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Introducao

Assim como a cana-de-agucar, 0 sorgo
sacarino contém um colmo rico em
sacarose e que pode ser utilizado na
producdo de etanol, possuindo a
vantagem de apresentar um ciclo de
crescimento curto, cerca de 120 dias
contra doze meses para cana-de-agucar
(Gomes, 2014). Além do colmo, o sorgo
contém gréaos ricos em kafirinas, que sdo
as proteinas de reserva do sorgo. Assim
como as zeinas, prolaminas do milho, as
kafirinas sao hidrofébicas (portanto
insoliveis em &gua) e apresentam
capacidade de formacgdo de filmes e
revestimentos comestiveis (Ribeiro et
al., 2022).

As kafirinas representam de 68 a 70%
das proteinas totais do sorgo, e, pela
SDS/PAGE, podem ser classificadas em
fracbes proteicas denominadas de
kafirinas o, B, v e 8. As kafirinas s&o
extraidas em solugédo de agua/alcool e
representam cerca de 80 a 84% das
kafirinas totais. Elas apresentam duas
bandas no gel de SDS/PAGE, com
massas relativas (Mr) de 23 e 25 KDa,
conhecidas como fragbes a2 e al,
respectivamente (Belton, 2006).

Estudos realizados na década de 1970
indicaram um alto conteudo de
estruturas helicoidais (40%) para
kafirinas em solucao de t-butanol a 60%.

Os estudos foram conduzidos pelas
técnicas de disperséo optica rotatéria e
dicroismo circular (Wu et. al., 1971). Gao
et al.,, (2005) analisaram kafirinas o
extraidas com misturas agua/etanol por
FTIR, utilizando o acessério de reflexao
atenuada total (ATR), e obtiveram uma
razdo de 1,39:1 de estruturas o-
hélices:folhas . Duodu et al. (2001)
analisaram as proteinas do sorgo nos
corpos proteicos, organelas onde as
kafirinas sdo depositadas, por FTIR, e
observaram de 50 a 60% de estruturas
do tipo a-hélice. Ribeiro et. al (2022)
analisaram as estruturas das kafirinas,
extraidas com etanol 70%, no estado
solido por RMN e FTIR, e concluiram
que essas proteinas tém estrutura
predominante helicoidal.

As kafirinas, assim como as zeinas, sao
depositadas em organelas conhecidas
como corpos proteicos (CP). Ha
evidéncias de que as proteinas de
reserva sdo sintetizadas no reticulo
endoplasmatico e entdo depositadas no
lumen, onde se agregam em corpos
proteicos, os quais sdo degradados
durante a germinacdo da semente. No
entanto, os CP podem ser encontrados
em algumas sementes maduras de
cereais, como o sorgo (Taylor et. al.,
1985). A vantagem de se analisar as
estruturas das kafirinas nos corpos
proteicos € que néo ha necessidade de
utilizacdo de solventes organicos para



sua extragao, os quais poderiam causar
algum efeito desnaturante sobre as
proteinas.

Assim, foram extraidos CPs de graos de
sorgo BRS Ponta Negra (marrom com
tanino) e os mesmos foram analisados
por FTIR e microscopia de Forca
atobmica (MFA).

Materias e Métodos
Preparacdo dos CP de sorgo

Gréaos de sorgo BRS Ponta Negra foram
gentilmente cedidos pela Embrapa
Milho e Sorgo. Os graos foram moidos e
peneirados, e o 0leo da farinha
resultante foi extraido em sistema
Soxhlet com hexano por 24 h. Apods
extracdo do Oleo, adicionou-se a 1
volume de farinha de sorgo, 3 volumes
de solugdo tampao: tris-HCI- 200
mmol/L; sacarose 200 mmol/L; KCI 60
mmol/L, MgCl2 50 mmol/L, pH 8,5) sob
agitagao por 6 h, 500 x g por 20 min. O
sobrenadante foi centrifugado a 40.000
x g por 1,5 h. O residuo desta ultima
centrifugacao foi lavado com &gua na
razdo 1:5 (residuo:agua) e entado
liofilizado (Bicudo et. al., 2007).

Remocgéao do amido

Notou-se nos espectros na regido do
infravermelho que havia grande
quantidade de amido agregado aos
corpos proteicos. Para remover o amido
presente na amostra, foi tomada como
base a metodologia proposta por
Paredes-Lopez et. al., (2006), utilizando
uma solugao tampéao de fosfato de sédio
(0,1 mol/L, pH 6,5) contendo 1% de o-
amilase e 20% de CP em massa. Essa
mistura foi submetida a agitagao
magnética durante 3 h,a50°C.

