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RESUMO

A rapida diminuigido do valor nutritivo da ovalbumi
na, durante o armazenamento com a glicose, aparentemente, nao
pode ser explicado pela 51mp1§s perda de lisina ou pelas perdas
da solubilidade e dé_gestibilidade da proteina através da rea-
cao de Maillard. Se, além dos grupos o e € amino dos = aminodci
dos da proteina, estivessem presentes na c¢lara do ovo outras a-
minas primirias que “também pudessem participar da reacfo, seria
interessante determ1nar o contelde: de polzamznas da albumina do
ovo e verificar como estes compostos poderlan ser afetados nos
ectdgios iniciais da reagaoQ

A albumina do ovo de galinha foi diallbada liofi-
lizada e armazena&a com glicose {prntelndfhexose 3:2 p/p)a 37°C
e G8% de umidade relativa por gerlodas de_O, 3, 10, 20 e 30 dims,
como.ncs trabalhos anteriores. Ao fim de cada periodo, as mis~-
turas foram dialiéadas, liofilizadas, hidrelisadas em HCL 6N e
as poliaminas foram extraidas em n-butanol. 0 solvente foi eli
minado em gvaporador rotative, o residuo foi redissolvido en
HCL mM e dan51lada, de- acorde com a nessa modificagio dos proce
dimentos padraes, para a determinagas quantitativa das poliami~.
nas apbs cromatografia de camada fina. '

As pr1nc1pals pa11am1nas enccntradas na albumina
do cvo, fresca, d1allsada foram {pgfg albumina seca) espermidi
na 27,1, espermlna 13,9 e putrescina 11,6:. O armazenamento da’
proteina com a glicose diminuigas quantidades recuperaveis das
trés poliaminas para 13,7, 8,7 & 6,6 ug, respectivamente, a0
fim de 5 dias e para 3,2, 1,4 e 2,1, ao fim de 50 dias. A pu-
trescina (base livre), guando armazensda sob condigbes idénti -
cas, mostrou maior veioC1dade de desaparecimento do que a obser
vada para a putrasc;na presente na albumina do ovo, sugerindo,



i

assim, que a polisniine no estade combinads gadef;a ser Menocs
reativa do que na forma livre,

Apesar das pequenas quantidades absolutas de polia
minas na albumina do ovoe dialisada, foi Gbservadﬁf%elagéo mais
proxima entre a perda total de poliaminas e a diminuicdo do va-
lor nutritivo da proteina do que entre esta diminuigao e a per-
da de lisina disponivel, como mostrado por outrcs autores.



SUMMARY

The rapid loss of nutritive value of egg albumin
during storage with glucose apparently cannot be explained by
the simple loss of lysine or the loss of solubility and
digestibility of the protein through the Malllard reaction.
Since primary amines other than the o and e-amino groups of
~ the protein amino acids, if present in egg white, could also
teact, it was of interest to determine the polyamine content
of egg albumin and how these compounds cauld be affected in
the early stages of the reaction, : '

Hen egg albumin was dialyZed, lyophilized and
stored with glucose (prgteinﬁhexasé 3:2 w/w) at 379C and 68%
RH for periods of 0,5, 10, 20 and 30 days as done in previous
experiments. At the end of each periﬂd;-the mixtures were
dialyzed, lyophilized;”hydreiyzed in 6N HC1 and the polyanmines
extracted in n-butanol. The'sclvent was eliminated in a votary
avaporaéer, the residue'feéissolﬁed in mM HCI and dansviated
by our own modification of standard procedures for the
quéntitétiye determination of polyamines after thin-laver
chromatography.

The main polyamines found in the dialyzed, fresh
egg albumin were (pg/g dry albumin) spermidine 27.1, spermine
13.9 and putrescine 11.86. Shorxné une protein with glucose
lowered the recmverable amounts of tne three polyamines to
13.7, 8.7 and 6. 6 Hg respectively at’ 1he end of five davys, and
to 3.2, 1.4 and 2,1 at the end of thirty days. Putrescine {free
base), when stored wxﬁaglucase under 1dent1ca1 conditions,
showed a higher rate of dlappearance”%o that observed in the
egg albumin; thereby_suggestingfth&t.thé'polyamine in the bound
-state tould_ba less reactive than in the free {orm.

i
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Despite the small sbsolute amounts of polyvamines
in the dialyzed egg albumin, a closer velationship was
observed between the total loss of polyamines and the loss of
nutritive value than between the latter and the loss of

available lysine as shown by others authors.



INTRODUGAO

A pesquisa sobre as polissinas expande-se rapidamen
te e numerosas observagoes indicam que estes compostos, com to
da probabilidade, exercem fungles essenciais no metabolismo ce
lular, embora o mecanismo de suas agoes nAoc esteja completamen
te esclarecido.

Nosso interesse no estudo das poliaminas estd indi~-
retamente relacionado com a perda do valor nutritivo das pro-
teinas durante a reagao de Maillard, mesmo quando realizada em
condigdes brandas. Para efeito do presente trabalho, conside-
ramos como condigoes brandas temperaturas inferiores a 45°C e
tempos nado superiores a dois meses.

Segundo Tanaka et al. (1974), o valor bioldgico da
ovalbumina pode diminuir até 50% em apenas 10 dias de armazeng
menty com a glitase;'é temperatura de 37°C e 68% de umidade re
1ativa._'Entratantc,'ﬁmayawF, {1874} mostrou que a perda de 11
smna; nestas condicdes; e muito pequena ‘para justificar a gran
de queda da valor nutritive, sugerindo que, talvez, exzstam na
clara do ovo outras Compos tos aminados” capazes de reagir com a
glicose e cuja perda tenha efeito negatlvo ne valor bzologlco
da clara do ovo. Esta hl@@tese foi cansxstentﬁ com 0 aclmmulo
de COMpOstos gllcasxlamlnoﬁ nas. fezes de ratos, de arlgem cla-
ramente nio amincacidica com pesas moleculares antre 00 - e
1300 daltmns, | | -

Em. outra série de experiéncias com ratos, Sgarbieri
et al, (1973) suplementaram, com awmi nodcidos essenciais, a o-
valbuming Teagida em condighes 4gwnt:ua@ mas o0 valor nutricio-
nal da mesma ndo atingiu o arig}naL+

Essas anerva§5ew sugeriram o estudo de cemponentes
~aminados ndo proteicos ligados fracamente & p;otelna, tais co-
me as poliaminas, gque poder;am reagly com & glicose, irreversi



velmente, tornande-se bhiovlegitemente indisponiveis no estigio
iniecial da reagdo.

Os objetivos deste trabalho foram verificar se as
poliaminas {espermina, espermidinsg e putrescina) estdo presen-
tes na clara do ovo, dosé~las, testar a sua reatividade com a
glicose, nas condigdes brandas da reagdo de Maillard e ver se
existe alguma relagio entre a possivel perda de poliaminas, du
rante a rveagao, com a diminuigdn do valor nutritive 34 observa-

da na ovalbumina Maillard preparada em condigdes idénticas.



REVISAQ BIBLICCRAFICA

Considersagoes gerais

Composicao da clara do ovo de galinha

As guantidades de alguns nutrientes e & energla da
clara do ovo sao apresentadas na tabela 1 (Stadeiran e
Cotterill, 1973).

Carboidratos

0 ovo contém guantidades relativamente pequenas de
carboidratos sendo que, aproximadamente 75% estd presente na
clara. Os carbeidrates do ovo podem ser encontrados na forma
livre {glicose) ou em combinagdes com proteinas e gorduras
(manose e galactose). Na gema, os carboidratos combinados es
tdo presentes nas fosfoproteinas, fosfolipides e cerebrosi -
decs, enquante que na clara fazem parte das glicoproteinas. A
tabela 2 mostra a proporgao de carboidratos livres e combina-
dos da clara (Romanoff e Romanoff, 1¥65;.

