida negativa aumentada, maior repulsio interna e maior
solubilidade em égua. Isto é, cada um dos trés dtomos de oxigénio do grupo
maleato pode estabelecer de duas a trés pontes de hidrogénio com a dgua, o

que implica em maior hidrofilicidade.

Enquanto que, pela visdo de Wagner et al. (1996), a
diminuicé@o da hidrofobicidade pode ser vista como resultado da ocultacdo de
cadeias laterais hidrof6bicas, inicialmente de procedéncia superficial. Para
Achouri et al. (1998) esta diminui¢do deve-se ao aumento da carga liquida
negativa em fun¢do da modificagdo quimica. Embora estes autores ndo
expliquem em detalhe, parece 16gico que o0 aumento da polaridade superficial,
aliado ao aumento de cargas de repulsdo, force os grupos apolares a se

“refugiarem” em interiores hidrofébicos menos compactos.
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Figura — 3. Espectros da fluorescéncia emitida pelos IPS submetidos aos
diversos graus de maleilagdo e tratamento térmico. De menor
para maior intensidade: IPSM4 (92,4); IPSM3 (86,8); IPSM?2
(50,5% de maleilag¢do); IPSTT (tratamento térmico a 80°C/10°);
IPSM1 (3,4) e IPS (0% de maleilagdo).
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Tabela 4 - Intensidade da fluorescéncia observada nos IPSs nativo e
modificado com anidrido maléico, assim como seus respectivos

graus de maleilag@o.

Tratamentos Anidrido maléico Intensidade da Grau de

(moles/L) Fluorescéncia (H,)* Maleilacdo (%)

IPS 0,0000 136,48 + 0,05° 0,00
IPSM1 0,0170 135,85+ 0,10° 3,43
IPSM2 0,0505 78,09 + 0,05° 50,49
IPSM3 0,0809 52,56 +0,02° 86,76
IPSM4 0,1535 34,65 +0,02¢ 92,40
IPSTT - 99,10 +0,01° -

Os valores representam a média * erro padrdo (n=9). (IPS: isolado protéico de soja;
IPSMI1 a MA4: IPS maleilado em diferentes concentracdes de anidrido maléico e IPSTT:

tratamento térmico a 80°C/10’).

* Valores com letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente pelo teste de

Tukey (p<0,05).

Artigo 2 80






Hidrofobicidade superficial (H,)
(03]
o
1
l/

40—: \

20 —

Ol B e T G e L R A e P T I e B S TR o T B R
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100

Grau de Maleilagao (%)

Figura 4 - Correlagdo da porcentagem de modificagdo quimica do isolado

protéico de soja com a hidrofobicidade superficial (H.,).
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5.6. Conclusoes

Pelas alteragbes observadas, pode-se concluir que a
maleilacdo das proteinas do isolado protéico de soja resulta em perda
acentuada da hidrofobicidade superficial, provavelmente como resposta a
redistribuicdo das cargas internas e rearranjos das estruturas terciarias das
subunidades e polipeptideos. Esta propriedade mostrou desvio do encontrado
por outros pesquisadores quando a modificagdo foi com anidrido acético ou
succinico, o qual acrescenta uma caracteristica especial a maleilagdo. A
alteragdo relatada também foi diferente daquela observada com a desnaturacio
térmica, mas consistente com a diminuicdo da mobilidade eletroforética das
subunidades basicas e o inibidor de tripsina, assim como um aumento da

mobilidade para as bandas correspondentes as subunidades acidas.

As mudangas estruturais produzidas pela maleilacdo
podem ser de utilidade no planejamento de produtos com propriedades
funcionais diferenciadas, especialmente com relacdo ao IPS desnaturado

termicamente.
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Protedlise do isolado protéico de soja com a-quimotripsina apos

modificacdo com anidrido maléico

V.S. Nunes-Silva, J. Amaya-Farfin
Departamento de Planejamento Alimentar e Nutricio

Faculdade de Engenharia de Alimentos, Universidade Estadual de Campinas

Resumo

O presente estudo teve como objetivo investigar a protedlise com o-
quimotripsina do isolado protéico de soja (IPS) modificado com anidrido
maléico, como método de inativacdo alternativo ao tratamento térmico na
preparacdo de hidrolisados para a industria de alimentos e cosméticos. O IPS
foi tratado com anidrido maléico nas concentracdes 0,0170 (IPSM1); 0,0505
(IPSM2);  0,0809 (IPSM3) e 0,1535 M (IPSM4), os quais
correspondentemente, resultaram em: 3,19; 50,74; 86,74 e 92,40% de
modificagdo dos grupos g-amina das lisinas. O IPSM3 foi destacado para
hidrélise levando em consideracdo o alto grau de modificagio. O IPSM3,
previamente dialisado e liofilizado, foi entdo hidrolisado com a-quimotripsina
tipo-II, nas seguintes condi¢des: concentragdo de substrato 7,75% (N x 6,25),
razdo enzima/substrato de 1/460, temperatura de 40 + 1°C e pH 8,0. A reacéo
foi monitorada pelo “pH-staz”. Apds 2 horas, a reagdo foi interrompida
inativando a enzima a 72 + 1°C por 10 minutos e o grau de hidrélise

determinado pelos métodos do “pH-stat” e do acido trinitrobenzenosulfonico

(TNBS). O IPS modificado e hidrolisado (IPSM3H) foi homogeneizado,
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novamente liofilizado e desmaleilado (IPSM3HD) para verificar a
reversibilidade da modificagdo, a atividade anti-tripsina e a variacdo da
hidrofobicidade superficial. As analises realizadas mostraram que, nas
condigdes escolhidas para desmaleilacdo, houve reversibilidade parcial da
modificagdo, onde a lisina disponivel aumentou de 0,86 £ 0,01 a 1,83 + 0,02
mg/100 mg de proteina para o IPSM3H e o IPSM3HD, respectivamente; a
atividade do inibidor de tripsina por sua vez foi ligeiramente recuperada de
0,56 £ 0,01 para 0,69 + 0,01 mg/g de proteina, para o IPSM3H e o IPSM3HD,
correspondentemente; enquanto a hidrofobicidade superficial apresentou

pequena variacdo, onde a intensidade de fluorescéncia variou de 42,48 + 0,04

para 50,61 = 0,02, para o IPSM3H e o IPSM3HD, respectivamente. Conclui-
se que o grau de 86,7% de maleilacdo das proteinas do IPS € suficiente para
inativar os inibidores de tripsina em 74,5%, assim como aparentemente o
inibidor de quimotripsina. Isto permitiu a obtengao de proteolisados com baixa
relagdo a-quimotripsina:substrato e grau de hidrélise de 4,3%, com a geracdo

de peptideos de baixo a médio peso molecular.

