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palavras-chave

resumo

A. deliciosa, actinidina, extracao, aplicagées alimentares, gluten.

O kiwi é o fruto de uma planta pertencente ao género botanico
Actinidia, da familia das Actinidiaceae. Apesar das suas
propriedades bioativas, o desperdicio anual associado a venda
e processamento do kiwi é bastante significativo. A actinidina é
uma cisteina protease que representa 50% da proteina soluvel
do kiwi. O objetivo deste trabalho foi valorizar o kiwi e os seus
subprodutos estudando o efeito da actinidina no glaten. A
enzima foi extraida em quatro condi¢des distintas e os extratos
sujeitos a um estudo de cinética enzimatica com azocaseina. A
extragdo que resultou num extrato rico em proteina (rendimento
superior a 70%) com elevada atividade enzimatica especifica
(1,31 a 14,59 U/mg de proteina) consistiu num simples salting
out da proteina presente no sumo do fruto apds
homogeneizagao e centrifugagéo. A zimografia realizada a pH 3,
6 e 8 mostrou ainda que a enzima é ativa numa vasta gama de
pH e permitiu identificar diferentes estados de maturagcdo da
enzima (N-preactinidina e actinidina madura). Realizaram-se
ensaios preliminares para avaliar o efeito da actinidina no gluten
através da analise dos hidrolisados de gluten de elevado e
baixo peso molecular, obtidos apds incubagdo da enzima com
gluten hidratado e com gluten liofilizado. Os hidrolisados foram
analisados por FTIR, tendo-se observado alteragdes estruturais
nas amostras tratadas com actinidina. Estas alteracbes
estruturais foram corroboradas pela alteracdo do perfil
eletroforético dos residuos obtidos apds hidrélise e pela
presenga de aminoacidos livres nos sobrenadantes. A analise
dos hidrolisados obtidos por SDS-PAGE apés 1, 2 € 24 horas de
incubagdo do gluten liofilizado com actinidina (25, 50 e 75
pg/mg) mostrou a presenca de péptidos com baixo peso
molecular (entre 30 e 20 kDa). A incubagdo durante 24 horas
resulta numa hidrélise mais extensa, com formagao adicional de
péptidos com cerca de 20 kDa. Os resultados obtidos
permitiram concluir que os extratos de actinidina tem elevado
potencial para aplicagéo industrial na produgéo de hidrolisados
de gluten, com a vantagem de ser uma metodologia de extragéo
simples e de baixo custo.
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Kiwifruit is the fruit of a plant belonging to the genus Actinidia, the
family of Actinidiaceae. Despite its bioactive properties, the
annual waste associated with fruit commercialization and
processing is significant. Actinidin is a cysteine protease which
represents 50% of the soluble protein in kiwifruit. The goal of this
work was to add value to kiwifruit and its by-products through
studying actinidin effect in gluten. The enzyme was extracted in
four different conditions and extracts subjected to enzyme kinetics
study with azocasein. It was found that the extraction resulting in
an extract rich in protein (yield greater than 70%) with high
specific enzyme activity (1.31 to 14.59 U/mg protein) is obtained
through a simple salting out of the protein present in the fruit juice
after homogenization and centrifugation. Zymography carried out
at pH 3, 6 and 8 also showed that the enzyme is active over a
wide pH range and it was possible to identify the mature and N-
preactinidin. Preliminary experiments were performed to evaluate
the effect of actinidin on gluten by analysis of the high and low
molecular weight gluten hydrolysates, obtained after incubation of
the enzyme with hydrated and freeze-dried gluten. The
hydrolysates were analysed by FTIR, and it was observed
structural changes in the samples treated with actinidin. These
structural changes were corroborated with the changes observed
in the electrophoretic profile of the residues obtained after
hydrolysis, and the presence of free amino acids in the
supernatants. Analysis of the supernatants obtained by SDS-
PAGE after 1, 2 and 24 hours of incubation of the freeze-dried
gluten with actinidin (25, 50 and 75 pg/mg) showed the presence
of peptides with lower molecular weight (between 30 and 20 kDa).
Incubation for 24 hours results in a more extensive hydrolysis with
formation of additional peptides about 20 kDa. The results
showed that the actinidin extracts has high potential for industrial
application in the production of hydrolysed gluten, with the
advantage of a simple and low cost extracting methodology.
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. MOTIVACAO

O trabalho aqui apresentado surgiu de uma ideia que tive e partilhei com as minhas
orientadoras, Elisabete Coelho e Ivonne Delgadillo, as quais me deram a oportunidade de a
explorar na minha dissertacao para obtencao do grau de Mestre em Bioquimica, ramo de

Bioquimica Alimentar.

Trata-se de estudar duas proteinas do meu interesse: uma enzima, a actinidina, e as
prolaminas do trigo que formam o gluten. Tive conhecimento da primeira quando fiz a
unidade curricular de ‘Projeto’ sobre valorizacao do kiwi de baixo calibre, no ultimo ano
de licenciatura, tendo-me interessado pelas suas propriedades proteoliticas. No ano
seguinte tive oportunidade de trabalhar com o gliten, uma rede proteica pela qual também
me interessei bastante por um lado, devido as suas propriedades viscoelasticas unicas e por

outro, devido aos problemas de alergia e intolerincia a ela associados.

Estas vivéncias levaram-me a questionar: ‘Serd que a actinidina consegue hidrolisar o
gliten para que possa ser consumido por individuos com uma dieta gluten free?’. Esta

questao ¢ a principal motivacao deste trabalho.






[I. INTRODUCAO

1 KIWI: CARACTERISTICAS GERAIS E COMERCIALIZACAO

O kiwi ¢ um fruto de plantas do género Actinidia das quais existem cerca de 60
espécies, muitas representadas por mais do que uma variedade, com vérias formas, cores e
tamanhos (Figura 1). E um fruto que se caracteriza pelo seu sabor agradavel, o qual se
adapta e cresce em condigdes bastante distintas, desde os tropicos até regides de clima frio
(1). Apesar de ser um fruto selvagem nativo da China (2), a sua explora¢do comercial
iniciou-se na Nova Zelandia com a espécie 4. deliciosa var. ‘Hayward’ por volta dos anos
70 (1,3) tendo-se rapidamente propagado para a Europa e mundo. Atualmente sdo
cultivadas mais de 40 variedades de kiwi, embora as mais conhecidas continuem a ser A.
deliciosa var. ‘Hayward’ e A. chinensis var. ‘Hortl6A’, ambas provenientes de cultivos

neozelandeses (1,3).

Figura 1 Algumas variedades de kiwi (Actinidia sp.).

Os principais produtores e exportadores de kiwi a nivel mundial sdo a Italia, a Nova
Zelandia e o Chile os quais contabilizaram 73% da produ¢do mundial de kiwi em 2003. Os
restantes 27% dizem respeito a outros dez paises (Portugal, Franca, Grécia, China, entre

outros), considerados produtores secundérios (4). Em Portugal, a producdo de kiwi iniciou-



se na década de 80 com a plantacdo de sementes A. deliciosa var. ‘Hayward’ (4), tendo-se
intensificado em 2000 com a exportagdo de kiwis para Espanha.

Os principais produtores portugueses situam-se na regido Entre Douro ¢ Minho, tendo
contribuido com 83% da produgdo nacional entre 2001 e 2005, seguindo-se a Beira Litoral
(zona da Bairrada), que contribuiu com 18% da produgdo nacional no mesmo periodo (4).
A campanha de comercializagdo de kiwi da-se entre meados de Novembro, estendendo-se
até Maio do ano seguinte. Durante esse periodo, o kiwi € armazenado e conservado em
camaras frigorificas sem etileno, para prevenir o amadurecimento precoce do fruto. A boa
capacidade de conservagdo a baixas temperaturas, aliada a produgdo de frutos de bom
calibre (cerca de 100 g/fruto) e sabor fizeram dos kiwis 4. deliciosa var. ‘Hayward’ a

principal variedade de kiwi comercializada a nivel mundial (2,4,5).

2  COMPOSICAO DO KIWI

A composi¢do de qualquer fruto depende de varios fatores, tais como as condigdes de
crescimento (4), espécie e variedade (6), momento da colheita, duracdo e temperatura de
armazenamento (7,8). A composi¢do média do kiwi 4. deliciosa var. ‘Hayward’ no

momento de colheita encontra-se sumariada na Tabela 1.

Tabela 1 Composi¢do de A. deliciosa. var. ‘Hayward’. Apresentado em g/100 g de fruto fresco, na auséncia
de outra indicacao. Adaptado de (5, 8, 12).

A. deliciosa var. 'Hayward'
Cor do fruto Verde
Densidade dos pélos Denso
Massa do fruto (g) 99,6 + 14,4
°Brix minimo/ideal 6,2/7,5-8

Agua 84,05
Acucares totais 10,51
Acidez total 1,92
Fibra dietética total 2,6
Pectina (mg)* 392
Gordura 0,3
Proteina 1,13
Acido ascorbico
(mg/100g) 55,0+ 14,3

*Equivalentes de acido galacturénico



2.1 Acucares totais

Os agucares maioritarios do kiwi sdo a glucose, a frutose e a sacarose, os quais foram
determinados por HPLC (Cromatografia em fase liquida de alta resolu¢do) num estudo
realizado com sete cultivos de kiwi colhidos durante quatro anos seguidos (6). Os agtcares
totais representaram 8,05 g/100 g de fruto fresco (var. ‘Elmwood’) a 13,29 g/100 g de fruto
fresco (var. ‘Fatma’) da composicao do kiwi, com predominio de glucose e frutose (40 a
45% dos actucares totais para todas as variedades com excec¢do das variedades ‘Bruno’ e
‘Fatma’ em que o aglicar predominante foi a sacarose (45 a 48%)). A sacarose ¢ a principal
forma de transporte de agucares nos frutos, a qual ¢ utilizada para a produgao de energia ou
para biossintese. Durante o amadurecimento do fruto verifica-se uma redug@o de sacarose e
aumento de glucose e frutose (9), os quais, associados a reducdo no teor de &cidos

organicos, contribuem para frutos com °Brix superior e melhor sabor (6,9).

2.2 Acidos organicos

O 4cido citrico € o principal 4cido organico encontrado no kiwi, o qual representa cerca
de 55 a 70% dos seus acidos organicos, com 1,06 a 1,95 g/100 g de fruto fresco, seguindo-
se o0 acido malico e o acido quinico, com propor¢des varidveis: o acido malico varia entre
0,24 ¢ 0,41 g/100 g fruto fresco para ‘Hayward’ e ‘Abbot’, respetivamente, e 0,30 g/100 g
de fruto fresco e 0,71 g/100 g de fruto fresco para ‘Gracie’ e ‘Fatma’, respetivamente (6).
Os 4acidos totais representam 1,92 a 3,05% da massa fresca do kiwi, e sdo convertidos em
agucares (gluconeogénese) para serem utilizados como fonte de energia ao longo do

desenvolvimento do fruto (9).

2.3 Polissacarideos

O kiwi, como outros frutos, € rico em polissacarideos de reserva (granulos de amido) e
estruturais (celulose). Para além da celulose, o kiwi ¢ bastante rico em polissacarideos
soliveis como as pectinas (homogalacturonanas e ramnogalacturonanas com cadeias
laterais de galactanas e arabinogalactanas) e polissacarideos insoliveis como as
hemiceluloses (xiloglucanas, glucuronoxilanas e galactoglucomananas) (10), os quais nao
sao digeridos pelas secre¢des gastrointestinais, sendo denominados de fibra dietética.
Alguns destes polissacarideos ja foram associados as propriedades benéficas do fruto na
prevengdo de certos tipos de cancro e outras doencas de envelhecimento (11,12) e a

manutencdo de uma microflora saudavel por proliferagdo e adesdo de bifidobactérias ao



epitélio do intestino e diminuicdo do pH, principalmente ap6s o consumo de kiwis A.

chinensis (13).

2.4 Acidos gordos

Os 4acidos gordos maioritarios do kiwi s@o o acido linolénico (35-40%), oleico (26-
36%), palmitico (15-22%), linoleico (9-11%) e estearico (2-5%), presentes essencialmente
nas sementes do fruto, maioritariamente esterificados com triacilglicerol. O elevado teor
destes acidos gordos (principalmente do 4cido a-linolénico w-3) e a sua biodisponibilidade
(preferéncia pela posicao sn-2 do triacilglicerol), ¢ uma caracteristica que destaca o kiwi da
maioria dos frutos, normalmente com teor de gordura desprezavel (14). Por outro lado,
durante o armazenamento a baixas temperaturas (0 ou 5 °C) verifica-se aumento do racio
acidos gordos insaturados/acidos gordos saturados na membrana, devido ao aumento de
acido oleico e diminuicdo de acido palmitico, com consequente aumento da sua
permeabilidade e fuga de eletrolitos para o citosol (8). Este fendomeno ¢ descrito como
sendo um mecanismo de adaptagdo de fruto ao stress causado pela temperatura reduzida a
que o fruto ¢ normalmente armazenado. Ao longo do armazenamento do fruto também se
verifica uma ligeira reducdo da concentra¢do de 4cido linolénico uma vez que este ¢ mais

suscetivel a oxidagao (8).

2.5 Vitamina C

O clevado teor de acido ascorbico, a forma ativa da vitamina C, dos frutos Actinidia é
outra caracteristica que os destaca dos restantes frutos, conferindo-lhes capacidade
antioxidante semelhantes a das uvas tintas (12). Geralmente o kiwi apresenta um teor em
vitamina C superior a 50 mg/fruto, com algumas exceg¢des, por exemplo, as variedades
‘Fatma’ e ‘Abbot’ (4. deliciosa) apresentam 26,3 mg/fruto e 38,2 mg/fruto, respetivamente
(6). Outra particularidade interessante dos frutos do género Actinidia é que, ao contrario
dos outros alimentos contendo vitamina C em que se observa decréscimo da sua
concentracdo ao longo do seu armazenamento, os frutos Actinidia ndao mostraram

alteracdes significativas na concentracdo de acido ascorbico total durante o armazenamento

(7,15).



