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RESUMO - As caseinas, - lactoglobulina e o- lactalbumina sdo as principais
proteinas do leite. Quando aquecidas, acima de determinada temperatura, as proteinas
globulares agregam-se devido a exposicao e agregacao de grupos hidrofébicos, porém
na presenca de caseinas esta agregacao pode ser menor devido a interacdo entre tais
proteinas e as caseinas. Neste trabalho foi observada menor agregagdo das proteinas
sob aquecimento a campos elétricos moderados (4 e 7 V cm™) possibilitando o uso
desta tecnologia para o controle da agregacdo de proteinas globulares e permitindo
vislumbrar a manufatura de produtos com caracteristicas diferenciadas.

1. INTRODUCAO

As caseinas sdo compostas por subunidades: asz, as2, B + v, e k- caseinas que possuem
ligagdes dissulfeto, podendo interagir com outras moléculas que as possuam, S&o
hidrofobicas, e apresentam estrutura desdobrada em solucdo (GUNASEKARAN, SOLAR,
2012). O isolado proteico do soro do leite (WPI) é basicamente constituido por proteinas
globulares, principalmente a B- lactoglobulina e a- lactaloumina. Ambas possuem estrutura
globular que acima de 70 °C se desdobra expondo grupos hidrofébicos e pontes dissulfeto que
permitem sua agregacdo (GUNASEKARAN, SOLAR, 2012). No entanto, as caseinas (como
caseinato de sodio, NaCas) possuem atividade chaperona sobre as proteinas globulares do
WPI quando aquecidas juntamente (DONATO et al., 2009; GUYOMARC’H et al., 2009;
MORGAN et al., 2005). O aquecimento 6hmico, ou aquecimento a campos elétricos
moderados (MEF), ocorre pela geracdo interna de calor de um material submetido a
determinado campo elétrico (PEREIRA, VICENTE, 2010). O uso dessa técnica ja foi bastante
explorado em alimentos, e atualmente tem-se estudado sua aplicacdo na funcionalizagdo de
proteinas visando a fabricagdo de produtos como géis e filmes com caracteristicas distintas
(PEREIRA, VICENTE, 2010; PEREIRA, TEIXEIRA, VICENTE, 2011; RODRIGUES et al.,
2015). Assim, este trabalho procurou explorar o efeito da aplicacdo de diferentes intensidades
de campos elétricos na interagdo entre o NaCas e 0 WPI.

2. MATERIAIS E METODOS
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2.1. Materiais

Foi utilizado caseinato de sodio fornecido pela Alibra Ingredientes Ltda. (Campinas,
Brasil) e proteina isolada do soro do leite, cedido pela Arla Foods (Arla Foods, Viby,
Dinamarca). Os demais reagentes utilizados foram de grau analitico.

2.2. Métodos

Solucgdes e Tratamentos: Preparo das solu¢des de NaCas e WPI: Foi preparada uma
solucdo estoque de 1 % (m/v) na proporcdo 1:1 de NaCas e WPI em tampao fosfato 0,1 M,
pH 7,0 contendo 0,01% de azida sddica. Esta solugdo foi agitada “overnight”, centrifugada a
34619 por 30 minutos e filtrada duas vezes (poro 0,2 pum). As proteinas foram precipitadas
por reducdo de pH até préximo ao ponto isoelétrico utilizando método descrito por Pereira,
Teixeira, Vicente (2011). Tratamentos térmicos: As solucBes proteicas foram submetidas a
aquecimento convencional (AC) e 6hmico (MEF) a 95°C por 15 minutos. No AC as amostras
foram colocadas em banho térmico com temperatura controlada. O aquecimento 6hmico
ocorreu conforme descrito em Rodrigues et al.(2015). Trés diferentes campos foram
utilizados neste estudo: 4, 7 e 18 V cm™. As solugdes foram avaliadas quanto a distribuicéo de
tamanho de particula, densidade de carga, fluorescéncia intrinseca e dicroismo circular.