Palavras chave: acilagdo, proteolisado, desnaturacdo, proteina vegetal,

propriedades funcionais.
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Proteolysis of Maleylated Soy Protein Isolate with a-Chymotrypsin

V.S. Nunes-Silva, J. Amaya-Farfdn
Departamento de Planejamento Alimentar e Nutrigio

Faculdade de Engenharia de Alimentos, Universidade Estadual de Campinas

Abstract

The present study investigated the hydrolysis with o-chymotrypsin of soy
protein isolate (SPI) after modification with maleic anhydride, as an alternate
route to thermal inactivation of the protease inhibitors. The SPI was treated
with four concentrations of maleic anhydride: 0.0170 (SPIMI1), 0.0505
(SPIM2), 0.0809 (SPIM3) and 0.1535 molar (SPIM4), which correspondingly
rendered 3.19, 50.74, 86.74 and 92.40% modification of the g-amino groups of
lysine residues. The modified isolate (SPIM3) was chosen for hydrolysis
considering its high degree of maleylation, the significant reduction in trypsin
inhibitor activity and the low concentration of maleic anhydride used. Dialized
and lyophilized SPIM3 was hydrolyzed with type II a-chymotrypsin
(substrate conc. 7.75% [Nx6.25], enzyme:substrate ratio 1:460, 40 + 1°C and
pH 8.0, monitored under a pH-stat. At two hours time, the reaction was
interrupted by inactivating the enzyme (72 £1°C, 10 min) and the degree of
hydrolysis determined by both the pH-stat and the trinitrobenzene sulphonic
acid (TNBS) method, which showed 4.46 + 0.007 and 4.25 + 0.07% of
hydrolysis, respectively. The modified and hydrolyzed SPI (SPIM3H, of light

appearance) was homogenized, once again lyophilized and demaleylized
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(SPIM3HD) in order to verify the reversibility of the reaction, the effect of
hydrolysis upon the trypsin inhibitors and the changes on surface
hydrophobicity. Under the conditions chosen for demaleylation, it was
observed that 1) maleylation was partially reversed (available lysine varied
from 0.86 + 0.01 to 1.86 + 0.02 mg of protein, for the SPIM3H and the
SPIM3HD, respectively), 2) a minor recovery of the inhibitors activity
occurred, from 0.56 + 0.01 to 0.69 + 0.01 mg/g of protein, for the same
products accordingly, and 3) surface hydrophobicity increased also slightly, as
determined from the increase in fluorescence intensity from 42.48 + 0.04 to
50.61 £ 0.02. It is concluded that maleylation of the SPI proteins to the extent
of 86.7%, lowering trypsin inhibitor activity by 74.5%, can be performed in
substitution of thermal inactivation of the trypsin and, most likely,
chymotrypsin inhibitors, permitting the production of hydrolyzates with an
ample range of low and medium molecular weight peptides, degree of

hydrolysis of 4.3% and employing low o.-Chymotrypsin -to-substrate ratios.

Key-words: acylation, proteolyzate, denaturation, functional properties,

vegetable protein.
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6.3. Introducdio

Os hidrolisados protéicos ou proteolisados, surgidos durante
a 2 Guerra Mundial, tém servido para fins nutricionais, médicos e cosméticos.
Os primeiros proteolisados apareceram nos anos 40 como produtos
experimentais destinados a pessoas com problemas em digerir proteinas
intactas e, em 1951, passaram a ter uso rotineiro em nutri¢do clinica. Estes
proteolisados sdo constituidos predominantemente por peptideos de baixo
peso molecular e, para tal, apresentam grau de hidrélise acima de 10%

(ADLER-NISSEN, 1986).

Os processos hidroliticos de fontes protéicas para obtenc¢io
de alimentos de palatabilidade, propriedades funcionais e estabilidade a
estocagem melhorada, tém sido pesquisados através dos séculos (ADLER-
NISSEN, 1986). Esta tendéncia se deve em parte, a necessidade da industria
de alimentos desenvolver matéria-prima alternativa para substituicdo ou
complementagdo de proteinas de origem animal na formulacio de seus
produtos, assim como a crescente procura de alimentos de caracteristicas

fisiologicas especiais.

De acordo com a literatura, qualquer processo que aumente
as interacdes hidrofobicas leva a diminui¢do do numero de residuos
hidrofobicos expostos ou superficiais numa proteina, enquanto que a
reatividade oxido/redutiva dos grupamentos sulfidrila guarda uma relacdo

inversa a hidrofobicidade superficial. A hidrolise de ligages peptidicas tende
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a expor grupos hidrofobicos previamente envolvidos na estruturagdo nativa
(MUTILANGI et al., 1995). Sendo que durante a inativagdo térmica de
enzimas ou no processo de reassociagdo de peptideos maiores, podera haver
diminui¢do do nimero de grupos hidrofébicos expostos e, consequentemente,
dos valores de hidrofobicidade superficial. Portanto, qualquer variagdo
observada na hidrofobicidade superficial dos proteolisados devera ser
considerada como o resultado conjunto da liberacdo de grupos polares
(carboxilicos e aminas), assim como da reassocia¢do dos grupos hidrofobicos
gerados ou expostos durante a hidrélise. Isto, por sua vez, sera fungdo da
concentracdo da enzima e do grau de hidrélise do produto (MUTILANGI et
al., 1996).