2.6 Polifendis e outros fitoquimicos

A presenga de acidos fenodlicos, flavonoides, vitamina C e E, entre outros fitoquimicos
atualmente identificados tanto na polpa como na casca do kiwi (7,16), conferem-lhe
atividade antioxidante in vitro, sendo que existe uma relacdo linear entre essa capacidade e
o teor de vitamina C e polifendis presentes no kiwi (17). Ao contrario do que acontece com
a maior parte dos compostos do kiwi, o momento de colheita ndo influencia os niveis de
fendis nem a capacidade antioxidante do fruto. Por outro lado, o armazenamento influencia
negativamente a sua capacidade antioxidante, apesar de se registar um ligeiro aumento

quando o fruto ¢ climatizado a temperatura ambiente ap6s armazenamento a 0 °C (7).

2.7 Proteinas

E dificil padronizar a composi¢io proteica do kiwi, uma vez que se observam varia¢des
das concentracdes das diferentes proteinas e respetivas isoformas, as quais estdo
fortemente relacionadas com a espécie, variedade e o estado de maturacao do fruto (18).
Sabe-se que as proteinas maioritarias do kiwi sdo a actinidina, TLP (thaumatin-like
protein), kiwilina, KiTH e kissper. Destas, a actinidina (ou actinidaina) ¢ a maioritaria,
representando cerca de 50% da proteina soltvel (19,20). Esta enzima tem sido descrita
como sendo o principal alergénio do kiwi (18,21,22), tendo também sido relacionada com
o efeito laxante do fruto, manifesto principalmente em idosos (23). A TLP ou Act d2 ¢ uma
proteina com 24 kDa associada a reagdes alérgicas (22) e a propriedades antifingicas, com
potencial para a producdo de pesticidas naturais (19). A kiwilina, ou Act d5, tem
aproximadamente 26 kDa, e ¢ a principal proteina dos kiwis A. chinensis var. ‘Hort16A”,
apresentando-se sob varias isoformas (21) e cuja fun¢do na célula é desconhecida (24). A
observacao de que kissper e KiTH existem no fruto maduro em quantidade estequiométrica
e de que a primeira apresenta 100% homologia com o terminal amina da kiwilina e a
segunda 100% homologia com o terminal carboxilico da mesma proteina, levou a concluir
que estas proteinas sdo o produto da degradagdo de kiwilina, provavelmente catalisada pela
actinidina (22). A KiTH tem 16 kDa, mas a sua funcdo ndo ¢ conhecida. Quanto a kissper,
¢ um pequeno péptido com 39 residuos, resistente a protedlise e pertencente a familia de
proteinas com dominio do tipo EGF (fator de crescimento epidérmico), rico em cisteina, a
qual se caracteriza pela capacidade de formagdo de canais i0nicos dependente de pH nas
membranas lipidicas (22), com potencial na prevenc¢ao de doengas como fibrose cistica in

vitro (25).



Em suma, verifica-se que para além de ser um fruto com sabor agradavel, bom calibre
e capacidade de conservacao, o kiwi distingue-se por apresentar uma composi¢ao rica em
compostos bioativos, o que o torna num alimento funcional. Estudos realizados in vivo
mostraram que a ingestdo de trés kiwis por dia resulta na redug¢do da oxidacao lipidica e
ativacdo do sistema imunitario, podendo assim reduzir o risco de desenvolvimento de
doengas cardiovasculares, alguns tipos de cancro e doencas degenerativas como Alzheimer
(12,26). Apesar disso, do milhdo de toneladas de kiwi que se produzem anualmente, 30%
(peso humido) resulta em desperdicios na forma de cascas, polpas e sementes (20). Todo
este desperdicio tem como destino a compostagem. Para além disso, o seu comércio como
fruto fresco estd associado a persistente dificuldade em escoar os kiwis de baixo calibre
(45-62 g/fruto) (27), os quais apresentam a mesma composicdo rica em compostos
bioativos e sabor agraddvel dos kiwis comercializados (cerca de 100 g/fruto fresco), mas
sdo desperdicados devido a sua menor dimensao.

Neste trabalho o foco incide sobre a actinidina, nomeadamente no estudo das suas
propriedades proteoliticas e potenciais aplicacdes, de modo a valorizar este fruto
importante para a economia regional e de reduzir os desperdicios associados a sua

comercializacdo e processamento.

3 ACTINIDINA (E.C.3.4.22.14)

Dentro da grande diversidade de espécies do kiwi, existem varios genes que codificam
para cisteina proteases, as quais apresentam massas moleculares semelhantes (entre 22 e 30
kDa), mas pl (entre 3,9 € 9,3) e local de expressao (folha, caule, fruto) distintos (21,24,28).
O nome actinidina refere-se a um conjunto destas cisteina proteases, semelhantes a outras
cisteina proteases de plantas, como a papaina (Carica papaya), bromelaina (Ananas
comosus), ficina (Ficus glabrata), zingipaina (Zingiber officinale), e de animais, como a
catepsina B e a calpaina, presente em mamiferos (29). Nos kiwis A. deliciosa, as principais
formas da actinidina sdo a isoformas acidas (pI 4), KFAct la, e basicas (pl 9), KFAct 2a,
com cargas superficiais +8 e -10, respetivamente. Apesar de ambas as isoformas serem
expressas € se encontrarem presentes no fruto maduro, as isoformas basicas existem em
menor quantidade, apresentando 1,5% da atividade proteolitica das isoformas acidas

(21,28), ou sdo inativas (30).
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Figura 2 Sequéncia completa de aminoacidos da actinidina. Em cima: destacam-se os aminoacidos com
fungdes na atividade proteolitica da enzima q: GIn-19; c: Cys-25; h: His-162 e n: Asn-182. Em baixo destaca-
se a sequéncia da enzima ativa madura. Fonte NCBI.

Estas enzimas sao sintetizadas como zimogénio (380 aminoacidos e aproximadamente
39 kDa), sendo posteriormente convertida na sua forma ativa madura (Figura 2) apos trés
eventos proteoliticos na sua sequéncia de aminodcidos: o corte de um péptido no terminal
amina, entre os aminodacidos 24 e 25, que sinaliza a enzima para o reticulo endoplasmatico,
seguindo-se o corte entre os aminodcidos 33 e 34, que converte a enzima na sua forma
ativa N-preactinidina com 37 kDa, a qual ¢ secretada e convertida na sua forma ativa
madura com 220 aminodcidos e aproximadamente 24 kDa, ap6s perda do terminal amina
(NTPP), altamente conservado entre as cisteina proteases, e do terminal carboxilico
(CTPP), com tamanho variavel ou até mesmo inexistente em algumas cisteina proteases,
mas que no kiwi
tem 34 aminoacidos, sendo este terminal determinante para o correto processamento da

enzima (21,24,28).

Figura 3 Representagdo esquematica da anatomia do kiwi 4. deliciosa. 1: Pericarpo; 2: Sementes; 3: Cortex.

A actinidina expressa-se essencialmente no fruto, onde se observa a acumulagdo de
mRNA durante o desenvolvimento da planta e redugdo até 50% apds a colheita da planta,

sem que se observe reducdo dos niveis de actinidina ao longo do amadurecimento



(29,31,32). A enzima esta maioritariamente presente no pericarpo (Figura 3), em vactolos,
junto @ membrana plasmadtica, complexo de Golgi e lisozimas, granulos de amido e
plastidios (28,31). A sua fungdo fisioldgica na planta ainda nao ¢ clara, embora se saiba
que esta envolvida na protedlise da kiwilina em KiTH e kissper (22) e que tenha fungdes
de reserva e defesa (19). Uma vez ativa, a actinidina tem atividade moderada numa vasta
gama de pH (4 a 10) e temperatura, sendo o seu pH 6timo 6 (33) e temperatura 6tima entre

40 e 42 °C (20).

3.1 Estrutura e cinética enzimatica

A estrutura tridimensional da actinidina (Figura 4) foi determinada por Baker em
1976 (34), mas s6 em 1980 se identificaram as trés pontes dissulfeto (residuo 25 e 65; 56 e
98 e 156 e 206), o dominio L com trés o-hélices e o residuo catalitico de Cys-25
(aminoacidos 19-115 e 214-220) ¢ o dominio R com folha-f antiparalela e o residuo
catalitico de His-162 (aminoacidos 1-18 e 116-213) (35). Esta estrutura mostrou ser
sobreponivel com a da papaina, anteriormente determinada, apresentando trés locais de
ligagdo ao substrato, S1, S2 e S3 (32,35,36). Também em 1988 foram identificados trés
potenciais locais de glicosilagdao na sua sequéncia de aminodcidos (devido a presenga da
sequéncia Asn-X-Ser, em que X ¢ um aminoacido qualquer), um no terminal carboxilico e
dois no terminal amina (29), provavelmente com funcdo de sinalizar e promover o seu

processamento na enzima ativa madura.

Figura 4 Estrutura 3D do complexo actinidina-E-64. Fonte RCSB-PDB.

A equacdo (1) representa a cinética enzimatica inicialmente proposta em 1973 (38)
em que se descreve a ligagdo da enzima (E) ao substrato (S) (reacdo de acilagdo), com
formag¢do do complexo ES, e libertacio do produto P; (lento) seguindo-se a rapida

regeneragao da enzima e libertagdo do produto P,.
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E+S=5ES—"P,+ES'— E+P, ()

-
Posteriormente verificou-se que o passo limitante da reacdo nao era a libertagao de P, uma
vez que o tempo de vida de ES’ era superior ao previsto teoricamente pela equagao (1).
Assim se concluiu que a equagdo (2) ¢ a que melhor representa a cinética da enzima, em
que o passo limitante ¢ o de desacilagdo associado a alteragdo de conformacao de ES’-P;

para (ES’-P)*, libertagdo de P, e regeneracdo da enzima (Figura 5) (39).

kg L ey g i
E+S=LES—SES'-P,—5(ES-P,)* —LP, 4 (ES)*—LE+P,  (2)

.L_-| |rl_=

Para além do par catalitico Cys-25 — His-162, a atividade enzimadtica da actinidina
envolve ainda outros dois residuos: GIn-19 e Asn-182 (Figura 6). O residuo de Cys-25
contribui com o atomo de enxofre para o ataque nucleofilico ao grupo carbonilo da ligagado
peptidica do substrato (com formagdo de uma ligacdo tioéster), e, juntamente com o
residuo de Gln-19, estabiliza o substrato através da formagao de pontes de hidrogénio entre

0s seus grupos amina e amida, respetivamente, e o grupo carbonilo da ligagao peptidica do

1) 2) 3)
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Figura 5 Representagdo esquematica do mecanismo catalitico das cisteina proteases: 1) Formagao do par
catalitico Cys™ - His". 2) Ataque nucleofilico & ligacdo peptidica do substrato com formagdo da ligacio
tioéster. 3) e 4) Regeneracdo do grupo carbonilo (catilise dcida do residuo de His") e libertagio de um
péptido (P,). 5) e 6) Regeneracdo da enzima com libertagdo do substrato com novo terminal carboxilico (P,).
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Figura 6 Representacdo das interagdes enzima-substrato envolvendo o par catalitico Cys-25 — His-162 e os
residuos GIn-19 e Asn-182. Fonte (40).

substrato, favorecendo o ataque pela Cys-25. Para além disso, o residuo de Asp-182 orienta
o anel imidazol da His-162 através de uma ponte de hidrogénio entre a amina secundaria
da histidina e o grupo carbonilo do seu terminal amida. Por fim, o anel de imidazol da His-
162 estabiliza o residuo catalitico de Cys-25 por interagdes electroestaticas entre a sua
amina terciaria e o protdo do grupo -SH da cisteina, permitindo a desacilagdo e
regeneragdo da enzima (36).

A formagdo da diade catalitica Cys - His™ necessaria a atividade da enzima, depende
quer do pH do meio em que se encontra a enzima, quer do potencial elétrico dos residuos
envolvidos na atividade do centro ativo e presentes nos locais de ligagdo ao substrato, P1,
P2 e P3. Verifica-se que a diferenga entre os potenciais elétricos do 4&tomo de enxofre da
Cys-25 e do atomo de azoto da amina tercidria da His-162 ¢ bastante superior no caso da
actinidina, relativamente a papaina, o que resulta num centro ativo com maior estabilidade,
dai a diferenca entre os pKa dos seus estados ionizados, 3,2 e 10,1 para actinidina e 4,2 e
8,6 para papaina; do mesmo modo, os seus pl sdo de 3,1 e 8,8 respetivamente; quanto
maior a diferenca de potencial entre os residuos cataliticos da enzima, mais estavel € o par
ionico Cys - His" (41). Para além disso, a pH 4cido, o potencial elétrico do centro ativo da
actinidina € positivo, favorecendo a formag¢ao do ido tiolato pela diminui¢do do seu pKa de
7,6 para 3,3 (Figura 7); quando o pH ¢ basico, o potencial negativo induz a formagao do
130 1midazol pela diminuicdo do seu pKa de 4,3 para 8,5, garantindo assim um vasto
espetro de atividade da actinidina em diferentes condi¢des de pH (41). Outro fator que se
revelou importante na estabilizacio do par iénico Cys - His" foi a presenca de dgua nos
locais ativos da enzima, uma vez que esta surge sempre nas posigoes S1, S2 e S3,
contribuindo para a sua estabilidade e atividade enzimatica por estabelecer pontes de

hidrogénio entre a enzima e o substrato (36).
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Figura 7 Interacdo entre os grupos tiol ¢ imidazol na actinidina. Fonte (41) .