Analises: Distribuicdo do tamanho de particulas e densidade de carga: Os ensaios
foram realizados em Zetasizer Nano (ZEN 3600, Malvern Instruments Ltda., Malvern, RU) a
25 °C. Os dados foram analisados pelo diametro hidrodinamico e polidispersidade das
solugbes (Zeta Software 7.11, Malvern Instruments Ltd, Malvern, RU). Fluorescéncia
Intrinseca: As amostras (diluicdo 1:100) foram analisadas a 286/340 nm (excitacdo/emissao)
em espectrofotdmetro de fluorescéncia (Hittachi, F-4500, Tdquio, Japao) a pH 7,0 e pH 4,6
(solucdo acida) (BIRLOUEZ-ARAGON, SABAT, GOUTI, 2002; HIDALGO et al., 2012;
PEREIRA, TEIXEIRA, VICENTE, 2011). Dicroismo Circular: A estrutura das proteinas foi
analisada a 25 °C entre 190 e 260 nm em espectrofotdmetro Jasco DC 1500 (Jasco Corp.,
Japdo), utilizando-se cubeta de quartzo com caminho ético 0,1 cm. A elipticidade molar /6]
foi calculada conforme descrito por loannou, Donald, Tromp (2015).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As proteinas apresentaram distribuicdo bimodal, com diferengas significativas
observadas apenas entre o controle e as amostras submetidas a aquecimento (Tabela 1).
Também néo foram observadas diferencas entre o controle e as amostras tratadas em relacéo a
densidade de carga. Tais semelhangas podem ser atribuidas ao uso da solugdo tampdo que
pode ter impedido a formacéo de agregados (DONATO et al., 2009). Morgan et al. (2005),
Zhang et al. (2005) e Guyomarc'h et al. (2009) observaram o efeito chaperona das caseinas
isoladas e caseinato em seus estudos. Assim, os resultados podem ser atribuidos a este efeito,
pois 0 NaCas competiré pelos sitios de ligagdo das proteinas globulares desdobradas.

Alteraces na polaridade de residuos de triptofano durante a interagdo da molécula
chaperona podem ser observadas em espectros de fluorescéncia no comprimento de onda
onde a intensidade é maxima (MORGAN et al., 2005). Nos ensaios de fluorescéncia a pH 7,0,
observou-se que as solugbes submetidas a campos de 4 e 7 V cm™ sdo estatisticamente
semelhantes (Tabela 1), enquanto h& proximidade entre as amostras tratadas sob AC, 18 V
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cm? e o controle. Em pH 4,6, a solugdo controle se distancia das solugdes termicamente
tratadas e diferencas sdo observadas entre as solucdes tratadas sob MEF e sob AC.
Novamente observa-se ineficiéncia do processo para campos elétricos mais elevados (18 V
cm™). Os ensaios de solubilidade e fluorescéncia intrinseca indicam que ocorreram alteragoes
na polaridade do ambiente dos residuos de triptofano das amostras tratadas sob MEF,
principalmente entre as solugdes tratadas a campos de 4 e 7 V cm™,

Tabela 1. Diametro hidrodindmico, polidispersidade, densidade de carga e picos de emissdo
do triptofano/tirosina a pH 7,0 e 4,6 das solugdes aquecidas sob MEF e AC.

. . . Intensidade dos Picos
Diametro Hidrodinamico 300 2 400nm

Densidade de Polidispersidade (PDI)

Tratamento Carga (mV) (nm) (UA)
Pico 1 Pico 2 Pico 1 Pico 2 pH 7,0 pH 4,6
Controle  -2488+331° 210,87 +7,20° 2455£200° 0,17 +0,03° 0,07 %0,02° 107%007,'3%3{} i32351é,7151i
AC 2334338 17067£625° 2583707 030008 007001 12040 SAIME
Aveml 215053720 17456+635 255425500 0302011 008001 ol BF P2
TVemt 19311310 175343827 2893417 026:007% 0082002 ielE 120
1BVem! 25095437 174215986 2850+755 026+007% 0080020 TORSLE SR

Diferentes letras na mesma coluna significam diferencas estatisticas entre as amostras (p<0,05)
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Elipticidade Ivolar (deg cm? decimolet) x 107

Coragpritaento de Cmda (rom)

Figura 1 - Espectro do dicroismo circular Far-UV (DC) das solugdes aquecidas sob MEF e
aquecimento convencional

As estruturas secundarias das proteinas podem ser identificadas por dicroismo
circular. A banda negativa entre 208 e 220 nm mostra as estruturas a-hélice, a 218 nm
estruturas B-hélice, e estruturas desordenadas a 203 nm (GREENFIELD, 2007). O espectro
das solugdes (Figura 1) mostra maiores diferencas entre o controle e as solugdes submetidas
ao aguecimento. No entanto, observa-se um maior aumento na banda de 203 nm das amostras
submetidas a campos de 4 e 7 V cm?, indicando que tais tratamentos permitiram maior
quantidade de estruturas desordenadas, portanto, menor agregacdo do WPI. Assim, as
amostras submetidas a tais campos apresentaram maior exposi¢do dos campos hidrofébicos
que permitiram maior agregacao entre o WPI e NaCas.
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4. CONCLUSOES

Foi possivel explorar o efeito chaperona do caseinato de sodio frente a MEF e
identificar a acdo destes campos na exposicao dos sitios hidrofébicos de proteinas globulares
e sua interacdo com as caseinas. Tal estudo é particularmente interessante pela utilizagdo de
um novo processo que permite controlar a agregacdo de proteinas globulares com potenciais
aplicacdes tecnoldgicas.
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