A dispersao ou solubilizagao do isolado protéico de soja € o
primeiro passo para uma hidrdlise eficiente, pois a suspensdo inicial contém
grandes agregados, pouco solvatados, consistindo cada de aproximadamente
mil moléculas protéicas. A combinacdo de pH 8,0 e aquecimento solubilizam
ou desdobram parcialmente os agregados protéicos da soja, condigdo esta que
¢ especialmente importante na hidrdlise com o-quimotripsina. Sendo que as
cadeias aromaticas que devem ser reconhecidas pela enzima estdo voltadas
para as regides hidrofébicas do interior das moléculas (KIMBALL et al.,
1981). Poucos s3o os estudos encontrados na literatura sobre o uso das
modificacdes quimicas com anidrido maléico e seus efeitos na protedlise
enzimatica. O presente trabalho objetivou estudar o efeito da maleilagdo na

hidrélise do isolado protéico de soja com o-quimotripsina.

Artigo 3 96



6.4. Material e Métodos

Matéria-prima e enzima. O isolado protéico de soja (IPS),
SAMPROSOY 90-NB, foi obséquio da SANTISTA ALIMENTOS S.A
(Brasil). A enzima usada foi a a-quimotripsina tipo-1I (C-4129, Sigma Chem.

Co., St. Louis, MO, USA).

Métodos

Caracterizagio do isolado protéico de soja. Determinou-se
a umidade (AOAC, 1975); lipideos totais (BLIGH & DYER, 1959); Cinzas
(AOAC, 1980); e proteinas pelo método semi-micro Kjeldahl (AOAC, 1975),
utilizando diéxido de titdnio como catalisador (WILLIANS, 1973), e o fator

de conversdo de nitrogénio em proteinas foi 6,25.

Maleilac¢ao. O Isolado protéico de soja (SAMPROSOY -
90NB - Santista alimentos S/A) foi disperso em 4gua desionizada na
temperatura de 5 = 1°C na concentracdo de 7,75%. A solucio foi resfriada em
banho de gelo até atingir a temperatura de 3 + 1°C, que se manteve constante
durante toda a reagfo, sendo monitorada pelo pH-stat (DL-21 METTLER-
TOLEDO). O anidrido maléico solido foi adicionado gradativamente, sob
agitacdo e mantido a pH 9,0-9,5 pela a adi¢do de NaOH 1,0 N (BUTLER &
HARTLEY, 1972; IKURA et al., 1984), o tempo estipulado para ocorrer a
reacao foi de 1 hora. A concentra¢do molar de anidrido maléico (BUTLER &
HARTLEY, 1972), foi de 0,017 (IPSM1); 0,0505 (IPSM2); 0,0809 (IPSM3) e

0,1535 (IPSM4). O excesso de reagente foi removido por didlise em 4gua
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desionizada (pH ajustado para 8,0) durante 36 horas a 4 = 1 °C sob agitacdo e
sucessivas trocas de dgua. As amostras foram liofilizadas (VIRTIS, modelo n°

10-146MR-BA), e armazenadas sob refrigeracéo.

Hidrolise enzimatica. O isolado protéico de soja modificado
com 0,0809 molar de anidrido maléico foi hidrolisado com c-quimotripsina
tipo-II (C-4129, Sigma Chemical Co.). Os parametros de hidrélise foram:
concentragdo de substrato 7,75% (N x 6,25), relacdo enzima:substrato de
1:460, na temperatura de 40 + 1°C, sendo a reacdo monitorada pelo pH-stat
(DL-21 METTLER-TOLEDO). Apds 2 horas, a reagdo foi interrompida
inativando a enzima a 72 + 1°C, por 10 minutos. O hidrolisado foi liofilizado e
estocado sob refrigeragdo. O grau de hidrélise foi determinado pelos métodos

do “pH-stat” e TNBS (acido trinitrobenzenosulfonico).

Determinacdo do grau de hidrélise por TNBS. O grau de
hidrolise (GH) (ADLER-NISSEN, 1979), consiste na medida
espectrofotométrica do cromoforo formado pela reagdo entre o acido
trinitrobenzenosulfénico e as aminas primarias livres em condigdes levemente

alcalinas; calculado pela seguinte formula:

GH = g - 100

tot

h = numero de ligagdes peptidicas clivadas (expresso em meq NHz Leu)
h tot = nimero total de ligagdes peptidicas (calculado pela soma do contetido dos
aminoécidos individuais em 1 g de proteina).

Os valores de GH foram obtidos em duplicata.
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Desmaleilagdo. A reagido de desmaleilagio foi realizada no
produto ja hidrolisado, para o qual o mesmo foi dissolvido em agua
desionizada (7,75%), a solugdo aquecida em banho-maria até atingir a
temperatura de 37 = 1°C, pH para 2, e mantido nessas condi¢des durante o

curso da reagdo. Apos 3 horas, o pH foi ajustado para 8,0 com NaOH 1,0 N.

Lisina disponivel e grau de maleila¢ido. A quantidade de
grupos e-NH, livres de lisina, determinada pelo 4cido (TNBS)
trinitrobenzenosulfonico (HALL et al., 1973), foi utilizada como indicacio do
grau de maleilagdo das proteinas. Para tanto, 100 mg de amostra foram
dissolvidos em 30 mL de solu¢do de NaHCO; a 4% (p/v) e aquecida a 50 +
1°C durante 10 minutos sob agita¢do ocasional. Posteriormente o volume foi
aferido para 50 mL com NaHCO; 4% (p/v) e filtrado em 13 de vidro. Uma
aliquota de 1 mL foi colocada em tubo de polipropileno com tampa rosqueével
e acrescentado 1 mL de TNBS 0,1% (p/v) em agua desionizada. Os tubos
foram incubados por 2 h a 40 + 1°C, e a reago interrompida pela adicéo de 6
mL HCI 8,0 N. Em seguida, os tubos foram autoclavados a 120°C por 1 hora.
A solugdo obtida foi transferida quantitativamente (2 lavagens com agua
destilada) para tubo de ensaio e, os subprodutos formados extraidos com 10
mL de éter etilico. O residuo de éter sobressalente foi evaporado a 80°C em
banho-maria. As absorbancias das amostras foram lidas em triplicata em
espectrofotometro (DU-70 BECKMAN) no comprimento de onda de 346 nm.
A concentragdo de lisina disponivel foi calculada em relagdo a curva padrio

realizada com hidrocloreto de lisina (SIGMA), onde o grupo o-amino do
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aminoacido livre foi previamente complexado com CuCO; como descrito por

Ruiz (1985).