Como acima referido, existem trés locais de intera¢dao enzima-substrato, (S1-P1, S2-P2
e S3-P3), os quais sdo numerados a partir do local de corte (S1-P1) no sentido do terminal
amina (terminal amina-S3P3-S2P2-S1P1-terminal carboxilico) (42). No geral, a enzima
liga a residuos cationicos nas posi¢cdes S1 e S3 (24,36,43), e a Leu, Val ou Phe na posi¢ao
S2, onde se forma um pocket com elevada afinidade para aminoécidos hidrofobicos. O
local S2 merece especial atencdo uma vez que tem forte influéncia na especificidade das
cisteina proteases (36,43). Por exemplo, apesar de a actinidina e a papaina apresentarem
estruturas tridimensionais virtualmente sobreponiveis e de partilharem a mesma triade
catalitica Cys-His-Asn, em que os aminoacidos se encontram na mesma orientacao (44), as
suas estruturas primdrias apresentam apenas 52% de homologia (29). Esta diferenca tem
consequéncias na sua capacidade de ligar residuos hidrofébicos com cadeias laterais
aromaticas no local S2, sendo que a papaina ¢ 10 a 100 vezes mais especifica (k¢,/Km) na
ligacao destes aminoacidos do que a actinidina, precisamente devido a sua menor afinidade
(maior Km) para aminodcidos com cadeias laterais aromaéticas (44). Durante muito tempo a
substitui¢do de serina na papaina (Ser-205) por metionina na actinidina (Met-211) foi
apontada como o principal motivo pela diferenga observada devido ao impedimento
estereoquimico causado pela metionina, tornando o pocket S2 da actinidina
consideravelmente menor (29,39,45). Atualmente, porém, ndo ¢ claro se € esta substitui¢do
ou se sdo as diferencas no ambiente quimico da actinidina e da papaina (a actinidina tem
maior potencial elétrico) as responsaveis pelas diferencas observadas na hidrdlise de

aminoacidos aromadticos na posi¢ao S2 (41). A equagdo (2) prevé uma alteracao
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conformacional apos ligacdo do substrato que ndo ¢ prevista no mecanismo da papaina e o
impedimento estereoquimico causado pela forte interacdo entre os residuos Asp-142—Lys-
145 presente exclusivamente na actinidina levam a supor que a alteragao conformacional
diz respeito a uma deslocacao do residuo de Met-211 de modo a permitir a ligagdo do
residuo aromatico. Assim, ¢ possivel que seja a interagdo Asp-142—Lys-145 a dificultar a
saida de P; do pocket hidrofobico, atrasando a reagdo de regeneracdo da enzima e
libertagao de P,, dai a menor capacidade da actinidina para ligar aminoacidos com cadeias

laterais aromaticas relativamente a papaina.

3.2 Aplicagdes

A capacidade proteolitica da actinidina numa vasta gama de pH e especificidade para
varios aminoacidos permitem a sua aplicagdo em varios ramos da industria alimentar,
principalmente no amaciamento de carne (46), mas também como estabilizante na
produgdo de cerveja e na panificagdo, tendo ainda aplicagdes na industria farmacéutica e de
pesticidas (19). A aplicacao de actinidina no musculo da carne resulta num aumento da sua
solubilidade e capacidade de reten¢do de dgua, de forma diretamente proporcional a
quantidade de enzima aplicada, o que resulta numa carne mais tenra e suculenta (46). Um
trabalho realizado em 2009 estudou o efeito que a injecdo de uma solugdo de actinidina no
bife (0,9 U/g de bife). Observaram degradagdo de proteinas com 100-200 kDa (troponina
T, cadeia pesada de miosina, proteina C e a-actinina), com formacdo de péptidos de 20
kDa (46). A atividade proteolitica da actinidina resultou num aumento da maciez da carne
e manutencdo da sua firmeza e elasticidade, uma vez que a actinidina ndo degrada
extensivamente as cadeias de colagénio, provavelmente devido ao seu elevado teor em
prolina e hidroxiprolina. Este e outros trabalhos realizados com o mesmo intuito
mostraram que actinidina atua através da digestdo suave/moderada, com a vantagem de
ndo ser necessaria em concentracoes elevadas e de poder ser aplicada na forma de extratos
parcialmente purificados (46—48). Resultados semelhantes foram obtidos tendo o leite de
soja como substrato, em que se observou o aumento de azoto soltivel em 40%, assim como
alteracdo do perfil eletroforético das proteinas de soja apds incubagdo com extrato de
actinidina numa gama de 0 a 1,0 U/mL de leite de soja, com formacao de pequenos
péptidos (16 a 20 kDa) e de polipeptideos com peso molecular entre 30 e 42 kDa (49).
Recentemente estudou-se o potencial da enzima para aplicacdo como agente coagulante na

industria de queijos (20), tendo-se verificado que a percentagem de gordura do leite ndo
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influencia a sua atividade enzimatica e que os produtos de hidrolise sdo os mesmos da
quimosina, o principal coagulante utilizado na produ¢ao de queijos. Os autores verificaram
que a hidrolise se deu preferencialmente na - e k-caseina, a pH 5 (pl da caseina ¢ de 4,6),
com a vantagem de nao se terem observado alteracdes na atividade enzimatica apds dois
meses de armazenamento e de ndo alterar as propriedades sensoriais do queijo, o que
representa uma vantagem relativamente ao uso de papaina, que produz péptidos e
aminoacidos de sabor amargo. No entanto, a qualidade do coagulo de leite produzido nao

foi testada (20).

3.3 Efeito da suplementacdo com actinidina na digestdo do gliten

Com base na literatura, o efeito do pré-tratamento de gluten com actinidina ainda nao
foi testado (50), mas ja se demonstrou o efeito positivo da suplementacdo com actinidina
na digestdo gastrointestinal no glaten, nomeadamente ao nivel das gliadinas. Os estudos
foram realizados in vitro simulando as condigdes de digestao gastrica (51) e duodenal (52)
com e sem suplementagdo de actinidina. Os autores ndo observaram diferengas na digestao
gastrica do gluten na presenca de actinidina (51), tendo-se apontado para o elevado teor de
prolina destas prolaminas como o fator responsdvel pela sua baixa digestibilidade e
flexibilidade limitada, impedindo a ligagcdo ao centro ativo quer das enzimas digestivas,
quer da actinidina (51). Para além disso a literatura também refere a baixa afinidade da
actinidina para residuos de prolina (43), o que também pode justificar os resultados
obtidos. No caso da gliadina, a suplementa¢do com actinidina resultou em dois péptidos
(11 e 10 kDa) inexistentes apds a sua digestdo na auséncia de actinidina, o que foi
interpretado pelos autores como efeito negativo da suplementagdo com actinidina na
digestibilidade da gliadina, no entanto, estes péptidos podem desempenhar funcdes
bioativas (revisto em (53)) e a sua presenca pode igualmente ser observada como resultado
da atividade enzimatica da actinidina, e portanto, significar que esta enzima desempenha
um papel benéfico na digestdo do gliten. Quanto a digestdo duodenal do gltten e gliadinas,
a suplementagdo com actinidina mostrou ser benéfica, com o desaparecimento de bandas
ainda presentes apos a digestao gastrica (20-30 kDa). Este trabalho permitiu confirmar que
a suplementacao de alimentos contendo gluten com actinidina resulta num aumento da sua
digestibilidade gastrointestinal in vitro (essencialmente nas gliadinas e ao nivel do

intestino).
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Em 2011 (54) estudou-se o efeito da actinidina in vivo na digestdo de ratos alimentados
com seis tipos de proteinas de baixa digestibilidade, entre elas o gliten, tendo a sua dieta
sido suplementada com kiwis ‘Hayward’ ou ‘Hort16A’ (54). Verificou-se o efeito positivo
desta enzima na digestdo da maioria das proteinas testadas, incluindo o gliten (29%),
tendo-se registado protedlise em trés subunidades das LMW (41, 37 e 35 kDa) e nas -
gliadina. Os resultados obtidos nestes trabalhos representam uma mais-valia a motivacao
deste trabalho e permitem reforgar o efeito benéfico que a actinidina tem na digestao de

diferentes tipos de proteinas de baixa digestibilidade (52).

4 GLUTEN

O gluten ¢ a massa viscoelastica obtida apos lavagem de massa de farinha de trigo com
agua, sendo constituido por 75-85% de proteina (prolaminas), 5-10% de gordura e
quantidades vestigiais de amido e outros hidratos de carbono (55). Para além do trigo, o
gliten também esta presente em farinhas de outros cereais do género Triticum, como a
cevada e o centeio. As proteinas maioritarias destas farinhas sdo as prolaminas (80%) que
constituem o gliuten, constituido pelos mondémeros de gliadina (o/B, ® e ¥- gliadina),
soluveis em solucdes de etanol 60%, e os polimeros insoluveis de glutenina LMW (baixo
peso molecular) e HMW (elevado peso molecular) (56). Estas prolaminas estabelecem
ligagdes intra e intermoleculares por pontes dissulfeto (embora a cisteina represente apenas
2% dos aminodcidos presentes no gluten), ligagdes intermoleculares por pontes de
hidrogénio e ligacdes hidrofdbicas, permitindo a solubilizacao das gluteninas nas gliadinas
com formacao da malha unica que ¢ o gliten (55). O récio entre estas proteinas e a forma
como estao ligadas (Figura 8) determinam as propriedades do glaten, sendo as gliadinas
responsaveis pela sua viscosidade e as gluteninas pela sua elasticidade (55). O glaten tem
assim um papel fundamental nas propriedades reologicas e qualidade dos alimentos a base

de trigo como sdo o pao, massas, bolos, etc. (55).
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Figura 8 Pontes dissulfeto intramoleculares (a e ¥- gliadina e x-HMW) e intermoleculares presentes no
glaten. Fonte (55).

4.1 Composicao

A composi¢do de aminoacidos do gluten encontra-se na Tabela 2, onde se observa
predomindncia de glutamina e prolina, dai a elevada hidrofobicidade do glaten. As
gliadinas sdo agrupadas em o/f, ® e ¥-gliadinas, sendo as o/p e ¥-gliadinas maioritarias
com peso molecular entre 28 e 35 kDa, sequéncias repetitivas de QPQPFPQQPYP e trés
pontes dissulfeto (o/B-gliadinas) e sequéncias repetitivas QPQQPFP e quatro pontes
dissulfeto (¥-gliadinas); as m-gliadinas podem ser ®5 ou w1,2-gliadina, tém peso molecular
proximo de 50 e 40 kDa, respetivamente, e caracterizam-se pelo elevado teor de glutamina,
prolina e fenilalanina e auséncia de pontes dissulfeto, com sequéncias repetitivas de
PQQPFPQQ (55). As gluteninas LMW encontram-se relacionadas com as o/} e ¥-gliadinas
na composi¢ao de aminoacidos e peso molecular, apresentando sequéncias repetitivas de
QQQPPES e as gluteninas HMW podem ser do tipo x-HMW ou y-HMW, ambas com trés
dominios: dois ndo repetitivos (dominios A e C) e um central repetitivo (dominio B),
apresentando sequéncias QQPGQG, com inser¢cdes YYPTSP, QQP e/ou QPG e peso
molecular entre 83 e 88 kDa (x-HMW) e entre 67 e 74 kDa (y-HMW) (55).
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Tabela 2 Tipos de proteinas e aminoacidos presentes no gluten. Adaptado de (55).

Tipo Massa Molecular x 1(')3 Percentagem®  Composicdo relativa de aminoacidos (%)
Gln Pro Tyr Gly
®5-Gliadinas 49-55 3-6 56 20 9 1
o1,2-Gliadinas 39-44 4-7 44 26 8 1
o/B-Gliadinas 28-35 28-33 37 16 4 3
¥-Gliadinas 31-35 23-31 35 17 5 1
x-HMW 83-88 4-9 37 13 0 6
y-HMW 67-74 3-4 36 11 0 5
LMW 32-39 19-25 38 13 4 1

*Relativamente a proteina total do gliten

4.2 Alergia e intolerancia

O gluten é uma proteina bastante estudada devido as suas propriedades reoldgicas
unicas e por representar um dos grandes problemas da sociedade ocidental, devido as
reacdes alérgicas e de intolerancia que despoleta em muitos individuos. No primeiro caso,
0 que ocorre ¢ o reconhecimento pelos anticorpos (IgE) do individuo alérgico de
sequéncias de aminoacidos presentes no gluten, principalmente da sequéncia QXYPP em
que X e Y sdo aminoacidos variaveis das gluteninas LMW, causando uma reacao alérgica
(dermatite atdpica) pouco tempo apos o contacto com alimentos ou outros produtos
(farmacos, produtos de beleza) contendo gluten (57). A alergia ao gluten afeta 2% da
populagdo adulta dos paises desenvolvidos em 2001, com tendéncia a aumentar (58).
Quanto a intolerancia (doenga celiaca), a ingestdo de glaten induz uma reposta imunitaria
inadequada no intestino que resulta na atrofia das microvilosidades, hiperplasia das criptas
e consequente deficiéncia na absor¢do de nutrientes, assim como em doengas do foro
psicolégico, infertilidade, entre outras (59,60), sendo uma condi¢do que que afeta cerca de
1-2% da populagdo mundial (60,61). A doenca celiaca ¢ definida por ser uma
predisposicdo genética que alguns individuos tém de desencadear uma resposta
inflamatoria ap6s o consumo e digestdo de alimentos contendo gliten (59). Esta resposta
depende da passagem dos péptidos ndo digeridos das gliadinas para a submucosa intestinal,
onde sdao desamidados pela enzima transglutaminase tecidual (TGt). Esta ¢ uma enzima
omnipresente ¢ multifuncional dependente de calcio que, na submucosa intestinal, catalisa
a desamidacdo seletiva (dependente do espacamento Pro-Gln (62)) dos residuos de

glutamina presentes no gluten e seus péptidos parcialmente digeridos, com especificidade
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para o/f e w-gliadinas e a reacdo de transaminacdo entre os aminoacidos de gliadina
desamidados e residuos de lisina de outras proteinas ou entre as proprias endoaminas, com
formag¢do de complexos proteicos de elevado peso molecular (60). O elevado teor de
prolina do gliuten e em particular das gliadinas, dificulta a sua digestdo e aumenta a
afinidade dos péptidos ndo digeridos e desamidados para os recetores human leukocyte
antigen (HLA) da classe II, presentes nas células apresentadoras de antigénios. Dois destes
recetores (HLA-DQ2 e HLA-DQ8) estdo fortemente associados a doenca celiaca, sendo
um fator necessario mas nao suficiente para a ocorréncia da reacdo inflamatéria
desencadeada pela ingestdo de alimentos contendo glaten, uma vez que 97% dos
individuos diagnosticados expressam um ou ambos os alelos deste gene (59,60,62,63). A
formagao deste complexo de reconhecimento permite a ligagdo de células T-CD4+ (64),

desencadeando uma resposta imunitaria (60,62).

