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ATIVIDADE ANTITRIPTICA DE PROTEINAS EM
POLPAS E SEMENTES DE FRUTAS TROPICAIS!
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ANA HELONEIDA DE ARAUJO MORAIS?

RESUMO - A alimentagdo saudavel e diversificada ¢ essencial para a manutengo da satde fisica ¢ mental, ¢
apesar de o perfil alimentar atual valorizar a praticidade do comer, nota-se que a populago esta consumindo,
de forma crescente, frutas, tanto na forma in natura como na forma de sucos. No entanto, o consumo de
certas frutas in natura ocorre acompanhado da ingestdo de suas sementes, cascas ou mesmo outras partes,
podendo existir fatores antinutricionais, moléculas e/ou compostos que podem interferir na biodisponibili-
dade e/ou digestibilidade de nutrientes, tais como os inibidores de tripsina. Tais inibidores podem prejudicar
o aproveitamento de proteinas presentes nos alimentos, porém estudos recentes vém sendo divulgados,
demonstrando também os efeitos benéficos dos mesmos. Este estudo teve como objetivo avaliar inibidores
de tripsina nos extratos aquosos das frutas: goiaba (Psidium guajava L), das variedades Kumagai (branca)
¢ Paluma (vermelha); maracuja- amarelo (Passiflora edulis f.) e melancia (Citrullus vulgaris Schrad). Para
tal, foi realizada a detecgdo da presenca da atividade antitriptica e a dosagem de proteinas soluveis. Em
todos os extratos analisados, foi detectada atividade inibitoria de tripsina, bem como de proteinas soluveis.
Assim, a inibigdo pode ser explicada pela presenca de inibidores proteicos, pois, nos extratos de sementes,
em SDS-PAGE, foi possivel visualizar um largo espectro de bandas proteicas. Vale ressaltar que, no estudo,
as bandas proteicas que coincidem com as massas moleculares dos inibidores de tripsina ndo apareceram de
forma majoritaria, demonstrando que os extratos de sementes, provavelmente, possuem inibidor proteico, no
entanto em pouca quantidade, justificando a baixa atividade antitriptica (1,36 a 15,15 UI/ mg de peso seco),
também apresentada pelos extratos de polpa. Portanto, tendo em vista o consumo recomendado das frutas,
incluindo goiaba, maracuja e melancia, possivelmente, esta atividade inibitoria esteja mais relacionada a
beneficios do que a prejuizos a satde, enfatizando, entretanto, o cuidado com o consumo de quantidades
elevadas de sementes presentes e consumidas nestas frutas.

Termos para indexacio: Goiaba ‘Kumagai’, goiaba ‘Paluma’, Passiflora edulis f., Citrullus vulgaris Schrad,
inibidor enzimatico, proteinas.

ANTITRYPTIC ACTIVITY OF PROTEINS FROM PULPS
AND SEEDS OF TROPICAL FRUITS

ABSTRACT - A healthy and diversified eating is essential for the maintenance of physical and mental
health, and despite the current trend that appreciates the convenience of eating, it is noted that the population
is increasingly consuming fruit, both in natura and / or juices. However, the use of certain fresh fruits is
accompanied by the consumption of the seeds, peels or other parts may contain antinutritional factors,
molecules and / or compounds that may adversely affect the bioavailability and / or digestibility of nutrients,
such as inhibitors of trypsin. Such inhibitors may impair the utilization of proteins in food, but recent studies
have been published also demonstrating the beneficial effects of the same. This study aimed to evaluate the
trypsin inhibitors in aqueous extracts of fruits: guava (Psidium guajava L) varieties Kumagai (white) and
Paluma (red), yellow passion fruit (Passiflora edulis t.) and watermelon (Citrullus vulgaris Schrad). Tests
were done in order to detect the presence of antitryptic activity and the dosage of soluble proteins. Trypsin
inhibitory activity was detected in all extracts tested, as well as soluble proteins. Thus, inhibition can be
explained by the presence of an inhibitor protein, because it was possible, in seed extracts, in SDS-PAGE,
to visualize a wide range of protein bands. It is noteworthy that in the study, the protein bands that coincide
with the molecular masses of the trypsin inhibitors did not appear in a majority, showing that seed extracts are
likely to have protein inhibitor, however sparingly, justifying the low antitryptic activity (1,36 to 15.15 U/
mg of dry weight), also shown by the extracts of the pulp. Therefore, having the recommended consumption
of fruits including guava, passion fruit and watermelon in sight, possibly this inhibitory activity is more
related to benefits than to hazards, regarding one’s health. However, it is important to emphasize a careful
consumption of large quantities of seeds present in these fruits.