Atividade dos inibidores de tripsina. O método da AACC
(71-10), modificado por (HAMERSTRAND et. al., 1981), onde de um grama
de amostra de IPS, foram extraidos os inibidores de tripsina com 50 mL de
NaOH 0,0IN. A amostra foi mantida sob agitagdo em suspensdo por um
periodo de 3 horas e a seguir centrifugada a 3590xg por 30 minutos.
Determinou-se a concentracdo de proteina (LOWRY, 1951) no extrato da
amostra, o qual posteriormente foi diluido para inibir de 40 a 60% da tripsina.
Aliquotas de 0,2-1,0 mL foram adicionadas aos tubos de ensaio e o volume
aferido para 1 mL com 4gua desionizada, adicionando 1 mL de tripsina e 7
mL de BAPNA (benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida) como substrato
(KAKADE et al., 1969; KAKADE et al., 1974). A reacgdo foi interrompida
pela adi¢do de 1 mL de acido acético. No branco de amostra, foi adicionado o
acido acético antes do BAPNA. Todos foram filtrados (papel Whatman n°3), e
a leitura efetuada em espectrofotdmetro (BECKMAN DU-70). As
absorbancias da amostra, obtidas em triplicata apos subtragdo dos respectivos
brancos das amostras, foram subtraidas das médias do padréo de tripsina. Uma
unidade de tripsina (TU) foi definida como 0,01 unidade de absorbancia a 410
nm em 10 mL de mistura de reac@o e a atividade do inibidor de tripsina foi

definida como o numero de unidades de tripsina inibida (UTI).

Hidrofobicidade superficial com ANS. Foi determinada

usando o reagente I-anilino-8-naftalenosulfonico (ANS) como sonda

Artigo 3 100



hidrofébica (KATO & NAKAI, 1980). A dispersdo de 1% (p/v), em agua
destilada pH 7,0, foi agitada por 2 horas na temperatura ambiente, e
centrifugada a 3590xg por 30 minutos. Determinou-se a concentracdo de
proteina (LOWRY, 1951) no sobrenadante. A proteina foi diluida em série em
tampéo fosfato 0,01 M pH 7,0 obtendo concentragio na faixa de 0,05 a 3,5%.
Posteriormente 40 pL de ANS (8,0 mM em tampdo fosfato 0,01 M, pH 7,0),
foram adicionados a 3 mL da solugdo de proteina diluida. A intensidade da
fluorescéncia (IF) da proteina foi medida em espectrofluorimetro (SPF-500C
AMINCO), utilizando comprimento de onda de 365 nm de excitacdo e 484 nm
de emissdo. A IF foi padronizada ajustando a leitura de 15 pL de ANS em 3
mlL de metanol para 80%. A IF liquida de cada dilui¢do foi obtida pela
subtragdo da IF da proteina sem ANS. A inclinagdo inicial (S,) da IF liquida,
versus a concentra¢do de proteina (calculada pela analise de regressdo linear)

foi utilizada como indice de hidrofobicidade da proteina.

Composicdo em aminodcidos livres no hidrolisado
enzimdtico. Foram realizadas através de cromatografia de troca idnica, e
rea¢do pos-coluna com ninidrina (SPACKMAN et al., 1958), utilizando o
analisador de aminoacidos automatico (Thermo-Separation Products Vacuum
Membrane Degasser P4000, reactor PCX 3100, da Pickering Laboratories).
Extratos dos proteolisados foram dissolvidos em tampéo pH 2,2 e injetados
diretamente no analisador. Os picos obtidos no aminograma foram bem
definidos e com tempos de retengcdo claramente correspondendo a

aminoacidos livres.
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Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato
de sodio (SDS-PAGE) dos hidrolisados. Foi realizada de acordo com o
método de Laemmli (1970). Aliquota de 8 mg de proteina foi dissolvida em
1,0 mL de tampao (0,5 mM Tris-HCI pH 6,8, SDS 10%, glicerol 10%, 2-
mercaptoetanol 5%, e azul de bromofenol 0,1%) e aquecidos a 90°C por 2
minutos. Depois de resfriadas, 20 uL foram aplicados no gel SDS-Tris-glicina,
com sistema de tampao descontinuo. O gel de empilhamento foi de 4% para
separacdo em gradiente de gel de 8,0-20,0%. Utilizou-se o padrdo (LMW —
Pharmacia) contendo, fosforilase B (94 kDa); albumina (43 kDa); anidrase
carbonica (30 kDa); inibidor de tripsina (20,1 kDa); e a-lactoalbumina (14,4
kDa). A eletroforese foi realizada em 80 mA/gel na temperatura ambiente por
4 horas. As bandas foram reveladas, utilizando o corante “Coomassie Brilliant
Blue” G-250, (0,2%). A densitometria do gel foi realizada com o video-
densitémetro da BIO-RAD, modelo 620. A densidade dptica de cada banda foi
medida pela absorbancia. Estes resultados foram analisados pelo programa /-
C Analyst, Data Analysis Software, que calculou os pesos moleculares
aparentes de cada banda, comparando as mobilidades relativas das

subunidades ou polipeptideos com aquelas dos padroes.

Anadlise estatistica. As médias dos resultados da lisina
disponivel e da atividade dos inibidores de tripsina foram submetidas a analise

de variancia e ao apresentar diferencas entre os resultados, completou o estudo

com o teste de Tukey (COCKRAN & COX, 1957).
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6.5. Resultados e Discussdo

Caracterizacdo do isolado protéico de soja. Os resultados
estdo expressos em porcentagem =* erro padrdo. O isolado protéico de soja,
Samprosoy 90-NB, utilizado neste estudo contém 91,75 + 0,18% de proteina.
O resultado encontra-se dentro dos valores indicados pela literatura, que varia
entre 87,9 e 94,1% (GARCIA et al., 1997), a variagdo na concentracio da
proteina esta diretamente relacionada com as caracteristicas quimicas das
farinhas e os reagentes utilizados na extragdo das proteinas (SINGH et al.,
1994). Embora o fator de conversdo de nitrogénio em proteina para soja seja
de 5,71, utilizou-se o fator de 6,25 (GARCIA et al., 1997), o qual ¢ utilizado
nas industrias. Este fator tem sido amplamente estudado, apesar das
dificuldades de avalia¢do devido a presen¢a de nitrogénio nfo protéico na soja
(MOSSE, 1990). Os teores de umidade 6,26 + 0,10%; cinzas 3,69 + 0,02%
estdo de acordo com os valores reportados (WOLF & COWAN, 1975;
MARTINS, 1994), e o lipideo 3,04 = 0,05% esta de acordo com
(BOATRIGHT & HETTIARACHCHY, 1995).

