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RESUMO

A quinoa (Chenopodium quinoa) é uma planta da familia Chenopodiaceae,
cultivada em diferentes regioes na América do Sul. Um inibidor de tripsina
de sementes da quinoa foi extraido e caracterizado. O melhor meio de
extracgdo foi obtido pela agitacdo da farinha da quinoa em NaCl 0,1M. Para
a recuperacgéo do inibidor de tripsina, o tempo de extracéo adequado foi
de 5h (0,53+0,017). Apds a caracteriza¢do o extrato bruto foi aquecido em
diferentes temperaturas (60, 70, 90, 100°C). Atividade inibitdria é maior
no tratamento a 602C. Nos estudos de estabilidade o inibidor manteve a
atividade inibitdria em ampla faixa de pH (pH 2—12) e a atividade inibitdria
apresentou uma pequena redu¢do gradual com o aumento de temperatura
(20—100°C) mas ndo apresentou pontos com total perda da atividade. Na
presenca de DTT, apenas na concentra¢do de 1uM ndo ocorreu a perda da
capacidade inibitdria nos intervalos de tempo predeterminados.

Palavras-chave: Chenopodium quinoa, semente, inibidor de protease,
extracao, caracterizacao, tripsina.

INTRODUCAO

Chenopodium quinoa Willd é um pseudocereal que tem sido cultivado
na regido andina por milhares de anos. E uma planta perene que possui
cerca de 1 a 2m de altura e raizes profundas e penetrantes. C. quinoa
pode ser cultivada do nivel do mar até uma altitude de 3800m, sendo
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mais encontrada entre as altitudes de 2400 e 3800m. A planta apresenta
tolerancia a frio, salinidade e escassez de nutrientes e tem a habilidade
de crescer em solos marginais. O grao da quinoa é altamente nutritivo
devido sua qualidade excepcional de proteinas e seu amplo espectro de
vitaminas e minerais. A proteina da sua semente é rica em aminoacidos
como a lisina e a metionina que sao comumente deficientes em outros
cereais. A habilidade da quinoa em produzir graos com alto teor proteico
mesmo em condicdes ecologicamente extremas faz dela importante para
a diversificacdao de futuros sistemas agricolas, especialmente em dareas de
altitudes elevadas®.

Os inibidores sdao moléculas proteicas capazes de associar com
proteases de modo competitivo, promovendo perda de todas as funcdes
cataliticas das enzimas. No sitio ativo, composto por uma pequena
sequéncia de residuos de aminoacidos, hd um dominio formado a partir
de uma ponte dissulfeto. A interacdo inibidor/protease se da através de
numerosas interagées resultando em um ajuste excelente?3.
adicionais sobre a distribuicao precisa e acdo dos inibidores de proteinases
sdo ainda necessdarios para confirmar os mecanismos pelos quais 0s
inibidores atuam.

Estudos

MATERIAL E METODOS

Sementes de Chenopodium quinoa foram moidas e peneiradas para se
obter uma farinha fina, a qual foi submetida a extragao. Diferentes solugdes
foram testadas para a extracdo sendo: dgua destilada; NaCl 0,10M; NacCl
0,15M; NaCl 0,30M; NaOH 0,01M e NaCl 0,02M e em diferentes tempos (1,
2, 3,4 e5 horas). O efeito da temperatura sobre a recuperacdo da atividade
do inibidor de tripsina foi testado pelo aquecimento as temperaturas de
60, 70, 80, 90 e 100°C. As extracOes foram feitas sempre na proporg¢ao de
1:5(p/v) de farinha de semente para meio de extracdo, sob agitacdo branda
constante. Apds a homogeneizacao, o material foi centrifugado a 3.600rpm
durante 30min. O sobrenadante foi separado e dialisado contra agua
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destilada. Apds didlise o material foi liofilizado, obtendo o Extrato Bruto
(EB) e estocado a —209c até o uso posterior. Apds determinar as melhores
condicOes para extracado, oinibidor obtido foi testado para a sua estabilidade
a diferentes valores de pH (pH 2-12), diferentes temperaturas (20-100°C)
e para a presenca de diferentes concentracdes de DTT (0,1, 10 e 100uM).
A atividade de enzimas do tipo tripsina foi determinada pela hidrélise do
substrato especifico BApNA (N-a Benzoyl-D-L-Arginine p-Nitroanilide).
Apds a adicao do substrato a reagao ocorreu por 20 minutos a 372C e
posteriormente foi parada com a adigdo de acido acético (30%, v/v). A
absorbancia resultante foi determinada a 405nm e a atividade inibitdria foi
determinada em unidades/mg proteina. Esse experimento foi realizado em
triplicatas com seus apropriados brancos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Tabela 1: Efeito de diferentes meios de extragdo sobre a recuperagao de inibidor de tripsina
de sementes de Chenopodium quinoa. A média + DP de determinag¢des em triplicata.