Index terms: Guava Kumagai’, ‘Paluma’ guava, Passiflora edulis f., Citrullus vulgaris Schrad, enzyme
inhibitor, protein.
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INTRODUCAO

Com os maus habitos alimentares da popula-
¢do, os riscos de doengas cronicas nao transmissiveis
estdo aumentando no Brasil (BRASIL, 2010). Hao
de se propor dietas que estejam ao alcance de todos,
¢ que tenham um impacto sobre os mais importan-
tes fatores relacionados as varias patologias. Sendo
assim, recomendar o consumo de frutas, verduras,
cereais e legumes, assim como evitar doces, gorduras
saturadas, sal em excesso e alimentos caldricos, €
o mais indicado. A goiaba (Psidium guajava L.), o
maracuja-amarelo (Passiflora edulis f.) e a melancia
(Citrullus vulgaris Schrad) sdo exemplos de frutas
consumidas no Brasil, geralmente in natura ou na
forma de sucos, que merecem destaque quanto as
suas alegacdes de saude. Estas frutas destacam-se
entre as frutas tropicais, pois, além de saborosas e
nutritivas, apresentam potencial para varias finali-
dades, sendo a a¢do antioxidante a mais estudada
(MELO et al., 2008; COSTA; MONTEIRO, 2009;
ZERAIK et al., 2010).

Para além dos beneficios ja claramente
elucidados de uma alimentagdo saudavel, as novas
linhas de pesquisa voltam-se em busca de esclare-
cer complexos mecanismos de a¢do de moléculas
e compostos alimentares especificos e seus efeitos
fisiologicos sobre o organismo. Nessa vertente, os ini-
bidores de serinoproteases, amplamente distribuidos
nos alimentos de origem vegetal (CHEVREUIL et
al., 2009), destacam-se por uma atuagao que se con-
solida no ramo de pesquisas, buscando claramente
elucidar seus complexos mecanismos de agdo. Estes,
no trato intestinal, atuam inibindo a a¢ao de enzimas
digestivas, como a tripsina, que sdo responsaveis
pela digestdo das proteinas dietéticas, sendo, em
animais, constatado que estes inibidores provocam
o aumento do pancreas (hipertrofia e hiperplasia) e
hipersecrecdo de enzimas digestivas (BARROS et
al., 2008; DUARTE et al., 2010). Entretanto, estu-
dos citam nao serem maléficas estas alteragcdes no
pancreas por serem transitorias (CHEN et al., 2012).
No entanto, o estudo das fungdes bioldgicas destes
inibidores avanga junto com a descoberta de suas
aplicabilidades, tais como na modulagao da carcino-
génese (STENMAN, 2011), na resposta inflamatoria
(ROY etal.,2010; MONTEIRO, 2011; MACHADO
et al., 2013), na coagulacdo, na angiogénese ¢ nas
propriedades antifungicas (WONG et al., 2010).
Uma das areas em crescimento ¢ o estudo de sua apli-
cabilidade no combate a doengas como obesidade,
devido a constatagdo de que a presenga de proteinas
ndo digeridas no limen intestinal ativa, mediado pelo
peptideo monitor, um mecanismo de estimulagdo da

producdo de um horménio de carater sacietogénico,
a colecistoquinina (KOMARNYTSKY et al., 2011;
NAKAJIMA et al., 2011).