Determinacido do grau de hidrolise. A hidrolise foi
realizada em duplicata e o grau de hidrdlise (GH) dos proteolisados foi
determinado apds duas horas de reag@o com quimotripsina. As determinagdes
do GH pelo método do TNBS e pelo pH-stat renderam valores médios de 4,25
e 4,46%, respectivamente. Ao contrario do que ocorre com os hidrolisados de

IPSs ndo modificados, estes valores foram muito proximos, um do outro, dado

Artigo 3 103



que o substrato ja possuia grande porc¢do dos seus grupos €-amina bloqueados
e os valores obtidos pelo TNBS representarem algo mais préximo da
quantidade real de grupos o-amina gerados durante a hidrélise das ligacdes
peptidicas. O GH ndo foi considerado alto, em relacdo aos valores
normalmente obtidos em substratos termicamente inativados. Entretanto,
considerando a auséncia do efeito da desnaturagdo de grandes regides
intramoleculares, a utilizagdo de uma enzima purificada e de alta
especificidade, além das evidéncias eletroforéticas apresentadas mais adiante,

a extensao da reacdo foi satisfatoria.

Lisina disponivel. As concentragdes de lisina disponivel
encontradas para o proteolisado do IPS modificado (IPSM3H) e para o
produto desmaleilado, IPSM3HD, aparecem na Tabela 1. Estes valores foram
usados como medida da extensdo da maleilacdo das proteinas e indicaram que
1°) a protedlise foi capaz de expor alguns residuos lisila inicialmente ndo
atingidos pelo reagente e 2°) a desmaleilagdo do IPSM3H néo foi um processo
tdo eficiente como para regenerar os teores originais de lisina disponivel no
IPS, ou seja, 4,08%. O grau de desmaleilagdo alcan¢ado pelo hidrolisado
enzimatico (IPSM3HD) foi de 23,77 + 0,11%. Outros trabalhos relatam
extensdo de desacilagdo de 70%, contudo, empregando condi¢des bem mais
fortes de reagdo (50°C por 1 hora, ou a 37°C durante 11 horas; CHOI et al.,
1982; GLAZER et al., 1975).
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Tabela 1 — Contetdo de lisina disponivel (mg/100 mg proteina) e grau de

maleilagdo (%) no IPS e seus produtos.

h
T 00 0000  E—

Tratamentos  Anidrido maléico  Lisina disponivel* Maleilagao
(moles/L) (mg/100mg proteina) (%)
IPS 0,0000 4,08 £0,01° 0,00
IPSM3 0,0170 0,54 +0,01° 86,76
IPSM3H 0,0170 0,86 +0,01° 78,92
[PSM3HD 0,0170 1,83 +0,02¢ 55,14

Os valores representam a média de modificagdo dos grupos lisila + erro padrdo (n=6),
(IPS: isolado protéico de soja; IPSM3: IPS modificado com anidrido maléico 0,0809 M;
IPSM3H: IPS modificado com anidrido maléico 0,0809 M e hidrolisado; IPSM3HD: IPS
modificado com anidrido maléico 0,0809 M hidrolisado e desmaleilado).

*Valores com letras diferentes na mesma coluna diferem significantemente pelo teste de

Tukey (p=<0,035).
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Atividade dos inibidores de tripsina. Os resultados relativos
a concentragdo de inibidores de tripsina e sua atividade sio mostrados na
Tabela 2. Analisando estes parametros, verificou-se reducio da atividade, em
relacdo ao IPS, em aproximadamente 74,5; 90,7 e 88,6%, para o IPSM3,
[PSM3H e IPSM3HD, respectivamente.

A perda de atividade por parte do inibidor com a maleilagio
nao foi surpresa, pois a modifica¢do dos grupos e-amina dos residuos lisila do
inibidor envolvido na agdo inibitéria torna a molécula incapaz de se ligar a

enzima, e portanto, de inibi-la.

A diminuicdo da atividade inibidora observada entre o
IPSM3 e o IPSM3H (correspondentes ao produto maleilado e maleilado-
hidrolisado) de 2,94 para 1,07 UTI, sugere que, além da modificacio bloquear
a funcdo do inibidor, o processo proteolitico foi altamente efetivo na
inativagdo do fator anti-triptico residual. Em adig@o, foi possivel constatar
que, uma vez fragmentado o fator anti-triptico maleilado, a desmaleilagio

parcial dos peptideos néo restitui atividade inibidora aos peptideos.

Observou-se que o aumento de 112% em lisina disponivel
decorrente da desmaleila¢do (Tabela 1), resultou em pouco mais que 20% no
aumento da atividade dos inibidores (Tabela 2). Este achado é importante no

estudo da inocuidade fisiologica dos inibidores.
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Tabela 2 — Contetido de inibidor de tripsina e atividade residual do inibidor

presente no IPS e seus produtos.

e ————————— N ———

Tratamentos Inibidor de tripsina Atividade

(mg/g proteina)** (UTI*/mg proteina)**

IPS 6,04 + 0,06 11,47 + 0,09°
IPSM3 1,53 £0,01° 2,92 +0,02°
IPSM3H 0,56 +0,01° 1,07 +0,01°
IPSM3HD 0,69 +0,01¢ 1,31 +0,02¢

* UTI = unidade de tripsina inibida.

