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RESUMO

A aplicacdo de complexos formados a partir de proteinas e polissacarideos em
sistemas alimentares vem sendo amplamente estudada visando o seu emprego em
processo de encapsulacdo de bioativos, estabilizacdo de emulsdes, producéo de
biofilmes, dentre outros. A B-lactoglobulina (BLG) é a proteina mais abundante no
soro de leite e apresenta como principal caracteristica a presenca de um sitio de
ligacdo na forma de "B-barril’, que permite a ligacdo com pequenas moléculas
hidrofébicas, e de uma superficie externa polar, que possibilita a formacédo de
complexos com macromoléculas hidrofilicas, como no caso dos polissacarideos. A
formacao dos complexos proteina-polissacarideo é dependente de fatores tais como
pH, temperatura, concentracdo e principalmente da estrutura molecular dos
constituintes. Este trabalho teve como objetivo estudar as interacdes moleculares
de complexos proteina (BLG) - polissacarideos (CMC ou pectina) empregando a
calorimetria de titulacdo isotérmica (ITC) e a andlise de turbidez em diferentes
valores de pH (3, 4, 6 e 7), bem como avaliar a influéncia da presenca do [3-caroteno
na formacédo dos complexos. Foi também avaliado o efeito do tratamento térmico da
BLG visando a sua desnaturacdo e possiveis alteracdes nas interacdes moleculares
desta com os polissacarideos (CMC e pectina). Os resultados das analises de ITC
mostraram que ha uma maior interacdo entre os constituintes no pH 3 e 4. No pH 6
as interacBes foram despreziveis, assim como no pH 7, devido provavelmente a
repulséo eletrostatica entre as biomoléculas. As analises de turbidez confirmaram os
resultados obtidos por ITC. A presenga do [3-caroteno reduziu a interacdo entre os
biopolimeros, provavelmente pelo fato de que menos sitios de ligacédo restaram apos
a sua incorporacdo no sistema. O tratamento térmico empregado na BLG néo
provocou alteracbes nas interacdes moleculares medidas por ITC. Portanto, foi
possivel comprovar a influéncia do pH na formacdo dos complexos proteina-
polissacarideo, por meio das técnicas de ITC e turbidimetria, cujo entendimento é
fundamental para o seu emprego na inddstria.

Palavras-chave: complexos, [R-lactoglobulina, carboximetilcelulose, pectina,
calorimetria de titulacéo isotérmica (ITC).



ABSTRACT

The use of complexes from proteins and polysaccharides in food systems has been
widely studied with a view to its use in the encapsulation of bioactive, stabilizing
emulsions, production of biofilm, among other process. B -lactoglobulin (BLG) is the
most abundant protein in the whey and presents as main characteristic the presence
of a binding site in the form of " B-barrel " which allows connection with small
hydrophobic molecules and an external polar surface, which allows the formation of
complexes with hydrophilic macromolecules, such as polysaccharides. The formation
of protein-polysaccharide complex is dependent on factors such as pH, temperature,
concentration and specially the molecular structure of the constituents. In this work
we studied the molecular interactions of complexes between protein (BLG) and
polysaccharides (pectin or CMC) using isothermal titration calorimetry (ITC) and
turbidity analysis at different pH values (3 ,4 ,6 and 7), and finally to evaluate the
influence of the presence of B -carotene in the complexes formation. It was also
evaluated the effect of thermal treatment of BLG seeking their denaturation and
possible changes in this molecular interactions with polysaccharides (CMC and
pectin). The results of the analysis of ITC showed that there is more interaction
between constituents in pH 3 and 4. At pH 6 interactions were negligible, as in pH 7,
probably due the electrostatic repulsion between the biomolecules. The turbidity
analysis confirmed the results obtained by ITC. The presence of 3-carotene reduced
the interaction between biopolymers, probably because fewer binding sites remaining
after its incorporation into the system. The heat treatment employed in BLG did not
cause changes in molecular interactions measured by ITC. Therefore, it was possible
to demonstrate the influence of pH on the formation of polysaccharide-protein
complexes, using the techniques of ITC and turbidity, whose understanding is critical
to its polar application in the industry.

Key-words: complexes, 3-lactoglobulin, carboxymehtyl cellulose, pectin, isothermal
titration calorimetry (ITC).
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1 INTRODUCAO

O soro de leite bovino é a porcdo aquosa obtida da producéo do queijo apds a
precipitacdo da maior parte das proteinas por meio da acdo de acidos ou enzimas
(ex: renina e pepsina). Em média, cerca de 90% do leite utilizado na fabricacdo de
queijo é constituido pelo soro. Além do grande volume produzido, o soro de leite é
visto na induastria alimenticia como um residuo altamente poluente, com uma
demanda bioquimica de oxigénio (DBO) que varia de 30 - 45 g.L"' (ANTUNES &
GOMES, 1990). Inumeros estudos tém sido realizados no sentido de buscar
alternativas para o aproveitamento deste residuo devido a sua composicao
nutricional rica em proteinas (HARAGUCHI et al., 2006; LUCENA et al., 2006).

As principais proteinas do soro de leite sdao a a-lactoalbumina, as
imunoglobulinas, a albumina de soro bovino e a B-lactoglobulina (BLG), sendo esta
dltima, o seu maior constituinte proteico. Assim como as demais proteinas, a BLG
além da funcdo nutricional confere propriedades sensoriais e de textura quando
aplicada em alimentos, por meio da sua capacidade de formar géis, espumas e
emulsbes. A principal caracteristica dessa proteina € a presenca de um sitio de
ligacdo interno hidrofébico, chamado de B-barril, sendo a superficie externa dessa
cavidade formada por cadeias laterais de aminoacidos tanto hidrofébicos quanto
polares. Essa caracteristica possibilita a interacdo desta proteina com diferentes
ligantes polares e apolares.

A complexacdo da B-lactoglobulina com polissacarideos tem apresentado
resultados promissores na aplicacdo industrial, sob a forma de agentes
encapsulantes de compostos bioativos, tais como vitaminas, probidticos, peptideos
bioativos e antioxidantes, de estabilizantes de emulsdes e na producao de biofilmes.
A principal propriedade dos polissacarideos € a sua facil hidratagéo e formacéo de
géis, além da sua atuacdo como crioestabilizadores. Quando complexados com
proteinas, os polissacarideos influenciam o comportamento térmico do complexo
formado, aumentando a sua estabilidade térmica, aumentam a viscosidade em fase
aguosa, além de serem responsaveis pelas modificacbes nas propriedades
reologicas interfaciais dos complexos. Estas moléculas, também chamadas de
biopolimeros, quando complexadas e incorporadas com compostos bioativos podem
ser utilizadas como agentes encapsulantes, substitutas de gordura e modificadoras
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da textura proporcionando o desenvolvimento de novos alimentos funcionais que
podem ter beneficios fisioldgicos ou reduzir os riscos de doencas.

Muitos estudos tém mostrado avangos na complexacdo de proteinas e
polissacarideos permitindo a identificacdo dos principais parametros fisico-quimicos
que controlam a formacdo dos complexos, tais como: pH, for¢a i0nica, razdo de
mistura, concentracdo e densidade de carga dos polimeros (SCHMITT &
TURGEON, 2011). As principais técnicas empregadas no estudo da formacéo dos
complexos proteina-polissacarideo sdo a andlise de calorimetria exploratoria
diferencial (DSC), a andlise de dispersao dinamica da luz, o potencial de cargas
elétricas ({), a analise de ITC, bem como a analise de turbidez. Estudos recentes
avaliam o processo de complexacdo da [-lactoglobulina com diferentes
polissacarideos, tais como a goma acacia, a pectina de alto e de baixo grau de
metoxilacdo, a carragenana e o alginato de sddio (ABERKANE et al., 2012; GIRARD
et al.,, 2003; HARNSILAWAT et al., 2006; JONES et al., 2010a) utilizando analises
complementares dentre as quais se destaca a calorimetria de titulacdo isotérmica
(ITC). A analise de ITC é utilizada para determinar o tipo e a magnitude das energias
envolvidas com a finalidade de fornecer informacgdes referentes as interagdes entre
0s biopolimeros.

Dentro deste contexto foram estudados os complexos formados por BLG e
pectina, bem como carboximetilcelulose, sendo que em relacdo a este ultimo ndo
foram encontrados dados na literatura. Portanto, utilizou-se a complexacao da BLG
com pectina como um modelo referencial deste trabalho. Além disto, buscou-se
avaliar a influéncia da incorporacdo de um terceiro elemento na formacdo dos
complexos, no caso o B-caroteno, assim como avaliar as possiveis alteracdes na
interacdo da proteina com os polissacarideos, relacionadas ao emprego de um

tratamento térmico na proteina.
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1.1 Objetivo

O objetivo deste trabalho foi determinar a formacdo dos complexos
constituidos pela proteina do soro de leite, a B-lactoglobulina, e os polissacarideos
carboximetilcelulose e pectina, isoladamente, em diferentes condi¢bes de pH, como
também avaliar a influéncia da temperatura e da presenga de um antioxidante ([3-

caroteno) na formacao dos complexos.

1.1.1 Objetivos especificos

Para atingir este objetivo foram definidos os seguintes objetivos especificos:

e Determinar o perfil das interacdes moleculares dos complexos por
calorimetria de titulag&o isotérmica (ITC);

e Determinar a influéncia do pH (3, 4, 6 e 7) na formacao dos complexos
por ITC e por andlise de turbidez;

e Determinar a influéncia do efeito do tratamento térmico na estabilidade
e conformacdo da BLG, e consequentemente, na formacdo dos
complexos;

e Determinar a influéncia da incorporacédo do [(-caroteno na formacéo
dos complexos com CMC/pectina. Tendo em vista que 0 consumo de
carotenoides entre brasileiros & abaixo da média considerada ideal, o
estudo da incorporacdo deste antioxidante é uma ferramenta relevante
no desenvolvimento de alimentos funcionais que possam melhorar a

eficiéncia da encapsulacao e preservar a bioatividade deste composto.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Neste capitulo foi realizada uma breve descricdo das proteinas com enfoque
na B-lactoglobulina purificada do soro de leite bovino, dos polissacarideos com
énfase na carboximetilcelulose e na pectina, e do B-caroteno, visando um maior
conhecimento e compreensao destas moléculas utilizadas no estudo em questédo. O
presente capitulo contempla também as principais andlises térmicas envolvidas na
determinacdo das propriedades fisico-quimicas dos complexos proteina-

polissacarideo, com énfase na analise de calorimetria de titulac&o isotérmica (ITC).

2.1 Proteinas

As proteinas sdo polimeros altamente complexos, constituidas de uma ou
mais cadeias polipeptidicas formadas por aminoacidos unidos por ligagcdes amida
substituidas (DAMODARAN et al., 2010; NELSON & COX, 2004). Além de
desempenhar um papel central nos sistemas biol6gicos, na area de alimentos as
proteinas contribuem significativamente em suas propriedades fisicas e sensoriais,
por meio da sua capacidade de formar ou estabilizar géis, espumas, emulsbes e
estruturas fibrilares (BELITZ, 2009).

Ao todo existem 20 aminoacidos essenciais e cada aminoacido possui uma
cadeia lateral com propriedades quimicas distintas podendo se ligar em diferentes
combinacdes e sequéncias. A partir desses diferentes blocos de construcdo séo
formados produtos amplamente diversos como enzimas, horménios, anticorpos,
transportadores, musculos, penas, chifres, proteinas do leite, antibidticos, venenos e
uma miriade de outras substancias bioldgicas com atividades distintas (NELSON &
COX, 2002).

A estrutura das proteinas esta descrita hierarqguicamente em quatro grupos
para melhor definir a sua estrutura geral e as suas propriedades. Na FIGURA 1 esta
a representacdo esquematica da estrutura hierarquica das proteinas, sendo esta

dividida em primaria, secundaria, terciaria e quaternaria.
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Estrutura Primaria Estrutura Secundaria Estrutura Terciaria Estrutura Quaternaria
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FIGURA 1 - ESTRUTURA HIERARQUICA DAS PROTEINAS.
FONTE: adaptado de Nelson & Cox (2002).