Inibidor de tripsina Proteina Atividade especifica
(Unidades/ g proteina) (mg /g proteina) (Unidades/ mg proteina)

Meio de extracao

Agua destilada 1.03 +0.028 14.94 + 0.098 0.83 + 0.0069
NaCl0.30 M 0.92 + 0.0090 14.84 + 0.025 0.74 £+ 0.0019
NaCl0.15 M 0.55 + 0.0046 14.58 + 0.039 0.43 +0.0028
NaOH 0.02 M 0.64 +0.017 15.64 + 0.049 0.47 + 0.0040
NaOH 0.01 M 0.87 £ 0.0076 17.79 + 0.019 0.56 + 0.0015
NaCl 0.1M 1.03 1 0.019 1197 +0.053  0.90 + 0.0036

O melhor meio de extracdo foi obtido por agitacdao da farinha de
sementes de quinoa no tampao NaCl 0,1M com atividade especifica de
0,9 + 0,0036 unidades/mg de proteina. O segundo melhor meio foi a
agua destilada, com 0,83 + 0,0069 unidades/mg de proteina seguido por
NaCl 0,3M com 0,74 + 0,0019 unidades/mg de proteina. Os demais meios
apresentaramrelacdoinferiora0,60 unidades/mgde proteina. Valeressaltar
que apesar de alguns meio apresentarem um alto valor de proteinas totais
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extraidas, a baixa presenca do inibidor expressa em unidades/g de proteina,
resulta em um valor de atividade especifica insatisfatério, conforme tabela 1.

Tabela 2: Efeito de diferentes tempos de extracdo em NaCl 0,1M sobre a recuperagao de
inibidor de tripsina de sementes de Chenopodium quinoa. A média + DP de determinagdes
em triplicata.

Tempo (h) Inibidar de tripsina Proteina Alividade especilica
(Unidades/ g proteina) (mg /g proteina) (Unidades/ mg proteina)
1 0,072 £ 0,005 2,680,027 0,078+ 0,026
2 0,240 + 0,002 3,03 + 0,005 0,241 + 0,002
3 0,460 £ 0,051 2,651 0,004 0,304 ¢ 0,063
4 0,460 +0,017 2,90 £ 0,016 0,443 = 0,014
5 0,590 £ 0,028 3,180,013 0,534 £ 0,017

Para a recuperacgao otima do inibidor de tripsina, o tempo de extracao
mais adequado foi obtido em um periodo de 5 horas, com valor de atividade
especificade 0,53 +0,017 unidades/mg de proteina, demonstrado na tabela
2. Os demais periodos de tempo apresentaram menores quantidades do
inibidor de tripsina e quantidades de proteinas totais variadas resultando
em valores de atividade especifica abaixo de 0,50 unidades/mg de proteina.

Tabela 3: Efeito de diferentes temperatura de extragdao em NaCl 0,1M sobre a recuperagdo de inibidor de tripsina
de sementes de Chenopodium quinoa. A média £ DP de determinagGes em triplicata.