4.3 A dieta gluten free

Atualmente, ainda ndo ¢ facil manter uma dieta gluten free devido a dificuldade em
obter alimentos de ocorréncia natural que ndo tenham glaten (o gliten esta presente em
alimentos bastante comuns na dieta humana) e porque os niveis de glaten tolerados por
individuos alérgicos e intolerantes ao gluten ndo se encontram estabelecidos, uma vez que
variam de paciente para paciente. O Codex Alimentarius define como gluten free qualquer
alimento que ndo contém gluten naturalmente ou alimentos em que os niveis de glaten se
encontram dentro dos minimos estabelecidos como seguros para individuos celiacos e que
podem ser consumidos indefinidamente: 20 ppm em alimentos naturais ou 100 ppm
quando alterados tecnologicamente (65).

Muitos estudos tém sido desenvolvidos no sentido de eliminar os problemas de alergia
e intolerancia associados ao gliten, principalmente por alteragdo do gliten com proteases
(66-72), mas também por via da criacdo de fadrmacos inibidores da permeabilidade
intestinal ou da TGt ou de vacinas (péptidos de gluten) indutoras de tolerancia ao gliten
(59). Em 1964 fez-se um estudo preliminar sobre o efeito da pré-incubagao de gliten com
papaina na sua digestdo e no desenvolvimento de sintomas de intolerancia (70) em que trés
pacientes celiacos foram sujeitos a dietas contendo gliten (9 g por dia) previamente
digerido com papaina comercial ou extrato de papaina (2 g/100 g gliten e 40 g/100 g
gliten, respetivamente), tendo-se observado efeito positivo na redugdo de sintomas

aquando da suplementacdo com extrato de papaina. O mesmo nao se observou quando a
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pré-digestdo do gliten se fez com papaina comercial. Os autores reportaram a existéncia de
uma desamidase (glutamina ciclotransferase) nos extrato de papaina, responsavel pela
auséncia de efeitos da doenca celiaca nos pacientes testados (70). Mais tarde, outra
protease vegetal foi utilizada com o intuito de reduzir a alergenicidade da farinha de trigo,
a bromelaina (57). Nesse trabalho realizado em 1996, a incubagdo da massa de pao com
bromelaina (10 mg/ g farinha) eliminou o efeito alergénico da sequéncia QXYPP
responsavel pelos sintomas observados em individuos alérgicos ao gliten, mostrando-se
eficaz na hidrolise de ligagdes peptidicas proximas de residuos de prolina. Os autores
desenvolveram assim um pao hipoalergénico com propriedades sensoriais semelhantes a de
muffins (57). Em 2009 testou-se a introducdo de péptidos bloqueadores dos locais de
desamidacdo; a ligagdo a gliadina impede a ligagdo da enzima TGt as sequéncias de
desamidacdo, e o proprio péptido bloqueador ndo tem residuos de glutamina (61).
Verificaram reducdo da atividade enzimatica da TGt ap6s incubagdo de gliadina com os
péptidos bloqueadores, embora 0 mesmo ndo tenha ocorrido quando os péptidos foram

incubados com gluten.

0 OH o OH DYDH
CHok CHzk CHok
Acido linoleico CLA cis-9-trans-11 CLA trans-10-cis-12

(Acido cis-9-cis- 12-octadecandico) (Acido cis-9-trans- 11-octadecandico) (Acido trans-10-cis-12-octadecanbico)

Figura 9 Acido linoleico e seus conjugados.

Em 2011 estudou-se a via oxidativa da doenca celiaca, tendo-se verificado a redugdo dos
sintomas por suplementagao de conjugados do acido linoleico (CLA,
Figura 9), a qual ativa a via Keapl-Nfr2, impedindo o ataque a homeostasia oxidativa
responsavel pela integridade das células do intestino pelos péptidos toxicos de gliadina
(73).

Apesar dos esfor¢os, o unico tratamento atualmente aplicado aos pacientes alérgicos

e celiacos ¢ a adocdo de uma dieta gluten free (59,61,73), a qual acarreta mudancas
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consideraveis na vida dos mesmos, uma vez a oferta continua a ser reduzida, os produtos
gluten free t€m elevado custo associado e a nivel sensorial s3o de qualidade inferior aos

produtos que contém glaten (61).
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III. OBJETIVO

Pretende-se com este trabalho associar a reducdo dos desperdicios associados ao
escoamento e processamento do kiwi a producdo de hidrolisados de gluten através da pré-
hidrolise do glaten extraido da farinha de trigo pela actinidina extraida do kiwi.

O facto de esta enzima ser soluvel, apresentar vasta especificidade para aminoacidos
hidrofébicos e basicos e atividade enzimatica moderada numa vasta gama de temperatura e
pH, assim como o efeito positivo que a suplementagdo com actinidina na digestdo
gastrointestinal de gluten descrito na literatura permitem supor a ocorréncia de hidrélise
em aminoacidos importantes para o reconhecimento de sequéncias especificas relacionadas

com a alergia e a intolerancia ao gluten.

23






IV. MATERIAIS E METODOS

1 Amostras

1.1 Kiwis

Os kiwis foram utilizados para obtencado de extratos nao purificados ricos em proteina
e com elevada atividade enzimatica, tendo-se numa primeira fase do trabalho testado
quatro condi¢des de extracdo com kiwis A. deliciosa var. ‘Hayward’ gentilmente cedidos
pela Kiwicoop - Cooperativa Fruticola da Bairrada, C.R.L. em meados de Outubro de
2013, apos colheita, os quais foram transportados para a Universidade de Aveiro, onde
ficaram armazenados a 4 °C. Apresentavam massa média de 90 g, pH 3 e °Brix 16. O
extrato ndo purificado de actinidina foi posteriormente obtido diretamente do sumo a partir
de kiwis A. deliciosa var. ‘Hayward’ produzidos pela Kiwicoop, adquiridos numa
superficie comercial na cidade de Aveiro em meados de Abril de 2014, tendo ficado
armazenados a 4 °C até ao momento de extrag¢do. Estes kiwis apresentavam massa média

igual a 70 g, pH 3 e °Brix 13.

1.2  Glaten

Utilizaram-se duas amostras de gliten, uma hidratada e uma liofiliza, ambas obtidas a
partir de farinha de trigo tipo 65 para usos culinarios Nacional (Tabela 3). O gluten hidratado
foi obtido a partir de 105 g de farinha a qual se adicionou agua até obter uma massa
viscoelastica, tendo-se de seguida lavado a massa obtida com agua de modo a eliminar o
amido, albuminas e globulinas. O gluten liofilizado foi obtido da mesma forma, a partir de
100,7 g de farinha. Obtiveram-se 30 g de gluten hidratado e 9,018 g de gluten seco, o qual

foi reduzido a p6 utilizando um moinho de café.

Tabela 3 Tabela nutricional da farinha de trigo tipo 65 para usos culinarios Nacional
Valores médios por 100 g de produto
Valor energético 346 kcal/1450 kJ

Proteinas 10g
Hidratos de carbono Bg
dos quais agucares 25¢g
Lipidos 15¢g
dos quais saturados 04¢g
Fibras alimentares 33¢g
Saédio <001 g
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1.3 Extrato de actinidina

O extrato nado purificado de actinidina (EAct) utilizado nos ensaios preliminares foi
obtido no ano letivo 2010/2011 a partir de 647,2 g de casca de 50 kiwis 4. deliciosa var.
‘Hayward’ gentilmente cedidos pela Kiwicoop. As cascas foram homogeneizadas,
filtradas, e o seu volume reduzido a metade por liofilizacdo seguindo-se precipitagdo de
proteina obtida por salting out com uma solucdo saturada de sulfato de amonio. A amostra
foi posteriormente centrifugada (5000 rpm, 20 minutos, 4 °C, Sigma Laboratory
Centrifuges 3K30) e o residuo suspenso em tampao fosfato de potassio 0,01 M e dialisado
contra o mesmo tampao. Este extrato foi liofilizado tendo ficado armazenado a temperatura

ambiente.

1.4 Extrato de papaina

Como controlo positivo dos ensaios enzimaticos utilizou-se um extrato de papaina
comercial (Sigma-Aldrich) (ECPap) com teor de proteina > 80%, determinada pelo método
do Biureto e atividade enzimatica especifica de 0,9 U, determinada por hidrdlise de
etanoato de N-a-benzoil-L-arginina, sendo que uma unidade de atividade enzimadtica foi
definida como a quantidade de enzima que hidrolisa 1,0 umol de substrato por minuto a 25

°CepH6,2.

2 Extracio de proteina solavel

Procedeu-se a extracdo de proteina soltivel com o objetivo de obter um extrato nao
purificado rico em proteina e com elevada atividade enzimatica. Numa fase inicial do
trabalho foram testadas quatro condi¢des de extracdo (Tabela 4 e Figura 10). Para cada
extracdo um kiwi inteiro foi lavado e homogeneizado num liquidificador. Na extragdo a
partir do sumo, a polpa obtida foi centrifugada (Sigma Laboratory Centrifuges 3K30) trés
vezes: uma a 4000 rpm e duas a 8000 rpm, durante 20 minutos a 4 °C. Nas extracdes com
agua destilada (pH 6), com tampao citrato de sodio (pH 5) e com tampao carbonato sodio
(pH 9), a extracdo deu-se sob agitagdo na propor¢do 1:2 (m/v) durante 2 horas. As
suspensOes obtidas foram centrifugadas como descrito para a extragdo sem adigdo de
solvente. Os extratos obtidos foram filtrados com pano de nylon para remover particulas
em suspensdo e a proteina solivel foi extraida por salting out com uma solugdo saturada de

sulfato de amoénio a 60%. Esta solucdo, que deve ser adicionada lentamente e com agitacdo
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constante para evitar a formacdo de pontos de elevada concentragdo do sal, induz um
aumento na forga idnica, que por sua vez resulta no aumento das interacdes proteina-
proteina, reducdo da sua solubilidade e precipitacdo. A mistura obtida foi centrifugada
(10000 rpm, 20 minutos, Sigma Laboratory Centrifuges 3K30), os sobrenadantes
descartados e os precipitados ricos em proteina e em sais de amonio foram suspensos no
respetivo tampao de extragdo (no caso da extracdo a partir do sumo e com agua, os
precipitados foram suspensos em tampao fosfato de potassio) com concentragao 0,01 M e
extensivamente dialisados contra o mesmo tampao. Os extratos proteicos obtidos foram
liofilizados e armazenados para determinacdo de proteina total e de atividade enzimatica.

Sempre que possivel trabalhou-se a 4 °C.

Tabela 4 Condigdes de extragdo utilizadas para obtenc¢do do extrato rico em actinidina.

Sumo Citrato 0,1 M Agua Carbonato 0,1 M
pH 3 5 6 9
Kiwi (g) 85,6 91,7 922 86,2
Extrato (mL) 22,0 212,0 222.0 202,0

4 kiwis inteiros com casca

Homogeneizar Homogeneizar 12 (m/v)

Diretamente Citrato de Agua Carbonato de
do sumo sodio destilada sodio
(pH 3) (pH'5) (pH 6) (PH9)
Polpa/Suspensdo < - —
Extragdo 2 h, agitagdo, 4 °C
Centrifugar
v l
Residuo Sobrenadante
Precipitar proteina
(salting out)
i l 1)  Dialisar
v 2) Liofilizar Extratos ndo
Sobrenadante Residuo —— > purificados de
actinidina

Figura 10 Fluxograma do procedimento de extracdo de actinidina em quatro condi¢des: diretamente do sumo
e com tampao citrato de sodio, d4gua e tampao carbonato de sédio.

27



Posteriormente obteve-se um extrato ndo purificado de actinidina diretamente do sumo
(ACTsumo) a partir de 3845 g de kiwis, os quais foram lavados, secos e homogeneizados
num liquidificador. A polpa obtida foi centrifugada (10000 rpm, 20 minutos, 4 °C, Sigma
Laboratory Centrifuges) tendo-se armazenado o sumo de kiwi (2000 mL). A proteina foi
precipitada por salting out com sulfato de amoénio a 60%. O precipitado obtido foi
suspenso em tampao fosfato de potéassio 0,01 M, pH 6,8, extensivamente dialisado contra o

mesmo tampao, e liofilizado. Sempre que possivel trabalhou-se a 4 °C.