**Valores com letras diferentes na mesma coluna diferem significantemente pelo teste de
Tukey (p=0,05).

Os valores representam a média # erro padrdo (n=6), IPS: isolado protéico de soja,
IPSM3: IPS modificado com anidrido maléico 0,0809M; IPSM3H: IPS modificado com
0,0809 M de anidrido maléico 0,0809M e hidrolisado, IPSM3HD: IPS modificado com
anidrido maléico 0,0809M hidrolisado e desmaleilado.

Artigo 3 107






Hidrofobicidade superficial com ANS. Os valores de
intensidade de fluorescéncia obtidos para o IPS; IPSM3; IPSM3H, IPSM3HD
foram de 136,48 + 0,05; 52,56 + 0,02; 42,48 + 0,04 e 50,61 + 0,02
respectivamente, conforme mostra o espectro da Figura 1. Esperava-se que o
tratamento proteolitico aumentasse a exposigdo dos sitios hidrofébicos, mas os
resultados demonstraram valores menores de hidrofobicidade. Esta diminuic&o
pode ser atribuida a reassociagdo ou formacdo de novas interagdes

hidrofébicas entre os fragmentos ou peptideos, formando agregados (LOPEZ

et al., 1998).

Os resultados indicam que durante a hidrolise formaram-se
peptideos pequenos, os quais t€ém poucos sitios ou regides hidrofébicas para
ligar o ANS. A hidrolise, sendo um processo que aumenta o nimero de grupos
polares por molécula (peptideos), automaticamente tende a diminuir o
tamanho das regides hidrofébicas e, consequentemente, a hidrofobicidade
superficial global. A mesma conclusdo chegaram Wu et al. (1998), com

proteinas da soja, em fung@o do grau de hidrélise com papaina.

Durante a inativagdo térmica da enzima no fim da reagdo
podera ocorrer interagdo hidrofdbica entre os peptideos, ocasionando redugio
do numero de grupos hidrofébicos expostos e, consequentemente os valores
da hidrofobicidade superficial, conforme resultados apresentados

(MUTILANGI et al., 1996).
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Intensidade de Fluorescéncia

Figura — 1.

Espectros da intensidade de fluorescéncia + erro padrdo
(Aex=365 nm), De menor para maior intensidade: IPS;
IPSM3; IPSM3HD, IPSM3H com os respectivos graus de
maleilagao 0,0, 86,8, 55,1; 789%. A concentra¢do de
proteina foi de 3,5% em tampdo fosfato 0,01 M (pH 7,0).
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Aminodcidos livres presentes no hidrolisado. Na Tabela 3
observa-se que, de alguma forma, a hidrélise enzimatica liberou quantidades
consideraveis de lisina, metionina e cistina. Por outro lado, os aminoacidos
acidicos foram os menos abundantes entre o total de aminoacidos do IPSM3H.
Nao se sabe se o fato de que a cisteina, além da lisina, tenha seu grupo
funcional modificado pelo anidrido maléico (GLAZER et al., 1975), esteja
relacionado com a alta concentragdo deste aminoacido no hidrolisado. Dadas
as alteragOes suis generis provocadas pela modificagdo quimica com anidrido
maléico, varios fenomenos podem ter ocorrido, gerando mudancas na
polaridade e conformagdo das proteinas do IPS e alterando o mecanismo de
acdo da a-quimotripsina. Estes resultados, embora ndo esperados, introduzem

um novo aspecto a ser estudado futuramente.
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Tabela 3 - Composi¢do em aminoacidos livres presentes no hidrolisado

(IPSM3H).
Aminoadcidos livres IPSM3H IPSM3H
(%) (%)**

Ac. Aspartico 0,86 8,85

Treonina 0,71 23,67
Serina 0,72 15,52
Ac. Glutdmico 0.85 5,35

Prolina 0.44 6,69

Glicina 0,55 17,19
Alanina 0,66 20,43
Cistina 0.83 1151
Valina 0,80 24.54
Metionina 0,93 81,58
Isoleucina 0,89 27.13
Leucina 0.88 13.73
Tirosina 0,94 27.81
Fenilalanina 0,99 19.76
Lisina 3,08 88,76
Amoénia 0,27 18,37
Histidina 1,02 43,22
Arginina 2,31 34,84

Condigdes de hidrdlise: [S] = 7,75% (p/v); E/S = 1/460; pH = 8,0, temp. = 40°C.

"mgAA livre/100mg de IPSM3H liofilizado.

"% de AA livre em relacdo ao total no IPSM3 (isolado protéico de soja modificado com
anidrido maléico 0,0809M)

Valores médios de andlise em duplicata.

IPSM3H: Hidrolisado do IPSM3.
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Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE). Os perfis
eletroforéticos do proteolisado proveniente do IPS maleilado (IPSM3H) e o
proteolisado desmaleilado (IPSM3HD), apresentados na Figura 2, mostram
ambos o desaparecimento das bandas das proteinas de alto peso molecular,
caracteristico do IPS nativo, maleilado ou nfo, com o concomitante
aparecimento de bandas peptidicas nas regides de 26 — 28 kDa e na parte
inferior do gel. E interessante observar, entretanto, que no IPSM3H foram
constatadas duas bandas na altura dos 26 kDa, enquanto que nas duas corridas
do hidrolisado desmaleilado (IPSM3HD) se evidenciou apenas uma banda. E
provavel que a desmaleilag@o tenha causado a reassociag@o de polipeptideos,

ao ponto de criar apenas uma banda.

Na literatura ndo se encontram relatos sobre o uso da
maleilagdo como agente inativador dos fatores inibidores de tripsina e
quimotripsina presentes na soja. Neste estudo ficou evidente que a maleilagédo
das proteinas do IPS foi eficaz na inativagdo dos inibidores das proteases
pancreaticas. Para o inibidor de tripsina, os testes de atividade indicaram
claramente que os inibidores perdem a capacidade inibitoria em relacdo
inversa a extensdao da maleilacdo. Ja em tratando-se da atividade anti-
quimotriptica, tipica do inibidor de Bowman-Birk, a maleilagdo permitiu a
protedlise com baixos niveis de quimotripsina. Testes preliminares
confirmaram a virtual impossibilidade de se efetuar a protedlise deste
substrato sem antes inativar o inibidor, mesmo com razdes enzima:substrato

15 vezes maior do que a aqui utilizada.
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PM (kDa) A B C D

94
67
46

30
20

14,4

Figura - 2 Eletroforese em gradiente de gel de poliacrilamida (8-20%,), na

presenga de dodecilsulfato de sodio (SDS) e [-mercaptoetanol;
coluna (4) = marcadores de peso molecular (fosforilase b = 94
kDa; albumina = 67 kDa; ovalbumina = 43 kDa; anidrase
carbonica = 30 kDa; inibidor de tripsina = 20 kDa; a-
lactalbumina = 14,4 kDa), (B) = IPSM3H; (C e D) = IPSM3HD.