Proteinas

‘0 teoy proteico da clara do ovo em base Umida & de
§,7-14,8%, A ovalbumina, conalbumina, ovompucoide & a lisozi-
ma $30 as principais proteinas da clara e suas caracteristi -
cas, bem como a5 de outras prnteinaﬁhgﬁdem'ser:vistas na tabe-
la 3 (Stadeiman et al.., 1973). |

H

e

Conalbuminsz

E uma gliceproteina facilmente obtida por precipi-

tacao com sulfato de amdnic ou separada da ovalbumina agitan-



TABELA 1

Composicae Quimica da C.nra do Ovo de Gaiinha ¥

Cgmﬁégéﬁtgs _ - o Cla;g Crua
Agua (%) 87,6
Energia (fal) 16,83

" Proteina {g) ' - | 3,6
Gordura ~ Lipides Totais (g} o tragos
Carboidrato Total (g} S . 0,264
Cinzas (g) a o 0,231
Calcio (mg) - | 2,97
Fosfore {mgl ' | 4,95
Ferro (mg) : _ 0,033
s5dio (mg) o | 48,18
Potassio {mg) _ o 45,87
Magnésio {mg) _ ' o ' 2,57
Tiamina {mg) ' _ LTAEGOS
Riboflavina (mng) - ' 0,089
Niacina {mg} _ ' 0,033

Fonte: Stadelman e Cotterill {1??3}

* Estes dados referem~se & clara do ovo pesando 33 g.
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do-se a solugdo da proteina ate gue a ovalbumina coagule (5tz
delman et al., 1973), A comaibumina & capaz de ligar ions mc

+ 4+ ++ ++ -
tiiicos di e trivalentes (Fe e » Al , CGu e Zn ) formando

complexos resistentes a u"‘??xﬂl&ﬁlﬁ térmica € ao ataque pro-
teclitico. '

Ovomucside

£ uma glicoproteina termoresistente e pode ser se-
parada por precipitagio com acetona apls terem sido precipita
das as cufras proteinss da clara com dcido triclovoacético em
wH 3, 5. ﬁ um inibidor de tripsina. Através d§ cromatografia
531 caluna'esta'proteina pode ser fracionada eﬁ 3 formas de o-
vomucSide contendo diferentes teores de fcido siflico (Stadel
‘man et al., 1973). 'A_avcmudéiQQTda galinha contém 1,Qfé5i53%
de Bfgalactosai'ﬁ,E a 4,7% de D-manose; 12,5 & 15,45 de Z-ami
*no~2f&esﬁxi~9~glucose e 0,4 a 4% de Acido sialico (Montgomery,
19703, : |

Lisozina

A giobullna G, & a lisozinma, uma enzima. da?_clafé’f
que g capaz de hidrolizar as llgagmes 8 (1-4) entre o dcido
N~ acet1¢ﬁauram1n1co e a N acetllgluccsandna da parede gelular_
&a bactérias (Stadelman et alq, 1973, A e“7ima possul 129

4

residuos de aminoacidos e 4 ligagdes dissulfidica as, Uma ca -

racteristica desta proteina, de seguenciz & estryutura totalmen

te conhecidas, € a de possulr um Tesiduo de 1isina na exi el

dade N-terminal da cadeia.

proteina predominante na CiLava. @ € Cilassiiica
da come fosfoglicoproteina, uma vez que carnoidratos € srupa-
H 3 ey Iy

mentos fosfatos estdo ligados covalentwumente & Caciin Soiipe-



tidica {Stadelman et al.,1973). A ovalbuminag pode ser obtida
por fyagionaments com sulfato 4 amdnie oy sulfate de sedie @
por cromatografia em coluna de carboximetil celulose. Existem
duas formas de ovalbumina, R e &, que diferem nas .velocidades
com que sao desnaturadas peio calor em pH 3. A forma mais es
tavel, S-ovalbumina, & formada a partir da R-ovalbumina duran
te o armazenamento dos ovos. O mecanismo envolvido nesta con
versio ainda & desconhecido (Marshall e Neuberger, 19723,

0 peso molecular da ovalbumina & de 45000, o qual
representa uma média dos valores obtidos dos'dados de pressao
osmotica e sedlmentagaa (Gottschalk e Graham, 1966). ALTaves
de estudos eletrﬁferetlcas, foi observado que a ovalbumina
possui 3 componentes designados Al, A, e Ag, que diferem nos
seus contefidos ﬁe_fasferon 0 componente & contém 2 grupanmen
tos fosfatos por molécula, A2 contém apenas 1 e AE a0 possul
fésforo (Marshall et al., 1972). O ponto de ligagio dos resi
duos de fésforo & conhecido. Flavin {1954} isolou fosfoseri-
na de um hidrolizado &cido parcial da proteina e as sequénci-
as pﬁptidlcas s vedor de ambos os residuos de serina foram @
presentados por Milstein (1968) como sendo!

(1) Ala.Gli.Arg.Glu.Val.Gli.Ser (P) Ala. Glu.Ala.Gli. Asp.Val.
Ala. Ala Ser.{Val, Gle,Ser PhelArg

(2) Asp*Lis.LeuiPro.GliﬂPhe,Gli.Asp.Ser Tle.Glx.Ala.Glx.
Cis.Gli (Thr,Ser,Val).(Asp,His,Vdl)

onde Ser(ﬁ) representa os residuos de serina fosfato e {is po

de ser cistina ou cisteina.

A ovalbumina pode ser convertida numa proteina Crig
talina denominada 'plakalbumin’, pela agic da enzima subtilo-
peptidase A (subtilisina) que ocorre no meio de cultura de u~
ma linhagem do Bacillus subtilis {Gottschalk et al.,1966 ;. A
reacao enzimatica ocorre em pelo menocs duas etapas, e liga-
coes peptidicas sic rompidas e tres peptidios sdc liberados.
A primeira etapa envolve a guebra de umalligagén peptidica e




o (-terminal passa a ser um residuo de alan;na Subsequente =
mente, 3 ggptid&as sio liberados: Glu.Ala, hll Val.Asp.Ala.Ala.,
Ala.Ala e ‘flu.Ala.Gii.Val.Asp. O fdsforo na "plakalbumin” es
ta distribuido entre os componentes Pl’ P, e P da mesma ma-
neira como nos componentes Al, A2 8 AS da avalbumlna {(Marshall
et al., 1972).

A composigao em aminodcidos ds ovalbumina € apre -
sentada na tabela 4 tMarshall et al., 1972). Estes dados fo-
ram tirados de publicagdes de_vﬁfios pesquisadores que usaram
métodos microbiolfgicos ou cromatogrdficos para analisar o hi
drolisado proteico. 0 grupamento amino do aminodcido N-termi
nal estd acetilade, e a sequéncia de aminodcidos nesta regido
da proteina € N-acetil.Gli.Ser.Gli.Ile.Ala. O residuo (-ter-
minal foi identificado como sendo prolina e a sequéncia termi
nal € ... Val.Ser.Pro.

Existem divergéncias nos dados apresentados por di
versos pesquisadores com relacgao ao ﬁﬁm&ro de grupamentos sul
fidrilias e pontes dzssulfldlcas na molécula da ovalbumina (Mar
shall et al., 1972). Parece provavel que 6 ou 7 residuocs de
clst(e}lna es5tdo presentes na pratexna, sendo que destes, 4
ou 5 pgcorrem como cisteina.