A estrutura priméaria € a sequéncia linear dos residuos de aminoacidos que
formam as cadeias polipeptidicas desconsiderando outros tipos de ligacdes como as
interacbes causadas pelas forcas de van de Waals e ligacbes de hidrogénio
(BOBBIO & BOBBIO, 2003; NELSON & COX, 2004). Sendo a sequéncia em que 0S
residuos de aminodcidos estéo ligados, o fator determinante das propriedades fisico-
quimicas, estruturais, bioldgicas, nutricionais e funcionais das proteinas
(DAMODARAN et al., 2010; WALSTRA, 2003). A estrutura secundaria € o arranjo
das cadeias polipeptidicas ao longo de uma dimensdo, as quais estdo torcidas,
dobradas ou enroladas sobre si mesmas, podendo adquirir inUmeras conformacdes
(BOBBIO & BOBBIO, 2003; NELSON & COX, 2004). Dentro desse grupo, as
proteinas podem ser encontradas sob duas formas predominantes conhecidas como
B-folha ou a-hélice. A conformacéo helicoidal (a-hélice) é estabilizada por ligacbes
de hidrogénio, porém as interacbes de van der Waals também estdo envolvidas,
formando o que se chama de transicdo cooperativa (cada uma das ligacoes
envolvidas é fraca, poréem coletivamente elas sdo suficientes para estabilizar a
estrutura). Na B-folha, a cadeia peptidica é quase que totalmente estendida e
levemente torcida. Nesta conformacdo muitas ligacdes de hidrogénio sdo formadas,
as quais também estabilizam a estrutura pelo principio da cooperatividade
(WALSTRA, 2003). A estrutura terciaria € a maneira pela qual a cadeia polipeptidica
esta encurvada ou dobrada em trés dimensées, formando uma estrutura compacta e
firmemente enovelada (NELSON & COX, 2004). Essa estrutura é estabilizada por
ligacbes covalentes, como as ligacOes de dissulfeto, e, por ligacdes eletrovalentes
devido a atracdo exercida sobre si. Neste contexto, as proteinas sao classificadas

em globulares ou fibrilares (WALSTRA, 2003). As proteinas globulares sdo as que
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possuem formas aproximadas esféricas ou elipsoidais, sendo que grande parte das
enzimas sao classificadas como proteinas globulares. J& as proteinas fibrilares séo
moléculas em forma de bastonetes que contém cadeias polipeptidicas lineares
torcidas, funcionando, invariavelmente, como proteinas estruturais, tais como o
coldgeno e a elastina, que promovem a sustentacdo estrutural da célula e dos
tecidos (DAMODARAN et al.,, 2010). Quando uma proteina possui duas ou mais
subunidades (cadeias polipeptidicas), o arranjo tridimensional dessas cadeias €&
descrito pela estrutura quaternaria. A conformacédo tridimensional formada nédo é
alterada em meio aquoso ou em solucdes diluidas de sais, fator de grande
importancia, ja que as reacOes bioldgicas das proteinas ocorrem nestes meios
(BOBBIO & BOBBIO, 2003).

O conhecimento das caracteristicas estruturais das proteinas € importante
para o entendimento da formacdo dos complexos com os polissacarideos. Os sitios
de ligacdo da proteina estdo diretamente associados aos aminoacidos que as

constituem, bem como a sua estrutura.

2.1.1 Desnaturacao

A desnaturacdo é a perda da estrutura terciaria da proteina, a qual pode ser
uma mudanca reversivel ou irreversivel na sua conformagéo nativa sem a clivagem
das ligagOes covalentes, exceto as pontes de dissulfeto. Qualquer tratamento que
quebre as ligagbes de hidrogénio e as ligacdes hidrofébicas ou reduza as forcas
ibnicas leva a desnaturacdo proteica. Diversos fatores podem desencadear a
desnaturacdo, tais como: temperatura, alteracdo do pH, adicdo de solventes
organicos, sais, ureia ou detergentes.

Normalmente, a desnaturacdo é dita reversivel quando a cadeia peptidica é
estabilizada em seu estado desdobrado pelo agente desnaturante e apds a remoc¢ao
deste agente ela retorna a sua conformacgdo nativa ao passo que a desnaturacao
irreversivel, ocorre quando a cadeia polipeptidica desdobrada € estabilizada por
interagbes com outras cadeias fazendo com que ndo haja possibilidade do retorno a
sua conformacéao nativa (BELITZ et al. 2009; DAMODARAN et al., 2010). A perda da
conformacao nativa proteica, geralmente, tem importantes consequéncias tais como:

a perda da atividade biologica, diminuicdo da solubilidade, aumento da reatividade
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com outros compostos ou com grupos da propria proteina, aumento na
susceptibilidade de ataque por enzimas proteoliticas e aumento no raio
hidrodinamico (WASLTRA, 2003).

O aguecimento é um dos principais procedimentos tecnolégicos que afetam a
estrutura das proteinas e as suas propriedades funcionais na maioria das
formulagbes de alimentos (RELKIN & LAUNAY, 1990). De acordo com o estudo de
Relkin & Launay (1990), a desnaturacdo térmica da [-lactoglobulina pode ser
modelada como uma reacdo de segunda ordem para as concentracdes entre 3,5 —
24% no pH 3,2, implicando na dimerizacao das moléculas de proteina parcialmente
desnaturadas. Os resultados obtidos neste estudo, em relagdo aos parametros
cinéticos desta desnaturacéo, indicam que as interacdes entre as cadeias peptidicas

desempenham um importante papel em todo o processo de desnaturacao.

2.1.2 Métodos de quantificacdo de proteinas

z

Normalmente, a quantificacdo do conteudo proteico € obtida por meio da
determinacao de um elemento ou de um grupo pertencente a proteina, sendo que os
elementos geralmente sdo carbono ou nitrogénio e 0s grupos sdo 0s aminoacidos e
as ligacbes peptidicas (CECCHI, 2003). Os principais métodos utilizados na
quantificacdo de proteinas sdo os conhecidos pelos nomes de Kjeldahl, biureto,
Bradford e espectrofotométrico conforme descrito na TABELA 1. O método de
Kjedahl é considerado um método elementar porque determina o nitrogénio organico
total, isto €, o proteico e o ndo proteico, que sdo convertidos a sais de aménia. E a
metodologia mais empregada para a quantificacdo de proteina em alimentos. Ao
contrario do método de Kjedahl, o método de biureto est4d baseado na analise de
grupos e determina diretamente a quantidade do conteudo proteico. Este método
envolve a reacdo do reativo de biureto com as proteinas formando um complexo
quadrado planar com a ligacdo peptidica. A andalise é realizada em um
espectrofotometro, sendo que a intensidade de cor formada é proporcional a
guantidade de proteina (CECCHI, 2003). A metodologia de Bradford consiste na
reacao da proteina com o corante “Coomassie brilliant blue” BG-250, provocando o

deslocamento do equilibrio do corante para a forma anidnica que absorve fortemente
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em 595 nm (BRADFORD, 1976; COMPTON & JONES, 1985). O meétodo
espectrofotométrico envolve medidas em espectrofotbmetro UV-visivel a 280 nm,

visto que a maioria das proteinas possui absor¢cdo neste comprimento de onda

devido a presenca dos aminoacidos aromaticos tirosina, triptofano e fenilalanina

(CECCHI, 2003).

TABELA 1: METODOS DE QUANTIFICAGAO DE PROTEINAS.

Método Descricéo Vantagens Desvantagens Referéncias
Kjeldahl Andlise elementar N&o necessitade  Necessita de CECCHlI,
Determina o uma curva padrédo um fator~de 2003.
nitrogénio conversao de
organico total hitrogenio
Método
indireto pois
determina o N
total
Biureto Andlise de grupos Especifico, Necessita de CECCHlI,
Método simples, rapido e uma curva 2003.
colorimétrico que barato padrao
envolve uma A coloracgéo
reagdo com a pode variar de
ligacdo peptidica acordo com o
tipo de
proteina que
esta sendo
analisada
Bradford Método Especifico, Necessita de BRADFORD,
colorimétrico que  simples e rapido uma curva 1976;
envolve a reagéo padrao COMPTON
de aminoéacidos & JONES,
com o corante 1985
“‘Coomassie
brilliant blue”
Espectrofotométrico Medidas em Rapido, simplese  Nao apresenta CECCHI,
espectrofotbmetro n&o-destrutivo interferéncia 2003.

UV-visivel a 280
nm

com sais de
amonio.
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2.2 Soro de leite

O soro de leite € a porcdo aquosa obtida da producéo do queijo. Ele pode ser
chamado de “soro doce” (pH = 5,6) se for proveniente da produgdo do coagulo de
gueijos como cheddar, suico e mozzarela, ou “soro acido” (pH < 5,1) se for obtido
da fabricacdo de queijos tipo cottage e ricota (UBIC-CONSULTING, 2013). Esses
dois tipos de soro de leite possuem aplicacdes industriais e funcionalidades distintas,
devido as diferencas no perfil de minerais e acidez, além das propriedades
sensoriais (FARIAS, 2011).

Segundo dados Alliance Comodities a producdo mundial de soro de leite &
190 milhdes de toneladas, expressas em soro liquido (EQUIPE MILKPOINT, 2012).
Ha algum tempo, vem sendo estudadas aplicacdes para este subproduto da
fabricacdo de queijos, visto que 0 soro apresenta a caracteristica de ser altamente
poluente por possuir uma taxa de DBO entre 30-45 g.L™. Quando lancado como
efluente, 50.000 litros de soro equivalem ao esgoto de uma cidade de 25.000
habitantes (ANTUNES & GOMES, 1990).

Para contornar esta situacao, o soro de leite vem sendo comercializado como
concentrado proteico do soro de leite (WPC - whey protein concentrate) ou isolado
proteico do soro de leite (WPI - whey protein isolate), sendo que o mercado de
proteinas do soro de leite movimenta anualmente cerca de US$ 3,8 bilhdo (EQUIPE
MILKPOINT, 2012). Estes produtos (WPC ou WPI) possuem alta concentracdo de
aminoacidos sulfurados em comparacdo com as proteinas vegetais, como as da
Soja, e, por isso, sdo muito desejaveis como ingredientes nutricionais (DAMODARAN
et al., 2010).

O WPC é comercialmente produzido utilizando o processo de ultrafiltracdo e
diafiltracdo com membranas. Estas membranas possuem uma faixa de porosidade
de 10 a 50 kDa, para o fracionamento das proteina de soro de leite a partir dos
compostos de baixa massa molecular, tais como a lactose, sais minerais, proteinas
nao-nitrogenadas e vitaminas. ApOs o0 processo de ultrafiltracdo, o soro de leite
concentrado liquido passa através de um evaporador e um secador de pulverizagcao
para remover a agua até uma percentagem de 4-5%. No mercado, existem WPC
com diferentes concentracbes de proteina, destinadas a diferentes aplicagfes
(UBIC-CONSULTING, 2013).
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A producdo de WPI pode ser realizada por dois processos: troca iénica (IE),
seguida por concentracdo e secagem por pulverizagdo; ou, microfiltracdo seguida
por ultrafiltracdo (MF / UF) e subsequente secagem por pulverizacdo (DESHLER,
1999).

As proteinas do soro, em seu estado nativo, sdo altamente solUveis em agua
em uma ampla faixa de pH e possuem numerosas vantagens nutricionais. A sua
caracteristica hidrofilica possibilita a melhora da retencdo de agua, além de
promover firmeza na textura do alimento. Quando aplicadas em produtos
formulados, elas desempenham funcdo de emulsificantes, espessantes,
geleificantes, além de possuirem a capacidade de formar espumas, de se ligar com
a gordura, e de realcar a cor, o0 sabor e a textura dos alimentos (DAMODARAN et al.,
2010). Algumas das aplicacbes das proteinas do soro em produtos alimenticios
estdo descritas na TABELA 2.

TABELA 2 - APLICACOES DAS PROTEINAS DO SORO DE LEITE EM PRODUTOS
ALIMENTICIOS.

Alimentos formulados com as proteinas do

Categoria do alimento
soro

Produtos de panificacdo  Pé&es, bolos, muffins e croissants.
Alimentos lacteos logurte, queijos e pastas de queijos.

Bebidas Refrigerantes, sucos de frutas, bebidas de laranja
congeladas ou em po e bebidas a base de leite

aromatizado.

Sobremesas Sorvetes, picolés de fruta e coberturas para

sobremesas geladas.

Confeitos Misturas aeradas para doces, merengues e bolos
aerados.
Produtos carneos Salsichas, pao com recheio de carne e injecéo de

salmoura para fortificacéo.

Fonte: adaptado de Damodaran et al. (2010).
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As principais proteinas que constituem o soro de leite sdo a a-lactoalbumina
(ALG), a B-lactoglobulina (BLG), a imunoglobulina (IGA) e a albumina de soro bovino
(BSA, bovine serum albumin). Além disso, sdo encontrados no soro de leite, lactose,
minerais e lipidios (MARQUES et al., 2005; UBIC-CONSULTING, 2013). Na TABELA
3 sdo apresentadas as concentracdes destas proteinas no soro de leite, as suas
massas moleculares e seus respectivos pontos isoelétricos. Dependendo do
processo de separacao e purificacdo, a pureza e até mesmo as caracteristicas das
proteinas podem variar em funcdo das condicdes adotadas nos mesmos. Alomirah &
Alli (2004), estudaram as propriedades da BLG e da ALG extraidas de amostras de
soro liquido, de isolado proteico de soro (WPI) ou concentrado proteico de soro
(WPC) utilizando o mesmo processo de fracionamento. O processo de separacdo da
BLG foi baseado na sua solubilidade em baixo pH e na presenca de sal. De acordo
com esse processo, foram registradas recuperacdes de 47-69% de [B-lactoglobulina,
com uma variagado na pureza de 84-95%. Cheang & Zydney (2004) utilizaram um
sistema de ultrafiltracdo de fluxo tangencial em duas fases para a purificacdo da
ALG e BLG a partir da proteina de soro isolada (WPI). A separacédo foi conseguida
utiizando membranas de 100 e 30 kDa em série (alterando as ordens numa
segunda etapa) com o intuito de remover a BSA, sendo o tampao de concentracdo e
a velocidade de filtracdo ajustados para cada fase. Em ambos 0s processos o
rendimento de separacdo de BLG foi de 70%. Marques et al. (2005) desenvolveram
um procedimento simples e brando para separar as proteinas do soro de leite. Eles
utilizaram uma coluna de separacdo DEAE-trisacryl e posteriormente, utilizaram uma

coluna de gel Sephadex G-25 para purificacdo das proteinas.

TABELA 3 - CARACTERISTICAS DAS PRINCIPAIS PROTEINAS DO SORO DE LEITE.