Temperalura Inibidor de Lripsina Proteina Alividade especilica
(°C) (Unidades/ g proteina) — (mg /g proteina)  (Unidades/ mg proleina)
G0 0,36 £ 0,022 2,96 £ 0,043 0,625 0,019
70 0,29+ 0,023 2,68 £ 0,050 0,559+ 0,024
a0 0,049 + 0,006 2,34 £ 0,048 0,109+ 0,032
90 0 2,22 £ 0,003 0
100 0 2,00+ 0,012 0

O extrato em bruto obtido foi incubado a diferentes temperaturas
(60, 70, 90, 100 °C). A atividade mais elevada de inibicdo de tripsina foi
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apresentada sob o tratamento térmico de 60°C com 0,625 + 0,019 com
perda gradual da atividade nas temperaturas mais elevadas chegando a
total perda em 90 e 100°C, conforme tabela 3.

Com o inibidor de protease purificado obteve-se a curva de inibicao
paraasenzimas tripsina e quimotripsina demonstrada no grafico permitindo
a projecao da tangente da curva para a estimativa do valor de molar ratio
(figura 1-A) Também é possivel observar nesse grafico a maior atividade do
inibidor contra a tripsina que a quimotripsina.

Ainferéncia nos estudos de estabilidade demonstraram que o inibidor
retém a atividade inibidora sobre uma ampla faixa, que varia de pH 2 ao
pH 12 (grafico 1-B) e diminui gradualmente e ligeiramente com o aumento
das temperaturas testadas que variaram de 20°C a 100°C (figura 1-C), mas
positivamente ndo apresenta pontos que demonstram perda completa de
atividade inibidora. Na presenca de DTT, a concentracao de 1uM foi a Unica
que nao revelaram perda da atividade inibitéria do inibidor nos intervalos
de tempo determinados, o que indica a presenga de pontes de dissulfeto
na estrutura da proteina (figura 1-D).

Figura 1: A, Curva de inibigdao para tripsina e quimotripsina para o inibidor purificado com
projecdo da tangente da curva para estimativa do molar ratio (inibidor enzima). B, Teste de
estabilidade para determinagao da atividade residual em diferentes pH’s (pH 2-12). C, Teste
de estabilidade para determinagdo da atividade residual em temperaturas (20-100°C). D,
Teste de estabilidade para determinac¢ao da atividade residual em diferentes concentracées
de DTT (0,1, 10, 100pM).
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CONCLUSOES

O inibidor proteinase obtido e caracterizado das sementes de
Chenopodium quinoa apresenta grande potencial para futuros estudos
fisico-quimicos e bioldgicos para a elucidacdao de seus mecanismos de
acdo e relacao estrutura-atividade. No estudo, o resultado obtido para
melhor meio de extracdo foi, através da agitacdo da farinha da quinoa
em tampao NaCl 0,1M. Quanto ao tempo 6timo de extracao, o melhor
resultado apresentado foi o de 5h (0,531£0,017). No teste de aquecimento
do meio de extracdao a melhor recuperacdo da atividade inibitéria ocorreu
no tratamento a 60°C.

Apos etapas de purificacao, o inibidor manteve a atividade inibitoria
em ampla faixa de pH (pH 2—-12) nos estudos de estabilidade e apresentou
uma pequena reducao gradual com o aumento de temperatura (20—-100°C)
mas ndao houveram pontos com total perda da atividade. Na presenca de
DTT, apenas na concentracdao de 1uM nao ocorreu a perda da capacidade
inibitoria nos intervalos de tempo predeterminados.

Através da curva de inibicao é possivel concluir que o inibidor de
proteinase das sementes de C. quinoa demonstra maior afinidade para
tripsina se comparado a quimotripsina apresentando um molar ratio
préximo a 1,0 (inibidor/enzima) para tripsina.
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