A unidade de carboidrato da ovalbumina consiste,pro
vavelmente, de 2% de manose e 1,2% de glucosamina, ou uma mé-
dia de 5 e 3 residuos réspectivamente {Marshall et al., 1972).
Todos 0s trés residuos de glucos@miﬂa sdp N-acetilados. 0 a-
cido aspidrtico estd diretamente ligado & unidade de carboidra
to e uma das sequéncias possiveis dos residuos de aclcares o
apresentada a seguir (Montgomery, 1972):

(G1eNAC) o 1 oy 2-Man-GlcNAc-GleNAc-NH-Asp
(Man}q ,, 1 (Manjq

ﬁan-(GlcNAc}O ou 1



TABELA 4

Composicio da Albumina do Ovo de Galinha

Residuos {expressos em numeros inteiros) por

Substdneia Mol de Albumina de Galinha

1 | 2 3 4
Alanina 35 37 34 35
Glicina | 19 . 19 19 19
Valina : 28 33 30 32
Leucina | 32 33 32 31
Isoleucina 25 25 25 24
Prolina 14 15 16 15
Benilalanina 21 20 20 i9
Tiresina g i i0 i0
Triptofano 3 . 3
Serina . 36 27 37 38
Treonina : - 16 14 15 15
{istina/2 g 7 - k 6 &
Metionina 16 16 13 15
Arginina 15 15 19 15
Histidina 7 ' 7 8 7
Lisina 20 21 19 20
Acido Aspartico 32 .32 32 32

Acido Glutamico 52 50 51 52

Fonte: Marshall e Neuberger (1972},

10
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onde GlcNAc representa a &wacetilglucoéamina e Man a manose.
Uma vepresentacBo da molécula da ovalbumina pode ser vista na
figura 1 (Marshall et al., 1972}, '

As poliaminas naturais

Qcorrencia

Embora a presenga das poliaminas em material biol§
gico tenha sido publicada hd 300 anos atras, suas fungﬁes bio
gquimicas e biol8gicas s6 passaram a ter interesse nos Ultimos.
dez anos. Um fato ji estabelecido 2 que as poliaminas estdo
universalmente distribuidas em todos os materiais bioldgicos,
incluindo orpanismos animais, plantas, microorganismos e vi-
rus {Raina e Jdnne, 1975). Até o presente, porém, ndo encon-
tramos qﬁalquer publicacio que acuse a presenga ¢ indique o0s
niveis de poliaminas nas proteinas do ovo.

Nos tecidos animais a espermidina e a espermina
sao as principais poliaminas enquanto gue a putrescina esta
presente em pequenas quantidades. A cadaverina, prodidto da
descarboxilacfo da lisina, & tipicamente encontrada nos teci
dos animais em decomposicdc e também ocasionalmente em teci-
dos animais vivos. Dois novos derivados das poliaminas, a
putreanina e o acido espérmice, provaveimente metabdlitos da
espermidina e espermina, respectivamente, foram recentemente
isolados do sistema nervoso central de mamiferos (Raina et
al., 1975).

As estruturas das referidas poliaminas ou deriva-
dos sao apresentadas a seguir.

Nas plantas, as poliaminas podem ser encontradas
livres ou como constituintesde muitos alcaldides {Tabor e Ta
bor, igﬁd);' Moruzzi e Caldarera (1964} mostraram gue as po-
liaminas estdo presentes em quantidades apreciaveis nos ger-~
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mens de ceyeals. Putrescina, cadaverins, espermidina e esper
mina foram iscladas da $oja e identificadas por cromatografia
de camada fina, eletroforese em papel e ressonancia nuclear
magnética {Wang, 1972; Wang e Selke, 1973). Smith (1970) pu-
blicou a distribuigio de putrescina, espermina e espermidina
em virios vegetais superiores.

CADAVERINA

NH, {CHy b, NH,
PUTRESCINA

ESPERMIDINA

NH, (CHg 3 NHACH . 1y NHICH, )5 NH,
ESPERMINA

Mg [CHply NM{CH 15 COOH
O PUTREANINA

HOOCICH 51y NHICH, T, NHICH ;) , COOH
. ACIDD ESPERMICS

ESTRUTURA DAS POLIAMINAS E OF ALGUNS
DERIVADOS ENCONTRADOS EM TECIDOS AMIMAIS.
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A espermidina e a putrescina sho as poliaminas que
pcorrem mais fréqnentemente nas battéri&s,;éendm que as gram-
negativas con?ém concentragoes mais elevadas do que as gram-
positivas (Bachrach, 1973}, A terﬁinaae a caldina, duas po -
liaminas recentemente descobertas, farém isoladas dos microor
ganismos term6filos, Thermus thermophilus HB& (Oshima, 197%) e
Caldariella acidophila (De Rose et al., 1976}, respectivamen~
te. As poliaminas também estic presentes nos virus de plan -
tas (Johnson e Markham, 1962}, nos colifagos T (Ames et al.,
1958) e mais recentemente foram extraidas do herpes simplex
virus (Gibson e Roizman, 1971}, do virusida influenza e do vi
rus da doenga de Newcastle (Bachrach et al., 1974).

Biossintese

Nos tecidos animais, a putrescina & formada a par-
tir da descarboxilagdo da L-ornitina (Raina et al., 1975), e
nas bactérias, a partir da arginina que é descarboxilada ori-
ginando a agmatina que, por sua vez, & hidrolisada para for-
mar a putrescina. Apenas na bactéria F.coli foi mostrada a
conversiac da ornitina em putrescina {Morris e Pardee, 15667,
Smith {19780) mostrou que a sintese de putrescina nos vegetais
superiores segue caminho semelhante ao -das bactérias, entre -
tanto, a agmatina € primeiramente hidrelisada a N-carbamilpu~
trescina que, postericrmente, € convertida em putrescina.

Ao contrario da putrescina, a formagao da espermi-
dina.e da espermina segue a mesma rota tanto nos Organismos a
nimais, como nos vegetais e bactérias. O grupamento propila-
mina, derivado da L~metionina, € transferido para a putresci-
na € para a espermidina, nas sinteses da espermidina e gsper-

mina, respectivamente (Raina et al., 19753},

A figura 72 mostra os caminhos seguidos na biossin-
tese das poliaminas, bem como as enzimas que participam desg-
tas reagles.
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Ba%se ¢ Swmith {19?%} mostydram que a8 deficiéncia
de minersis [K & Mg**} resulta no aclimule de putrescinag nas
folhas de virios vegetais superiores e apresentaram dois meca

‘nismos para explicar este fato: p&lo primeiro, a deficiéncia
de. k' ¢ de Mg ** induz um aumento na atividade das enzimas en-
volvidas na sintese da putrescina a partir da arginina com a
formagdo intermediiria de agmatina e N-carbamil putrescina{fi-
gura 2}. Pelo segunda, a S~adenosil-~L- metxenlna sintetase, gue
cataliSa a sintese da S-adenosil-L- metlenina e a S~adenosil-L
~metionina descarhox;lase, enzimas envelvidas na sintese da
espermina e espermidina a partlr &a patresclna, sao0 estimula-
das por cations mono {NH K _ou- Rb 1 & divalentes (Mg )»
Portanto, qualquer reéugaa na atzvzdade destas en31mas, causa
da pela deficiéncia de ¥¥ ou de Mg , resultari em aclimulo de
putrescina. Neo mesmo trabalho eles %ageriram que 0 teor de
putrescina poderia servir como guia para a determinacio do ni
vel de minerais em legumes, uma vez que o aclmuleo desta amina
pode ser detectado antes que 05 sintomas de deficiencia apa-

recam,

Trahaihandq com folhas de Sesamum indicum, Crocomo
¢ Basso {1974} chservaram que -a putrescina € formada, prefe-
rencialmente, a yartzr da citrulina, tendo a N- carbamiiputres -
cina como intermedifdrioc: e, a mgd;éa gue o nivel de potissio

decresce, 0s teores dos aminoac¢idos ornitina, citrulina e ar-
ginina, = das awinas putrescina, agmatina e N-carbamil putres
cina aumentam, enquanto que a velocidade de sintese proteica di
minui. O auments nas concentragoes da afgznzna ¢ c¢itrulina
relacionado com a deficidncia de pﬂta551ag devido a maior de-
gradagao ou menoy sintese prﬁtelca, p&éeria, por si 50, promg
ver o acumulo de putrescina por agaa ﬁ&ﬁ massas. Entretanto,
eles sugeriram também que as enzimas envolvidas na sintese da
putrescina sao induzidas pelo aumento de seus substratos.
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Funcdc bioldgica

Um dos problemas mais complexos para os que estu -
dam a bicquimica'ﬁas poliaminas estd relacionade com o signi-
ficado fisioldgico destes compostos nos organismos vives. Fe
lizmente, niumero crescente de bioquimices e biflogos vem mos-
trando interesse neste campo & tem contribuide, significativa
mente, para o conhecimento da biologia das poliaminas.