Migragdo: do catodo (superior) para o dnodo (inferior).

Artigo 3

113






6.6. Concluséoes

Observacdo destes resultados nos levam a concluir que esta
modificacdo quimica das proteinas do IPS, na extensdo que modifica 86,7%
dos grupos lisila e inibe 74, 5% da atividade anti-triptica e provavelmente
também anti-quimotriptica, pode ser empregada em substituicio da
desnaturagdo térmica em casos especiais e resultando em produtos
diferenciados, com peptideos de baixo a médio PM, GH superior a 4% e

utilizando relag@o enzima:substrato excepcionalmente baixa.

Artigo 3 114



6.7. Referéncias Bibliograficas

ADLER-NISSEN, J. Determination of the degree of hydrolysis of food protein
hydrolysates by trinitrobenzenesulfonic acid. Journal of Agricultural
and Food Chemistry, Washington, v.27, n.6, p.1256-1262, Nov.-Dec.,
1979.

ADLER-NISSEN, J. Enzymic hydrolysis of food proteins: London:
Elsevier Applied Science Publishers, 1986. 427p.

AMERICAN ASSOCIATION OF CEREAL CHEMISTS. Aproved Methods
of the A.A.C.C., Method 71-10, approved Nov., Saint Paul, 1973.

A.O.A.C. ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS.
Official Methods of Analysis, 12.ed. Washington, 1975.

A.O.A.C. ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS
Official Methods of Analysis, 13.ed. Washington, 1980.

BLIGH, E. G.; DYER, W. J. A rapid method of total lipid extraction and
purification. Canadian Journal of Biochemistry and Physiology,

Ottawa, v.37, p.911-917, 1959.

Artigo 3 15



BOATRIGHT, W. L.; HETTIARACHCHY, N. S. Effect of lipids on soy
protein isolate solubility. Journal of the American Oil Chemists’

Society, Champaing, v.72, n.12, p.1439-1444, Dec., 1995.

BUTLER, P. J. G.; HARTLEY, B. S. Maleylation of amino groups.
Methods in Enzymology, New York, v.25B, p.191-199, 1972.

CHOI Y.R.; LUSAS, E.W.; RHEE, CXK.. Effects of acylation of defatted
cottonseed flour with various acid anhydrides on protein extractability and
functional properties of resulting protein isolates. Journal of Food

Science, Chicago, v. 47, n.5, Sept.-Oct., p.1713-1716, 1982.

COCKRAN, W. G.; COX, G. M. Experimental Design. 2.ed. New York:
John Wiley, 1957, 611p.

FUKUSHIMA, D. Deteriorative Changes of Proteins During Soybean
Processing and their Use in Foods. J. R. Whitaker e D. Fujimaki (eds),
Chemical deterioration of proteins. ACS Symposium Series, n°® 123, 1980,

pp.213-240.

GARCIA, M. C.; TORRE, M.; MARINA, M. L.; LABORDA, F. Composition
and characterization of soybean and related products. Critical Reviews in

Food and Nutrition, New York, v.37, n.4, p.361-391, June, 1997.

Artigo 3 116



GLAZER, A. N.; DELANGE, R. J.; SIGMAN, D. S.; In: Chemical
Modification of Proteins: Selected Methods and Analytical Procedures;
WORK, T. S.; WORK, E.; (ed) Elsevier: New York, 1975.

HALL, R. J.; TRINDER, N.; GIVENS, D. I. Observations on the use of 2,4,6-
trinitrobenzenesulphonic acid for the determination of available lysine in

animal protein concentrates. The Analyst, Cambridge, v.98, n.1170,

p.673-686, Sept., 1973.

HAMERSTRAND, G. E.; BLACK, L. T.; GLOVER, J. D. Trypsin inhibitors
in soy products: Modification of the standard analytical procedure. Cereal

Chemistry, Saint Paul. v.58, n.1, p. 42-45, Jan.-Feb., 1981.

IKURA, K.; GOTO, M.; YOSHIKAWA, M.; SASAKI, R.; CHIBA, H. Use
of transglutaminase. Reversible blocking of amino groups in substrate
proteins for a high yield of specific products. Agricultural and
Biological Chemistry, Tokyo, v.48, n.9, p.2347-2354, Sept., 1984.

KAKADE, M. L.; SIMONS, N.; LIENER, I. E. An evaluation of natural vs.

synthetic substrates for measuring the antitryptic activity of soybean

samples. Cereal Chemistry, Saint Paul, v.46, n.5, p.518-526, Sept., 1969.

Artigo 3 17



KAKADE, M. L.; RACKIS, J. J.; McGHEE, J. E.; PUSKI, G. Determination
of trypsin inhibitor activity of soy products: a collaborative analysis of an
improved procedure. Cereal Chemistry, Saint Paul, v.51, n.3, p.376-382,
May-June, 1974.

KATO, A.; NAKAI S. Hydrophobicity determined by a fluorescence probe
method and its correlation with surface properties of proteins. Biochimica

et Biophysica Acta, Amsterdam, v.624, n.1, p.13-20, July, 1980.

KIMBALL, M. E.; HSIEH, D. S. T.; RHA, C. Chymotrypsin hydrolysis of
soybean protein. Journal of Agricultural and Food Chemistry,

Washington, v.29, n.4, p.8§72-874, July-Aug., 1981.

LAEMMLI, U. K. Cleavage of strutural proteins during the assembly of the
head of the bacteriophage T4. Nature, London, v.227, p.680-686, 1970.