Proteinas BLG ALG BSA IG
Concentracéo no soro cru (g/L) 2-4 0,6-1,7 0,4 04-10

Conteudo total de fragdes, %(m/m) 56 - 60 18-24 6-—12 6-—12
Massa Molecular (kDa) 18,3 14,4 66,0 > 146
Ponto isoelétrico 5,2 42-45 47-49 55-8,3

FONTE: Marques et al. (2005).
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2.2.1 R-Lactoglobulina

A B-lactoglobulina (BLG) foi a primeira proteina purificada da qual se obteve a
composi¢cdo completa de aminoacidos por meio da hidrolise completa das cadeias
polipeptidicas. O trabalho de determinacdo dos aminodacidos foi finalizado em 1947 e
mostrou que esta proteina possui 162 aminoacidos residuais (NELSON & COX,
2004).

A BLG (FIGURA 2) é uma proteina globular pequena de massa molar em
torno de 18,3 kDa (SAWYER et al., 1999), a qual é encontrada como a maior
constituinte do soro de leite de ruminantes, aproximadamente 3 g.L™, mais que 50%
do total de proteinas presente no soro de leite (MULVIHILL & DONOVAN, 1987)
(FIGURA 2). Esta proteina existe na forma de muitos variantes genéticos (A - G),
onde A e B sdo os mais comuns. Os dois aminoacidos nas posicfes 64 das
sequéncias primarias sdo 0s responsaveis pela sua diferenciacdo (Asp®/Gly®* e
Val®*/Ala® para os variantes A e B, respectivamente), os quais também s&o
responsaveis pelas diferencas de solubilidade, além de outras propriedades (WIT et
al., 2009).

FIGURA 2 - REPRESENTACAO GRAFICA DA ESTRUTURA DA B-LACTOGLOBULINA.
FONTE: Asthon et al. (2010).

Além disso, dependendo das condi¢cdes ambientais onde a B-lactoglobulina
esta inserida, ela pode se apresentar como um octamero, na faixa de pH de 3-5,
como um dimero, na faixa de pH entre 5-8 e como um monémero em pH acima de 8,

sendo que as unidades desses complexos sdo idénticas. Este comportamento de
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associacdo dos mondmeros sob diferentes condicdes de pH, forca ibnica,
concentracdo de BLG e temperatura, foi estudado e comprovado por Verheuel et al.
(1999), cujo estudo estava baseado na técnica de dispersdo de néutrons em um
pequeno angulo (SANS - small-angle neutron scattering). Segundo os autores, a [3-
lactoglobulina do tipo A apresentou maior tendéncia de formacdo a octameros do
que a do tipo B, frente as mesmas condi¢fes testadas (VERHEUEL et al., 1999).

Ao contrario da maioria das proteinas, a B-lactoglobulina (pl = 5,2), assim
como a albumina sérica bovina (pl = 5,3), sdo altamente sollveis em seu ponto
isoelétrico (pl). Esta caracteristica esta relacionada ao fato de que estas proteinas
contém grandes propor¢cfes de residuos hidrofilicos superficiais em relacdo aos
grupos nao polares superficiais. Embora, a BLG seja eletricamente neutra em seu
ponto isoelétrico (0 numero de cargas positivas € igual ao numero de cargas
negativas na superficie) ela ainda € sollivel no ponto isoelétrico. Isto ocorre porque
as interac6es hidrofobicas proteina-proteina sdo menores do que a hidrofilicidade e
as forcas de repulsdo da hidratacdo que surgem nos residuos carregados
(DAMODARAN et al., 2010).

2.2.1.1 B-lactoglobulina: membro da familia das lipocalinas

A sequéncia de aminoacidos e a estrutura tridimensional indicam que a B-
lactoglobulina é pertencente a familia das proteinas lipocalinas, as quais podem se
ligar a muitas moléculas hidrofébicas pequenas, a receptores especificos da
superficie celular, agir como transportadores especificos e formar complexos com
macromoléculas soliveis em agua (FLOWER, 1996). Estas proteinas tém em
comum um motivo estrutural B em forma de barril. O centro desta estrutura forma
uma cavidade apolar, devido a sua superficie ser formada por aminoacidos
hidrofébicos, e, além disso, pode existir uma outra cavidade hidrofébica na estrutura,
entre a a-hélice e a estrutura B-barril, que também proporciona a ligacdo dessa
proteina com pequenas moléculas hidrofébicas de diferentes afinidades
(DAMODARAN et al.,, 2010). Na superficie da BLG existem cadeias laterais de
aminoacidos polares que possibilitam a interagdo da mesma com macromoléculas
hidrofilicas (FLOWER, 1996; LaLONDE et al.,, 1994). Isso faz com que a B-
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lactoglobulina possa se ligar tanto a moléculas hidrofilicas quanto a moléculas

hidrofébicas.

2.2.1.2 Comportamento térmico da B-lactoglobulina

O comportamento térmico da BLG é complexo, pois varia com a temperatura,
pH, tempo de aquecimento e concentracdo. Segundo De Wit et al. (2009), a
dissociacao de dimeros nativos e pequenas alteracdes conformacionais ocorrem até
55 °C em concentracdes de proteina de 25 mg.ml?, e s&o reversiveis apos
resfriamento parcial, em pH 6,8. O desdobramento parcial da BLG em um “glébulo
fundido” e modificacdes irreversiveis dos monémeros, induzida por exposi¢cao dos
grupos tiéis, sdo observados entre 60°C a 70°C e acima de pH 6,8. Pequenos
oligbmeros sdo formados entre 65°C a 75°C, induzidos por meio de reacfes de
oxidacdo tidis e por uma extensao limitada pelas reacdes de troca de dissulfeto. Em
temperaturas abaixo de 100°C ocorre o desdobramento adicional da proteina e uma
estrutura residual permanece. Os oligdmeros sdo ampliados por associacées nao
covalentes (hidrofébico e associacfes induzidas pelo sal), os quais ocorrem
predominantemente entre 75°C a 85°C, temperatura em que séo realizados os
tratamentos térmicos mais comuns. As associa¢des hidrofébicas sao limitadas a
temperaturas superiores a 85°C devido a mudanca estrutural da agua. Em
temperaturas entre 125°C e 150°C ocorre o desdobramento da estrutura residual da

proteina residual devido a decomposicdo quimica de ligagfes dissulfeto (FIGURA 3).
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Estrutura Temperatura Tempo Resultado
Dimero nativo
@C) ° Dissociagdo a conc. £
ll 20°¢ ) 25 mg/mL
2% ® 55°C - Mondmeros
. . Glébulo fundido
60-70°C z 15 min AH = 142 KJ/mol
Desdobramento
parcial
65-75°C 5-=10 min AH = 280 KJ/mol
Dimerizagdo por tiol-
oxidagdo
-~ Agregacio
Grandes R . hidrofébicae
agregados | 5-85C >~ 10min dissulfidica
Pequenm'"_ 85 — 105 °C =10 mine Somente agregagdo
. agregados | resfriamento rapido dissulfidica
A . Quebra das ligagdes
; Reagdes %, > 125 °C 5~ 10min dissulfeto e completo
% quimicas ¢ desdobramento

FIGURA 3 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DO COMPORTAMENTO TERMICO PROPOSTO
PARA A B-LACTOGLOBULINA EM pH 6,8.
FONTE: adaptado de Wit et al. (2009).

2.2.1.3 Aplicagéao industrial da B-lactoglobulina

Devido a sua estrutura e caracteristicas fisico-quimicas, a B-lactoglobulina
possui propriedades de ligacdo com agua, emulsificacdo, formacdo de espuma e
geleificacdo, as quais sdo de suma importancia na industria alimenticia (de Wit,
1998). Por causa dessas propriedades, a BLG é foco de muitos estudos com o

intuito de ampliar e melhorar a sua aplicagdo no ambito industrial.
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Uma das principais caracteristicas da B-lactoglobulina é a presenca da
cavidade hidrofébica na forma de B-barrii (DAMODARAN et al., 2010; FLOWER,
1996) . Aléem da presenca dessa cavidade, esta proteina apresenta uma plasticidade
na regido da entrada que permite a ligacdo de compostos hidrofobicos de varias
formas, que ao contrario das enzimas, fornece um exemplo de ligagdo com baixa
especificidade, mas com elevada afinidade. Isto faz com que a BLG tenha um
importante papel no desenvolvimento de novos produtos devido a sua facilidade de
formar redes de proteina-ligante e de proteina-proteina (KONUMA et al., 2007).

A B-lactoglobulina é aplicada na industria de alimentos como uma proteina
protetora natural dos acidos graxos insaturados e saturados durante o
processamento de alimentos (LOCH et al., 2013; ZIMET & LIVNEY, 2009). Por meio
de estudos termodinamicos para avaliar a interacdo da B-lactoglobulina com os
acidos graxos saturados lauritico (C12:0), miristico (C14:0) e palmitico (C16:0), Loch
et al. (2013) confirmaram que a estabilidade termodinamica dos complexos de (-
lactoglobulina com acidos graxos saturados depende do comprimento da cadeia
alifatica do ligante e é influenciada pelas interacfes polares entre a proteina e o
ligante. Neste caso, o0 acido palmitico foi 0 que apresentou a maior interacdo, com
uma constante de associacéo K, igual a 20,43 10°> M, devido ao fato de que a sua
estrutura permite um melhor encaixe com a estrutura 3-barril da proteina.

Estudos recentes também mostram o potencial da utlizacdo da pB-
lactoglobulina em processos de encapsulacdo e incorporacdo de antioxidantes.
Somchue et al. (2009) utilizaram a BLG como proteina-base para encapsular o a-
tocoferol, visto que esta apresentou uma boa eficiéncia tanto no processo de
encapsulacdo quanto no processo de liberagdo do composto ativo em questéo.
Neste estudo, eles utilizaram como material de revestimento das capsulas o alginato
de sodio, com o objetivo de prolongar a liberacdo do a-tocoferol nas condi¢cdes
intestinais simuladas.

Outra linha de pesquisa que tem tido resultados promissores na aplicagao
industrial, € a complexagdo da B-lactoglobulina com polissacarideos. Segundo
Baeza & Pilosof (2002), os polissacarideos influenciaram o comportamento térmico
do complexo formado sob a temperatura de 68 °C durante 10, 50, 70 e 90 minutos,
uma vez que envolvem a proteina desnaturada e subsequentemente formam
grandes agregados de proteina, 0 que aumenta a sua estabilidade térmica em pH

neutro. Além disso, os polissacarideos aumentam a viscosidade em fase aquosa e
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sdo responsaveis pelas modificacdes nas propriedades reoldgicas interfaciais dos
complexos (BOUYER et al., 2012). Dentre os polissacarideos mais estudados na
complexacdo com proteinas estdo: os alginatos (HARNSILAWAT et al., 2006;
HOSSEINI et al., 2013), a carboximetilcelulose (ELIAS et al., 2006), as gomas (as
quais sdo descritas quimicamente como polissacarideos naturais heterogéneos na
sua composicao) (JONES et al., 2010a), e a pectina (GIRARD et al., 2003, GIRARD
et al.,, 2002; JONES et al., 2010a; WANG et al.,, 2007a). Estes complexos sé&o
utilizados na estabilizagdo de emulsdes (BOUYER et al., 2012; ELIAS et al., 2006,
SERFERT et al., 2013), como agentes encapsulantes (SOMCHUE et al., 2009) e
também como biofilmes (BAEZA et al., 2005).

2.3 Polissacarideos

Os polissacarideos sado formados pela interacdo de monossacarideos ou seus
derivados, os quais estdo unidos entre si por ligacdes glicosidicas (BOBBIO &
BOBBIO, 2003; BELITZ et al.; 2009). O grau de polimerizacdo (DP) é igual ao
namero de unidades de monossacarideos que formam o polissacarideo
(DAMODARAN et al., 2010). Normalmente, estdo incluidos nesta categoria, 0s
derivados de amido, os quais, em alimentos, prevalecem sobre 0s polissacarideos
nao-amidos, tais como celulose. Industrialmente, os polissacarideos utilizados como
agentes de viscosidade sdo extraidos de algas marinhas e plantas (LIMA et al.,
2001). A estrutura molecular da maioria dos polissacarideos utilizados na industria
estd bem definida, embora eles se apresentem em misturas complexas. Na TABELA
4, estdo as principais estruturas e fontes dos principais polissacarideos utilizados na
industria alimenticia (STEPHEN, 1995).



33

TABELA 4 - PRINCIPAIS ESTRUTURAS E FONTES DE ALGUNS POLISSACARIDEOS.

Polissacarideo

Principais Fontes

Estrutura molecular

Amido (amilose)

Amido (amilopectina)

Alginatos

Carboximetilcelulose

Goma arabica

Maltodextrinas

Pectina

Graos de cereais e
tubérculos

Graos de cereais e
tubérculos

Algas marrons
(Macrocystis,
Ascophyllum, Laminaria e
Ecklonia spp.)

Celulose do algodao

Exudado do tronco da
Acacia senegal

Amido de milho e batata

Frutas citricas e maca

Cadeia linear de D-
glucopiranoses ligadas
por a(1->4)

Cadeias ramificadas de a-
D-glucopiranoses unidas
em a(1->4) por ligacdes
a(1->6)

Cadeia linear de
(1->4)acido B-D-
manuronico e acido —a-L-
guloronico

Grupos de HO,CCH,
ligados em O-6 por
ligacdes (1> 4)-3-
glucanas

Acido L-arabino (1>3) e
(1->6)-R-galactana,
altamente ramificadas
com L-ramnopiranose
ligadas por acido D-
galacturdnico

Amido hidrolisado por
acido e/ou enzimas
(Massa Molar < 4000)

Unidades de &cido
galacturdnico
interrompidas pela
presenca de um
metilpentose, L-ramnose

FONTE: adaptado de STEPHEN (1995).