Nos alimentos de origem vegetal, inclusive
nas frutas e em suas polpas, os inibidores proteicos de
enzimas também estao presentes, mas apresentam-se
predominantemente em sementes € em leguminosas
(CHEVREUIL et al., 2009).

Desta forma, detectar e avaliar inibidores de
tripsina nas frutas: goiaba-branca e vermelha; ma-
racuja e melancia ¢ uma estratégia que visa a gerar
dados que tanto podem estar relacionados as quali-
dades nutricionais presentes nestas frutas, quanto a
sua seguranca quando ingeridas.

MATERIAL E METODOS

As goiabas (Psidium guajava L.) das varie-
dades Kumagai (branca) e Paluma (vermelha), o
maracuja-amarelo (Passiflora edulis f.) e a melancia
(Citrullus vulgaris Schrad) foram obtidos comer-
cialmente na cidade de Natal-RN. Os experimentos
foram desenvolvidos no Laboratério de Quimica de
Proteinas Bioativas Prof. Mauricio Pereira de Sales,
do Departamento de Bioquimica da UFRN.-

Para o Preparo do extrato bruto aquoso de
polpa e de semente das frutas, elas foram descasca-
das e tiveram sua polpa e suas sementes extraidas
manualmente. Cada fruta constituiu-se de polpa de
fruta e semente. Para o preparo dos extratos brutos
aquosos das variedades de cada fruta, as sementes fo-
ram secas em estufa ventilada a 45 °C e, em seguida,
trituradas em moinho industrial resfriado (6 °C). Com
granulagdo de aproximadamente 40 mesh, a polpa de
fruta foi triturada em liquidificador doméstico. Em
seguida, estas foram pesadas e submetidas a extra-
¢a0, que ocorreu em tampao Tris-HCL 0,05 mM, pH
7,5, na proporg¢do 1:10 (p/v) sob 3 horas de agitagdo
constante. Apos a agitagdo, foram centrifugadas a 4
°C, durante 30 minutos, na frequéncia de 8.000 x g.
Em seguida, a solugdo heterogénea obtida foi filtrada
com auxilio de funil e algoddo, e o sobrenadante,
denominado extrato bruto.

As atividades inibitérias de tripsina, nos
extratos das variedades de cada fruta, foram medi-
das em triplicata e determinadas como descrito por
Kakade et al. (1969), com uso do substrato BAPNA
0,0125 mM. O resultado foi mensurado por meio de
leitura em espectrofotometro a 410 nm. Os resulta-
dos foram expressos em Ul (unidade de inibi¢ao)
/ mg de peso seco da amostra, em que a unidade
de inibigdo representa a diferenga entre a atividade
enzimatica da enzima (controle) e dos testes (extra-
tos), sendo 1 Ul igual a 0,01 nm.
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Todas as determinagdes proteicas das va-
riedades de cada fruta foram medidas em triplicata
e realizadas pelo método de Bradford (1976). As
leituras das absorbancias foram realizadas a 595 nm
em espectrofotometro. Os resultados foram expressos
em pg de proteinas soluveis/pL de extrato.

A eletroforese em gel de poliacrilamida des-
naturante a 15% (SDS-PAGE) foi realizada apenas
para os extratos que continham proteinas, sendo reali-
zada pelo método desenvolvido por Laemmli (1970).
Apds a eletroforese, o gel foi corado ¢ descorado
segundo procedimento descrito por Weber e Osborn
(1969). Na eletroforese, foi utilizado o marcador
Unstained Protein Molecular Weight Marker com
massas moleculares: 116 kDa de B-galactosidase,
66,2 kDa de Albumina Serum Bovina, 45 kDa de
Ovoalbumina, 35 kDa de Lactato Desidrogenase, 25
kDa de REase Bsp98]I, 18,4 kDa de 3- lactoglobulina
e 14,4 kDa de Lisosima.