3 Determinacio de proteina soluvel total pelo método do BCA

A concentragdo de proteina soluvel total foi determinada pelo método do BCA
(Bicinchoninic Acid Protein Assay Kit, Sigma Aldrich) (74) o qual assenta no mesmo
principio de outros métodos colorimétricos como o de Biureto, Lowry e Bradford, com a
vantagem de ser mais especifico numa gama de 200-1000 pg/mL. Neste método forma-se
um complexo de cor verde entre a ligagdo peptidica e ides de cobre (II) em condigdes
alcalinas, o que promove a reducao do cobre (II) a cobre (I) e posterior complexagdo deste
com o acido bicinconinico na proporc¢ao de 1:2, com a formag¢ao de um cromoforo roxo
bastante estdvel com maximo de absorvancia a 562 nm (75). Uma vez que a quantidade de
cobre reduzido ¢ diretamente proporcional a concentragdo de proteina, ¢ possivel
determinar a concentracdo de proteina soluvel presente numa amostra
espectrofotometricamente, por correlagdo com a reta de calibracdo obtida para albumina de
soro bovino (BSA), numa gama de concentragdes de 0-1000 pg/mL em funcdo da sua
absorvancia a 562 nm. Utilizou-se o procedimento padrao, com algumas alteragdes, em
que a 50 pL da solugdo de extrato de proteina (1 mg/mL em tampao de diélise) ou BSA (0-
1000 pg/mL em 0,15 M NaCl diluida com o mesmo tampao da amostra) foi adicionado 1
mL de reagente BCA (obtido por adi¢do da solugdo contendo acido bicinconinico em meio
alcalino a solu¢do contendo o 130 de cobre (II) na proporcao 50:1), seguindo-se incubagao
num banho a 60 °C durante 15 minutos, arrefecimento a temperatura ambiente e leitura de

absorvancia a 562 nm. Fizeram-se triplicados das amostras e dos padrdes de BSA.

4 Determinacio de atividade enzimatica pelo método da azocaseina
O método da azocaseina foi desenvolvido em 1947 por Charney e Tomarelli (76). Este

¢ uma adaptacdo do método que utiliza caseina como substrato, sendo que neste caso a
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caseina se encontra covalentemente ligada ao grupo sulfonilamida, o que confere ao
substrato uma coloragdo alaranjada. Assim, a digestdo da azocaseina por enzimas
proteoliticas leva a libertagao de compostos cor de laranja soluveis em acido tricloroacético
(TCA) com méximo de absorvancia a 440 nm, o que permite aumentar a sensibilidade do
método inicial com caseina (77). A intensidade da cor ¢ diretamente proporcional a
atividade da enzima, a qual se definiu como a quantidade de proteina (uma vez que o
método do BCA nao permite quantificar a enzima, mas sim a proteina soluvel presente no
extrato) que leva a alteracdao de absorvancia em 0,01 unidades por minuto, nas condigdes
do ensaio. Fizeram-se triplicados de todas as leituras.

Para determinagdo da atividade enziméatica do EAct e ECPap, adicionaram-se 50 puL de
solugdo enzimatica 1 mg/mL em tampao fosfato de potassio 25 mM, pH 6 a 500 pL de
solugdo de azocaseina 1,5 mg/mL no mesmo tampao com 2 mM de ditiotreitol (DTT) e 5
mM de L-cisteina (L-Cys) (agentes redutores que induzem a forma ativa da enzima e
evitam a formagao de agregados proteicos) e incubou-se durante 15 minutos num banho a
37 °C. A reagdo foi parada por adigdo de 550 pL de TCA concentrado, seguindo-se
centrifugacao (8000 rpm, 6 minutos, Denver Instruments Force 7) e leitura da absorvancia
do sobrenadante a 440 nm. Para determinagao de atividade enzimatica dos extratos obtidos
em quatro condi¢des de extracdo ¢ do ACTsumo procedeu-se do mesmo modo, com
algumas alteragdes, as solugdes enzimaticas foram preparadas a 2 mg/mL em tampao
fosfato de potassio 30 mM, pH 6,8 e a incubagdo com azocaseina deu-se durante 10

minutos.

5 Estudo da cinética enzimatica

Fez-se um estudo do comportamento enzimatico dos extratos obtidos em quatro
condigdes de extracdo como acima descrito para a determinacdo da sua atividade
enzimatica, tendo-se alterado o tempo de incubagdo de 10 minutos para 60 minutos, com
leituras de absorvancia de 10 em 10 minutos. Como controlo positivo utilizou-se uma

solucdo de ECPap 2 mg/mL em tampdo fosfato de potassio 30 mM, pH 6,8.

6 Zimografia

A atividade enziméatica do ACTsumo foi avaliada por zimografia, com o objetivo de

estudar o efeito da concentra¢do de enzima e do pH na sua atividade. A zimografia ¢ uma
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técnica que associa a separagdo de proteinas por SDS-PAGE ao estudo de atividade
enzimatica através da polimerizagdo do gel de corrida na presenga de um substrato da
enzima, normalmente gelatina, e posterior incubagdo num tampao adequado a sua hidrélise
pela protease em estudo. A atividade proteolitica ¢ observada no gel de poliacrilamida
digerido na forma de bandas claras num fundo azul (78). O gel de separacio preparou-se a
10% com 0,1% de gelatina, a partir de solugdes stock de acrilamida a 40% e bis-acrilamida
a 2%, em tampao Tris-HCI 0,375 M, pH 8,8 com APS 0,05% ¢ TEMED 0,025% para
catalisar a polimerizacdo do gel. O gel de empacotamento preparou-se a 4% em tampao
Tris-HCI1 0,375 M, pH 6,8 com APS 0,025% e TEMED 0,01%. O tampdo de amostra
continha Tris-HCI1 0,033 M, pH 6,8, SDS 5%, glicerol 20% e azul de bromofenol 0,01%,
tendo-se aplicado 5,10 e 15 pL. de ACTsumo 1 mg/mL para a analise a pH 6 e 15 pL para
as andlises a pH 3 e 8. Usou-se o marcador Fisher BioReagents BP 3603. A eletroforese
decorreu a 120 V durante 1 hora e 30 minutos em tampao de corrida (Tris 0,100 M, bicina
0,100 M e SDS 0,1%). Apo6s a eletroforese, os géis foram incubados em tampdo de
renaturacdo (Triton X-100 2,5% (v/v) durante 1 hora a temperatura ambiente para de
seguida serem transferidos para o respetivo tampao de desenvolvimento (tampao citrato de
sodio 0,067 M para pH 3 e Tris 0,067 M para pH 6 ¢ 8) com 5 mM NaCl, 10 mM CaCl,, 1
uM ZnCl,, 4 mM DDT, 10 mM L-Cys e 0,02% (v/v) Triton X-100, seguindo-se incubagao
durante a noite a 37 °C com agitagdo. O Triton X-100 é um detergente ndo idnico que
promove a renatura¢do da enzima por troca com o SDS da eletroforese. As bandas claras
resultantes da atividade proteolitica da actinidina foram observadas depois de corar os géis
com Comassie Blue R250 em etanol 50% (v/v) e acido acético 10% (v/v) durante 4 horas
com agitacdo suave e descora-los com uma solucao de etanol a 25% (v/v) e acido acético a

5% (v/v).

7 Hidrolise do gluten com cisteina proteases

Fizeram-se trés ensaios preliminares para o estudo da hidrolise do gliten com EAct e
ECPap, como resumido na Tabela 5: dois ensaios com ECPap a partir de solugdes mae de
0,100 mg/mL e 1,064 mg/mL (ECPap 0,1 e ECPap 1,0, respetivamente) e um com EAct a
partir de uma solucdo mae de 1,044 mg/mL (EAct 1,0), em tampao fosfato de potéassio 25
mM e pH 6. A uma por¢ao de extrato hidratado de gliten (cerca de 3 g) adicionaram-se 10

mL de solugdo enziméatica e 10 mL ou 20 mL de tampao fosfato de potéassio 0,025 M, pH
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6, tendo a reagdo decorrido durante 22 horas a 37 °C sob agitacdo. Apds a incubagdo, a
enzima foi inativada a 4 °C e as misturas foram posteriormente centrifugadas (1500 rpm,
20 minutos, 4 °C). Separou-se o sobrenadante (Sn) do residuo (Res) e ambas as fragdes de
cada ensaio foram liofilizadas, tendo sido armazenadas para analises futuras. Fez-se um
branco (B) para cada um dos trés ensaios em que a solu¢do enzimatica foi substituida pelo

mesmo volume de tampao fosfato de potassio 25 mM, pH 6.

Tabela 5 Condigdes experimentais em que se deram os ensaios enzimaticos para o estudo do efeito de
proteases cisteinicas no gluten.

ECPap U/mg=439* EActU/mg=1,11*
Solugdo enzimatica (mg/mL) 0,100 1,064 1,044
Solugdo tampao (mlL) 10,0 20,0 20,0

* Actividade enzimatica especifica determinada pelo método da azocaseina.

Posteriormente fez-se um estudo otimizado do efeito da actinidina no glaten. Utilizou-
se a amostra de gluten liofilizado ¢ 0 ACTsumo, tendo-se incubado a 37 °C, sob agitagao.
Testaram-se trés tempos de incubagdo, 1, 2 e 24 horas, e trés concentragdes de proteina,
0,5, 1,0 e 1,5 mg/mL. Para cada concentragcdo de proteina e tempo de incubagdo, pesaram-
se 20 mg de gluten em tubos de cultura, 2 mL de tampao fosfato de potassio 50 mM, pH 6,
e 1 mL de solugdo enzimdtica preparada no mesmo tampao, o qual continha 0,02% de
azida de s6dio para impedir o crescimento microbiano. Os ensaios foram realizados em
triplicado e prepararam-se trés brancos, um para cada tempo de incubagdo, em que se
substituiu a solugdo de enzimatica pelo tampao fosfato de potassio 50 mM, pH 6. Apos a
incubagdo, a enzima foi inativada num banho de gelo durante 30 minutos, seguindo-se
centrifugacao (4000 rpm, 30 minutos, Kubota 2010). Separou-se o sobrenadante do residuo
e ambas as fracdes foram liofilizadas e armazenadas para anélise das respetivas fragdes

hidrolisadas.

7.1 Analise dos hidrolisados proteicos por espetroscopia de infravermelho médio

por transformada de Fourier (FTIR)

Analisaram-se os residuos e sobrenadantes dos hidrolisados enzimaticos € um dos
brancos obtidos nos ensaios preliminares por FTIR, com o objetivo de obter uma
caracterizacdo geral dos hidrolisados e observar as alteragdes na banda relativa a proteina

resultantes da incubagdo do glaten hidratado com ECPap e EAct. Os espetros foram
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obtidos num espectrémetro Briiker IFS 55 Golden Gate Specac IFS 55 com 5 mm de
abertura ¢ detetor DTGS, com resolugio 8 cm™ e 64 scans na regido do infravermelho

médio.

7.2 Analise de aminoacidos das fracoes hidrolisadas de baixo peso molecular por

cromatografia em fase gasosa com detetor de ionizacdo de chama (GC-FID)

A andlise de aminoacidos dos sobrenadantes obtidos nos ensaios preliminares fez-se
segundo Zumwalt (79), para a hidrolise acida, e segundo MacKenzie (80), para a
derivatizacdo dos aminoacidos, com o objetivo de estudar a composi¢do dos aminoécidos
livres e em ligacdo peptidica presentes nas amostras. Resumidamente, a 5,00 mg de cada
uma das amostras liofilizadas adicionaram-se 500 pL. de padrdo interno (norleucina 5,0
pmol/mL em HCl1 0,1 M). No caso das amostras destinadas a analise de aminoécidos totais
procedeu-se a sua hidrolise acida antes da adi¢do do padrdo interno em atmosfera de azoto
por adi¢dao de 1 mL de HC1 6 M e incubagdo a 110 °C durante 24 horas. As amostras foram
levadas a secura no evaporador centrifugo Speedvac, dissolvidas em 1 mL de HC1 0,1 M e
filtradas com filtros de 0,45 pm (LG-Syringue filters, CA, 0,45 um, @ 25 mm, yellow,
steril) sendo novamente levadas a secura no evaporador centrifugo Speedvac. Os grupos
carboxilicos dos aminoacidos foram convertidos nos respetivos ésteres isobutilicos por
adigdo de 400 pL de isobutanol-HCl e incubagdo a 120 °C durante 40 minutos, seguindo-se
arrefecimento e evaporacdo do reagente em excesso no evaporador centrifugo Speedvac.
Os grupos amina foram convertidos em derivados N-heptafluorobutiricos pela adi¢ao de
100 pL de anidrido heptafluorobutirico seguindo-se 10 minutos de incubacao a 150 °C em
condi¢des antioxidantes (por adi¢do prévia de hidroxitolueno butilado (BHT)) e
evaporagdo do excesso no evaporador centrifugo Speedvac. Por fim os derivados de éster
1sobutil-N-heptafluorobutiricos dos aminoacidos livres e totais foram dissolvidos em 50 pL.
de acetato de etilo e analisados por GC-FID (injecdo de 2 puL). A andlise cromatografica
deu-se num cromatografo Perkin Elmer — Clarus 400, tendo-se utilizado uma coluna DB-1
(30 m de comprimento, 0,25 mm de didmetro e 0,1 pm de espessura de filme) J&W
Scientific, Agilent Technology EUA com velocidade linear do gés de arraste (hidrogénio),
em modo splitless. A temperatura do injetor foi programada para 250 °C, sendo a
temperatura inicial do forno igual a 70 °C, aumentando numa rampa de 2 °C/min até 170

°C, seguindo- se uma rampa de 16 °C/min até 250 °C, permanecendo a esta temperatura
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durante 5 minutos. O detetor foi mantido a 260 °C e a corrida deu-se durante 60 minutos.