Interaciio entre poliaminas e dcidos nucleicos

Virias observagoes associam as poliaminas & sinte-
se de macromoléculas., Sendo bases fortes, espermidina e es -
permina t€m uma alta afinidade por compostos anionicos e se
ligam, fortemente, aos acidos nucleicos e particulas que 0s
contém. Bm geral, esta asseciagho resulta numa devada estabi
lidade frente a diversos agentes. Por exemplo, a interacao
entre as poliaminas e DNA aumenta a estabilidade da dupla hé-
lice frente & desnaturacido térmica (Tabor, 1862)1. Analises de
Raio-X das estruturas c¢ristalinas dos sais das poliaminas su-
gevem que na interagao com a molecula de DNA, a espermidina ¢
a espermina podem formar uma ponte entrye 08 dois filamentos
de DNA com os grupamentos imino e amino protonados fazendo 11
gagée? eiatrastétic&s com o5 grupos fosfatos do DNA. Este mo
delo nos ajuda a entender o efeito estabilizador das poliami-
nas, embora outros modelos de interagdo nio estejam excluidos
(Raina et al.,, 1975}, Parece gue as poliaminas nao alteram #
conformacao do DNA, mas fazem com que o RNA se arranje THuma
estrutura mais compacta, possivelmente através de "loopsY ou
convelughes helicoidais, tornando-o menos susceptivel 2 diges
tao pela ribonuclease (Stevens, 1870). Por oulyo lado, . 8%
canaentragﬁas de Mgé+ g de outroes ions divalentes usados no
funcionamento e estabilidade de sistemas de &cidos nuclelicos
“in vitrvo", ndc sio compardveis aos niveis destes ions no in-
terier da'ﬁéluia, o gque nos leva a pensar que a intervengao
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das poliaminas no funcionamento dos acidos nuweleicos "in vive"
seja de grande importdncia.

Poliaminas e sintese dos acides nucleicos

| E bem provivel que exista uma correlagao positiva
entre a biossintese e aclimulo de poliaminas e 4cidos nuclei-
cos, partigﬁla?meht& o RNA, e que as poliaminas sejam capazes
de afetar a velocidade de sintese de macromoléculas “in vi-
tro” {Raina ét'als} 1975). As observagoes de elevadas concen
tragoes de pdliaminas em tecidos de embrices de galinha (Rai-
na, 1963} & de ratos recém-nascides [Jinne et al., 1564) suge
rem que as poliasminas possam exercer papel significante na'fi
siolegia celular, especialmente em tecidos que crescem rapida
mente. Usando, como modelo, figado de rato em regeneragas a-
pos hepatectomia parcial, para estudar o metabolismo de polia
minas e RNA, Raina et al. (1966) mostravam uma estimulagdo i-
niciﬁl da sintese da espermidina e um acimulo paralelo de RNA.

A sequencia dos eventos no figado em regeneracao &
a seguinte: um aumento na atividade da ornitina descarboxila-
se resulta no acimule de putrescing gue, por sua vez, estimu-
la a S-adenosil~L-metionina descarboxilase levando ao acumulo

de espermidina.

- O paralelismo nas y&lﬁciﬁadeé de acimulo e biossin
tese das poliaminas e dos dcidos ribonucleicos tem sido mos -
trado em outros sistemas incluindo §i§ggg sob diferentes con-
digbes de crescimentn e tecidos de ratos em desenvolvimento
{Raina et al., 1975}. '

Publicagdes de varios laboratorios tém demonstrado
que as poliaminas aumentam a sintese de RNA em niicleo e nucléo
lo isolados, e estimulam a atividade de RNA polimerases depen
dentes do DNA, de animais e bactérias {Bachrach, 1973 Ste-
vens, 1370}. Parece que 85 peliaminas alteram a estrutura s¢
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cundaria do RNA promovendo, assim, a remogae do RNA  recém-
transcrito do complexo DNA-enzima ou evitando uma ligacio nio
especifica do RNA a éstéluﬁmﬁigxd (Stevens, 1970}. A espermi
dina e a espermina estimulam a sintese de RNA quando presen-
tes em baixasrconmentragéesﬁ @ fﬁncianaﬁ como inibidores a e~
levadas concentragdes, provavelmente devido 3 precipitacido do
DNA matriz (Raina et al,,:lﬁzs},,iyuita pouce se sabe g res -
peito do efeito das polisminas nas'reagﬁes catalisadas por
DNA polimerases dependentes do DNA., J& foram observados ca -
sos de estimulacio ¢ também de inibigio ‘pelas poliaminas
{Bachrach, 1973}. S

A espermidina e a espermina. aumentam a resisténcia
do RNA 3 agio da ribonuclease porgque se¢ ligam acs grupamentos
fesfatﬁs_adjacentﬁs_&ﬁJpalinqclaatidea protegendo, assim, as
ligagges internucleotidicas (Stevens, 1970). e/ou porque alte

ram a conformagao da molécula do RNA.
Como € bem sabido, os tecidos neoplasicos também a

presentam algumas das caracteristicas dos tecidos em fase de
grande desenvolvimento e, portanto, p@éem'pessuir altas con -
centragoes de peliaminas {(Raina et al., 187%}. Alguns traba-
lhos, por exemplo, mostram que elevadas quantidades de polia-
minas se acumulam no soro, plasma e urina de pacientes conm va
rios tipos de cﬁncef_(ﬁartan et al., 1973 : Denton et ai.,
1973; Russell e Russell, 1975). Altos niveis de poliaminas
foram também encontrados no fluide cérebro-~espinhal de pacien
tes com tumores cevebrais {(Marton et al., 19747,

As poliaminas sac capazes de estimular varias fa-
ses da sintese de polipeptideos incluindo a amincacilacio do
t~RNA ¢ a ligagdo do m~RNA ¢ do amincacil t-RNA z0s ribosso-
mas, e pocem substituir parcialmente os ions Mg*+ nestas rea-
goes (Raina et al., 1975). Bam altas cwnceﬁtragées, as polia-
minas inibem a sintese de polipeptideos, provavelmente devido
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a agregag§0 ou precipitacio dos ribossomas. A estabilizagao,
‘hem come & antafaga@ Bl & C=RNA & o3 ribosssmes als importan
tes aspectas da agao ﬁas poliaminas na sintese proteica Tin
vitro”. Embora uma quantz&ade critica de Mg A seja necessa-
ria para a manutencac da integridade estrutural e funcional
dos ribossomas, grande part& da necessidade essencial para ca
tions di ou multivalentes . pa?ece sex praenchlﬁa pelas paliaml.
nas- "in vive", Outra semelhanga entre as poliaminas e o Mg
estd na facilidade com que os dois podem compartilhar uma fup
cdo comum como ocorre na associacdo dos ribossomas com as men
branas do reticulo endoplasmdtico. Tanto a espermina como oS
i@ns:Mg¢§ 5a0 capazes de promover a associagao de ‘ribossomas
isolados com as membranas do reticule endoplasmitico,- COmo
foi mostrado em figado de rato por Khawaja e Raina [16870).

