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Gel de poliacrilamida com aplicagdo de
zeinas obtidas da Sigma Aldrich (Forato 2000)
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As zeinas, proteinas de reserva do milho, tém sido
bastante estudadas pelo interesse que despertam tanto sob
o aspecto nutricional quanto tecnolégico. Elas constituem
uma importante fonte protéica na dieta humana uma vez
que representam cerca de 80% das proteinas do milho,
estando presentes na alimentacao humana, seja pelo
consumo direto ou pelo consumo de carne de aves e
suinos que tém sua alimentacao a base de milho.

O interesse tecnoldgico pelas proteinas de reserva
do milho, assim como para a maioria das matérias primas
de origem bioldgica, vem da possibilidade destas
substituirem derivados de petréleo, principalmente por
serem biodegradaveis e renovaveis, diminuindo o impacto
ambiental. No caso das zeinas, o interesse é devido
também a algumas propriedades, como alta
hidrofobicidade, que, por exemplo, permite a confeccao de
filmes comestiveis para cobertura de medicamentos e
alimentos, protegendo-os da umidade e do oxigénio
(FORATO, 2000).

No milho, as proteinas correspondem a
aproximadamente 10% da massa seca dos grdos, o amido
corresponde de 70 a 80%, os acucares soltveis de 1 a 4%
e 0 6leo de 3 a 6%.

As proteinas do milho sdo constituidas de
aproximadamente 20% de globulinas e albuminas
(proteinas solGiveis em agua ou solucéo salina), 40%
prolaminas (proteinas insolUveis em agua e solUveis em
alcool 70%) e 40% de glutelinas (proteinas insoliveis em
agua e alcool). As proteinas desses dois Ultimos grupos

'Quimico, Doutorando, IQSC/USP
2Quimico, Dra., IQSC/USP

ISSN 1517-4786

T y 4 | |
e‘ n" 0 Novembro, 2006
Sédo Carlos, SP

Analise de Zeinas o do Milho
por LC-ESI-Q/TOF

Rogério C. Bicudo'

Tatiana C. Bicudo?
Lucimara Aparecida Forato?
Luiz Alberto Colnago*
Fernando Mauro Lancas®

sdo também conhecidas como proteinas de reserva. As
prolaminas sdo comuns a todos os cereais e sao ricas em
prolina e glutamina. No milho, as prolaminas sao
denominadas zeinas. A maioria das glutelinas tornam-se
solUveis em alcool apds reducao das ligacdes de
dissulfeto, e também tém sido classificadas como
prolaminas (zeinas) por varias semelhancas de seqliiéncia e
composicao de aminoacidos. Assim, as zeinas totais
representam cerca de 80 % das proteinas do milho.

As zeinas totais, que sdo extraidas com alcool e
agente redutor de ligagcoes de dissulfeto, sdo compostas
de um grande nimero de proteinas que tém sido
caracterizadas principalmente por eletroforese
(SDS/PAGE) (FORATO, 2000). Nas zeinas, sao
identificadas 6 fracdes com massas relativas de 10, 14,
16, 19, 22 e 28 kDa.

As zeinas a compreendem as proteinas de 19
kDa (Z19) e 22 kDa (Z22) e representam de 75 a 85%
das zeinas totais. A eletroforese (SDS/PAGE) da fracao
solivel em alcool apresenta bandas variando de 19-22
kDa (Z19) e de 22-26 kDa (Z22). A andlise dos DNA
complementares (cDNA) e genes revelaram que essas
proteinas continham 210-220 e 240-245 aminoécidos, e
apresentaram estruturas muito similares. Na Fig. 1, é
apresentado um diagrama da seqiéncia de aminoacidos
das proteinas Z19 e Z22. Essas proteinas tém dominios
nao repetitivos nos terminais carboxi e amino e repeticdes
homdlogas na regido central. A Z19 tem 9 blocos de
repeticdes homodlogas de 20 aminoéacidos e a Z22 tem 10
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blocos. Na literatura considera-se que a Z22 também tem
9 blocos e o décimo bloco estéd inserido na regido carboxi-
terminal (FORATO, 2000).

D — —_

213 a 245 residuos
35-36 residuos 9 ou 10 repeticdes de ~20 residuos 10 residuos

Fig. 1: Diagrama da seqiiéncia de aminoacidos das
zeinas Z19 e Z22 (Forato, 2000)

No presente trabalho, as zeinas foram analisadas por
espectrometria de massas (MS - do inglés “mass
spectrometry”), que tem se tornado um método para
analise de proteinas e peptideos. Por definicdo, o
espectrémetro de massas consiste de uma fonte de ions,
um analisador de massas que mede a razao massa/carga
(m/z) dos analitos ionizados e um detetor que registra o
numero de ions para cada valor m/z. A ionizacédo por
eletronebulizacdo (ESI do inglés “electrospray ionization”)
e a espectrometria de ionizacdo por dessorcao a laser
auxiliada por matriz (MALDI do inglés “matrix-assited
laser desorption/ionization”) sdo as duas técnicas mais
comumente usadas para volatilizar e ionizar as proteinas
ou peptideos para andlise por espectrometria de massas
(AEBERSOLD e MANN, 2003).

Ha vérias opgcoes de analisadores de massa sendo
as combinag¢des mais comuns o tempo de véo (TOF do
inglés “time of flight”) conectado a MALDI e triplo
quadrupolo (QQQ), quadrupolo/TOF (Q/TOF) ou analisador
de massas por captura de ions acoplado a ESI (NYMAN,
2001).