Os dados foram tabulados e analisados por
meio de estatistica descritiva, usando medidas de
tendéncia central e de dispersdo (desvio-padrio),
utilizando o programa Microsoft Excel®, versdo XP.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ja se conhece que tanto os inibidores de
origem proteica quanto os compostos fenolicos in-
terferem na atividade de algumas enzimas e inibem
ou reduzem a digestdo proteica e, assim, a absor¢ao
dessas (CONCEICAO et al., 2010), muito embora
a literatura também nos forneca informagdes sobre
as fungdes benéficas que esses inibidores podem
desempenhar.

Na avaliagdo da atividade inibitoria de tripsi-
na, pode-se constatar que, em todos os extratos de
frutas analisados, foi detectada atividade antitriptica.
Entretanto, os resultados das atividades inibitorias
de tripsina dos extratos de polpa e semente, em cada
fruta, goiaba- vermelha, goiaba-branca, maracuja e
melancia, revelaram que o extrato de polpa da goiaba-
branca e o extrato de semente da goiaba-vermelha
apresentaram maior atividade antitriptica comparada
aos demais extratos, como pode ser observado nos
Gréficos 1 e 2, respectivamente.

J& era esperado encontrar essa atividade de
inibi¢do nas polpas de frutas (ARAUJO et al., 2004)
e, principalmente, nas sementes (CHEVREUIL et
al., 2009), visto que tal fato ja é bastante claro e
repercutido na literatura. Tem-se, ainda, que esses
inibidores, para melhor conhecimento dos mesmos,
tém sido detectados e, tAo logo, isolados e purificados
(SANTOS et al., 2012).

Os resultados referentes a dosagem de protei-
nas, isto ¢, a quantidade de proteinas soliiveis para
todos os extratos de goiaba-branca, goiaba-verme-
lha, melancia e maracuja, revelaram quantidades de
proteinas soliiveis. Quanto a melancia e ao maracuja,
seus extratos de semente apresentaram maior quan-
tidade de proteinas soliiveis ao serem comparados
com os demais extratos. No tocante aos extratos de
polpa, o maracuja ¢ a goiaba-vermelha apresentaram
maiores quantidades de proteinas soltiveis ao serem
comparados com os demais extratos, como pode ser
observado no Grafico 3 e no Grafico 4.

Ainda, os extratos de semente das duas goia-
bas, vermelha e branca, melancia e maracuja foram
aplicados em SDS-PAGE e foi possivel visualizar
bandas proteicas na faixa de ~ 60 kDa ¢ ~14 kDa
(Figura 1).

De acordo com os resultados de dosagem
proteica nos extratos, pode ser observado que ¢ nos
extratos de sementes das frutas que houve maior
quantidade de proteinas soltiveis quando comparados
com os extratos de polpa, sendo maior na semente
de maracuja. Entretanto como o extrato de semente
de maracuja apresentou esse maior contetido de
proteinas, esperava-se visualizar estas proteinas em
SDS-PAGE com massas moleculares similares aos
inibidores de tripsina ja purificados.

Ressalta-se que a massa molecular desses
inibidores pode variar de 4 a 85 kDa, com a maioria
na faixa de 8 a 20 kDa (SANTOS et al., 2012). A
SDS-PAGE apresenta, neste estudo, nos extratos
de sementes, proteinas majoritarias com massas
moleculares variando na faixa de 60 kDa a 14 kDa,
no entanto ndo coincidem com massas moleculares
de inibidores de tripsina de sementes publicados na
literatura, tais como os do tipo Kunitz, e dentre eles
o ApTKI de 22 kDa, da semente de Adenanthera
pavonina L. (MIGLIOLO et al., 2010), o ByyTI de
21 kDa, da flor da planta Bauhinia variegata (FANG
etal., 2010), o EvTI de 19 kDa, da semente de Ery-
thrina velutina (MACHADO et al., 2013), além dos
inibidores de tripsina das sementes de feijao-branco,
vermelho, azuki, com massas de 132, 118 ¢ 13 kDa,
respectivamente (WATT et al., 2009).