Efeito das poliaminas no metabolismo de carboidratos

) A conversao da glicose a diagxido de carbono, pelas
céluias do tecido adiposv de rato, pode ser estimulada pelas
poliaminas. Este efeito foi atribuido & acelervagdo do trans-
porte de glicose, aparentemente devide 3 interagdo das polia-
minas com a membrana celular (Bachrach, 1973). Além dissa, as
poliaminas podem afetar o metabolismo de carboidratos atraveés
da estimulacdo da atividade de vdrias enzimas. & fvsfcenolpi
ruvate carboxilase da Salmonella typhimurium, por exemplo, po

de ser ativada por compostos basicos, incluinde a3 espermidi-
na, atraves da ligscso do polication a regioes hidrofdhicas
da enzima, alterando, assim, sua cenfiguracao.

Poliaminas como fatores de crescimento

Herbst e Snell {1949) foram os primeiros a demons-
trar a atividade das poliaminas como fatores de <crescimento
para o Haemophilus parsinfluenzae. Desde entdo, foram encon-

trados Vvarios microorganiszmos que crescem mais rapidamente na
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presenga das poliaminas, ou gue mostram ume wddedsidade abSG*
lute para estes compostes. O mecanismo da scdas das  poliami=
nas em promover o créscimento ainda nio estd muito bem conhe-
cido. Em alguns srganismaag as poliaminas e os sais, prova -~
velmente, exercem a mesma funcdo e facilitam o crescimento a-
través da estabilizacdo das wmembranas das bactérias (Bachrach,
1873)., Uma outra alternativa para explicar a estimulagdo do
crescimento pelas poliaminas vem de recentes observacdes de
que estes compostos sac requeridos para a divisdo celular bag
teriana (Inouye e Pardee, 1970). |

Interacdo de proteinas com aglicares redutores:  Reacao de

Maiilard

De acorde com o “"Merck Index™, a reacac de Maillard
pode ser definida como sendo a "reacio de aclicares redutores
com 0 grupamento amino dos awaminagci&as,vgeptiﬁﬁas e protei-
nas, levande 3 evolugic de Lo, e dasagvoi?imﬁnta de intensa
coloracdo marrom. A reagio € complexa e envelve a formagao
de numerosos compostos: entre o3 que ja foram identificadoes
estao os derivados do furfural, 08 N~glicosideos e as reduto-

nas’™.

A quimica da reagdo de Mailiard

As varias revisdes bibliogridficas a respeito da qui
mica da rea§5a de Maillard pouce sovesconiaram a excelente re
vivao de Hodge {19%53), a qual serd a dnica a gue faremos refe
réncia. A fase inicial envolve a reacgac entre um grupamenlto
amino primdric (aminodcido, preoteina, etc.) e um aglicar redu
tor vomo a glicoss, e subsequente eliminagfo de uma molécula
de agua para formar a glicosilamina N-substituida. A isomeri
zacado da duplas ligacao pode originar 1,2«~Eneaminol e umia ceso
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Xiaminocetose através do vearranjo de Amadori {figura 3.

Na fase 1ntermedzar1a {(figura 4} a fragio carboi-
drata & desidratada por dois caminhos. Nos 5istamas aquosos
acidos ou neutras sdo formados os furfurais, enquanto que no
estado seco ou em solventes nao aquosos o5 acglcares sio desi-
dratados para formar as redutonas. Neste estagio ocorre tam-
bém uma fragmentagdo do carboidrato originando varios produ -
tos cnmﬂ'glicaialdeiéc,glicaraldeiﬁa, piruvaldeido,etc, .0 me-
canismo para a fissdo parece ser o reverso da condensaclo al-
dblica {desaldolizagdo). Outra reagho que pode ser observada
no estagic intermedidrio & a degradacido de Strecker, ‘onde os
-awamincﬁéidos-sga descarboxilados, gquando agquecidos na presen
,Ga de certos compostes yolicarb0n111ca%i arlgxnando um aldei-
do contendo um atom¢ de carbono a WEenos. Tudﬁ indica que cer
ca de 80% de EOE liberado durante a reagdo de Maillard, & proQ
veniente éa degradacio de Strecker.

- Na terceira e ultima fase‘{figura 4}, os compostos
inteimedidrios se polimerizam para dar origem a produtos insa
turados, fluorescentes, marrons, denominados melancidinas. En
tre'as-principais'reagées envolvidas estdo a condensacio alds
lica, a polimerizagis aldeido-amina e a formacaoc de compostos
nitrogenados heterociclicos como os pirrdis, os imidazdis, as
piridinas e as piraziﬁas, |

Efeito da reagao de Maillard, sob condigdes brandas, na qualida-

dade nutricional da proteina

Neste trabalho denominaremos proteina Maillard

qualquer proteina veagida com a glicose.

A reacao de Maillard produz alteragﬁes na cor,

sabsr e no valor nutritivo dos alimentos, durante o armazenamen

to e processamento, relacionadas cém mudancas fisico-quimicas

nutricionais de seus constituintes proteicos {Tanaka et al.,

1975; Sgarbieri et al., 1973%)
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A grande gueda do valor nutritive de proteinas prg
@%&&&ﬁ&ﬁ na presenga de carboldratos tem sido atribuida a al-
gum ou.a todos os seguintes fatores: a) decréscimo da diges-
tibilidade da proteina; b) destruigfo ou diminuicio da dispo
nibilidade biclSgica de aminodcidos essenciais; ¢} producio
de substincias tfxicas ou inibidores metabolicos (Tanaka et
al., 1974; Tanaka et zl., 1977).

Empregando métodos bioldgices e bioquimicos, Tana-
ka et al. {1974) mostraram que afqaaii&aée-da ovalbuminag de~
cresce rapidamente com o decarrer da reacio. Apds apenas dez
“dias de armazenamento com a gilcose a 379C, o valor biolégico
{VB} da. ovalbumina caiw para 50%. O PER, medida da qualidade
pretezaa em ratos em crescimento, apresentou decréscimo mais
marcante que o VB que & um ensaio feito com 2unimais adultos.
Isto parece indizar que a reagdc de Maiilard -xerce na protei
na efeito mais critico durante o crescimento +os ratos, perio
do em que 0% animals apresentam uma malor dependsncia protei-
ca para o seu desenvolvimento. No mesmo trabalho, sles obhser
varam gque a proteina Maillard apresenta baixa digestibilidade
¢ absorbabilidade e concluiram que embora possa néo existir
um fator toxice, no sentide intrinseco da palavra, a digestao
animal de proteinas Maillavd parece induzir uma sobrecarga fi
s5i010gica com a liberagdo de um excesso de enzimas digestivas
{nitrogenio endOgeno), e isto poderia ser considerado como fa

tor que intensifica a perda do valer nutritive “in wviva™.

Tanaka et al. {1977) observaram que até os primei-
ros 10 dias de reac@o da ovalbumina com a glicese a 37°C, os
aminoacidos que apresaﬁtafam &3 majores perdas foram lisina,
seguida da arginina, serina e treonina e, finalmente, a isoc -
leucina e leucina. O fato de que a lisina seja o amincicide
mais destruido pode ser explicado, provavelmente, pela sua dau
pla reatividade, sendo através do grupamento c-amino quando o
amincdcido se achar mo interior, e através dos grupamentos e
e o-amino quande o residuc se achar na posicido N-terminal da
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cadeia como acontece no caso da lisozima. Através da correla
gan entre o PER da ovalbumina Maillard e o tempo de armazena-
mento com & glicose, eles mostraram, também, que existe  uma
queda substancial na qualidade nutricional da proteins mesno
por periodos inferiores a 10 dias. Além disto, alteragdes ob
servadas nas atividades de determinadas enzimas (fosfatase a;
calina, transaminases e maltasei @ nag'gesas relatives de al-
guns Srgﬁﬁs.(rins_e_ffgaéaj em ratos alimentados com ovalbumi
na Maillard pﬁr 3 meses, parecem indicar a existéncia de dis-
tiarbio fisioldgico, mas nio se pode afirmar que isto se deve
a0 acimulo de compostos tdxicos.