2.3.1 Propriedades dos polissacarideos

Em alimentos, os polissacarideos (gomas e hidrocoldides) modificam e

controlam a mobilidade da agua, e juntos, controlam muitas propriedades fisico-

quimicas dos alimentos. Sao utilizados, principalmente, para espessar solucdes

aguosas, controlar as propriedades de fluxo e a textura de produtos liquidos e a
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deformacdo de produtos semissolidos, além de serem considerados
crioestabilizadores (DAMODARAN et al., 2010).

A principal propriedade dos polissacarideos € a sua facil hidratacdo para
produzir solucbes aquosas que possuem alta viscosidade em baixas concentracfes
de goma, conhecida como géis (WHISTLER & BEMILLER, 1992). Isso se deve ao
fato de que, a maioria dos polissacarideos contém unidades glicosil, que em média,
possuem trés grupos hidroxila. Cada um desses grupos tem a possibilidade de
formar ligac6es de hidrogénio com uma ou mais moléculas de agua. Além disso, o
atomo de oxigénio do anel do monossacarideo e o 4tomo de oxigénio que liga o anel
de acucar a outra unidade, também pode formar ligacdes de hidrogénio com agua. A
viscosidade depende da massa molecular, da forma da cadeia e da flexibilidade da
cadeia polimérica solvatada. Quanto mais linear € o polimero, mais viscosa sera a
solu¢do formada quando comparada a um polissacarideo ramificado de mesma
massa molecular. Isso ocorre, porque 0s polissacarideos lineares ocupam mais
espaco quando comparados aos polimeros ramificados. Desta forma, ao ocorrer
uma colisdo entre eles, ha uma maior friccdo e consumo de energia, produzindo
solugdes altamente viscosas, ao contrario dos polimeros ramificados, que colidem
com menos frequéncia (DAMODARAN et al., 2010).

2.3.2 Classificacao dos polissacarideos

De acordo com o tipo de agucares que constituem os polissacarideos, eles
sao classificados em homoglicanas e heteroglicanas (FIGURA 4). As homoglicanas
sdo constituidas de uma unidade estrutural de aglcar e as heteroglicanas séo
constituidas de vérias unidades de acucares (BELITZ et al.; 2009; DAMODARAN et
al., 2010).
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A B C D
FIGURA 4 - REPRESENTAQ@ES ESQUEMATICAS DAS HOMOGLICANAS (A E B) E
HETEROGLICANAS (C E D), AS QUAIS PODEM SER LINERES (A E C) OU RAMIFICADAS (B E D).

NA FIGURA CADA COR REPRESENTA UMA UNIDADE DE MONOSSACARIDEO.
FONTE: Yamoto (2011).

As estruturas dos polissacarideos variam grandemente conforme o0s
monossacarideos que podem estar ligados de forma linear (amilose) ou ramificados
(amilopectina) (FIGURA 5 — A e B). Outro variante é a frequéncia dos locais de
ramificacdo e o comprimento das cadeias laterais como no caso do glicogénio
(FIGURA 5 - C). Além disso, a sequéncia dos residuos dos monossacarideos pode
ser periodica, um periodo contendo uma ou varias unidades estruturais alternadas,
como na amilose, no acido hialurénico e na celulose, por exemplo, (FIGURA 5 - D),
pode conter segmentos curtos ou longos com residuos arranjados periodicamente e
separados por segmentos ndo peridodicos no caso do alginato, da pectina e das
carragenanas (FIGURA 5 - E), ou ainda, a sequéncia pode nao ser periddica ao
longo de toda a cadeia (componentes de carboidratos nas glicoproteinas) (BELITZ et
al.; 2009).

Assim como nas proteinas, 0s constituintes monomericos e as estruturas que
0s polissacarideos podem assumir influenciam diretamente na interagdo com outras

moléculas durante a formacao de complexos.
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FIGURA 5 - REPRESENTAQAO ILUSTRATIVA DAS ESTRUTURAS QUIMICAS DA AMILOSE (A),
AMILOPECTINA (B), GLICOGENIO (C), CELULOSE (D) E PECTINA (E).

FONTE: Chen & Burchell (1995); Corradini et al. (2005); Ferreira et al. (2009); Uenojo & Pastore
(2007).

2.3.2.1 Carboximetilcelulose (CMC)

A carboximetilcelulose (CMC) é obtida por tratamento alcalino da celulose
com hidréxido de sédio 18%, seguida da reacdo com acido cloroacético para que
ocorra a substituicdo de algumas hidroxilas por grupos carboximetilicos ionizados
(DAMODARAN et al., 2010). As propriedades do produto dependem do grau de
substituicdo (DS) o qual € definido como o numero médio de grupos hidroxila
esterificados ou eterificados por uma unidade de monossacarideo, variando de 0,3-
0,9 na maioria dos produtos comerciais, e do grau de polimerizacao (DP), variando
de 500 - 2000. Carboximetilceluloses com baixos graus de substituicdo (DS < 0,3)
sao insoluveis em agua, porém soluveis em Aalcalis, enquanto as com grau de
substituicdo maior (DS >0,4) sdo soluveis em agua. O hidrocoléide mais utilizado
como ingrediente alimenticio apresenta DS de 0,7. Tanto a solubilidade quanto a
viscosidade da carboximetilcelulose s&o dependentes do pH (BOBBIO & BOBBIO,
2003; BELITZ et al.; 2009; DAMODARAN et al., 2010).

A CMC (FIGURA 6) estabiliza dispersdes de proteinas, particularmente
proximo ao seu pH isoelétrico (KELLER, 1984) . Em alimentos, € utilizada como
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ligante inerte e espessante para melhorar a textura de muitos alimentos como
geleias, queijos processados, produtos extrusados dentre outros. Em gelados
comestiveis a carboximetilcelulose retarda a formacdo de cristais, estabilizando a
sua textura macia e suave. Em produtos acucarados, a CMC diminui a cristalizacéo
indesejada da sacarose e inibe a retrogradacdo do amido. Além disso, a
carboximetilcelulose melhora a estabilidade e as caracteristicas de reidratacdo de
muitos produtos desidratados (BELITZ et al.; 2009).

RO -

n

R=H ou CH,CO-H

FIGURA 6 - REPRESENTACAO DA ESTRUTURA QUIMICA DA
CARBOXIMETILCELULOSE.
FONTE: Porter (2009).

2.3.2.2 Pectina

A pectina é amplamente encontrada em plantas e sua composicdo e
propriedades variam de acordo com a sua fonte de obtencédo, o processo de
preparacdo e o0s tratamentos posteriores (DAMODARAN et al., 2010).
Comercialmente, ela é produzida a partir da casca de frutas citricas (20% - 40% da
matéria seca) e do bagaco de maca (10 % - 20% da matéria seca). Estruturalmente,
a pectina consiste em uma cadeia polimérica formada de unidades estruturais de
acido galacturénico unidas por ligacbes a-1->4 (FIGURA 7), podendo conter
também ramnose, arabinose e galactose. No pH em torno de 3, na presenca de
fons de Ca* e também em altos valores de pH, as pectinas formam géis
termicamente reversiveis. A habilidade de formar géis sobre estas condicdes é

diretamente proporcional a massa molar e inversamente proporcional ao grau de
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esterificacdo (DE), sendo este definido como a porcentagem de grupos carboxila
esterificados com metanol. Além disso, a formacdo de géis também é influenciada
pela distribuicdo dos grupamentos ésteres na molécula de pectina (BELITZ et al.;
20009).

FIGURA 7 - REPRESENTACAO DA ESTRUTURA QUIMICA DA PECTINA. NESTE CASO
CADA MONOMERO ESTA REPRESENTADO NA FORMA DE ACIDO o-1, 4-D-
GALACTURONICO.

FONTE: Uenojo & Pastore (2007).

As pectinas podem ser classificadas de acordo com o0 seu grau de
metoxilagcdo. As pectinas de baixo grau de metoxilacdo (LM) sdo preparacdes
constituidas por menos da metade de grupos carboxilas sob a forma de éster
metilico (-COOCHj3), enquanto que os demais grupos carboxilicos estdo presentes
na forma de uma mistura de &cidos livres (-COOH) e de sal (-COOHNa")
(DAMODARAN et al., 2010). Sao produzidas por desesterificacdo parcial de pectinas
naturais por métodos enzimaticos ou quimicos. Os métodos quimicos utilizam
acidos, solucdes aquosas de alcalis ou ambnia e ambnia em meio alcodlico. A
geleificagdo das pectinas de baixa metoxilacdo ocorre facilmente na presenca de
fons divalentes, como Ca**, sem adicdo de &cido ou sacarose. Esta caracteristica é
ideal na fabricacdo de géis dietéticos, sendo necessario um teor de grupos
metoxilicos de 3,5% (BOBBIO & BOBBIO, 2003). As pectinas de alto grau de
metoxilacdo (HM) séo definidas como preparacdes nas quais mais da metade dos
grupos carboxila encontram-se sob a forma de éster metilico (-COOCHS3), e assim
como nas pectinas LM, os demais grupos carboxilicos estdo na forma de uma
mistura de acidos livres e de sal (DAMODARAN et al., 2010). As solucdes de pectina
de alto grau de metoxilagcdo requerem adicdo de acucar (proporcional ao seu grau
de metoxilagdo) e &cido. Industrialmente, a pectina € amplamente utilizada na
producdo de geleias e para estabilizar bebidas lacteas, iogurtes e sorvetes (BELITZ
et al.; 2009).
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2.4 B-caroteno

O B-caroteno (FIGURA 8) é pertencente ao grupo dos carotenoides, 0s quais
possuem em comum a estrutura quimica de uma cadeia polienoica de 40 carbonos,
derivada do isopreno. A presenca de ligacbes duplas conjugadas no esqueleto do
isopreno faz com que os carotenoides possam absorver o excesso de energia de
outras moléculas a partir de um mecanismo nao radioativo (PALOZZA & KRINSKY,
1992). Devido a presenca dessas ligacbes duplas, os carotenoides possuem
atividade antioxidante, a qual além de eliminar o oxigénio singlete (reativo), também
esta relacionada com o aumento da imunidade, protecdo de queimaduras solares e
inibicdo do desenvolvimento de alguns tipos de cancer (BURRIE, 1997). Os
carotenoides sao compostos lipofilicos (DAVIDSON, 1954), moderadamente
estaveis ao calor, sujeitos a perda de cor por oxidacdo e sdo isomerizados com
facilidade por calor, acido ou luz. Como sua faixa de cor varia do amarelo ao
vermelho, os comprimentos de onda para 0 seu monitoramento costumam estar
entre 430 e 480 nm (DAMODARAN et al., 2010).

FIGURA 8 - ESTRUTURA QUIMICA DO B-CAROTENO.
FONTE: Ribeiro et al. (2005).

Dentre os carotenoides, o 3-caroteno € mais comum nos tecidos vegetais e o
mais potente precursor da vitamina A. Em alimentos esti presente no palmito, na
cenoura, no 0leo de palma, na abobora, na manga, na abobrinha e no mamaéo, entre
outros (DAMODARAN et al., 2010).

Segundo uma pesquisa realizada na Escola Superior de Agricultura Luiz de
Queiroz (Esalg) da USP, em Piracicaba, o consumo de carotenoides entre
brasileiros esta abaixo da média considerada ideal. Os niveis prudentes de ingestao
de carotenoides totais sdo de 9.000 a 18.000 microgramas por dia. O estudo revelou

gue a média de consumo nacional foi de 4.117 microgramas por dia, abaixo dos
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valores preconizados como seguros para uma vida saudavel (AMANCIO & DA
SILVA, 2012).

O pB-caroteno apresenta algumas dificuldades de incorporacdo em
formulacdes de alimentos devido a sua insolubilidade em agua, sensibilidade a luz,
oxigénio e calor. Além disso, quando aplicado na sua forma cristalina possui baixa
bioatividade (DAMODARAN et al., 2010; RIBEIRO & CRUZ, 2005). Muitos estudos
vém sendo realizados no sentido de viabilizar a aplicacdo desse antioxidante em
alimentos, sendo, atualmente, a encapsulacdo (CAO-HOANG et al., 2011,
FERNANDEZ, et al., 2009; SAIZ-ABAJO et al., 2013; SPADA et al., 2012) a
preparacdo de nanoemulsdes (SILVA et al., 2011; QIAN et al., 2012; YUAN et al.,
2008) e a formacdo de complexos (KIM et al., 2013, MENSI et al.,, 2013) as

principais técnicas empregadas na sua incorporacao.

2.5 Complexos de proteinas-polissacarideos

Muitos estudos tém mostrado avancos na complexacdo de proteinas e
polissacarideos, permitindo a identificacdo dos principais parametros fisico-quimicos
que controlam a formacdo dos complexos, tais como: pH, forca idnica, razdo de
mistura, concentracdo e densidade de carga dos biopolimeros. Além disso, devido a
grande variedade de biopolimeros existentes, os complexos proteina-polissacarideo
podem ser adaptados de acordo com a sua finalidade, bem como, de acordo com o
tipo de compostos bioativos ou moléculas sensiveis em alimentos (SCHMITT &
TURGEON, 2011).