Vale ressaltar que, no estudo, varias outras
bandas proteicas apareceram com menor predo-
minancia no gel e coincidem com as massas dos
inibidores de tripsina, demonstrando que o extrato
de semente, provavelmente, possui inibidor protei-
co, no entanto em pouca quantidade, justificando a
baixa atividade antitriptica (1,36 a 15,15 UI/ mg de
peso seco) quando comparados a soja, antes ¢ depois
da germinagdo, com valores de atividade inibitoria
variando de 181,93 a 169,98 UTI / mg de amostra
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(MARTINEZ et al., 2011). Vale ressaltar que cada
uL de extrato de polpa das frutas analisadas continha
apenas de 0,030 a 0,107 pg de proteinas soluveis,
enquanto cada pL de extrato de semente continha
de 0,359 a 2,015 ug de proteinas soluveis, sendo
pouco mais, no entanto muito inferior a quantidade
de proteinas soluveis da soja (15 a 21 pg/g de massa
seca de semente) (HENNING et al., 2010).

Dessa maneira, o interesse em inibidores de
protease da-se principalmente devido as suas altas
concentragdes na dieta de animais, podendo afetar
os processos digestivos, influenciando em seu de-
senvolvimento e crescimento (CHEN et al., 2012),
sabendo, portanto, que, para os seres humanos, ini-
bidores enzimaticos ndo sdo um problema real, uma
vez que o nivel de atividade inibitoria ¢ reduzida,
principalmente por meio do cozimento (FELIX et
al.,2011). Além disso, os varios estudos relacionados
aos efeitos benéficos de inibidores enzimaticos vém
sendo publicados, abrindo novas possibilidades na
prospecgao dessas moléculas biotivas.

Estudos feitos com feijdo mostraram ter
valores de atividade inibitoria de tripsina variando
de 5,71 a 25,14 UTI/ mg, além de 0,20 g de tripsina
inibida/g amostra (CARDOSO, 2008; DUARTE
et al., 2010), além de outros estudos com quinoa,
mostrando a variacdo de atividade dependendo dos
processos de germinagdo e diferentes tratamentos
térmicos, podendo apresentar de 0,17 a 2,39 UTl/
mg (AMISTA; TAVANO, 2013);entretanto, esses
sdo exemplos de amostras que apresentam altas
quantidades de proteinas. Por sua vez, estudos rea-
lizados identificaram, em frutas e em amostras com

baixas quantidades de proteinas soluveis, a presenga
de inibidores de tripsina, sendo na jabuticaba com
valores de 1,58 a 6,42 UTl/mg' MS (LIMA et al.,
2008). Ainda, consoante estudos realizados por
Aratjo et al. (2004), com polpa de frutas tropicais,
detectaram a presenga de atividade antitriptica no
acai, mangaba, caja, pitanga, acerola e cupuacu. Os
niveis de atividade inibitéria foram relativamente
baixos para a maioria dos frutos, sendo, entre esses,
0s que apresentaram maiores atividades: o acai (0,054
mg de inibidor / g de polpa), a mangaba (0,0395 mg
de inibidor / g de polpa) ¢ a pitanga (0,013 mg de
inibidor / g de polpa).

Mesmo diante da agdo inibitdria para tripsina,
¢ importante lembrar que, na literatura, ndo existe
nenhuma restrigdo severa para o consumo de goiaba-
vermelha, goiaba- branca, melancia e maracuja; no
entanto, deve-se ter atengao a cuidados relacionados
ao consumo de quantidades elevadas de sementes
presentes e consumidas nestas frutas.