~ EBEm vista de que os dados até hoje publicados  niio
explicam satisfatoriamente a perda tao drastica do valor nu-
tritivo da proteina Maillard obtida nas condigoes anterlormen
te descritas, e tendo em conta que a simples perda de aminoi-
cidos essenciais (Amaya-F st al., 1876) também nido parece jus
tificar a queda tdo grande do valqr-nﬁtritivo da albumina do
ove Maillard, foi objetive desta tese dosar as poliaminas  e-
xistentes na clara {albumina) do ovo de galinha e verificar
5 aias tem alguma participacfo na reagido de Maillard  mesoo

estando associadas a fracic proteios nao dialisivel.



MATERIAL = E METODOS

Material.

Ovos de galinha com 47 semanas fornecidos peia Fa-
zenda Nova Granja'{Vegpasiaﬁag_MG,_Brasil), raca G.307 (procg
déncia Granja Guanabara S.A., Rio de Janeiro, RJ, Brasil). Pu .
trescina (base livre), espermiﬁ&feieﬁpermidina {sais de hidro
cloreto) e cloreto de Dansiié*(iéﬁiﬁetii&minonaftalenc~Swsuln
fonilcloreto) fnramftempraées7d325igma Chemical Company. Pla
cas para cromatografia de caﬁada;ﬁ%ﬁa;,(ZSG vgd precobertas
com silica gel 60 foram compradas da Merck (Quimitra, Comér-
cio e Indistria Quimica S.A.}.

Métodos

0 volume total de clara, obtido de 12 oves, apds a
separacio das gemas, foi submetido a uma didlise contra agua
destilada, em camara fria 14%¢y por 36 horas. Apés a centri-
fugacio do dialivado {10.000 rpm), ¢ sobrenadante (albuminas)
foi liofilizade. Exatamentn 286:mg do pd, assim obtido, feo-
ram hidrolizadas com 1% ml de HCL 6N a 110°C sob atmosfera de
nitrogenio durante 16h. -

Extvacao das poliaminas

0 pH do hidrolisado (1% ml1) foi acertado para 12-13
com solucio de hidrixido de sddio (500g/1000ml) e, apos adi-
cio de uma quantidade saturante de uma mistura salina (62.5g
de N328G4 e 9g de Na PO,}, as paliaminas'£bram extraidas com
10 ml de n~butanpl segundc © métcda deserito por © Russell
et. . al, {1875}, para a extragéa das poliaminas do soro de pa~
cientes canceresos. A fase final em HCl 0,1 mol/l foi evapo-
rada em evaporador rotativo (Buchi HB~140) e reconstituida em
10 ml de HC1 107°N.

27
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Reacdv das poliaminas extraidas da clara do ovo com o cloreto

Aliguotas de 100 ul da solugde das poliaminas en
HC1 107N foram tomadas para a dansilagdc, segundo ¢ wétodo
descrito por Fleisher e Russell (1975) para as poliaminas uri
narias, exceto que o pH da reacdo foi acertado para 9,0-10,0,
com saiugéa saturada de Na2CG3,'& g splvente usado ?ara & ex-
tracao dos derivados dansilados das'pﬁliaminasi apds 8 Thoras
de reacdo, foi o tolueno. Apds centtifugacio a 10000 rpm por
16 minatﬁs,'ﬁ,s ml do sobremadante {toluenc) foram evaporados
em banho-maria a 50°C, sob atmosfera de nitrogénio, e o resi-
duo foi reconstituido para B0 pl com tolueno.

Cromatografia de camada fina e determinmacao fluorimétrica dos

derivados dansilados das poliaminas

Alfguntas de microlitros do extrato toluenico fo-
ram aplicadas as placas de silica gel 60 ativadas a 110°¢ por
1 hora.A separagiio dos derivados dansilados das poliaminas
foi feita por desenvolvimento ascendente em ciclohexano/etil~
acetato {3:2, ¥/V}, uma mistura de solventes usada por Dion e
Herhst (1970), seguindo-se imediatamente uma pulverizaglo das
placas com trietanolamina/isepropancl {1:4, V/V) para aumen-
tar e estabilizar a fluorescéncia. As placas foram, entdo, sg
cadas a vacuo per 3 horas, no escure ¢ a temperatura ambiente.
Apés equilibrio i pressis atmosférica por 30 minutos, as man-
chas foram marcadas sob luz ultravioleta e as dreas COTTespon
dentes das placas foram cuidadosamente raspadas e coletadas
em tubos de centrifuga de 18 ml. f derivados dansilados fo-
ram extrajdos da silica por agitacic com & ml de tolueno/aci-
do acéiicﬁ {69:1, V/V), uma m&ﬁifﬁaagﬁm da mistura de solven-
tes usada por Seiler e Askar {1871} para a extyagao do deriva
do dansilado da putrescina. Apds centrifugagio a 13000 . rpm
por 10 minutes, a fluorescéncia de porgoes de 3 mi dos so
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brenadantesd foi medids ﬁ@iﬁgpaatrﬁfluerimatra Amingo Bowman,
{Amgrican Instrument Company, Silver Spring, Maryland}, usan-
do-se comprimentos de onda de 365 a 500 nm para 4 ativagio e

emissae, respectivamente,

As solugees dos padroes das poliaminas foram prepa
radas de maneirs a conter 1 umol/ml em HCL 107°N. Aliquotas
de microlitros foram tomadas para s dansilacio e subsequente
cromatografia, como descrito anteriormente.

‘Testes de separacdo da amonia

0 derivado dansilado da amonia {(Dans-NH,}, produto
secundario da reagho de dansilagao de aminas (Seiler, 1970} a
paregeu em todos oS cromatogramas feitos, como uma grande man
cha a@areia e rastos fluorescentes qﬁe dificultavam a separa-
gao dos derivados dansilados das poliaminas extraidas da cla-
ra' do ovo. Mesmo apds evaporar a amostra na presenga de ex-
cesso de bicarbonato denséﬁia, como Fleisher et al. {1975}, os
TASLOS fluarescantes_céntinuaram'presantese Dois métodos fo-
ram, entio, testados para a eliminacio da ambnia ou do seu de

rivado dansilado:

Cromatografia em papel

Aligquotas de 0,5 ml da solucdc das poliaminas da
clara do ovo em HCL 167N foram aplicadas em papel Whatman n?
1, 20x20cm, em linha, usande uma micro-seringa de 100 1. A
cromatografia foi feita por desenvolvimento ascendente em n-
Butanol/metil etilcetona/amdnia/agua (5:3:1:1). 0 papel foi
deixado secar 3 temperatura ambilente e, entdo, uma tira longl
tudinas de Zom de largurs fol cortada ¢ nela foi feita uma
pulverizacido com solugido de ninidrina a 0,2% (P/V) em etancl.
A tira foi levada 3 estufa a 110°C até desenvolvimento da co-
loragdo {15 minutes}. A faixa do papel correspondente a colg
ragan pirpura (Hammond e Herbst, 1868} foi cortada, picada, e
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0S pequencs peéagoq de papel foranm calﬁcadﬂs em tubos de cen~
trifuga de 10 ml, juntamente com 5 ml de HCI 10 SN per 1 ho~
ra. ApOs centrifugacdo a 153000 rpm por 10 minutos, aliquotas
de microlitros do sobrenadante foram tomadas para a dansila-
%é@ ¢ cromatografia em camada fina como descrito anteriormen-

te.

Cromatografia em Bio-Gel

A dansilagfo das poliaminas da clara do ove foifel
ta, como descrito anteriormente, taﬁando;se 2,0 ml da soiugao
em HC1 107°N. Uma aliquota do extrato toluénice foi ecvapora-
da em banho-maria a 50°C, sob atmosfera de nitrogenia, e 7re

constitulda em um volume conhecido de etanol a 80% (V/Vy.