A concentragdo dos aminoacidos foi calculada de acordo com a seguinte expressao

(7)< (F)

em que 4 representa area, Pl o padrao interno e fr o fator de resposta dos aminoacidos Ala,
Gly, Val, Thr, Ser, Leu, Pro, Asx, Phe, Glx, Lys, Tyr e Arg, obtidos por calibragdo a partir
de solugdes de concentragdo conhecida dos referidos aminoacidos. Fizeram-se duplicados
para todas as amostras, tendo-se escolhido como branco o obtido aquando do ensaio com

papaina 0,100 mg/mL.

7.3 Analise de proteinas presentes nas fracoes hidrolisadas de elevado e baixo

peso molecular por eletroforese em gel de poliacrilamida em condicdes

desnaturantes (SDS-PAGE)

As proteinas presentes nos residuos e sobrenadantes obtidos nos ensaios preliminares
foram analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢des ndo nativas, na
presenga do detergente anioénico dodecilsulfato de sdédio (SDS-PAGE) com o objetivo de
identificar diferencas no perfil eletroforético do gluten nativo relativamente ao gliten
sujeito a hidrdlise enzimatica e identificar o tipo de proteinas presentes nos sobrenadantes.
A eletroforese ¢ uma técnica de separagdo e identificagdo de macromoléculas com base na
sua velocidade de migragao quando aplicadas num gel de poliacrilamida e sujeitas a um
potencial elétrico. E uma metodologia com vasta aplicabilidade no estudo de proteinas uma
vez que torna possivel estimar o nimero de proteinas presentes numa amostra, assim como
o seu peso molecular, nimero de subunidades, pl e pureza, dependendo das condi¢des de
eletroforese (78,81). O SDS ¢ um detergente anidnico que se liga as proteinas na razdo de
1:3 (78), alterando a sua conformag¢do nativa e conferindo-lhes a mesma forma e carga
negativa, o que permite separar proteinas apenas com base no seu peso molecular (81). No
gel de empacotamento, forma-se um gradiente entre os ides Cl” com elevada carga negativa
e a glicina presente no tampao de corrida, com poucas cargas negativas (pl 5,97),
permitindo o empacotamento das proteinas numa Unica banda, a qual se separa em bandas
discretas apos entrada no gel de corrida, uma vez que a pH 8.8, a glicina apresenta mais

cargas negativas, o que elimina o gradiente entre os ides Cl e a glicina (82).
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Realizou-se uma cletroforese em condigdes ndo-nativas num sistema Bio-Rad mini-
protean para SDS-PAGE, segundo o protocolo inicialmente desenvolvido pelo bioquimico
suico Ulrich K. Laemmli (78,83), com pequenas alteragcdes. O gel de separacao preparou-
se a 20% para os residuos e a 15% para os sobrenadantes, a partir de solugdes stock de
acrilamida a 40% e bis-acrilamida a 2%, em tampao Tris-HCI 0,375 M, pH 8,8. O gel de
empacotamento preparou-se a 4% em tampao Tris-HCI 0,125 M, pH 6,8. A polimerizagado
da acrilamida com a bis-acrilamida para formagao do gel de eletroforese ¢ uma reagao
radicalar, catalisada pela adigao de N,N,N’,N’-tetrametiletilenodiamina (TEMED 0,05%),
sendo o persulfato de amonia (amonium persulphate, APS 0,05%) a fonte de radicais
livres. O tampao de amostra foi Tris-HCI 0,0625 M, pH 6,8 com SDS 2%, glicerol 10% e
azul de bromofenol 0,01%, tendo-se aplicado 13 pL (50 pg proteina) para a andlise
eletroforética dos residuos e 20 pL (20 pg proteina) para analise dos sobrenadantes apds
incubagdo durante 5 minutos a 100 °C. O tampao de corrida continha Tris 0,025 M, pH 8,6
com glicina 0,192 M e SDS 0,1% e utilizou-se o marcador Fisher BioReagents BP 3603
para os residuos e GE Healthcare LMW para os sobrenadantes. A eletroforese deu-se a 150
V durante 1 hora e 30 minutos. Apos a eletroforese os géis foram corados com Comassie
Blue R250 tendo ficado sob agitacdo na solugdo corante durante a noite, e posteriormente
transferidos para a solucdo descorante (20% metanol (v/v) e 7% acido acético (v/v))
durante cerca de 2 horas.

As fragdes obtidas nos ensaios otimizados com ACTsumo foram analisadas por SDS-
PAGE como acima descrito, com algumas alteragdes. Os géis foram preparados a 15%
para a analise dos residuos e a 20% para a analise dos sobrenadantes, o tampao de amostra
dos residuos continha ureia 8 M e o marcador de peso molecular utilizado foi GE
Healthcare LMW. A eletroforese deu-se a 150 V durante 1 hora e 30 minutos. Apds a
eletroforese os géis foram corados com Comassie Blue R250 tendo ficado na solugdo
corante durante a noite sob agitacdo, e posteriormente transferidos para a solucdo

descorante durante cerca de 3 horas.
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V. RESULTADOS E DISCUSSAO

1 Proteina solavel total e atividade enzimatica

As determinagdes de proteina total pelo método do BCA e de atividade enzimatica
pelo método da azocaseina mostraram que o EAct obtido a partir das cascas do kiwi ¢ um
extrato rico em proteina, com 86,04%, e que a actinidina ai presente mantém a sua

atividade enzimatica, com atividade especifica igual a 1,11 U/mg (Tabela 6).

Tabela 6 Atividade enzimatica da papaina comercial e EAct determinada pelo método da azocaseina
(pH 6,5) ap6s incubagdo durante 15 minutos a 37 °C.

ECPap EAct

% proteina >80 86,04
mg/mL 1,012 1,044
U/mg 4,39*% 1,11

*Para determinagdo de atividade enzimatica especifica considerou-se

80% proteina

Determinou-se a atividade enziméatica do ECPap com o objetivo de ter uma medida de
comparagdo entre as proteases, uma vez que ndo foi possivel determinar a atividade
enzimatica do EAct nas mesmas condi¢gdes que as descritas pelo fabricante para o ECPap.
Determinou-se a atividade enzimatica do ECPap pelo mesmo método. Verifica-se que a
papaina ¢ cerca de quatro vezes mais ativa do que a actinidina presente no EAct, com uma
atividade especifica de 4,39 U/mg, o que estd de acordo com o descrito na literatura
(41,44).

Os resultados obtidos nos ensaios realizados aos extratos obtidos diretamente do sumo,
com tampao citrato de s6dio 0,1 M a pH 5, com dgua destilada a pH 6 e com tampao
carbonato de sodio 0,1 M a pH 9, na proporcao 1:2 (m/v) sao apresentados na

Tabela 7.

Tabela 7 Extracdo de proteina soliivel a partir do kiwi inteiro em quatro condigdes distintas; massa dos
extratos obtidos, sua concentragdo em proteina soluvel e atividade enzimatica especifica.

Sumo Citrato 0,1 M Agua Carbonato 0,1 M
Kiwi (g) 85,6 91,7 922 86,2
Extrato proteico (mg) 62,76 595,59 142,19 211,62
Proteina (mg/100 mg de extrato) 95,30 5343 86,12 62,75
Atividade enzimatica especifica(U/mg) 14,59 2,68 3,58 0,58
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Verifica-se que a massa dos extratos obtidos difere bastante, dependendo das condi¢des em
que se deu a extracdo, com valores entre os 0,73 mg/g kiwi para a extragdo diretamente do
sumo ¢ os 6,49 mg/g kiwi para a extragdo com tampao citrato de sodio 0,1 M. As extragdes
com agua e com tampao carbonato de sédio 0,1 M resultaram em 1,54 mg/g kiwi e 2,45
mg/g kiwi, respetivamente. No que diz respeito a concentragdo de proteina soluvel e
respetiva atividade enzimatica especifica, obteve-se um extrato com 95% de proteina e
14,59 U/mg na extragdo diretamente do sumo, 86% de proteina com 3,58 U/mg para a
extracdo com agua, 63% de proteina com 0,58 U/mg para a extracdo com tampao
carbonato e por fim 53% de proteina com 2,68 U/mg para a extracdo com tampao citrato.
A quantificac¢do de proteina soluvel e de atividade enzimatica do extrato ACTsumo, obtido
a partir de 3845 g de fruto fresco mostrou um teor proteico de 76,4% e atividade
enzimatica igual a 1,31 U/mg.

A comparag¢ao dos resultados obtidos neste trabalho com o de outros trabalhos em que
se procedeu a extracdo de actinidina (Tabela 8) ¢ dificil tendo em conta a grande
diversidade de procedimentos e resultados obtidos, quer para a extragdo, quer para a
determinagdo da atividade enzimatica do extrato obtido, o que torna evidente a dificuldade
em comparar estes resultados com os descritos na literatura. Por exemplo, em dois
trabalhos realizados recentemente, a actinidina foi extraida em trés condic¢des distintas, a
semelhanca do que se descreve neste trabalho. Um deles extraiu actinidina a pH 3,5 ¢ 9
tendo verificado que o extrato que apresentava maior atividade enzimatica era o obtido a
pH 9 (20), ao contrario do que se observa com este trabalho em que a extracdo a pH 9 foi a
que resultou num extrato com menor atividade enzimdtica. Outro trabalho procedeu a
extracdo com SDS a quente, salting out e tampao para SDS-2DE, tendo observado que o
método por salting out era o mais simples e reprodutivel (24), o que vai de encontro ao
observado neste trabalho. Considera-se que, para aplicagdes alimentares, ndo existe
necessidade de purificacao dos extratos obtidos (32).

Os resultados obtidos devem ser validados e os protocolos otimizados, no entanto,
tendo em conta que a actinidina ¢ uma enzima soluvel e que se encontra ativa no fruto, o
facto de o extrato com maior percentagem de proteina e atividade enzimatica especifica ser

0 obtido por salting out da mesma a partir do sumo do kiwi ndo ¢ um resultado inesperado.
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Tabela 8 Resumo de condigdes de extracdo descritas na literatura para obten¢do de extratos de actinidina.

. ~ Extrato Proteina Atividade A
Kiwi Extracao pH (mL) (mg/mL) enzimética Substrato Referéncia

Etanoato de N-a-

Sem casca  Polpa + centrifugagdo (10000 rpm 15 min) 4 - - 1,35 U/mL benzoil-L-arginina

(33)

Citrato de sodio 0,05 M pH 5,5 + sulfato de
amonio 65% + centrifugagao (1500 g 10 5 20 3,48 0,9 U/mL Hemoglobina (49)
min) + dialise

1 kg, com
casca

Fosfato de potassio 0,01 M pH 7 1:1 (m/v)

80 g, inteiro + centrifugagiio (40000 g 20 min) 7 - - 2,5 U/mg Azocaseina 21
Citrato de sodio 0,1 M pH 5 1:2 (m/v) +
centrifugacao (13400 g 20 min) + 5 300 0,13 0,46 mg/mL
purificacao™
Fosfato de potassio 0,1 M pH 7 1:2 (m/v) .

I5¢ + centrifugagio (13400 g 20 min) ! i i 0,25 mg/mL Caseina (20)

Bicarbonato de amoénio 0,1 M pH 9 1:2
(m/v) + centrifugagdo (13400 g 20 min) + 9 - - 0,62 mg/mL

purificacao™

Tetrationato de s6dio 0,01 M com EDTA
0,001 M (1 L/kg) + centrifugagao (15000
Inteiro g 30 min) + sulfato de amoénio 60% + 5,5 - 10 85,6 U/mg
centrifugacdo (15000 g 30 min) + didlise +
purificagdo **

Etanoato de N-a-

benzoil-L-arginina (50)

* Cromatografia de troca io6nica (coluna SP-Sephadex C-50) + didlise + cromatografia (coluna QAE-Sephadex A-50 eluida com gradiente de pH 5 a 2,5).
** Cromatografia de troca ionica (coluna DEAE-Sepharose Fast Flow com gradiente NaCl 0 a 0,5 M).
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2 Cinética enzimatica

Realizou-se o estudo da cinética enzimatica dos extratos obtidos apds extragao em em
quatro condi¢des distintas com o objetivo de monitorizar € comparar a atividade
enzimatica da actinidina presente em cada extrato, tendo-se utilizado ECPap como controlo
positivo. A Figura 11 representa a quantidade de azocaseina hidrolisada (maximo de
absorvancia a 440 nm) por miligrama de proteina ao longo de 60 minutos de incubagao a
37 °C e pH 6.8. E possivel observar que a actinidina extraida diretamente do sumo é a que
se encontra mais ativa, hidrolisando em média o que corresponde a 1,43 unidades de
absorvancia por miligrama de proteina. Esta amostra também apresenta um perfil de
hidrolise enzimatica semelhante ao da papaina, cuja média registada foi 1,87 unidades de
absorvancia por miligrama de proteina. A actinidina obtida com agua também se mostrou
bastante ativa, com uma média de 0,678 unidades de absorvancia por miligrama de
proteina e a actinidina extraida com citrato de sédio e carbonato de sddio sdo as que se
encontram menos ativas, com média de 0,165 e 0,074 unidades de absorvancia por

miligrama de proteina, respetivamente.
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Figura 11 Representagdo grafica da digestdo de azocaseina 1,5 mg/mL durante incubag@o com extratos ndo
purificados de actinidina e ECPap durante 60 minutos.