Além disso, ¢ importante destacar que tais
inibidores presentes nas frutas podem apresentar
acoes benéficas. Dessa forma, detectar inibidores de
tripsina em sementes ¢ polpa de frutas ¢ de grande
relevancia, sendo um tema de grande importancia
para a saude, ja que sao frutas bastante consumidas
por todos ¢ principalmente pela possibilidade de
gerar dados que podem ser utilizados na biopros-
pecgdo de novos bioprodutos a serem usados, como
bioinseticidas, biofungicidas, bactericidas ¢ também
como biofarmacos.
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GRAFICO 1- Atividade inibitéria de tripsina nos extratos de polpa das frutas, goiaba-vermelha, goiaba-
-branca, maracuja e melancia. Os dados sdo expressos em Ul (unidade de inibi¢ao) / mg de
peso seco e apresentados como média + desvio- padrao.
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GRAFICO 2- Atividade inibitoria de tripsina nos extratos de semente das frutas, goiaba-vermelha, goiaba-
-branca, maracuja e melancia. Os dados sdo expressos em Ul (unidade de inibi¢ao) / mg de
peso seco e apresentados como média + desvio-padréo.

0,12
=]
ffer)
T
i
]
w 0,1
H]
o
-
3
T 0,08 -
]
=
o
3
20,06 -
T
1=
]
2 0,04 -
=14
=

0,02 A

0 I T T
Goiabavermelha Goiaba brancapolpa Maracuja polpa Melancia polpa
polpa

GRAFICO 3- Contetdo de proteinas soltveis nos extratos de polpa das frutas, goiaba-vermelha, goiaba-
-branca, maracuja e melancia. Os resultados foram expressos em pg de proteinas soliiveis/pL
de extrato e apresentados como média + desvio-padréo.
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GRAFICO 4- Conteudo de proteinas solaveis nos extratos de semente das frutas, goiaba-vermelha, goia-
ba-branca, maracuja e melancia. Os resultados foram expressos em pg de proteinas soluveis/
pL de extrato e apresentados como média = desvio-padrio.

M E1l E2 E3 F4

FIGURA 1- Eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante a 15% (SDS-PAGE) de extratos de semen-
tes de goiaba Paluma, de goiaba Kumagai, de melancia (Citrullus vulgaris Schrad) e de mara-
cuja (Passiflora edulis f.). M = marcador (116 kDa de B-galactosidase, 66,2 kDa de Albumina
Serum Bovina, 45 kDa de Ovoalbumina, 35 kDa de Lactato Desidrogenase, 25 kDa de REase
Bsp98I, 18,4 kDa de B- lactoglobulina e 14,4 kDa de Lisosima); E1 = extrato de semente
de goiaba Paluma (vermelha); E2 = extrato de semente de goiaba ‘Kumagai’ (branca); E3 =
extrato de semente de melancia; E4 = extrato de semente de maracuja.
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CONCLUSAO

1-Segundo os resultados, verificou-se, a partir
do ensaio de atividade inibitoria para tripsina, que
houve a confirmacdo da presenca de inibidores de
tripsina em todos os extratos analisados das frutas
em questdo. Essa atividade foi mais pronunciada no
extrato de polpa em goiaba-branca e de semente em
goiaba-vermelha.

2-Ainda, foi realizada a dosagem de protei-
nas, ¢ o extrato de todas as frutas apresentou con-
centragdes de proteinas soluveis; no entanto, ao ser
realizado o SDS-PAGE do extrato das sementes, as
massas moleculares das proteinas mais evidentes, ao
serem comparadas com a literatura, ndo coincidiram
com massas moleculares de inibidores de origem
proteica, comumente purificados e publicados.

3-Dessa maneira, apesar de os resultados
demonstrarem a presenca da atividade antitriptica
em extratos de todas as frutas estudadas, ndo se
pode prever a reprodutibilidade destes fendmenos in
vivo, nem recomendar a redu¢do do consumo dessas
frutas que possuem muitos outros beneficios a satide
e dentro de um consumo adequado, provavelmente,
sobrelevaria esses possiveis efeitos deletérios. Ade-
mais, mais estudos seriam necessarios para, de fato,
confirmar a possibilidade de o inibidor ser apenas
do tipo proteico.
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