A suspensao do gel (Bioc-Gel P-4, Bio-Rad Laborato
ries, 190-200 mesh) fol colocads na coluna cramatggréfica (1,0
x 50cm) e a velocidade do fluxo fol acertada para 0,5 ml/minu~
to. A salugac etanallca dos dﬁrlvadas dansilados das poliami~
nas foi adicionada & coluna ¢ fragbes de I ml dos eluatos fo -
ram coletadas em ‘tubos pelo coletor automdtico de fracdes (LKB
Bromma 7000 ultrorac). Aliquotas das fragoes foram tomadas pa
ra a cromatografia em camada fina, como descrito anteriormen -

te,

Através da observagio dos cromatogramas, ficou cla
ro que ndo foi possivel eliminar a amdnia por meioc dos meétodos
ewpregados, Fil.oaimente. ajustando os tres fatores, pH, volume
de amostra para dansilar e tompo de reag@o, fol possivel obter
cromatogramas limpos, iscntes dos rastos fluorescentes da amo-
nia, & com as manchas correspondentes #os derivados dansiliados
das poliaminas bem nitidns e separadas,- A mancha amarela da a
ménia continuou presente, porém mails clara e mais afastada da

putrescina.
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Agerto do pH

Como ¢ pH elevado favorecse a farmagéa'&e Dans~-NH,
{Sezlerg 1976}, o pH inicial da reagdo de dansilacao das po-
liaminas, que sva de 12,0-13,0, com 3 adigio de uma solugao
saturadsa de Nazﬁﬁg, foi acertado para 9,0-10,0 aﬁicipnand@ -
se aos poucos a mesma solugdo de Na,(0,.

Acerto do tempo de reacao

A principio, a veagdo de dansilagdo das poliaminas
durava 18 horas, mas como Lempo prolongado de reagac aumenta
a possibilidade de formagdo de produtos secundarios (Seiler,
1970}, a réagéﬁ passou a ser feita em 8 horas.

Acerto do veolume de amostra para dansilav

Alfquotas de 5 ul, 10 wl, 20 xl, 50 p1, 100 ul,
154 ui e 280 ul da selugio das poliaminas da clara do ovo em
HC1 iﬁ 3% foram tomadas gara a reagio de dansilagio e poste
riony crematﬁgrafla em camada fina. Foi observado que a um pH
de 9, @wlﬂ 0 & com 8§ horas de reacio, a amostra de 100 yul € =a
que fcrnecea melhor cromatogramas, livre da interferéncia da a'

monia.

Escolha do solvente para g cromatografia de camada fina

Inicialmente, o solvente empregado na cromatogra-
fia dos derivados dansilados das poliaminas fol cloroférmio/
tyrietilamina (100:20, V/V), uma mistura usada por Fleisher et
al. (1975} para a cromatografia das poliaminas da urina huma-
na. Entretanto, este sclvente foi ineficiente na SEpATALED
das poliaminas da clara do ovo. Passamos, entdo, & emnpregar
ciclohexano/etilacetato (3:2, Y/V), que foi wusade por Dion
{1970} para a separagdc cromatografica das poliaminas de ovos
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de D.melanogaster e obtivemos, assim, resultades positives a~
pls vesslver o prohiema du amdnis come deserite anteriormente.

Preparo da reacac de Maillard

Sistema albumina do ove/glicose

. Uma mistura em po de 3 partes de albumina do ovo e
2 partes de D-glicose (Tanaka et al., 18974} foi preparada e
coiocada por 5, 10, 20 e 30 dias na estufa a 37°9C, em desseca
dor bem vedado e cor ima ur dade relaiiva constante de 683 ob
tida com wma solucdo de dciqv sulflrice a 39% (P/P). A por-
cdo da mistura correspondente ao tempo zerc de reagdo foi
guardada em congelador (~20°C) até ser usada., Ao fim de cada
tempo, a4 mistura foi dialisada comtra &gua destilada, em cama
ra fria (40C3_par 36 horas. Apds a liofilizagdo do dialisa-
do, uma quantidade do pd correspondente a 200 mg de albumina
foi hidrolisada com 15 ml de HCI1 6N.é 110%C, sob atmosfera de
nitrogénic, por 16 horas, e as poliaminas foram extraidas,
dansiladas e determinadas fluorimetricamente como descrite an

teriormente.

Sistems poliamina pura/glicoese

Uma mistura eqliimolar de putrescina padrdo e D-gli
cose foi deixada reagir, como descrito para o sistema albumi-
na do ovo/gliceose, por zere, 5, 10, 20 e 30 dias. Apfs cada
tempo de reagao, a mistura foi dissolvida em volume conhecido
de HC1 1077
dansilagdo e determinagao fiuorimétrica da putrescina, como

N, e aliquotas desta solucido foram tomadas para a

descrito anteriormente,

A seguir, & apresentado o fluxograma dos métodos
empregados na determinacao fluorimétrica e testes da reativi-
dade das poliaminas na reacgadc de Maillard:
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Determinagic de proteing

Para a determinagao de proteina na fragdo corres
pondente as albuminas liofilizadas extraidas da clara do o
vo, foil usado o método de Kjeldahl {A.0.A.C.,

1875 ). to
mando ¢ fator de conver$io igual a 6,25 ‘



RESULTADOS E DISCUSSAQ

Até o presente, nio € do nosso conhecimento a pu~-
blicacdo de trabalho a respeito das poliaminas da clara do o-
vo. Portanto, s escolha da dansilagio como método de determi
nagao das poliaminas foi baseada nos seguintes itens:

a) a reaclo € quantitativa e rapida;

b) 0 excesso do reagente (cl@%eto de dansilo) & fa
cilmente separado dos produtos da reacgido;

¢} os produtos da reagdo sdo altamente fluorescen-
tes e podem ser detectados nos cromatogramas em
concentragoes extremamente baixas;

d} a polaridade dos produtes da reagao £ relativa-
mente baixa sendo, portanto, facilmente extrai-
dos da fase aquosa por solventes organicos;

e} a dansilagdo tem sido usada com exito na deter-
minagao das poliaminas em varios tipos de mate-
riais, incluindo cérebro e figado de rato (Sei-
ler et al., 1971), urina humana {Fleisher et al.
1975}, ovos de D.melanogaster {Dion et al., 1970),
¢ virus (Bachrach et al., 1974),

Quantificacao das poliaminas

A figura 5 € o desenho de uma placa cromatografica
tipica mostrando a resolugdo e clareza dos derivados dansila-
dos das poliaminas encontrades na clara do ovo. Os valores de
Ry sdo apresentados na tabela 5. Como pode ser visto, houve
boa separacdo entre os derivados dansilados das poliaminas,
como também, entre os derivades dansilados da aménia e putres
cina, indicando assim gue a reacdo de dansilagio, nas condi-

36



TABELA 3

Valores de Rp dos Perivades Dansilados das Poliaminas da Clara

do Ovo e da Amdnia

B i T R———

Derivados Dansilados Valores de Rp

N - —
Amdnia | 0,42
Putrescina . 0,34
Espermidina 0,20
Espermina . 0,18

Pin

Epd

Spm

| ,Ow,
O
O
O

FIGURA 8 - DESENVOLVIMENTO CROMATOSREFICO
BOS DERIVADOS DANSILADOS DA AMG-
MiA {MHg 1, PUTRESCINA {Pin), ESPER -
MIDIHA (Spd] E ESPEAMINA (Spo) |
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gfies por nBs empregadas, deu nvigem a dsrivades fluorescentes
eficlentemente separados per cromategrafia de camada fina.

As curvas de calibracdo para as poliaminas sdo a-~
presentadas na figura . Existe uma relagdo linear entre a
fluorescéncia relativa e a concentragao das poliaminas numa
faixa de aproximadamente 2 e 12x16”H moles de putrescina, es

permidina e espermina dansiladas.