Girard et al. (2003) utilizaram a técnica de calorimetria de titulagéo isotérmica
(ITC) para determinar a constante de ligacdo, estequiometria, entalpia e entropia dos
complexos de BLG com pectina de baixa (LM) e alta metoxilagdo (HM) em pH 4. De
acordo com os resultados obtidos, a formacao dos complexos ocorre em duas
etapas, onde primeiramente sdo formados os complexos sollUveis intrapoliméricos,
por meio de um processo entalpicamente dirigido, e em seguida ocorre a agregagao
interpolimérica desses complexos, a qual € governada tanto por fatores entalpicos
quanto entropicos. As estequiometrias de ligacdo foram de 8,3 (BLG/pectina LM) e
6,1 (BLG/pectina HM) na primeira etapa, e de 16,5 (BLG/pectina LM) e 15,1
(BLG/pectina HM) na etapa seguinte.
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Wang et al. (2007b) estudaram o efeito da concentracéo de cloreto de sédio
na formagéao e dissociagao de complexos de B-lactoglobulina/pectina pela técnica de
titulacdo turbidimétrica. Neste caso, a adicdo de sal desempenhou um papel
importante nos limites de pH da coacervagao de [-lactoglobulina/pectina e
promoveu a formagao de agregados de (-lactoglobulina.

Harsilawat et al. (2006) utilizaram anéalises complementares, dentre as quais
esta a calorimetria de titulacéo isotérmica, com o objetivo de investigar as interacdes
entre a B-lactoglobulina e o alginato de sodio em diferentes valores de pH. Os
resultados mostraram a formacao de grandes complexos no pH 3 e 4, de complexos
solaveis no pH 5 enquanto, que nos valores de pH 6 e 7, ndo houve a formacéo de
complexos devido a repulsdo eletrostatica entre as moléculas carregadas
similarmente. Jones et al. (2010b) examinaram detalhadamente o efeito de
densidade de carga anionica das pectinas de alta metoxilacdo e de baixa
metoxilacdo sobre a formacdo e estabilidade das nanoparticulas de biopolimeros
formadas por aquecimento com a B-lactoglobulina. De acordo com este estudo, as
particulas de biopolimeros podem ser formadas a partir do tratamento térmico dos
complexos associativos entre a -lactoglobulina e pectinas de diferentes densidades
de carga em pH 4,75 e acima da temperatura de desnaturacédo da BLG (em torno de
80 °C). Ainda neste estudo, foi possivel observar que o tamanho e a estabilidade
das particulas de biopolimeros dependem do tipo de pectina usada, sendo que as
pectinas com alta metoxilacdo formaram particulas menores e mais estaveis quando
comparadas com as pectinas de baixa metoxilacao.

Aberkane et al. (2012) estudaram o processo de complexacdo da -
lactoglobulina (BLG) com goma acécia total (TAG) na presenga de quercetina e
utilizaram a calorimetria de titulacdo isotérmica para determinar o tipo e a magnitude
das energias envolvidas. De acordo com os dados obtidos neste estudo, a presenca
de quercetina conduziu a um aumento na ligacéo entre a proteina e o polissacarideo
do sistema em questdo, por meio de interacdes eletrostéticas (ligacbes de
hidrogénio) no primeiro momento, e posteriormente, por interacdes hidrofébicas,
devido a mudanca no ambiente dos aminoacidos hidrofobicos da BLG expressados

por uma alta perda das suas estruturas B-folha.



42

2.6 Anédlises térmicas

Os protocolos calorimétricos possuem uma importante relevancia para a
maioria dos processos que envolvem a conservacao de alimentos visto que muitos
dos métodos de processamento empregados envolvem tratamento térmico
(aquecimento, resfriamento e congelamento). As caracterizagbes térmicas dos
sistemas alimentares e seus componentes conduzem a dados que podem ser
diretamente relacionados com os protocolos de processamento (KALETUNGC, 2009).
Nos complexos de proteinas-polissacarideos as analises térmicas sdo técnicas
empregadas com o0 objetivo de determinar os seus parametros termodinamicos
(GIRARD et al., 2003) e a sua estabilidade (LEE & HONG, 2009; JONES et al.,
2010a). Dentre as andlises térmicas, as técnicas de calorimetria exploratoria
diferencial (DSC) e a calorimetria de titulacdo isotérmica (ITC), sdo as mais

empregadas na avaliacdo da formacdo de complexos proteina-polissacarideos.

2.6.1 Calorimetria de titulac&o isotérmica (ITC)

A calorimetria de titulacdo isotérmica mede diretamente o equilibrio das
ligagbes moleculares, por meio da determinacdo do calor envolvido na associagao
de um ligante com o seu parceiro de ligacdo (FIGURA 9). Em um Unico experimento,
os valores de constante de ligacéo (K,), a estequiometria (n), e a entalpia de ligacéo
(AHp) sé@o determinados. A energia livre e a entropia de ligacdo sdo determinadas a

partir da constante de associagao (PIERCE et al., 1999).

—p
- D

Receptor Ligante Complexo

FIGURA 9 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DE UMA LIGACAO TIPICA LIGANTE/RECEPTOR.
FONTE: adaptado de FREYER & LEWIS (2008).
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O calorimetro € composto, basicamente, de uma célula de referéncia e uma
célula de amostra. Pequenas aliqguotas do composto de interesse séo injetadas
através de uma seringa a célula de amostra, medindo-se a energia liberada ou
absorvida em funcdo do tempo (HEERKLOTZ & SEELIG, 2000). Cada medida de
fluxo de energia gera um pico que representa a energia associada a injecdo de um
volume da solucdo da seringa na solugdo presente na célula de amostra. A medida
gue a solucdo presente na célula de amostra vai atingindo a saturacéo, o sinal de
energia liberada vai diminuindo até atingir a saturacdo completa. Na FIGURA 10 é
mostrada uma representacdo esquematica do calorimetro de titulacdo térmica, onde
(A), ilustra o momento antes do inicio da titulacdo. Neste instante, a célula da
referéncia e da amostra permanecem na mesma temperatura. Durante as titulacoes,
a célula de referéncia € mantida na temperatura inicial do experimento. Quando uma
injecdo € realizada (B), ocorre uma variagdo de temperatura da célula de amostra e,
consequentemente, hd um fornecimento ou uma remocéao de energia do sistema no

sentido de reestabelecer o equilibrio térmico entre as células (De FREITAS, 2009).

Seringa
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Célula de referéncia Célula da amostra »é‘.

| Energia fomecida & cela
de amostra pelo sistema de
Ly retomo proporcional a T

Energia constante fornecida
a cela de referéncia

FIGURA 10 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DE UM CALORIMETRO DE TITULACAO
ISOTERMICA.
FONTE: De Freitas (2009).

A partir da curva obtida é possivel determinar a variacdo da entalpia AH (em
unidades de Joules por mol do componente) resultante do processo de mistura a ser
estudado. A partir dessa informagdo chega-se aos outros parametros
termodinamicos desejados no estudo em questao, tais como a constante de ligacéo

(Ka), a variagao da entropia (AS) e a variagao da energia de Gibbs (AG) (GOMES,
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2009). Por meio dos dados coletados, a variacdo da energia livre de Gibbs (AG) €

calculada usando a conhecida relagéo descrita pela Equagéo 1.
AG = —RTInkK, (1)

As variacdes de entropia (AS) séo calculadas usando a Equacéo 2.
T
AS = [2(Cp/T)dT 2)

Quando héa variacdo de temperatura no sistema estudado, a capacidade

calorifica (AC,) pode ser calculada a partir das entalpias de ligagdo AH,, , utilizando a

Equacdo 3 (ABERKANE et al., 2012).

__d(AHp)
AC, = ——1° 3)

A analise de titulacdo isotérmica € muito utilizada para avaliar a interacao
entre duas moléculas (AL-KADDAHA et al., 2010). Além disso, € uma valiosa
ferramenta para o entendimento das forcas que estabilizam as conformacdes de
dobramento das proteinas (PIERCE et al, 1999).

2.6.1.1 Avaliacdo dos parametros termodinamicos obtidos das anélises de
ITC

Os dados coletados na analise de ITC podem ser analisados utilizando uma
variedade de abordagens para fornecer informacfes detalhadas sobre os eventos
que acompanham a interagdo entre duas moléculas. Freiburger et al. (2012)
chamaram as duas principais classes dos modelos de ligagdo de modelos
fenomenoldgicos e de modelos mecanicistas. Os modelos fenomenoldgicos
dependem apenas da estequiometria da interacdo e nao fazem suposi¢cdes sobre o
mecanismo fisico subjacente de ligacdo. Neste caso, quando ha uma estequiometria
de 1:1, os dados de ITC podem ser descritos por meio de dois parametros

termodinamicos: a constante de afinidade (K,) e a variacdo da entalpia (AH). Estes
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modelos tém como desvantagem a falta de dados que possam fornecer informacdes
se a ligagdo ocorre realmente em um nivel microscépico. Ja o0s modelos
mecanicistas fornecem hipoteses especificas sobre os processos fisicos que nao
aparecem claramente em uma ligacdo. Estes modelos podem envolver de forma
arbitraria um grande numero de estados termodindmicos e conter parametros
termodinamicos microscopicos descrevendo as variacfes de entalpia, de energia
livre, e de capacidade calorifica. O desafio esta em determinar o modelo correto a
ser aplicado para descrever a interacdo molecular, visto que ha uma variedade de
diferentes modelos mecanicistas mutuamente exclusivos (modelos cuja ocorréncia
de um elimina a possibilidade de ocorréncia do outro) que podem ser aplicados nas
interacOes de uma determinada estequiometria (FREIRE et al., 2009).

As mudancas entélpicas (AH) determinadas experimentalmente sao
relacionadas com as intera¢des intermoleculares como ligagbes de hidrogénio,
interacdes eletrostaticas e forcas de Van der Waals (O'BRIEN & HANG, 2004).

JA4 as mudancas de entropia (AS) sdo relacionadas com as interacfes
hidrofébicas, visto que estdo envolvidas com os graus relativos de desordem do
sistema livre e do complexo ligante-receptor. A entropia do sistema pode ser
favoravel quando ocorre a liberagdo de moléculas de agua da superficie hidrofébica
do ligante e do receptor (efeito hidrofébico). Quando ocorrem mudancas
conformacionais no sistema o processo é entropicamente desfavoravel, sendo um
indicativo de que ocorreram interagdes de “ajuste flexivel” (CARBONELL & FREIRE,
2005; O’'BRIEN & HANG, 2004).

Na FIGURA 11 esta um esquema ilustrativo de diferentes mecanismos de
interacdo entre duas moléculas para uma mesma variacdo da energia de Gibbs
(AG), a qual esta relacionada com a espontaneidade da interacdo. A entalpia
negativa dominante ilustrada na FIGURA 11-A sugere que ha um grande numero de
ligagbes de hidrogénio ou interagbes de Van der Waals entre as moléculas. E, a
entropia desfavoravel implica em uma alteragdo conformacional que pode ser em
uma ou em ambas as moléculas. Ja a FIGURA 11-B, possui uma grande entropia
positiva, 0 que sugere que esta interacdo € resultado do rearranjamento causado
pelo solvente e pelas forcas hidrofobicas. Na FIGURA 11-C ha uma pequena
redistribuicdo favoravel das ligacdes de hidrogénio e uma modesta contribuigdo
hidrofébica global (O'BRIEN & HANG, 2004).
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FIGURA 11 - FIGURA ESQUEMATICA QUE MOSTRA OS DIFERENTES MECANISMOS DE
INTERAGAO QUE PODEM SER OBSERVADOS PARA UMA MESMA ENERGIA DE GIBBS: (A)
LIGACOES DE HIDROGENIO COM PENALIDADE CONFORMACIONAL (AH>0 E AS<0), (B)
INTERAGOES HIDROFOBICAS DOMINANTES EM RELACAO A UM CUSTO ENTALPICO (AH<0 E

AS>0) E (C) PEQUENAS CONTRIBUICOES DE INTERACOES TANTO ENTALPICAS QUANTO
HIDROFOBICAS (AH = AS).

Fonte: O’Brien e Hang (2004).

Na FIGURA 12 estéo ilustradas diferentes inclinacdes nas curvas obtidas por
ITC. Quando maior a afinidade (K,) entre as moléculas tituladas maior é a inclinagédo
da curva de calorimetria de titulacéo isotérmica (SASSONIA, 2009) e melhores séo

0s ajustes dos modelos para o tratamento dos dados termodinamicos.
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FIGURA 12 - FIGURA ILUSTRATIVA DO EFEITO DO AUMENTO DA AFINIDADE DE LIGA(;AO Ka,
SENDO A<B<C.

Fonte: Draczkowski et al. (2014).
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Burgos et al. (2012) determinaram o0s parametros termodinamicos que
governam a dissociagdo e desdobramento da B-lactoglobulina por meio da técnica
de DSC e compararam com os dados obtidos por ITC para estudar os aspectos
termodinamicos da interacdo proteina-proteina com a aplicacdo de um modelo
termodinamico. A comparacéo dos resultados mostrou a complementaridade entre
as duas técnicas calorimétricas para uma analise aprofundada do processo de

dissociacao e desdobramento da proteina.