Uma vez que esta enzima se encontra associada a func¢des de defesa no fruto
(19,28,50), as diferencas observadas devem estar relacionadas com o stress induzido pela
alteracdo das condigdes fisioldgicas em que a enzima se encontra naturalmente, o que a
pode ter ativado e/ou desnaturado a enzima. Para além disso, durante as duas horas de

extracdo da proteina solivel presente no kiwi, a actinidina, que ja se encontra disponivel no
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sumo e representa 50% da proteina soluvel pode interagir com outras proteases, com
inibidores da sua atividade enzimatica, pode sofrer auto protedlise, oxidagdo, entre outros

eventos que tornam as enzimas biomoléculas tao suscetiveis a desnaturacao (77).

3 Zimografia

Avaliou-se o efeito do pH e da concentragdo na atividade enzimdtica no extrato
ACTsumo recorrendo a uma zimografia a pH 3, 6 e 8 e com 5, 10 e 15 pg de proteina. A
Figura 12 apresenta os resultados obtidos onde ¢ possivel observar duas bandas digeridas
em todos os ensaios realizados, uma mais intensa com cerca de 22 kDa, a qual foi
identificada como a forma ativa madura da actinidina, e outra de menor intensidade, com
cerca de 34 kDa, identificada como N-preactinidina (28,30,84). As duas bandas observadas
podem igualmente representar uma outra protease, uma leucilaminopeptidase com maxima
atividade a pH alcalino e duas isoformas, a qual foi recentemente identificada e
caracterizada por ensaios bioquimicos especificos para aminopeptidases tendo-se
concluido que se trata de uma metaloprotease dependente do grupo tiol presente
essencialmente nas sementes do fruto, mas também no cortex e pericarpo (32), ou ainda
uma mistura das duas proteases, ja que o tampao de desenvolvimento utilizado continha os

cofatores necessarios a atividade de metaloproteases ¢ cisteina proteases.

pH=6 pH=8
kDa S5ug 10pg 15 ng kDa 15 ng

Figura 12 Zimografia do extrato de actinidina com desenvolvimento a pH 3, 6 e 8.
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Também ¢é possivel observar que as bandas digeridas a pH 3 apresentam intensidades
distintas as observadas a pH 6 e 8. As diferencas observadas podem estar relacionadas com
o facto de a pH 3 as isoformas 4acidas e basicas da actinidina se encontram com a mesma
carga (positiva), ja que o pl das isoformas acidas ¢ 4 e das isoformas basicas 9. ApH 6 ¢ 8
as isoformas 4cidas e basicas apresentam cargas contrarias, 0 que sugere que as enzimas
sd0 mais ativas nesse caso, ja que os géis obtidos a pH 6 e 8 sdo semelhantes, com bandas
mais largas. Por outro lado, as diferencas observadas podem estar relacionadas com a

presenca da aminopeptidase com atividade maxima a pH alcalino.

Verifica-se que foram extraidas enzimas proteoliticas com massa molecular distinta
que sdo ativas numa vasta gama de pH e cuja extensdo da hidrdlise se relaciona com a
quantidade de enzima presente, sendo tanto mais extensa quanto maior a sua concentracao,

como seria de esperar.

4 Hidrolise de gluten com cisteina proteases

4.1 Analise dos hidrolisados proteicos por FTIR

Os residuos, sobrenadantes e um dos brancos o foram analisados por FTIR na regiao
do infravermelho médio para obter uma caracterizagdo geral dos mesmos. Na Figura 13
apresentam-se os espetros FTIR das amostras analisadas. De um modo geral, ¢ possivel
observar que os espetros dos residuos e dos sobrenadantes apresentam picos caracteristicos
da presenca de proteina, com picos na regido Amida I (~ 1650 cm™), Amida II (~ 1550 cm™
" ¢ Amida III (1400-1200 cm™) (85,86), como seria de esperar, uma vez que sdo
hidrolisados de gliten. A principal diferenga entre os espetros dos residuos e os dos
sobrenadantes ¢ a presenca de picos caracteristicos da presenca de lipidos (~ 2925 cm™ e ~

2855 cm’ resultantes do alongamento de grupos H, (CH,), ésteres (~1740 cm™ resultantes
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Figura 13 Espetro FTIR (800-3000 cm™) dos residuos e sobrenadantes resultantes da incubagio do glaten
com ECPap 0,1, ECPap 1,0 e EAct 1,0.

do alongamento do grupo C=0 e hidratos de carbono (1000-1200 cm™), provavelmente
devido a presenca de amido e gordura provenientes do gluten (55). Comparando os
residuos e sobrenadantes ao nivel de cada amostra obtida, observam-se diferengas na
intensidade dos picos, pelo que se analisaram as amostras dos sobrenadantes com mais
detalhe pois ndo continham vestigios de amido nem de lipidos e porque o espetro do
residuo ECPap 0,1 apresenta um perfil semelhante ao dos sobrenadantes.

Na Figura 14 pode-se observar os espetros dos sobrenadantes de cada uma das
amostras e branco entre 1750 e 650 cm™, com énfase para os picos na regiio Amida I (A)),
Amida II (B)) e Amida III (C)) (85,86). A observacao dos espetros das quatro amostras
analisadas mostram diferengas crescentes nas intensidades dos picos ao longo de todo o
espetro, sendo estas crescentes, da regido Amida I para a regido Amida III, a qual ¢ a
regido em que ¢ mais evidente a diferenca entre as amostras analisadas, as quais surgem
com intensidade crescente B > ECPap 0,1 > EAct 1,0 > ECPap 1,0. Esta observacao
permite supor que as diferengas observadas estdo relacionadas com o aumento de
aminodcidos livres e péptidos soluveis, uma vez que o aumento de intensidade corresponde

ao aumento de concentragao e atividade enzimatica das enzimas utilizadas.
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Figura 14 Espetro FTIR (650-1750 cm™) dos sobrenadantes resultantes da incubagdo do gliiten com ECPap
0,1, EAct 1,0 e ECPap 1,0 e um branco, B. A) Regido Amida I. B) Regido Amida II. C) Regido Amida III.

Apesar disso, € uma vez que s6 se observam diferencas na intensidade dos picos, a anélise

dos hidrolisados obtidos por FTIR ndo permite mostrar que ocorreu hidrolise do gluten

devido a presenca da papaina ou actinidina, apenas que os residuos e sobrenadantes obtidos

sdo ricos em proteina e que os lipidos e amido presentes no gluten de partida se encontram

nos residuos.

4.2 Analise de aminoacidos por cromatografia em fase gasosa com detetor de

ionizacdo de chama (GC-FID)

Procedeu-se a analise de aminodcidos presentes nos sobrenadantes resultantes da

incubagdo de gluten hidratado com papaina (ECPap 0,1 e ECPap 1,0) e actinidina (EAct

1,0), assim como de um dos trés brancos obtidos (B) com o objetivo de estudar a sua

composicao em termos de aminodcidos em ligagdo peptidica e livres.

4
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Figura 15 Concentragdo de aminoacidos (aa) em ligagdo peptidica e livres presentes nos sobrenadantes
obtidos apds incubagdo de gluten hidratado com ECPap 0,1, ECPap 1,0 e com EAct 1,0 durante 22 horas a
37 °C. B: branco.

A composi¢io das amostras e branco encontra-se representada na Figura 15. E possivel
observar que as amostras s30 maioritariamente compostas por aminoacidos em ligagdo
peptidica (cerca de 90%) e uma pequena fragdo de aminodcidos livres. Em termos de
aminoacidos totais e em liga¢do peptidica ¢ possivel agrupar as amostras em dois grupos,
designados a) e b), em que o grupo a) ¢ representado pelas amostras EAct 1,0 e ECPap 1,0,
e o grupo b) pelas amostras ECPap 0,1 e B. A semelhanca entre as amostras ECPap 0,1 ¢ B
permite supor que neste ensaio ndo ocorreu hidrolise enzimatica na amostra ECPap 0,1. O
facto de as amostras do grupo a) representarem ensaios na presenca de enzima e diferirem
das amostras do grupo b), por outro lado, permite supor a ocorréncia de hidrdlise
enzimatica neste grupo. Quanto a concentracdo de aminodcidos livres, observa-se que as
amostras exposta a enzima apresentam concentracdes de 9,10 e 20 pg/mg para as amostras
ECPap 0,1, EAct 1,0 e ECPap 1,0, respetivamente e de 6 pg/mg na auséncia de enzima
(B). Os rendimentos obtidos foram de 6,9%, 3,4%, 2,7% e 1,8% para as amostras ECPap
0,1, EAct 1,0 e ECPap 1,0 e B, respetivamente. A presen¢a de aminoacidos livres no B
sugere a presenca de proteases enddgenas na amostra de gluten (69). Tendo em conta estes
pressupostos, as amostras foram analisadas em termos de aminoacidos livres, apos
subtracdo dos aminoacidos livres quantificados no branco, com o objetivo de eliminar o
erro associado a atividade de proteases enddgenas.

Na Figura 16 mostra-se a concentracdo dos aminoacidos livres predominantes

(também foram quantificados os aminoacidos Lys, Asx, Ala, Thr, Ser, Tyr e Arg, os quais
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ndo estdo representados na figura por serem os aminoacidos minoritarios em todas as

amostras). Os aminoacidos da amostra B estdo representados com o objetivo de comparar
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Figura 16 Concentragdo de aminoacidos livres presentes nos sobrenadantes obtidos apds incubagéo de
glaten hidratado com ECPap 0,1, ECPap 1,0 ¢ EAct 1,0 durante 22 horas a 37 °C. B:branco.

esta amostra com as resultantes da incubagdo de gliten com enzimas proteoliticas.
Observa-se que os aminoacidos predominantes no B s3o a Leu, seguindo-se Val e Gly ¢
Pro, sendo GIx e Phe os aminoacidos minoritarios. Quanto as amostras ECPap 0,1-B e
ECPap 1,0-B, também se observa predominio de Leu, seguindo-se Glx e Pro (os quais
apresentam concentragdes muito proximas na amostra ECPap 0,1 (0,75 pg/mg e 0,85
png/mg, respetivamente) e predominio de Glx na amostra ECPap 1,0 (4,05 pg/mg e 1,03
ug/mg para Glx e Pro, respetivamente), sendo os aminoacidos minoritarios Phe, Gly e Val.
Quanto a amostra EAct, verifica-se predominio dos aminoéacidos Glx e Leu, sendo os
aminoacidos minoritarios Pro, Phe, Gly e Val. Estes resultados mostram que os
aminoacidos livres presentes nos hidrolisados resultantes da incubagdo com as enzimas
proteoliticas apresentam uma composi¢ado relativa de aminoacidos diferente da do branco,
mostrando alteracdo da composi¢do em aminodcidos livres apds contacto destas enzimas
com o gluten. Observa-se que a papaina hidrolisa o gliten com preferéncia para residuos
proximos de Leu e numa taxa dependente da concentragdo de enzima, uma vez que a
amostra ECPap 1,0 apresenta mais do dobro da concentragdo de Leu do que a amostra
ECPap 0,1, e que a actinidina hidrolisa o gliten, com preferéncia para residuos proximos
de Glx.

Um estudo realizado em 2009 desenvolveu uma metodologia otimizada para a

determinagdo da composicdo de aminoacidos do gluten (87) em que se reporta o
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predominio de Glx, seguindo-se Pro e Leu com percentagens molares de 31,9, 14,1 ¢ 7,2,
respetivamente, pelo que ¢ normal que estes sejam os aminoacidos predominantes nos
hidrolisados obtidos por incubacao de gluten com enzimas proteoliticas pouco especificas
como sdao a papaina e a actinidina (29). O facto de o aminoacido livre predominante na
amostra EAct 1,0 ser Glx ¢ um resultado importante, tendo em conta a importancia do
aminoacido Gln na composi¢do do gluten e na reagdo de desamidacdo que ocorre na
doenga celiaca (62,87). Também se observa que na amostra EAct 1,0, a Pro, apesar de ser
o segundo aminodcido mais abundante do glaten, surge numa concentragdo muito
reduzida, o que também estd de acordo com o descrito na literatura (43). As analises
realizadas aos sobrenadantes puderam confirmar que ambas as enzimas t€m a capacidade
de hidrolisar o gluten, nomeadamente através da presenca de aminodcidos livres e em

particular dos aminoécidos Leu e Glx (72).

4.3 Analise de proteinas presentes nas fracoes hidrolisadas de elevado e baixo

peso molecular por SDS-PAGE

Analisaram-se os residuos e sobrenadantes resultantes da digestdo de gluten com papaina
(ECPap 0,1, ECPap 1,0) e actinidina (EAct 1,0) e os respetivos brancos por eletroforese em
gel de poliacrilamida em condi¢des ndo nativas (SDS-PAGE) com o objetivo de observar
as alteracdes no perfil eletroforético das proteinas presentes em cada uma das amostras. Os
géis obtidos encontram-se representados na Figura 17. A andlise do perfil eletroforético
dos residuos mostra o mesmo perfil para os trés brancos, os quais apresentam duas bandas
entre 0os 95 e os 72 kDa, provavelmente devido a presenga das gluteninas HMW, duas
bandas entre os 55 e os 43 kDa, devido a presenca das gliadinas ®5 e w1,2, seguindo-se a
banda com maior intensidade entre os 43 e os 34 kDa, muito provavelmente devido a
presenca das o/ e ¥-gliadinas e das gluteninas LMW. No caso do ensaio com ECPap 1,0,
quer no B, quer na amostra, se observa uma banda com cerca de 34 kDa, que pode resultar
da propria degradagdo do gluten durante o ensaio realizado ou da presenga de proteases
endogenas. E possivel observar que a amostra ECPap 0,1 ndo apresenta diferencas
relativamente aos brancos, ao contrario do que se observa para as amostras ECPap 1,0 e
EAct 1,0. No caso da amostra ECPap 1,0 observa-se um perfil eletroforético bastante
distinto das restantes amostras, com desaparecimento de bandas com peso molecular entre
95 e 72 kDa ¢ 43 ¢ 34 kDa, com acumulacao de bandas com cerca de 72 kDa, 30 kDa ¢ de

péptidos com peso molecular menor ou igual a 20 kDa. No perfil eletroforético da amostra
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EAct 1,0 também se observa acumulagdo de proteina com cerca de 72 kDa e alguma
degradacdo das bandas com peso molecular entre 55 e 43 kDa e 43 e 34 kDa, as quais se

encontram presentes, mas apresentam menor intensidade.