0 resultado da determinagie fluorimétrica das po-
llamlﬁas da clara do ove pode ser visto na tabela 6. 0s valo
res médios e os desvies-padride (ug/g albumina seca) foram: pu
trescina, 11,62 M 0,27; espermina, 13,93 b4 ¢,71; espermidina,
27,16 b 1,0?. A tahelﬁ'g mostra, também, os niveis das polia
minas de cutras fontes proteicas, obtidos na literatura (Wang,
1972 e Moruzzi et al., 1964). O teor de poliaminas da clara
do ove supera (praticamente & o dobro) apenas o da soja, sen-
do bém inferior ao dos cereais. Em todas as fontes citadas
na tabela 6, o conteido de espermidin& & o mais elevado, se-
guinde-~se a espermina e, finalmente, a putrescina gue & a po~
liamina presente em menor quantidade, exceto no trigo e soja
onde se apresenta em niveis bem préximos aoc da espermina, e
na cevada onde estd presente em quantidade um poucs malor que
a espermina. Apesar do teor de poliaminas da clara do ovo
ser baixe, o fato de que elas possam sg assocliar com iipides,
icidos nucleicos e outyos componentes anionicos das células
(Raina et al., 1975), além de serem encontradss em altas con-
centracoes nas células embriondrias durante o desenvolvimento
do embriio de galinha(Caldarera et al., 1965),n30 podemos des

prezar a sua importi3ncia bioldgica.

Participagic das poliaminas na reacde de Maillard

Quando a albumina do ove fol armazenada no estado
“seco' 4 temperatura de 379C, ficou demonstrado que as polia-
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TABELA 6

Conteudo de Poliaminas da (lara do Ovo Comparado com 9 de Qu-

tras Fontes Proteicas

e
’ . _ Peoliaminas
Material o N - e Total
- Putrescina Esperming Espermidina

b 43 93te,71 27,16-1,07 52,71 wg/g

{iara do Ovo 11,6236,2?
. albumina seca

89,38%2,07% 107,17%5,46 208,92%8,23 405,45ug/g

N total
Soja 6,6 5,7 : 16,4 28,7 vglg
farinha
Cevada 136 128 291 555 /g

germen fresco

Arroz 69 141 153 363 ug/sg
. _ gérmen fresco

Aveia 53 109 307 469 ug/g
: ' - gérmen fresco

Miiho 12 . 90 124 226 vg/g
germen fresco

Trigo 43 41 254 338 ug/g
g&rmen fresco

Sorgo . 14 21 83 118 wg/g
g8rmen fresco

0s valores para a soja sdo de Wang {19721, e para 0S5 cereais

sﬁoﬁée Moruzzi e Caldarera (1964},

bos dados das poliaminas da clara do ovo representam a média
. \
de seis (é) determznagaes fluorimétricas ~ desvio padrao.

€0 teor de protelna encontrado para a fragao atbumina foi

381,37 ¥ 0,09%.

40
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minas, a ela associadas, s8¢ capszes de reagir com a glicose
livre. Assim, os aainodcidos (livres & proteicos) ndo sido os
inicos compostos biologicamente importantes a reagirem nas con

digbes brandas da reagioc de Maillard.

A reatividade das poliaminas na reacdo de Maillard
padé ser observada através dos dades da tabela 7. Houve uma
grande queda na gquantidade de poliaminas durante a reacdo de
Maillard, mesmo nos primeiros 5 dias onde o valor encontrado
-para as poliaminas totais (29,13 ug/g albumina seca) represen
ta apenas 57% do imicial (51,25 ug/g albumina seca). A esper
midina apresenta um decréscimo mais marcante que a espermina
¢ putrescina, indicando ser a poliamina de maior reatividade
dentro do sistema aqul usado. Comparande estes dados com 0§
apresentades por Tanaka et al. (1974) sobre os efeitos da rea
cdo de Maillard na gqualidade da prctéina (tabela 8), mnota-se
que a perda das paliaminas nesta reacac acompanha as altera -
¢oes do valor nutricional da ovalbumina Maillard, principal -
‘mente quando sio levados em conta os valores do PER que cai~
ram para 37%, 20% e 13% do valor inicial (3,62 z 3,253 nos
primeiros 10, 20 e 30 dias de reacdo, respectivamente, enquan
to que'as niveis de poliaminas baixaram para 32%, 20% e 14%
do valor inicial (31,25 ug/g albumina Lseca) no mesmo interva-
lo. A figura 7 & uma representagio gf&fica dos dados apresegl
ta&as_ﬁa tabela 7 e mostra, claramente, a queda do nivel das
poliaminas da clara do ove até os primeiros 30 dias de veagdo

com a glicose a 37°C.

A tabela 9 wostra os resultados da reagao da pu-
trescina padrio com a glicese. Como pode ser visto, o nivel
de putrvescina caiu para 42%, 23%, 14% e 10% do valor inicial
(24,96 ¥ 0,78 ug/g albumina seca) nos primeiros 5, 10, 20 e
50 dias de reagdo, respectivamente, enquanto que a putrescina
da ciara do ovo baixou para 57%, 363, 26% e 18% do valor ini-
cial {(11.73 20,35 ug/g albumina seca) no mesmo intervale {ta-
bein 7). Através da observagde da figura .8, onde estdo re-
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presentados graficamente os dados dss tabelas 2 e 3 para & pu
trescina, fica claro que a putrescina padréde apresenta um de-
créscimo mais acentuado que a putrescina da clara do ovo. Es
ta diferenca no desaparecimento da putrescina livre e a assow-
ciada a albumina, pode ser o resultado de reatividades dife -
rentes com a glicose ou, entdo, trata-se da regeneragao par-
cial da poliamina na clara do ovo durante a hidrdlise 4dcida,

como acontece com oS compostos aglucar-aminodcido (Tanaka et
al., 1974},

Teor de proteina da fragdo albumina

OIteof de proteina currespondents a fragao albumi-
na da clara do ovo dialisada, determinado neste trabalho, foi de
81,3% + 8,00%, valor este coerente com o da albumina do ovo co-
mercial. Expressa em base de nitrogénio total, a soma das polia~
mina atingiu o valor de 405,45 pg/g de nitragénie {tabela 6} .mos
trvando que elas se encontram na clara do ove em gquantidades da
ordem de 50 a 100 vezes inferiores is dos aminodcidos mais escag

sos das proteina.



CONCLUSDES

A aplicagao de um método para a detecgido de polia-
minas na clara do ovo e o estudo da capacidade destes compos-~

tos reagirem com a glicose nos levaram as seguintes conclu

50e8:

1=

. .

Foi confirmada a presenca de putrésciﬁa, esper-
midina e espermina em associagao com a clara do
ovo de gazinha em quantidades que variam entre
11 e 27 ug/g albumina seca.

Verificou~se que as poliaminas associadas a cla
ra do ovo, ou seja, aquelas que nao foram elimi
nadas no processo de didlise, reagiram com rela
tiva facilidade com a glicose {reacdo de Maillard)
a 37°C no estado "seco', mesmo  nos primeiros

cinco dias de armazenamento.

Foi observada estreita relagldo entre a perda
das poliaminas e a queda do valer nutritive da
proteina Maillard. BEmbora a perda da digestibi
lidade e de aminodcidos essenciais, publicada
por Tanaka et al. (1974}, guarde relacidc menos
préxima com o decrfscime do valor nutritivo da
proteina, os resultados de nossas experiéncias
nao sao suficisntes para afirmar que a perda
das poliaminas seja fator decisive na diminui-

gao do valor nutritive da clara do ove Maillard.

A reacgao, com a glicose, das poliaminas associa
das 3 clara do ove foi comprovada usando-se um
sistema de putrescina padrdc. . Encontrou-se me-
nor reatividade aparente da putrescina no esta-
do associado podendo esta diférenca ser explica

48
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da, talvez, pela regeneracHo parcial da poliami
na durante a hidrélise dcida da proteina Maillard.

Foi necessdrio modificar, entre outras, as con-
digdes de pH (9,0-10,0) da reagdo de dansilacio
bem como a mistura de solventes {ciciphexano-
etilacetato, 3:2) para'a desenvolvimento croma-
togriafico, com a finalidade de se obter um sis-
tema eficiente para a determinagdo das poliami-
nas da clara do ovo.
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