2.7 Consideracfes Finais da Reviséo da Literatura

Neste capitulo procurou-se relatar o estado da arte acerca das moléculas que
envolvem os complexos de proteina-polissacarideo, com maior enfoque na proteina
em questao (B-lactoglobulina), visto que as proteinas sdo determinantes no processo
de formagéo de complexos.

Além disso, foram abordadas as principais analises térmicas que sao
utilizadas na determinacdo dos parametros termodinamicos de formacdo dos
complexos, com énfase na andlise de calorimetria de titulacao isotérmica (ITC), a
qual foi utilizada no presente estudo.

Apesar de existirem muitos trabalhos relacionados a formacdo de complexos
nao foi constatado na literatura trabalhos a respeito da complexagcédo da BLG com a

carboximetilcelulose (CMC), a qual foi motivo de estudo deste trabalho.
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3 MATERIAL E METODOS

Neste capitulo serdo apresentados o material e os métodos utilizados no
preparo das solucdes biopolimericas e nas andlises subsequentes. No caso da
proteina, em especial, foi necessaria a determinacdo da sua concentracao final em
decorréncia da formacdo de precipitado apdés o processo de centrifugacdo das
solucBes. A analise de calorimetria de titulacdo isotérmica foi a técnica empregada
na avaliagdo dos complexos de proteina-polissacarideos sob diferentes condi¢cfes
de pH, devido a sua rapidez de resposta, versatilidade e necessidade de uma
pequena quantidade amostra. A analise de turbidimetria foi utilizada na avaliacdo da
formacdo dos complexos com o objetivo de elucidar os resultados obtidos por ITC
por ser uma técnica simples e de rapido retorno. Com o intuito de se avaliar a
influéncia da temperatura na estrutura da proteina (BLG) e consequentemente, na
interacdo da mesma com os polissacarideos (CMC e pectina), a solucédo de BLG foi
submetida a um tratamento térmico e posteriormente foi avaliada por meio das

técnicas de dicroismo circular e ITC.

3.1 Material

A B-lactoglobulina de leite bovino (pureza > 90%), a pectina de maca de alto
grau de esterificacdo (DE entre 70-75% e pureza > 90%), a carboximetilcelulose
(pureza > 90%, MM ~ 250 000 e DS entre 0,8 — 0,95) e o B-caroteno tipo | (pureza
de 93%) utilizados na formacéo dos complexos foram adquiridos da empresa Sigma-
Aldrich EUA. Todos os reagentes utilizados nas andlises eram de grau analitico e
foram armazenados conforme as instru¢des do fabricante.

No preparo dos sistemas em estudo, bem como das solu¢des tampao, foi
utilizada a agua tipo 1 (preparada em um sistema Milli-Q (Millipore Corporation ®), a
qual é necessaria para uma quantificagdo sem a influéncia de impurezas. Nas
didlises, foi utilizada uma membrana de 12 kDa (Sigma-Aldrich ®).

Para o preparo dos tampdes pH 3,0 e 4,0 foram utilizados os reagentes
fosfato de sddio bibasico (Neon ®) e acido citrico monohidratado (Vetec ®). No caso,
das solucbes tampdo pH 6,0 e 7,0, foram utilizados os sais fosfato de sdédio
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monobasico (Biotec ®) e fosfato de sodio bibasico (Neon ®). Todas as solugbes

tampao foram preparadas em uma concentracéo de 0,5 m mol.L .

3.2 Métodos

A influéncia do pH (3,0, 4,0, 6,0 e 7,0) nas interacdes da B-lactoglobulina
com a carboximetilcelulose e com a pectina, foi estudada usando a calorimetria de
titulacao isotérmica (ITC) e turbidez (r). A analise de ITC foi usada para fornecer
informacBes em relacdo as mudancas de entalpia associadas com as interacdes
proteina-polissacarideos. Além da analise de ITC, foi utilizada a analise de dicroismo
circular (CD), com o objetivo de avaliar a influéncia da temperatura na conformacao
e estabilidade da BLG sujeita a um tratamento térmico, assim como na formacéo dos
complexos. A andlise de turbidez foi usada para fornecer algumas informacdes

sobre a composi¢ao dos complexos formados.

3.2.1 Preparo das solucdes biopoliméricas

As solucdes dos polissacarideos (CMC e pectina) foram preparadas nas
concentracbes de 50 pM (CMC) e 150 pM (pectina). As solugbes dos
polissacarideos foram agitadas constantemente em um agitador magnético a
temperatura ambiente (25 °C) por 2h (CMC) e 3h (pectina) para a completa
solubilizagdo. De acordo com o fabricante a CMC possuia uma concentracdo de
sédio entre 6,5 e 9,5 %. Para remover 0 excesso de sal e as possiveis impurezas, as
solucdes de pectina e CMC foram dialisadas em membrana de 12 kDa (Sigma-
Aldrich) contra agua tipo 1, por 24 h a 4 °C. Apos a dialise, somente para as analises
de ITC, as solu¢bes dos polissacarideos foram novamente dialisadas durante a noite
contra a solugdo tampéo (pH 3,0, 4,0, 6,0, ou 7,0) para equilibrar o pH e a forca
ibnica das solugdes (Girard et al., 2003). O tampdao da diélise foi preservado para os
experimentos de ITC, bem como para ajustar a concentragdo das solucdes durante
0S experimentos e para a solubilizagédo da BLG na concentragao inicial de 3000 yM.
A utilizacdo do tampao proveniente da didlise se faz necessario para que todas as

solucbes possam estar nas mesmas condicbes e caracteristicas termodinamicas,
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visto que diferengas de tampao interferem os resultados nos experimentos de ITC.
As amostras foram centrifugadas a 14.103,57 g (14.500 rpm) usando uma centrifuga
de tubos de polipropileno (Mini Spin Plus — Eppendorf). Aliquotas de 2 uL da BLG
centrifugada foram utilizadas para mensurar a sua concentracdo, usando um
espectrofotometro UV nas medidas de absorbancia a 280 nm (NanoDrop 2000 -
Thermo Scientific).

Com o objetivo de avaliar o efeito da temperatura na conformacdo e
estabilidade da BLG, e consequentemente, na interacdo com o polissacarideo
(CMC), uma das amostras da BLG foi submetida a um tratamento térmico a 68 °C
por 50 minutos ante da andlise de ITC em pH 4. Para confirmar os resultados
obtidos no ITC, a mesma amostra foi analisada pela técnica de dicroismo circular
(CD).

Além da temperatura, foi avaliada também a influéncia da presenca de um
antioxidante (B-caroteno) na formacgédo dos complexos proteina-polissacarideo. O [3-
caroteno foi adicionado na solucdo de proteina (BLG) que foi titulada na solucéo de
polissacarideo (CMC), por meio da andlise ITC em pH 4. A solucéo de -caroteno foi
preparada na concentracao de 20 mM, utilizando alcool etilico absoluto (pureza de
99,8%) para a sua completa solubilizacdo. Uma aliquota de 20 uL da solugdo do
carotenoide foi adicionada em 1,0 mL da solugdo de proteina previamente

centrifugada.

3.2.2 Determinacao da concentracéo da B-lactoglobulina  por
espectrofotometria

Pela praticidade e simplicidade, o método espectrofotométrico foi adotado
para quantificar a concentragdo da B-lactoglobulina no presente estudo. Apds o
procedimento de centrifugagdo, as concentragcbes da proteina foram verificadas
utilizando o espectrofotdmetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). As medidas
espectrofotométricas foram realizadas em comprimento de onda de 280 nm, sendo
utilizadas aliquotas de 2 pL, o coeficiente de extingdo €/1000 = 16,96 M™* cm™ e
massa molar de 19,88 kDa. Os dados do coeficiente de extingdo molar e massa
molar da proteina foram obtidos do software online Protparam.
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3.2.3 Calorimetria de titulagc&o isotérmica (ITC)

Um calorimetro de titulagéo isotérmica (ITC 200, Microcal Inc., Northampton,
EUA) foi utilizado para medir as variagbes de entalpia dos complexos de BLG e
CMCl/pectina em diferentes valores de pH (3,0, 4,0, 6,0 ou 7,0). Foram injetadas
sequencialmente 38 aliquotas de 1 uL das soluc¢des de BLG em 200 pL na solucéo
de polissacarideo (CMC ou pectina) contida na célula de titulacdo. A concentracédo
da solucdo dos biopolimeros foi ajustada com o tampao preservado das didlises e
variou em funcdo do pH. Cada injecéo teve uma duracédo de 2 s e um intervalo de
150 s entre as sucessivas injecdes. A temperatura da solucao da célula de titulacéo
foi mantida a 25 °C e a solugéo foi agitada a 300 rpm em todos 0s experimentos
para assegurar a homogeneizagéao do sistema durante as titulagbes. As medidas de
ITC foram conduzidas em duplicata e os resultados foram reportados como a média
das titulacdes. O calor de diluicdo da titulacdo do branco da BLG com a solucgéo
tampdo foi subtraida dos dados brutos. Os resultados foram reportados com a
variacdo da entalpia igual em kcal por mol de BLG injetada na célula de reacédo. O
software Microcal ORIGIN 7.0 ® do ITC foi utilizado para o tratamento dos dados

coletados.

3.2.4 Medidas de turbidez versus pH

A dependéncia da turbidez (r) das misturas das solug¢des biopoliméricas
dialisadas em relagéo ao pH foi analisada de acordo com Ru et al. (2012), usando
um espectrofotometro a 600 nm (Shimadzu UV, 1800). As cubetas das amostras
eram compostas de quartzo e possuiam um caminho 6tico de 1 cm. O
espectrofotdmetro foi calibrado para medir 100% de transmitancia (T) com agua tipo

2. A turbidez foi dada em porcentagem e definida pela Eq. 2.
T =100 — T(%) (2)
Foi utilizada uma solugcdo de HCI 0,1 M para ajustar o pH da mistura das

solugdes de BLG (3000 uM) e pectina (50 uM) ou CMC (50 yM) numa razao de 1:10

(proteina:polissacarideo). Apos a adicdo de um pequena aliquota da solucdo de HCI,
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a transmitancia foi medida, e o pH foi monitorado com um pHmetro Oakton (Modelo
11 series, Singapura) calibrado com trés tampdes de pH 4, 7 e 10. Todas as
solucbes foram agitadas em vortex antes das medidas de turbidez e pH. Os
experimentos foram realizados a temperatura de 25 °C e repetidos duas vezes e 0s

resultados foram apresentados como a média e amplitude.

3.2.5 Tratamento térmico

Com a finalidade de se avaliar o efeito da temperatura na estrutura da
proteina e consequentemente na interacdo com os polissacarideos, foi realizado um
tratamento térmico na solucéo de BLG 3000 uM. Para tanto, aliquotas de 1,0 mL das
solugbes de BLG, solubilizadas em tampéo citrato fosfato pH 4,0, foram
acondicionadas em tubos de polipropileno (Eppendorf). Os tubos foram colocados
em banho termostatizado com agitacdo mecanica (Dubnoff - Ethiktechnology)
previamente aquecido a 68 + 1 °C e foram retirados ap6s 50 minutos (BAEZA &
PILOSOF, 2002). Na sequéncia, as solucdes foram resfriadas em temperatura

ambiente (25 °C) e conduzidas para as analises de ITC e dicroismo circular.

3.2.6 Dicroismo circular

O espectropolarimetro CD (J-815, Jasco International CO., Tokyo, Japan)
equipado com uma unidade de controle de temperatura foi usado para avaliar a
conformacéo e estabilidade da BLG apds o tratamento térmico (68 °C por 50 min)
em comparacao com a BLG sem aquecimento. Os espectros foram obtidos usando
cubetas de quartzo com caminho 6tico de 0,01 cm e 1 cm de largura. O nitrogénio foi
utilizado como gas de purga em um fluxo de 10 L.min™. A concentracdo de BLG
utilizada nos experimentos foi de 0,385 mg.mL™ em pH 4. A elipticidade média dos
residuos (MRE) foi calculada utilizando um massa molecular de 19,883 kDa e um
namero de residuos igual a 178 (Fonte: Sigma-Aldrich) (MATSUURA & MANNING,
1994) usando a relacéo da Eq. 1.
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MRE = 6 X100 X (1)

CXlxXn

Onde 6 é o grau de elipticidade (deg), | € o comprimento 6tico (cm), C é a
concentracdo (mg/ml), M é o massa molecular (kDa) e n € o nimero de residuos na
proteina. A elipticidade residual molar média (MRE) é dada em deg.cm?. dmol™
(CORREA & RAMOS, 2009).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A influéncia do pH nas interacbes da [-lactoglobulina com a
carboximetilcelulose e com a pectina foram estudadas usando a calorimetria de
titulacao isotérmica (ITC) e turbidimetria (7). A analise de ITC foi usada para fornecer
informacBes em relacdo as mudancas de entalpia associadas com as interacdes
proteina-polissacarideos (se¢do 3.2.3). A andlise de turbidez foi usada para
confirmar as informacdes obtidas pela andlise de ITC referentes a formacdo dos
complexos proteina-polissacarideo (secéo 3.2.4).