Residuos

ECPap 0,1 ECPap 1.0 EAct 1,0 Sobrenadantes
m ECPap 0,1 ECPap1,0 EActl,0 B

Figura 17 Géis de SDS-PAGE dos residuos e sobrenadantes das amostras ECPap 0,1, ECPap 1,0 ¢ EAct 1,0.
A: amostra; B branco; M: marcador de peso molecular com 170, 130, 95, 72, 55, 43, 34 ¢ 26 kDa; m:
marcador de peso molecular com 97, 66, 45, 30, 20 e 15 kDa.

No perfil eletroforético dos sobrenadantes nao se observam bandas de elevado peso
molecular, com exce¢do da amostra ECPap 1,0 que apresenta duas bandas com cerca de 66
e 45 kDa, respetivamente. A amostra ECPap 0,1 difere do branco apenas na intensidade
das bandas, sendo que o branco apresenta bandas com maior intensidade e a amostra
ECPap 0,1 bandas mais dispersas, o que sugere que as proteinas presentes no branco
representam as o/f e y-gliadinas e LMW que solubilizaram devido as condigdes
experimentais e/ou a presenga de proteases enddgenas, mas que as presentes na amostra
ECPap 0,1, podem resultar da atividade proteolitica moderada da papaina, uma vez que a
sua concentracdo também ¢ cem vezes inferior a da amostra, ECPap 1,0, a qual, para além
das bandas acima referidas, apresenta uma banda adicional com peso molecular inferior a
20 kDa. A amostra EAct 1,0 também apresenta um perfil eletroforético semelhante ao do
branco com menor intensidade, nomeadamente entre os 45 e os 30 kDa. Esta amostra
também tem alguns péptidos com massa inferior a 20 kDa.

A andlise dos géis de SDS-PAGE permite confirmar que a papaina e a actinidina
conseguem hidrolisar o gluten, sendo a papaina bastante mais eficiente do que a actinidina
(quando presentes na mesma concentragdo), como seria de esperar (41,44,50), mas que a
hidrélise nas condigdes testadas ¢ praticamente inexistente se a papaina estiver numa

concentragao de 0,100 mg/mL.
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Os resultados da analise eletroforética aos residuos e sobrenadantes obtidos no ensaio

otimizado com ACTsumo apresentam-se na Figura 18. No que diz respeito aos residuos, é

possivel observar que os brancos apresentam o mesmo perfil eletroforético do que o gluten,

com duas bandas entre os 97 € os 66 kDa e trés entre os 45 e os 30 kDa, uma bastante

intensa e de menor peso molecular e duas com menor intensidade e maior peso molecular.

Estas bandas representam as x-HMW, y-HMW, w5-gliadina, o1,2-gliadina, sendo a banda

mais intensa relativa as gluteninas LMW e ¥, o/f-gliadinas. Todos os hidrolisados de

elevado peso molecular tém um perfil eletroforético semelhante entre si € muito distinto do

gliten e brancos. Confirma-se assim que a actinidina tem a capacidade de hidrolisar o

gluten, nomeadamente as gliadinas e LMW, presentes na banda mais intensa e de menor

peso molecular (45-30 kDa), e as gluteninas x-HMW, com manuten¢do de uma banda de

45 kDa,
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Figura 18 Géis de SDS-PAGE dos hidrolisados proteicos de elevado (A) e baixo (B) peso molecular obtidos
apos incubagdo de glaten (G) com actinidina 0,5, 1,0 e 1,5 mg durante 1, 2 e 24 horas. B: branco; M:
marcador de peso molecular com 97, 66, 45, 30, 20 ¢ 15 kDa.
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provavelmente das m-gliadinas, e aumento na intensidade da banda com 66 kDa devido a
hidrolise parcial das gluteninas x-HMW e manutencao das gluteninas y-HMW. Os residuos
apresentam ainda bandas adicionais relativamente ao gliten, uma entre os 20 e os 30 kDa e
outra entre os 20 e os 15 kDa, provavelmente péptidos resultantes da sua degradacdo. Nas
hidrolises de uma e duas horas ¢ possivel observar que o aumento da concentragdo de
actinidina resultou em bandas de baixo peso molecular mais intensas, o que na hidrolise de
24 horas nao se observa, provavelmente porque o gliten encontra-se praticamente
hidrolisado. Quanto aos sobrenadantes, a semelhanca do observado para os residuos, todos
os hidrolisados de baixo peso molecular tém o mesmo perfil eletroforético, com duas
bandas, entre os 30 e os 20 kDa, sendo que os obtidos por incubacdo durante 24 horas
apresentam uma larga banda adicional entre os 20 e os 15 kDa. As gliadinas e gliadinas

LMW mostraram ser mais suscetiveis a hidrolise enzimatica.

Os resultados obtidos estdo de acordo com outros estudos em que se investigou o
efeito da incubacdo de gluten com proteases. Em 2007 estudou-se o efeito de proteases
comerciais (alcalase 2,4L (Bacillus licheniformis), pancreatina e tripsina (pancreas de
porco), neutrase (Bacillus amyloliquefaciens) e Protamex ™ (Bacillus subtilis)) no glaten a
diferentes temperaturas e pH, tendo-se observado degradacdo de bandas de elevado peso
molecular, e aparecimento de bandas com peso molecular inferior a 40 kDa (68). Também
em 2007 se observou o efeito da hidrolise da papaina no glaten, com solubilizagdo das
gliadinas e gluteninas LMW, sendo as gluteninas HMW mais resistentes a hidrolise
enzimatica. Em ambos os trabalhos a hidrélise de glaten foi mais intensa nas primeiras
horas de incubag¢do, com formagdo de novos péptidos também suscetiveis a hidrolise
enzimdtica. Incubagdes mais longas resultaram na degradagdo suave das gluteninas, as

quais sdo mais resistentes a hidrolise enzimatica (72).

5 Consideragoes finais

Avaliaram-se as condi¢des que permitem obter um extrato rico em actinidina € com
elevada atividade enzimatica em quatro condi¢des distintas. Os resultados de proteina total,
atividade enzimatica especifica e cinética enzimdtica foram consistentes e mostraram que o

extrato que melhor preenche os requisitos definidos ¢ obtido sem adi¢do de solvente, por
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simples salting out da proteina solivel presente no sumo do kiwi. O método da azocaseina
adaptado a leituras de dez em dez minutos revelou-se uma metodologia util para comparar
o perfil enzimatico dos extratos obtidos e confirmar as diferengas observadas no ensaio de

atividade enzimatica especifica.

Realizaram-se ensaios preliminares e otimizados para estudar o efeito da actinidina no
gliten. Os resultados obtidos nas analises realizadas por FTIR mostraram que os residuos
sdao constituidos por gluten, lipidos e amido, os quais ndo se encontram presentes nos
sobrenadantes ricos em proteina e aminoacidos livres (cuja presenca foi posteriormente

confirmada através da anélise de aminoécidos por GC-FID).

Os aminoacidos livres resultantes da hidrolise do gluten pelas cisteina proteases em
estudo, com predominio de Leu nos ensaios com papaina ¢ de GIx nos ensaios com
actinidina, o que permite supor que a pré-hidrolise de gluten com actinidina pode resultar
numa redu¢ao da concentracao de Gln nos hidrolisados de elevado peso molecular obtidos.
Esta observagao pode ter implicagdes importantes na aplicacdo da actinidina na produgao
de alimentos gluten free, uma vez que a redugdo da concentracdo de Gln também reduz os
potenciais locais de desamidagdo do gluten pela TGt. A presenga de aminodacidos livres no
branco alertou para a necessidade de trabalhar com gluten desidratado em ensaios futuros e
de adicionar um agente inibidor do crescimento microbiano. O predominio de aminoéacidos
em ligacdo peptidica alertou para a necessidade de centrifugacdo a uma velocidade
superior a 1500 rpm para obtengdo de sobrenadantes enriquecidos em péptidos e

aminodcidos livres provenientes da hidrélise enzimatica.

A andlise eletroforética dos residuos e sobrenadantes obtidos nos ensaios preliminares
permitiu confirmar que a actinidina consegue hidrolisar o gluten uma vez que se observou
acumulacdo de proteina com cerca de 72 kDa devido a hidrolise moderada nas gluteninas
x-HMW e alguma degradacdo das bandas com peso molecular entre 55 e 43 kDa e entre 43
e 34 kDa (gluteninas LMW e o/f e ¥-gliadinas), as quais surgem nos sobrenadantes,
juntamente com péptidos de peso molecular inferior a 20 kDa. O predominio de péptidos
nos sobrenadantes, observado na andlise de aminoacidos também pdde ser confirmado
através da eletroforese. Este ensaio também mostrou a necessidade de adicionar ureia
concentrada no tampao de carga dos residuos com o objetivo de facilitar a sua

solubilizacao (88,89) e posterior migracdo ao longo do gel de poliacrilamida, o qual
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também deve ter menor percentagem de acrilamida, uma vez que deste modo se obtém
melhor resolucdo entre as bandas (78). As analises eletroforéticas realizadas aos
hidrolisados obtidos nos ensaios otimizados permitiu confirmar que a actinidina presente
no ACTsumo consegue hidrolisar o gluten, nomeadamente as gliadinas e gluteninas LMW,
o0 que vai de encontro ao esperado, ja que outros trabalhos ja observaram o efeito benéfico
da suplementa¢do com actinidina na digestao de proteinas hidrofobicas como o gluten e da
pré-incubacgao de gluten com outras proteases.

Os hidrolisados obtidos neste e em outros trabalhos ndo foram sujeitos a ensaios
imunologicos com o objetivo da averiguar a sua aplicabilidade na producdo de alimentos
gluten free, no entanto, este ano foi publicado um trabalho em que se testou o efeito de
peptidases do trigo, centeio e Aspergillus niger no amido de trigo com 110, 1679 e 2070
ppm de gliten tendo-se observado que as peptidases presentes no 4. niger conseguem
hidrolisar o gliten até menos de 20 ppm por ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay) e os resultados confirmados por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de

massa (LC-MS) (90).
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VI. CONCLUSOES

Os resultados deste trabalho permitiram concluir que ¢ possivel obter um extrato
enzimatico com elevada atividade enzimdtica através de uma metodologia rapida e
simples, sem adicdo de solventes, recorrendo a precipitacdo da proteina soluvel do kiwi
com sulfato de amonio a 60%, o que pode ser uma mais-valia a sua obtencdo para
aplicacdes na industria alimentar tendo em conta o baixo custo de extragdo e as

caracteristicas do extrato obtido.

Também foi possivel mostrar que a actinidina presente no extrato obtido tém a
capacidade de hidrolisar o gliuten, nomeadamente as subunidades de baixo peso molecular
do gluten, provavelmente as gluteninas LMW e as ¥, o/p-gliadinas, com formacao de
péptidos igualmente suscetiveis a hidrélise enzimatica e de dimensdes dependentes do
tempo de incubacdo aplicado. Segundo a literatura, esta ¢ a primeira vez que se estuda o

efeito do tratamento de gluten com actinidina.

O estudo realizado permite sugerir a valorizacdo do kiwi de baixo calibre através da

extracdo de actinidina e sua aplica¢do na produ¢do de hidrolisados de gluten.
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VII. TRABALHOS FUTUROS

Considera-se importante caracterizar os hidrolisados obtidos quanto a sua
imunogenicidade e aplicabilidade na producao de alimentos gluten free através de um teste
imunologico tipo ELISA RS, assim como proceder a identificagdo e caracterizacao das
sequéncias de aminodcidos presentes nos mesmos por espetrometria de massa com o
objetivo de perceber quais as sequéncias enzimaticamente hidrolisadas e a sua relagdo com
a alergia e intolerancia ao gluten. Os hidrolisados devem igualmente ser caracterizados
quanto as suas propriedades bioldgicas (se os péptidos formados sdo bioativos, por
exemplo), reoldgicas (viscosidade, elasticidade) e capacidade emulsionante no sentido de
propor aplicagdes concretas, por exemplo na produgdo de alimentos gluten free e de outro
tipo de alimentos, assim como para aplicacdes farmacéuticas e cosméticas, as quais ja

utilizam hidrolisados de gluten como ingrediente nas suas formulagdes (91).

No caso de se comprovar a sua aplicabilidade na produgdo de alimentos gluten free, os
testes imunoldgicos devem ser realizados antes e depois do processamento térmico, ja que
no caso da alergia o processamento térmico tem um papel decisivo no desenvolvimento da
reacdo alérgica (58), assim como antes e depois da sua digestdo gastrointestinal e absor¢ao
in vitro e simulando condigdes de intolerancia, ja que esta reacdo ocorre quando os
péptidos nao digeridos de gluten chegam a submucosa intestinal de individuos

geneticamente predispostos.

A realizacdo deste trabalho permitiu alertar para a necessidade de um artigo de revisao
sobre a actinidina. A literatura apresenta-a como uma proteina com peso molecular de 42,
30, 25 ou 23 kDa, na maior parte dos trabalhos ndo se menciona a presenca de actinidina
na forma ativa N-preactinidina e também ndo existe consenso quanto a atividade
enzimatica das isoformas basicas (ativas ou inativas). A informacao disponivel deve ser
analisada e clarificada no sentido de confirmar a presenga de uma leucilaminopeptidase,

descrita como sendo uma metaloprotease.
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