LOPEZ, L. M. 1.; BRULLO, A.; NATALUCCI, C. L.; CAFFINI, N. 0.,
SORGENTINI, D. A., WAGNER, J. R. Thermal behavior, solubility and
structural properties of soy concentrate hydrolyzed by new plant proteases.
Journal of Food Biochemistry, Trumbull, v.22, n.2, p.124-141, June,
1998.

LOWRY, O. H.; ROSEBROUGH, N. J.; FARR, A. L.; RANDALL, R. J.
Protein measurement with the folin phenol reagent. Journal of Biological

Chemistry, Baltimore, v.193, p.265-275, 1951.

Artigo 3 118



MARTINS M T. S. Obtencio e caracteriza¢io quimica e imunoldgica
parcial de plasteina produzida a partir de hidrolisados de isolado
protéico de soja e caseina. Campinas, 1994. 95p. Tese (Mestre em
Ciéncia da Nutrigdo) — Faculdade de Engenharia de Alimentos,

Universidade Estadual de Campinas.

MOSSE, J. Nitrogen to protein conversion factor for tem cereals and six
legumes or oilseeds. A reappraisal of its definition and determination.
Variation according to species and to seed protein content. Journal of

Agricultural and Food Chemistry, v.38, n.1, p.18-24, Jan., 1990.

MUTILANGI, W. A. M.; PANYAM, D.; KILARA, A. Hydrolysates from
proteolysis of heat-denatured whey proteins. Journal of Food Science,

Chicago, v.60, n.5, p.1104-1109, Sept.-Oct., 1995.

MUTILANGI, W. A. M.; PANYAM, D.; KILARA, A. Functional properties
of hydrolysates from proteolysis of heat-denatured whey protein isolate.
Journal of Food Science, Chicago, v.61, n.2, p.270-274, 303, Mar.-Apr.,
1996.

RUIZ, W.A. Proteodlise do residuo do extrato hidrossoluvel de soja. Tese de
Doutorado em Ciéncia de Alimentos (p.65). Faculdade de Engenharia de

Alimentos. Universidade Estadual de Campinas, SP, Brasil, 199pp. 1985.

Artigo 3 19



SINGH, N.; SINGH, D., CHAUHAN, G. S. Effects of defatting, coagulants
and coagulation pHs on soy protein isolates. Journal of Food Science

and Technology, Mysore, v. 31, n.6, p.117-121, Nov.- Dec., 1994.

SPACKMAN, D. H.; STEIN, W. H.; MOORE, S. Automatic recording
apparatus for use in the chromatography of amino acids. Analytical

Chemistry, Washington, v.30, n.3, p.1190-1206, June, 1958.

WILLIAMS, P. C. The use of titanium dioxide as a catalyst for large scale
Kjeldahl determination of the total nitrogen content of cereal grains.
Journal of the Science of Food and Agriculture, London, v.24, n.3,

p-343-348, Mar., 1973.

WOLF, W. J,; COWAN. J. C. Soybean as a food source. Food uses of
soybean proteins. ed. Revisada. Cleveland: CRC Press., 1975. 101p.

WU, Y. V.; SESSA, D. J. Conformation of Bowman-Birk inhibitor. Journal
of Agricultural and Food Chemistry, Washington, v.42, n.10, p.2136-
2138, Oct., 1994.

Artigo 3 120



7. Conclusoes
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Os resultados desta pesquisa permitiram chegar as seguintes conclusées:

. Reacgéo do anidrido maléico com as proteinas do isolado protéico de soja
(IPS) acilou, entre outros, os grupos amina resultando na diminuicdo da
lisina disponivel do IPS e na inativagdo efetiva dos inibidores de tripsina e
quimotripsina. A atividade anti-tripsina do IPS diminuiu para 74,6%

quando a extensdo da maleilacdo era de 86%.

. Apos a maleilagdo, foi possivel executar a protedlise do IPS com baixas
relagdes de enzima-substrato (1/460), até o grau de 4,3% de hidrélise, em
120 minutos, demonstrando que a maleilagdo pode substituir a inativagao

térmica.

. O processo proteolitico do IPS maleilado provavelmente se deu por
caminho diferente do normalmente seguido pelo IPS inativado e
desnaturado termicamente. Os peptideos produzidos merecem estudo mais

aprofundado.

. A hidrofobicidade superficial do IPS diminuiu larga e linearmente em
fun¢do do grau de modificagdo quimica. Tal comportamento foi muito
diferente do relatado para a acetila¢do e succinilagdo, assim como do

observado apos tratamento térmico.

. As condi¢gdes empregadas no processo de desmaleilagdo, embora brandas
demais para remover os grupos maleato das lisinas bloqueadas, serviu para

confirmar a reversibilidade da reagdo de modificagdo.
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6. Apesar da auséncia de desnaturagdo térmica no IPS maleilado, os perfis
eletroforéticos do IPS e o IPS modificado, sugerem que ha diferengas entre

os polipeptideos gerados durante a protedlise com o-quimotripsina.

7. A hidrdlise de misturas protéicas contendo inibidores de tripsina e
quimotripsina inativados por modificagdo com anidrido maléico € factivel
e pode trazer vantagens no desenvolvimento de ingredientes para alimentos
e cosméticos que requerem caracteristicas especiais, diferentes das obtidas

com 0Os substratos inativados termicamente.
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Errata: Protedlise com a-Quimotripsina do Isolado Protéico de

Soja Maleilado

Pag. 105, Tabela 1. segunda coluna, e linhas 2, 3, 4, onde esta escrito

“0,0170”, o correto é “0,0809”.

Pag. 109, Fig.1. Onde esta escrito “De menor para maior intensidade”, o

correto €:“De maior para menor intensidade”.

Pag. 122, item 5, o correto é: “As condi¢des empregadas no processo de
desmaleilagdo, embora brandas demais para remover todos os grupos
maleato das lisinas bloqueadas, serviu para confirmar a reversibilidade da

reacdo de modificagdo”.

Pag. 123, item 6, o correto é: “Apesar da ndo desnaturagdo térmica do IPS

maleilado, os perfis eletroforéticos do IPS modificado, sugerem que ha
diferencas entre os polipeptideos gerados durante a protedlise com oi-

quimotripsina”.