4.1 Concentracdo das solug6es em funcao do pH

Todas as solugdes de B-lactoglobulina (BLG) foram preparadas inicialmente
na concentracdo de 3000 pM. Apds a centrifugacdo houve uma alteracdo nas
concentracbes das solucbes da proteina em funcdo do pH em que estavam
acondicionadas. No pH 7 nado foi observada a formacdo de precipitado e a
concentracdo da BLG foi mantida (2986,70 + 3,19 uM). No pH 6, houve uma
pequena formacao de precipitado apds a centrifugacdo e a concentracédo final ficou
em torno de 2002 pyM. No pH 3 e no pH 4 a formacdo do precipitado foi mais
evidente. Sendo que no pH 4 foi observada a menor concentracao de proteina apos
a centrifugacédo (593,41 = 1,48 uM). Provavelmente, isso se deve ao fato de que
nesta faixa de pH a proteina se encontra muito proxima ao seu ponto isoelétrico (pl
tedrico de 4,93 segundo o software online ProtParam) e a carga liquida tende a ser
minima reduzindo a sua solubilidade e fazendo com que ocorra o processo de
precipitacao.

Esta diferenca das concentracdes pode ser explicada pelo fato de que a BLG
se apresenta em diferentes estruturas quaternarias, dependendo das condi¢des
ambientais onde esté inserida. Na faixa de pH entre 3-5, ela pode estar na forma de
um octamero por meio da associacdo dos dimeros, o que facilita o processo de
precipitacdo da proteina pois possuem menores superficies para a interacdo com a
agua. Na faixa de pH entre 5-8 a BLG pode se apresentar como um dimero, e como
um mondmero em pH acima de 8 e abaixo de 2, sendo que as unidades

monoméricas sao idénticas (VERHEUEL et al., 1999). Na faixa de pH entre 9 e 13,
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ocorre a desnaturacdo induzida da proteina (CASAL et al.,, 1988; TAULIER &
CHALIKIAN, 2001). Consequentemente, a interacdo da BLG com o meio depende
de suas estruturas quaternarias, uma vez que quanto menor a estrutura, no caso
mondmero, maior € a superficie de interacdo com as solucbes de tampéo o que
aumenta a sua solubilidade.

Em decorréncia dessas diferencas de estruturas bem como das cargas
liquidas dos biopolimeros estudados, a interacdo da BLG com os polissacarideos
também variou, sendo necessaria a adaptacado da concentracdo tanto das solucdes
de CMC quanto das solugbes de pectina em toda a faixa de pH estudada. As
concentracbes utilizadas nos experimentos de ITC e as respectivas razbes

proteina:polissacarideo estdo descritas da TABELA 5.

TABELA 5 - DEPENDENCIA DA CONCENTRACAO DAS SOLUCOES DE BLG, CMC E PECTINA
EM FUNCAO DO pH.

BLG (M)  CMC (uM) *BLG:CMC Pectina (uM) *BLG:Pectina

pH 3,0 2742,21 +9,89 10 274:1 75 37:1
pH 4,0 593,41 +1,48 2,5 237:1 10 59:1
pH 6,0 2001,83 +18,74 50 40:1 150 13:1
pH7,0 2986,70 + 3,19 5 597:1 15 199:1

* Razd@o aproximada da proteina: polissacarideo referente as concentracdes iniciais das solucdes
biopoliméricas utilizadas nos experimentos de ITC.

4.2 Avaliagcdo do efeito do pH na formacdo dos complexos de proteina-

polissacarideo por calorimetria de titulagcao isotérmica (ITC)

O propdsito das analises de ITC foi avaliar a influéncia do pH (3, 4, 6 e 7) nas
mudancas de entalpia de interagao da B-lactoglobulina com CMC e com pectina sob
as diferentes condicdes de pH. No decorrer das analises, foram utilizadas pequenas
injecoes de1uL (total de 38 injecbes) conforme descrito na se¢ao 3.2.3.

Na FIGURA 13 encontra-se ilustrada uma curva tipica de ITC, obtida da
titulacdo do titulante (BLG) com o receptor (CMC). No topo da figura encontra-se a

curva referente ao calor (ucal/s) liberado apos a injecao da BLG na célula contendo
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a CMC. A parte inferior da figura refere-se a variagéo de entalpia (AH) que envolve a
formacao dos complexos. A razdo molar da interacdo da proteina (BLG) em relacdo
ao polissacarideo, neste caso a CMC, é dada quando a saturacdo do sistema é
atingida, ou seja, no primeiro ponto da curva onde a energia liberada na célula é
igual a zero (AH = 0) (Girard et al., 2003). Neste caso, a razdo de BLG:CMC é de
aproximadamente 25:1. Os resultados revelaram que a complexag¢do da proteina
com o0s polissacarideos € exotérmica porque em todos o0s experimentos foi
observada a liberacdo de energia (AH < 0) apds cada injecdo. De acordo com Ou &
Muthukmar (2006), isto ocorre porque a formacdo de complexos entre polieletrélitos
fracamente carregados é dirigida por uma entalpia negativa devido a atracdo

eletrostatica que ocorre entre as duas moléculas carregadas opostamente.
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FIGURA 13 - EXEMPLO ILUSTRATIVO DAS CURVAS OBTIDAS NA AN:&LISE DE ITC (TOPO) E
ISOTERMAS DE LIGACAO OBTIDOS DA INTEGRACAO DE CADA INJECAO (PARTE INFERIOR).
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De acordo com os resultados obtidos o pH 3 foi 0 que apresentou as maiores
entalpias de ligacdo (FIGURA 14). No caso da interacdo da BLG-pectina (FIGURA
14A), a intensidade dos sinais foi prejudicada devido a alta concentracdo da pectina,
gue aumentou a viscosidade do sistema e reduziu a dispersao da proteina na célula.
Com isso, o equilibrio térmico entre as inje¢Bes reduziu drasticamente e ocorreram
desvios na linha de base (GIRARD et al., 2003). Os dados de ITC sugerem que
existe uma forte interacdo com entalpia negativa entre a proteina e a CMC e a
pectina na primeira injecdo com uma variacdo de entalpia de cerca de -24 Kcal mol™

para a CMC e de -16 Kcal mol™ no caso da pectina.
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FIGURA 14 - CURVAS DE ITC (TOPO) E ISOTERMAS DE LIGACAO (PARTE INFERIOR)
CORRESPONDENTES A TITULACAO DA SOLUCAO DE BLG (2742 pM) NAS SOLUCOES DE (A)
PECTINA (75 uM) E DE (B) CMC (10 pM) NO pH 3,0 A 25 °C. TODOS OS EXPERIMENTOS FORAM
REALIZADOS EM DUPLICATA.

No pH 4, a saturacdo do sistema composto pela BLG com a CMC (FIGURA
15B) e com a pectina (FIGURA 15A) foi atingida, ja que a energia liberada pela
célula foi praticamente nula apés ~ 20 injecdes (AH ~ 0 Kcal mol™). A razéo molar de
saturacdo do complexo BLG/CMC foi de aproximadamente 70:1 e de 13:1 para o

sistema BLG/pectina. Nestas condicbes, a interacdo da CMC com a proteina
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apresentou uma entalpia aproximadamente duas vezes maior, cerca de - 4 Kcal mol
! do que a encontrada para a interacdo da BLG-pectina, de aproximadamente - 2
Kcal mol™®. Além disso, neste pH foi necessaria uma concentracdo menor de
polissacarideo para que houvesse a interacdo. Isto pode ter ocorrido pelo fato de
que nesta condicdo a carga negativa dos polissacarideos é maior quando
comparada com sua carga nos demais valores de pH e, também porque existem
mais sitios de ligacédo disponiveis para as moléculas de proteina que esta carregada
positivamente (HARNSINALAWAT et al.,, 2006). Girard et al. (2003) encontraram
uma razdo molar de BLG: pectina de 26:1, para a pectina de baixa metoxilacdo, e de
24:1 para a pectina de alta metoxilagdo, em pH 4 (tampao fosfato 5 mM). Esta
diferenca em relacdo aos resultados obtidos neste trabalho quando comparados
com os resultados da literatura, pode ser explicada devido a diferencas no
procedimento de extracdo, na fonte de obtencdo e na localizacdo da pectina no

tecido da planta, os quais sdo fatores consideraveis nas propriedades fisico-
quimicas da pectina (BARRERA et al., 2002).
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FIGURA 15 - CURVAS DE ITC (TOPO) E ISOTERMAS DE LIGAGAO (PARTE INFERIOR)
CORRESPONDENTES A TITULACAO DA SOLUCAO DE BLG (593 uM) NAS SOLUCOES DE (A)

PECTINA (10 pM) E DE (B) CMC (2,5 uM) NO pH 4,0 A 25 °C. TODOS OS EXPERIMENTOS
FORAM REALIZADOS EM DUPLICATA.



59

No pH 6, foi observada uma pequena mudanca de entalpia quando a solugéo
de BLG foi titulada nas solugbes CMC/pectina (FIGURA 16). Esta pequena interacéo
entre as biomoléculas se deve ao fato de que ambas sdo carregadas negativamente
neste valor de pH o que faz com que haja uma forte repulséo eletrostatica entre elas
(HARNSINALAWAT et al., 2006). Da mesma forma, no pH 7 (FIGURA 17) as
interacdes entre a BLG e os polissacarideos foram praticamente inexistentes como
pode-se observar nas isotermas de ligacdo onde os pontos aparecem de forma

dispersa e com uma entalpia de baixa magnitude.
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FIGURA 16 - CURVAS DE ITC (TOPO) E ISOTERMAS DE LIGACAO (PARTE INFERIOR)
CORRESPONDENTES A TITULACAO DA SOLUCAO DE BLG (2002 pM) NAS SOLUCOES DE (A)
PECTINA (150 uM) E DE (B) CMC (50 uM) NO pH 6,0 A 25 °C. TODOS OS EXPERIMENTOS
FORAM REALIZADOS EM DUPLICATA.
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FIGURA 17 - CURVAS DE ITC (TOPO) E ISOTERMAS DE LIGACAO (PARTE INFERIOR)
CORRESPONDENTES A TITULACAO DA SOLUCAO DE BLG (2987 pM) NAS SOLUCOES DE (A)
PECTINA (15 uM) E DE (B) CMC (5 uM) NO pH 7,0 A 25 °C. TODOS OS EXPERIMENTOS FORAM
REALIZADOS EM DUPLICATA.

Os resultados obtidos nas analises de ITC evidenciaram a dependéncia do pH
na interacdo da proteina com ambos o0s polissacarideos. Ap6s o término das
titulacdes foi observada a formacdo de um precipitado nos valores de pH 3 e 4, a
qgual ndo foi notada nos valores de pH 6 e 7. Esta formacao de precipitado indica que
ocorreu a complexacao da proteina com o polissacarideo. Comparando-se os dois
polissacarideos em todos os experimentos, pode-se observar uma maior afinidade
da BLG com a carboximetilcelulose, ja que esta apresentou as maiores variacoes de
entalpia quando comparada a pectina. Para compreender melhor a formagao dos
complexos frente os diferentes valores de pH estudados, foi realizada a analise de

turbidez (sec¢éo 4.3).
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4.3 Turbidez

O impacto do pH nas solugcbes de proteina-polissacarideo (razdo molar de
1:10) foi medido por meio da analise de turbidimetria em temperatura de 25 °C.
Ambas as solugdes de polissacarideos foram preparadas na concentragao de 50 uM
com a finalidade de comparar o comportamento da CMC e a pectina frente as
mesmas condigbes. A B-lactoglobulina (BLG) foi preparada na mesma condicao
inicial (3000 uM) proposta para a analise de calorimetria de titulacdo isotérmica
(ITC). A solucdo de BLG/CMC (1:10) apresentou pH inicial em torno de 7,1 e
turbidez préxima de 0% (FIGURA 18B), visto que ambas as solucdes isoladas eram
translicidas. A solucdo de BLG/pectina (1:10) apresentou pH inicial préximo de 4,8,
sendo necessério o ajuste do pH para em torno de 7,7 com solu¢cado de NaOH 0,5 M
antes do inicio das leituras de turbidez. Como a solucdo de pectina apresentava
coloracdo caramelo, a turbidez inicial da mistura apresentou um valor em torno de
20% (FIGURA 18A).

Ambas as solugbes de proteina-polissacarideos apresentaram-se
visivelmente claras, com baixos valores de turbidez acima do pH 5 (FIGURA 18). De
acordo com Jones et al. (2010), isto ocorre porque tanto a proteina quanto o
polissacarideo estdo carregados negativamente nesta faixa de pH e ocorre uma
repulséo eletrostatica que dificulta o processo de complexacéo.

A medida que o pH diminuiu, até proximo de 3, a turbidez aumentou
progressivamente podendo-se perceber a formagao de uma dispersao coloidal turva
das amostras, 0 que indica que os complexos foram formados e que foram
suficientemente grandes para desviar a luz. Na faixa de pH entre 5 e 3, 0s
agregados de proteina-polissacarideos séo formados pela atracdo eletrostatica dos
grupos catibnicos da superficie proteica com o0s grupos anibnicos dos
polissacarideos (GIRARD et al. , 2003; JONES & McCLEMENTS, 2011). Esses
resultados corroboram com as andlises de ITC, onde claramente percebeu-se uma
maior interacdo das biomoléculas no pH 3 e no pH 4 quando comparada ao pH 6 e
pH 7.
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FIGURA 18 — DEPENDENCIA DA TURBIDEZ (A 600 nM) EM FUN(;AO~ DO pH DA MISTURA DE
BLG/PECTINA (A) E DA MISTURA DE BLG/CMC (B), AMBAS NA RAZAO DE MISTURA DE 1:10.
AS BARRAS INDICAM A AMPLITUDE DAS DUPLICATAS.
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4.4 Efeito do tratamento térmico nainteragcdo da BLG com a CMC

Foi realizado um teste preliminar empregando-se um tratamento térmico a 82
+ 1°C por 50 minutos na solucdo de BLG, visto que a temperatura de desnaturacéo
da BLG em torno do pH 4 é acima de 80 °C (Jones et al.,, 2010b). Porém apdés o
tratamento térmico verificou-se a formacgéo de um precipitado que compreendia toda
a aliquota da solucdo de BLG inserida no tubo de polipropileno. Mesmo apos a
centrifugacédo, a separacao do precipitado e do sobrenadante néo foi possivel. Desta
forma, optou-se por dar continuidade no estudo utilizando-se o tratamento a 68 °C
por 50 minutos.