Espectroscopia na regido do
infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR)

Pastilhas da amostra com KBr foram
preparadas com 1 mg da proteina e 100
mg de KBr. As analises por
espectroscopia no IV foram realizadas
em um espectrémetro de FTIR Perkin
Elmer, modelo Paragon 1000. Os
espectros foram obtidos com 16
varreduras, na regido de 400 a 4000
cm-1eresolugadode 4 cm-1.

Calculo das estruturas secundarias
(ES) das kafirinas nos corpos
proteicos de sorgo por FTIR

Foi utilizado um método de
reconhecimento de padrbes ja
desenvolvido para se calcular as ES das
kafirinas nos CP de sorgo a partir dos
espectros de FTIR (Forato et. al., 1998).
Para tanto os espectros sofreram
correcao da linha de base de 2100 a 900
cm-1 e normalizagéo naregiao de 1800 a
1200 cm-'. A regido utilizada para o
calculo foi a de 1800 a 1600 cm-1. O
software livre Octave foi utilizado para o
uso do método de reconhecimento de
padrdes e calculodas ES.

Microscopia de Forga Atomica (MFA)

As analises de MFA foram feitas em um
microscopio Veeco modelo Dimension V
utilizando cantiléveres Vecco para modo

nao-contato, com frequéncia de
ressonanciade 190 Khz.

Resultados

Andlise das proteinas nos CP de
sorgo FTIR

Na Figura 1 pode-se notar que o



espectro em preto apresenta bandas
tipicas de proteinas em,
aproximadamente, 3300 cm-1, 1650
cm-! (Banda de amida I) e 1550 cm-
(Banda de Amida Il). Além disso, é
possivel observar que apresenta
bandas tipicas de amido, em 1050 cm-1,
aproximadamente. O espectro em
vermelho (Figura 1) foi adquirido para os
corpos proteicos apds a remogao do
amido de acordo com a metodologia
proposta por Paredes-Lopez et. al.,
(2006).
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Figura 1: Espectros de FTIR dos CP do
sorgo antes (em preto) e apds digestao
com amilase (vermelho).

A partir do espectro de FTIR dos CP do
sorgo apos a digestdo com amilase, as
ES das kafirinas foram calculadas pelo
método de reconhecimento de padrdes
(Tabela 1).

Tabela 1: ES das kafirinas nos CP de
sorgo BRS Ponta Negra, apés remocgéao
do amido com amilase e calculadas pelo
método de reconhecimento de padrbes
aplicado aos espectros de FTIR.

a-hélice (%) | Folhas 3 (%) | Voltas (%) | Outras estruturas (%)

41 20 24 14

Pela tabela 1, verificou-se que as
kafirinas nos CP tém estrutura
predominante helicoidal, concordando
com os resultados obtidos para essas
proteinas apos extragdo com etanol
70% (Ribeiro et. al., 2022).

Analise das proteinas por
Microscopia de Forga Atomica (MFA)

Os corpos proteicos do sorgo sacarino
Ponta Negra foram analisados por
Microscopia de Forgca Atbmica. Na
Figura 2 é apresentada a imagem dos
CP, apés remocdo do amido,
depositados em superficie de mica.
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Figura 2: Imagem de MFA de CP de
sorgo ponta negra em mica.

Na Figura 3 ¢é apresentada uma
expanséao da Figura 1, onde é possivel
visualizar o CP isolado com medida de 1

um.
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Figura 3: Imagem de MFA indicando a
presenga de uma estrutura esférica de
CP de sorgo sacarino.

Conclusao

Pela analise dos espectros de FTIR,
conclui-se que a extracdo dos CP do
sorgo sacarino com a digestdao do
amido pela amilase foi bem sucedida,
uma vez que os espectros apresentaram
somente sinais tipicos de proteinas.
Pelo uso do método de reconhecimento
de padrdes, verificou-se que as kafirinas
nos CP do sorgo tem estrutura
predominante helicoildal, de acordo com
os dados da literatura para as kafirinas
extraidas com solugbes alcodlicas.
Pelas imagens de MFA, verificou-se que
a estrutura esférica do CP foi preservada
apos sua extragao.
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