Para se analisar a sequéncia de uma proteina por
espectrometria de massas é necessario digeri-la com uma
enzima. Com o advento dos equipamentos com
analisadores de massas Q/TOF e TOF/TOF é possivel
fazer a identificacdo da proteina e obter sua seqliéncia
baseada na andlise dos peptideos gerados pela digestao
enzimatica (NYMAN, 2001).

Um espectro de massas resultante de uma
proteina digerida por enzima fornece as massas dos
peptideos resultantes da digestdo. Muitas vezes é
possivel identificar proteinas a partir dessa informacao.
Este método de identificacdo é mais confidvel do que se
usar padrdes de migracao de eletroforese em gel ou
tempos de retencdo por CLAE (cromatografia liquida de
alta eficiéncia).

Neste trabalho, foram analisadas zeinas o obtidas
da Sigma Chemical. Para os experimentos com
espectrometria de massas fez-se uso da técnica de LC-
MS/MS por meio do acoplamento entre o cromatégrafo
capLC e o espectrometro de massas Q/TOF, ambos da
Waters/Micromass.

A amostra foi digerida com uma mistura de
enzimas (tripsina e quimiotripsina) e os peptideos gerados
foram separados por cromatografia liquida capilar, com
uma coluna de fase reversa, em linha com o
espectrometro de massas. Assim, os peptideos separados
foram analisados pelo Q/TOF nos modos MS e MS/MS.
Abaixo, estdo mostrados os cromatogramas dos
peptideos selecionados para o modo MS/MS do
espectrometro de massas (Fig. 2).

Apds toda a corrida de LC-MS/MS, os dados
resultantes foram processados e pesquisados no banco de
dados do NCBI (National Center for Biotechnology
Information), com o auxilio do software MASCOT. Os

resultados fornecidos pelo software estdao sumarizados na
Tabela 1 e na Fig. 3. Na tabela 1 sao listadas as proteinas
(e suas caracteristicas), do banco de dados do NCBI
(National Center for Biotechnology Information),
relacionadas pelo programa MASCOT, com pontuacéao
(“score”) acima do recomendado, > 68, para esta anélise
(padrao de zeinas o). A pontuacdo do ion é dada por -
10*log(P), onde P é a probabilidade de que a combinagcao
observada é um evento aleatério. As pontuacdes de ions
individuais acima de 68 indicam identidade ou extensa
homologia (p<0,05). A pontuacdo das proteinas é
derivada das pontuacdes dos ions, e tem base nao
probabilistica na ordenacdo das mesmas. Abreviacoes: N°
A. numero de acesso da proteina no NCBI, M. M. massa
molecular, pl ponto isoelétrico, N° P. I. ndmero de
peptideos identificados, % C. P. porcentagem de
cobertura da proteina.
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Fig. 2: Cromatogramas (TIC) dos peptideos, da zeina a da
sigma digerida com uma mistura de enzimas (tripsina e
quimiotripsina), selecionados (funcédo 2,3 e 4) para o
modo MS/MS; as funcdes 2, 3 e 4 sdo as responsaveis
pela selecao dos picos mais intensos de cada espectro de
MS.

Tabela 1: Proteinas (e suas caracteristicas), do banco de
dados do NCBI (National Center for Biotechnology
Information), relacionadas pelo programa MASCOT, com
pontuacao (“score”) acima do recomendado.

ORGANISMO DEFINICAO N° A. M. M. pl N P. I PONTUACAO % C. P.
(PROTEINA) (*VER FIGURA 3)

Zea mays 1.Precursor Zeina 22538 26238 8,41 4 180 19
Zea mays 2. Zeina M6 224513 26226 8,41 4 178 19

Zea mays 3. Zeina a. B3 16305129 26264 8,562 4 176 19
19kDa

Zea mays 4. Sem Definicao 22529 26224 8,62 4 176 19
Zea mays 5. Precursor Zeina 72310 26238 8,62 4 176 19
19kDa
(clone cZ19C1)
Zea mays 6. Zeina A20 224508 26184 8,62 4 176 19
Zea mays 7. AZS22-8 13606089 29015 8,85 5 156 19
Zeina 0. 22kDa
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Fig. 3: Grafico de pontuacao (Probability Based Mowse
Score) pelo nimero de acertos. Tal gréafico foi fornecido
pelo MASCOT como resultado da pesquisa feita no banco
de dados, com as informacdes resultantes da anélise, por
LC-MS/MS, da zeina a digerida. O algoritmo MOWSE
(MOlecular Weight SEarch) emprega base probabilistica
na determinacdo da pontuacdo. Quanto maior a distancia
da regido hachurada, em verde, maior a confiabilidade da
identificacao.

Consideracodes finais

De acordo com a Tabela 1, nota-se que todas as
proteinas listadas sao derivadas do milho (Zea mays) e,
além disso, sao zeinas. As seis primeiras proteinas
mostradas foram identificadas por quatro peptideos
comuns em suas seqléncias de aminoacidos. Elas
apresentam diferencas minimas nas suas seqliéncias,
possuem massas moleculares, pontos isoelétricos e
pontuacdes (score) muito préximas e apresentaram o
mesmo grau de cobertura. Assim, conclui-se que essas
seis proteinas estdo relacionadas a zeina o Z19. Ja a
sétima proteina listada estéa relacionada a zeina o Z22.

Portanto, utilizando-se a técnica de LC-ESI-
Q/TOF, foi possivel identificar as duas proteinas que
compoem a zeina a: Z19 e Z22.
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