Sendo assim, a BLG foi submetida a um tratamento térmico a 68 + 1 °C por
50 minutos com a finalidade de avaliar o efeito da temperatura na sua conformacao
e estabilidade e, consequentemente, nas interacdes com os polissacarideos. Neste
experimento, optou-se por escolher as melhores condi¢cdes de interacdo tanto em
relacdo ao tipo de polissacarideo quanto ao pH. Portanto, o experimento foi
realizado em pH 4 utilizando-se a CMC.

De acordo com os resultados obtidos, ndo houveram modificacdes nas
interacbes entre as biomoléculas durante as titulagBes calorimétricas isotérmicas
(FIGURA 19). Em ambos os casos a razdo molar BLG:CMC foi de aproximadamente
65:1 e a variacdo de entalpia foi exotérmica, com um valor em torno de - 4,5 kcal
mol? na primeira injecdo. Com base nestes resultados, pode-se dizer que o
tratamento térmico empregado ndo foi suficiente para causar modificagcbes na
estrutura da proteina.

Isto ocorre porque a estruturacao proteica € um processo cooperativo, onde
h& interagbes intramoleculares responsaveis pela manutencdo da estrutura
tridimensional da proteina. Esta estrutura € mantida até o instante em que ocorre a
quebra de uma ligacdo determinante no processo de desnaturacdo. A partir dai,
guebram-se todas as outras ligagcbes e rapidamente se atinge a desnaturacdo da
proteina, ocorrendo a sua perda de atividade biolégica (MELO et al., 1997). O grau
de cooperatividade no processo de desnaturacao € dependente do pH (quanto maior
o grau de cooperatividade maior € a resisténcia da proteina ao processo de
desnaturacdo) e é maximo em torno do ponto isoelétrico da proteina (pl ¢esrico, BLG) =
4,93), onde a carga liguida da proteina € minima. No pH préximo a 4, o grau de

cooperatividade da BLG é maximo, consequentemente, a temperatura de
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desnaturacao térmica (~ 85 °C) e a estabilidade térmica da proteina também sé&o
maximas (LIU et al.,1994).
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FIGURA 19 - COMPARACAO DAS CURVAS DE ITC (TOPO) E ISOTERMAS DE LIGACAO (PARTE
INFERIOR) CORRESPONDENTES A TITULACAO DA SOLUCAO DE BLG (593 uM) (A) SEM
AQUECIMENTO E (B) SUBMETIDA AO TRATAMENTO TERMICO DE 68 °C/50 MIN NAS
SOLUCOES DE CMC (2,5 uM) EM pH 4,0 A 25 °C. OS EXPERIMENTOS FORAM REALIZADOS EM
DUPLICATA.

4.5 Dicroismo circular (CD)

A técnica espectroscopica de dicroismo circular (CD) foi utilizada com o
objetivo de fornecer informacdes referentes a conformacédo e estabilidade da BLG
em pH 4 apds o tratamento térmico da mesma a 68 °C por 50 minutos.

A FIGURA 20 mostra a curva obtida apdés a varredura (190-250 nm) das
amostras da BLG que passou por tratamento térmico em comparacdo com a BLG
gue néo sofreu aquecimento. Com base nos resultados obtidos, pode-se dizer que o

tratamento térmico empregado néo foi suficiente para causar mudancas na estrutura
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da proteina. Estes resultados corroboram com a andlise de ITC, os quais ndo
apresentaram diferengas nas interacdes da proteina termicamente tratada (68 °C/50
min) com a carboximetilcelulose quando comparada a BLG sem aquecimento
(FIGURA 19).

De acordo com Correa & Ramos (2009), o espectro obtido neste experimento
(FIGURA 20) é tipico de uma proteina 3-folha, com uma banda negativa entre 210 e
220 nm e uma banda positiva na faixa de 205 e 190 nm. Sendo que, a principal
caracteristica estrutural secundaria da BLG € a predominancia de uma série de [3-
folhas antiparalelas (MONACO et al.,, 1987; PAPIZ et al., 1986), com pouca ou
nenhuma mudanca conformacional na faixa de pH entre 2,75 - 6,4 (SU &
JIRGENSONS, 1977), e um maximo negativo entre 216 e 218 nm (MATSUURA &
MANNING, 1994; TAULIER & CHALIKIAN, 2001).
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FIGURA 20 - VARREDURA (190 — 250 NM) DO ESPECTRO DE UV-CD DA B-LACTOGLOBULINA
APOS TRATAMENTO TERMICO A 68 °C POR 50MIN E SEM AQUECIMENTO EM pH 4.
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4.6 Efeito da presenca do B-caroteno na complexagcdo da BLG com os
polissacarideos (CMC ou pectina)

A influéncia da presenca do -caroteno na interacdo com os polissacarideos
também foi avaliada pela técnica de ITC. Da mesma forma que se procedeu para a
avaliacdo da influéncia da temperatura na conformagdo da BLG, bem como na
formacéo dos complexos, optou-se por escolher o pH 4 e as mesmas concentracoes
de polissacarideos utilizadas no experimento referente a este pH. Portanto, as
concentracdes da CMC e pectina foram de 2,5 yM e 10 uM, respectivamente.

As Figuras 21 e 22 ilustram a comparacao das titulagbes com e sem a
presenca do B-caroteno na BLG. Com base nos resultados obtidos foi possivel
perceber a influéncia da adicdo do antioxidante (B-caroteno) na variacdo de entalpia
dos sistemas estudados. A saturacdo do sistema nao foi completa tanto para a CMC
guanto para a pectina, visto que em ambos 0s sistemas a variagao da entalpia nao
se aproximou de zero. Consequentemente, pode-se dizer, em ambos os casos, que
sdo necessarias mais moléculas de BLG e B-caroteno (FIGURAS 21B e 22B) para
que ocorra a completa saturacdo do sistema proteina-polissacarideo, quando se
compara com apenas a BLG em solugdo (FIGURAS 21A e 22A). Provavelmente,
isso ocorre porque quando a BLG se liga ao carotenoide, sobram menos sitios de

ligacdes disponiveis para as interacdes com 0s polissacarideos.
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FIGURA 21 — COMPARAGCAO DAS CURVAS DE ITC (TOPO) E ISOTERMAS DE LIGAGAO (PARTE
INFERIOR) CORRESPONDENTES A TITULACAO DA SOLUGAO DE BLG (593 pM) (A) SEM B-
CAROTENO E (B) COM B-CAROTENO NA SOLUGAO DE CMC (2,5 uM) EM pH 4,0 A 25 °C. OS
EXPERIMENTOS FORAM REALIZADOS EM DUPLICATA.
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FIGURA 22 - COMPARAGAO DAS CURVAS DE ITC (TOPO) E ISOTERMAS DE LIGACAO (PARTE
INFERIOR) CORRESPONDENTES A TITULACAO DA SOLUCAO DE BLG (593 pM) (A) SEM B-
CAROTENO E (B) COM B-CAROTENO NA SOLUCAO DE PECTINA (10 uM) EM pH 4,0 A 25 °C. OS
EXPERIMENTOS FORAM REALIZADOS EM DUPLICATA.

De acordo com Dufour e Haertlé (1991), a BLG possui uma grande afinidade
de ligacdo com o B-caroteno devido presenca do sitio de ligacdo B-barril, o qual
permite a interagcdo com moléculas hidrofébicas. Em seu trabalho eles encontraram
a razao molar de B-caroteno e BLG de 1:2. Esta razdo molar pode ser explicada pelo
fato de que o B-caroteno possui dois ciclos B- ionona em sua extremidade, unidos
por uma cadeia de isoprendides, que pode interagir a0 mesmo tempo com duas
moléculas de BLG.

Com a finalidade de analisar a interacdo da BLG com o [-caroteno, foi
realizada uma titulacdo do carotenoide (B-caroteno) contra a proteina (BLG) no ITC,
porém sem sucesso. Neste experimento injecbes de [B-caroteno (solubilizado em
etanol absoluto) foram tituladas na BLG (solubilizada em agua) presente na célula.
Devido a incompatibilidade dos solventes necessarios para solubilizar ambas as
moléculas, os resultados obtidos apresentaram desvios na linha de base e sofreram
interferéncia devido a liberacdo de calor quando o alcool (solvente do [B-caroteno)
era titulado na agua (solvente da BLG).
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Os resultados obtidos neste experimento indicam a possibilidade de utilizar a
BLG como material encapsulante do -caroteno. Esta possibilidade da utilizacdo da
BLG como agente encapsulante foi verificada no trabalho de Mensi et al. (2013),
onde se concluiu que a BLG possui caracteristicas importantes no processo de
encapsulacédo, pois exerce a funcéo tanto de agente de protecdo quanto de agente
de liberacdo do carotenoide. Por conseguinte, esta propriedade de ligante com
nutrientes que a BLG possui, tais como vitaminas e antioxidantes, € uma ferramenta

atil no desenvolvimento de alimentos funcionais (Liang et al., 2011).
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5 CONCLUSAO

Neste trabalho investigou-se a interacdo da BLG com os polissacarideos
CMC e pectina, separadamente, em diferentes condi¢cdes de pH (3, 4, 6 e 7). Além
disso, verificou-se a influéncia do tratamento térmico na conformacdo da BLG e,
consequentemente, na formagdo dos complexos, bem como a influéncia da
presenca do -caroteno no processo de complexacdo. Os resultados obtidos neste
estudo forneceram informacdes relevantes para a aplicacdo industrial destes
complexos.

Com base nos resultados obtidos nas analises de ITC, pode-se concluir que
no pH 3 e no pH 4 existe uma maior interagcdo entre a B-lactoglobulina e os
polissacarideos (CMC ou pectina) quando comparado ao pH 6 e 7. Esta maior
interacdo foi observada nas isotermas de ligacdo que apresentaram uma maior
variagdo de entalpia. Isso ocorre devido a atragdo eletrostatica existente nesta faixa
de pH, entre os grupos catidnicos da superficie proteica e os grupos aniénicos dos
polissacarideos e, assim os complexos proteina-polissacarideo sao formados. Os
dados obtidos na andlise de turbidez confirmam os resultados obtidos por ITC. Visto
que, a partir do pH 5 até préximo ao pH 3, a turbidez aumentou progressivamente,
concluindo-se assim, que houve a formagdo dos complexos, os quais foram
suficientemente grandes para causar o desvio da luz.

O efeito da temperatura na conformacédo da BLG, o qual pode influenciar na
formacdo dos complexos, também foi avaliado por ITC. Conforme observado nos
termogramas nao houveram alteracbes na interacdo da BLG com a CMC no pH 4.
Os resultados da analise de dicroismo circular demostraram que o tratamento
térmico empregado (68 °C por 50 min) ndo foi suficiente para modificar a estrutura
secundaria da proteina. Estes dados séo relevantes, por exemplo, em um processo
industrial onde € necessario o emprego de temperatura, tal como uma pasteurizacéo
lenta (62-65 °C por 30 min). Mesmo apds o tratamento térmico, a proteina nao
apresentou alteracdes na sua estrutura e nas propriedades fisico-quimicas
estudadas.

Da mesma forma, a analise de ITC foi empregada para avaliar o efeito da
presenca do [B-caroteno, adicionado na solucdo de BLG, na formacdo dos
complexos com CMC. Os resultados evidenciaram a reducao da interacdo da BLG

com o polissacarideo, devido, provavelmente, a reducdo de sitios de ligacdo na
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proteina ocasionada pela presenca do antioxidante. Os resultados evidenciaram a
grande afinidade de ligagdo da BLG com o -caroteno em razdo da presenca do sitio
de ligacao B-barril, o qual permite a interacdo com pequenas moléculas hidrofébicas,
como é o caso do B-caroteno.

Portanto, foi possivel comprovar a influéncia do pH na formacdo dos
complexos BLG e CMC/pectina, por meio das técnicas de ITC e turbidimetria. Pode-
se concluir também, que ambas as técnicas sdo adequadas para o estudo destes
sistemas, pois fornecem informac8es que auxiliam na avaliacdo e conhecimento dos
parametros que envolvem a formacdo destes complexos, proporcionando o
dimensionamento e a viabilizagdo do seu processo de fabricacéo.

Sendo assim, o estudo realizado embora seja muito fundamental, sugere que
os complexos obtidos da interacdo da BLG com a CMC/pectina podem ser aplicados
em sistemas alimentares, tais como na encapsulacdo de compostos bioativos, como
no caso do [3-caroteno; na estabilizacdo de emulsdes, uma vez que a BLG possui
interacdo tanto com moléculas hidrofébicas (B-caroteno) quanto com moléculas
hidrofilicas (polissacarideos). E, além dessas aplicacdes, as propriedades fisico-
quimicas destes sistemas também possibilitam o seu emprego na producdo de
biofilmes, vencendo-se em primeiro momento os problemas tecnoldgicos inerentes a

este processo.
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